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AMAC KAPSAM

Tirkiye Parazitoloji Dergisi (Turkiye Parazitol Derg), Tiirk
Parazitoloji Dernegi'nin cift-kdr hakemli, acik erisimli
bilimsel yayin organidir. Dergi Mart, Haziran, Eylil ve Aralik
aylarinda olmak tizere li¢ ayda bir yaymlanir ve dort sayida
bir cildi tamamlanir. Yayin dili Tiirkge ve ingilizce'dir.

Turkiye Parazitoloji Dergisi; tip, veterinerlik ve biyoloji
alanlarinda parazitoloji konulu klinik ve deneysel arastirma
makaleleri, olgu sunumlari, derleme ve editére mektup
tirlinde yayinladigi yiiksek bilimsel standartlara sahip
makalelerle uluslararasi literatiire katki sunmaktadir.

Derginin hedef kitlesi, tibbi ve veteriner parazitoloji
alanlarinda ve biyoloji bilim dalinin ilgili birimlerinde
calisan tiim bilim insanlari ve bu alanlardaki yiiksek lisans
ogrencileridir.

Derginin editoryel ve vyayin sirecleri “International
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE)", "World
Association of Medical Editors (WAME)", "Council of
Science Editors (CSE)", "Committee on Publication
Ethics (COPE)", "European Association of Science Editors
(EASE)" ve “National Information Standards Organization
(NISO)" organizasyonlarinin kilavuzlarina uygun olarak
bicimlendirilir. Tlrkiye Parazitoloji Dergisi, “Principles of
Transparency and Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.
org/bestpractice)" ilkelerini benimsemistir.

Tirkiye Parazitoloji Dergisi, PubMed/MEDLINE, BIOSIS-
Zoological Record, EBSCO, Index Copernicus, Gale, ProQuest,
BIOSIS Previews Biological Abstracts, CABI, SCOPUS, Embase,
J-Gate, ROOT INDEXING, TUBITAK ULAKBIM TR Dizin,
EuroPub, DOAJ, ARDI, GOALI, Hinari, OARE, Tiirk Medline ve
Tiirkiye Atif Dizini tarafindan indekslenmektedir.

Makale degerlendirme ve yayin islemleri icin yazarlardan
licret talep edilmemektedir. Tim makaleler http://
turkiyeparazitolderg.org/tr/Anasayfa  sayfasindaki online
makale degerlendirme sistemi  kullanilarak  dergiye
gonderilmelidir. Derginin yazim kurallarina, gerekli formlara
ve dergiyle ilgili diger bilgilere web sayfasindan erisilebilir.

Derginin tlim masraflani  Tirkiye Parazitoloji Dernegi
tarafindan karsilanmaktadir. Basili kopyalarda tibbi ilag,
malzeme ve cihaz Ureticilerinin reklamlari yayinlanabilir.
Reklam vermek isteyenlerin Editdryel Ofis ile iletisime
gecmeleri gerekmektedir. Reklam gorselleri sadece Bas
Editor onayi ile yayinlanmaktadir.

Dergide yayinlanan makalelerde ifade edilen bilgi, fikir ve
gorusler Tiirkiye Parazitoloji Dernegi, Bas Editor, Editorler,
Yayin Kurulu ve Yayincr'nin  degil, yazar(lar)in bilgi ve

gorislerini yansitir. Bas Editor, Editorler, Yayin  Kurulu ve
Yayinci, bu gibi yazarlara ait bilgi ve gorlisler icin hicbir
sorumluluk ya da ylkimliilik kabul etmemektedir.
Yayinlanan tiim icerije http://turkiyeparazitolderg.org/
tr/Anasayfa adresinden (icretsiz olarak erisilebilir. Basili
kopyalar Tiirkiye Parazitoloji Dernegi lyelerine (icretsiz
olarak dagtilir.

Dergide yayinlanan icerigin tim telif haklari Tirkiye
Parazitoloji Dernegi'ne aittir.

Bas Editor
Prof. Dr. Yusuf Ozbel

Adres: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim
Dali, 35100 Bornova-izmir, Tiirkiye

Tel: +90 232 390 47 24 [ +90 232 373 00 08
Faks: +90 232 388 13 47

E-mail: yusuf.ozbel@ege.edu.tr [ yusuf.ozbel@gmail.com

Acik Erisim Politikasi

Dergide acik erisim politikasi uygulanmaktadir. Acik erisim
politikasi Budapest Open Access Initiative (BOAI) http://
www.budapestopenaccessinitiative.org/  kurallari  esas
alinarak uygulanmaktadir.

Acik Erisim, “[hakem degerlendirmesinden gecmis bilimsel
literatiiriin, internet aracihgiyla; finansal, yasal ve teknik
engeller olmaksizin, serbestce erisilebilir, okunabilir,
indirilebilir, kopyalanabilir, dagitilabilir, basilabilir, taranabilir,
tam metinlere baglanti verilebilir, dizinlenebilir, yazilima veri
olarak aktarilabilir ve her tiirlii yasal amac icin kullanilabilir
olmasi"dir. Cogaltma ve dagitim lzerindeki tek kisitlama
yetkisi ve bu alandaki tek telif hakki rolii; kendi calismalarinin
bitunliigli tzerinde kontrol sahibi olabilmeleri, gerektigi
gibi taninmalarinin ve alintilanmalarinin saglanmasi icin,
yazarlara verilmelidir.

Baski izinleri

CC BY-NC-ND lisansi altinda yayinlanan materyalin ticari
amacli kullanim (satis vb.) icin telif hakki sahibi ve yazar
haklarinin korunmasi igin izin gereklidir. Baski izinleri igin
basvurular Editor ofisine yapilmalidir.
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AIMS AND SCOPE

Turkish Journal of Parasitology (Turkiye Parazitol Derg) is
the double-blind peer-reviewed, open access, international
publication organ of Turkish Society for Parasitology. The
journal is a quarterly publication, published on March, June,
September and December and its publication languages are
Turkish and English.

Turkish Journal of Parasitology aims to contribute to the
international literature by publishing original clinical and
experimental research articles, case reports, review articles,
and letters to the editor biological, medical and veterinary
parasitology.

The journal's target audience includes researchers, physicians
and healthcare professionals who are interested or working
on medical and veterinary parasitology, and relevant
disciplines of biology, as well as PhD and MSc students
studying on these topics.

The editorial and publication processes of the journal
are shaped in accordance with the gquidelines of the
International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE),
World Association of Medical Editors (WAME), Council of
Science Editors (CSE), Committee on Publication Ethics
(COPE), European Association of Science Editors (EASE), and
National Information Standards Organization (NISO). The
journal is in conformity with the Principles of Transparency
and Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/
bestpractice).

Turkish Journal of Parasitology is currently indexed in
PubMed/MEDLINE, BIOSIS-Zoological Record, EBSCO, Index
Copernicus, Gale, ProQuest, BIOSIS Previews Biological
Abstracts, CABI, SCOPUS, Embase, J-Gate, ROOT INDEXING,
TUBITAK ULAKBIM TR Dizin, EuroPub, DOAJ, ARDI, GOALI,
Hinari, OARE, Turkish Medline and Turkish Citation Index.

Processing and publication are free of charge with the
journal. No fees are requested from the authors at any point
throughout the evaluation and publication process. All
manuscripts must be submitted via the online submission
system, which is available at http://turkiyeparazitolderg.org/
eng/Anasayfa. The journal guidelines, technical information,
and the required forms are available on the journal's web
page.

All expenses of the journal are covered by the Turkish Society
for Parasitology. Potential advertisers should contact the
Editorial Office. Advertisement images are published only
upon the Editor-in-Chief's approval.

Statements or opinions expressed in the manuscripts
published in the journal reflect the views of the author(s)
and not the opinions of the Turkish Society for Parasitology,
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editors, editorial board, and/or publisher; the editors,
editorial board, and publisher disclaim any responsibility or
liability for such materials.

All published content is available online, free of charge
at http://turkiyeparazitolderg.org/eng/Anasayfa. Printed
copies of the journal are distributed to the members of the
Turkish Society for Parasitology, free of charge.

Turkish Society for Parasitology holds the international
copyright of all the content published in the journal.

Editor in Chief
Yusuf Ozbel, MD, Prof

Address: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim
Dali, 35100 Bornova-izmir, Turkey

Phone: +90 232 390 47 24 [ +90 232 373 00 08
Fax: +90 232 388 13 47

E-mail: yusuf.ozbel @ege.edu.tr [ yusuf.ozbel@gmail.com

Open Access Policy

This journal provides immediate open access to its content
on the principle that making research freely available to the
public supports a greater global exchange of knowledge.

Open Access Policy is based on the rules of the
Budapest Open Access Initiative (BOAI) http://www.
budapestopenaccessinitiative.org/. By "open access"
to peer-reviewed research literature, we mean its free
availability on the public internet, permitting any users to
read, download, copy, distribute, print, search, or link to the
full texts of these articles, crawl them for indexing, pass
them as data to software, or use them for any other lawful
purpose, without financial, legal, or technical barriers other
than those inseparable from gaining access to the internet
itself. The only constraint on reproduction and distribution,
and the only role for copyright in this domain, should be to
give authors control over the integrity of their work and the
right to be properly acknowledged and cited.

This work is licensed under a Creative Commons Attribution-
NonCommercial-NoDerivatives 4.0 International License.
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Tiirkiye Parazitoloji Dergisi (Turkiye Parazitol Derg), Tiirk
Parazitoloji Dernegi'nin cift-kdr hakemli, acik erisimli
bilimsel yayin organidir. Dergi Mart, Haziran, Eylil ve Aralik
aylarinda olmak Uzere lic ayda bir yayinlanir ve dort sayida
bir cildi tamamlanir. Yayin dili Tiirkce ve ingilizce'dir.

Turkiye Parazitoloji Dergisi; tip, veterinerlik ve biyoloji
alanlarinda parazitoloji konulu klinik ve deneysel arastirma
makaleleri, olgu sunumlari, derleme ve editére mektup
tlriinde vyayinladigi ylksek bilimsel standartlara sahip
makalelerle uluslararasi literatiire katki sunmaktadir.

Derginin editoryel ve vyayin siirecleri, "International
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE)", “World
Association of Medical Editors (WAME)", “Council of
Science Editors (CSE)", "Committee on Publication
Ethics (COPE)", “European Association of Science Editors
(EASE)" ve "National Information Standards Organization
NISO)" organizasyonlarinin kilavuzlarina uygun olarak
bicimlendirilmistir. Turkiye Parazitoloji Dergisi'nin editoryel
ve vyayin strecleri, "Principles of Transparency and Best
Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/bestpractice)"
ilkelerine uygun olarak yiiriitilmektedir.

Ozginliik, yiiksek bilimsel kalite ve atif potansiyeli bir
makalenin yayina kabulli icin en o6nemli kriterlerdir.
Gonderilen yazilarin daha 6nce baska bir elektronik ya da
basili dergide, kitapta veya farkh bir ortamda sunulmamis ya
dayayinlanmamis olmasi gerekir. Daha dnce baska bir dergiye
gonderilen ancak yayina kabul edilmeyen yazilar hakkinda
dergi dnceden bilgilendirilmelidir. Bu yazilarin eski hakem
raporlarinin Yayin Kuruluna gonderilmesi degerlendirme
stiresinin hizlanmasini saglayacaktir. Toplantilarda sunulan
calismalar icin, sunum vyapilan organizasyonun tam adi,
tarihi, sehri ve dlkesi belirtilmelidir.

Turkiye Parazitoloji Dergisi'ne gonderilen tiim makaleler
cift-kdr hakem degerlendirme siirecinden gecmektedir.
Tarafsiz degerlendirme siirecini saglamak icin her makale
alanlarinda uzman en az iki dis-bagimsiz hakem tarafindan
degerlendirilir. Dergi Yayin Kurulu dUyeleri tarafindan
gonderilecek makalelerin degerlendirme siirecleri, davet
edilecek dis bagimsiz editorler tarafindan ydnetilecektir.
Biitlin makalelerin karar verme siireclerinde nihai karar
yetkisi Bas Editor'dedir.

Arastirmalarin  kabul edilen etik kurallar cercevesinde
yapildigini temin etmek icin vyazarlarin etik uygunluk
konusunda bilgi vermeleri gerekmektedir. insanlar tizerinde
yapilan klinik ve deneysel calismalar, ilac arastirmalari ve bazi
olgu sunumlari icin "World Medical Association Declaration
of Helsinki, Ethical Principles for Medical Research Involving
Human Subjects”, (amended in October 2013, www.
wma.net) cercevesinde hazirlanmis Etik Komisyon raporu
gerekmektedir. Gerekli goriilmesi halinde Etik Komisyon
raporu veya esdegeri olan resmi bir yazi yazarlardan talep
edilebilir. Insanlar iizerinde yapiimis deneysel calismalarin
sonuclarini bildiren yazilarda, ¢alismanin yapildigi kisilere
uygulanan prosediirlerin niteligi tlimdiyle aciklandiktan
sonra, onaylarinin alndigina iliskin bir aciklama ile onay
alinan etik kuruladive onay numarasina makalenin Yontemler

boliminde yer verilmelidir. Hastalarin  kimliklerinin
gizliligini korumak yazarlarin sorumlulugundadir. Hastalarin
kimligini aciga cikarabilecek fotograflar icin hastadan ya da
yasal temsilcilerinden alinan imzali izinlerin de génderilmesi
gereklidir. Hayvanlar Uzerinde yapilan calismalar icin de
uluslararasi etik kurallara uygunlugu gosteren komite onayi
ilgili hayvan etik kurulundan alinmalidir. Hayvanlar lizerinde
yapilan calismalarda etik kurul onayinin yani sira, hayvanlara
agri, aci ve rahatsizlik verilmemesi icin yapilmis olanlar acik
olarak makalede belirtilmelidir.

Butlin makalelerin benzerlik tespiti denetimi, iThenticate
yazilimi aracihgiyla yapiimaktadir.

Yayin Kurulu, dergimize gonderilen calismalar hakkindaki
intihal, atif manipiilasyonu ve veri sahteciligi iddia ve
stipheleri karsisinda COPE kurallarina uygun olarak hareket
edecektir.

Yazar olarak listelenen herkesin ICMJE (www.icmje.
org) tarafindan o6nerilen yazarlik kriterlerini karsilamasi

gerekmektedir. ICMJE, vyazarlarin asagidaki 4 kriteri
karsilamasini 6nermektedir:
1. Calismanin konseptine/tasarimina; ya da calisma

icin verilerin toplanmasina, analiz edilmesine ve
yorumlanmasina énemli katki saglamis olmak; VE

2. Yazi taslagini hazirlamis ya da 6nemli fikirsel icerigin
elestirel incelemelerini yapmis olmak; VE

3. Yazinin yayindan 6nceki son halini gézden gecirmis ve
onaylamis olmak; VE

4. Calismanin  herhangi  bir bélimiinin  gecerliligi
ve dogruluguna iliskin sorularin uygun sekilde
sorusturuldugunun ve c¢oziimlendiginin  garantisini

vermek amaciyla calismanin her yoniinden sorumlu
olmayi kabul etmek.

Bir yazar, calismada katki sagladigr kisimlarin sorumlulugunu
almasina ek olarak, diger vyazarlarin calismanin hangi
kisimlarindan sorumlu oldugunu da teshis edebilmelidir.
Ayrica, yazarlar birbirlerinin katkilarinin biitiinliigiine gliven
duymahlardir.

Yazar olarak belirtilen her kisi yazarligin dort kriterini
karsilamalidir ve bu dort kriteri karsilayan her kisi yazar
olarak tanimlanmalidir. Dort kriterin hepsini karsilamayan
kisilere makalenin baslik sayfasinda tesekkiir edilmelidir.

Yazarlk haklarina uygun hareket etmek ve hayaletya da ltituf
yazarhigin 6nlenmesini saglamak amaciyla sorumlu yazarlar
makale yiikleme siirecinde www.turkiyeparazitolderg.org
adresinden erisilebilen Yazar Katki Formu'nu imzalamah
ve taranmis versiyonunu yaziyla birlikte gondermelidir.
Yayin Kurulu'nun gdnderilen bir makalede “lGtuf yazarhk"
oldugundan stiphelenmesi durumunda so6z konusu makale
degerlendirme  yapilmaksizin  reddedilecektir.  Makale
gonderimi kapsaminda; sorumlu yazar makale gdnderim
ve degerlendirme siirecleri boyunca vyazarlik ile ilgili
tlim sorumlulugu kabul ettigini bildiren kisa bir &n yazi
gondermelidir.

Turkiye Parazitoloji  Dergisi; godnderilen makalelerin
degerlendirme siirecine dahil olan yazarlarin ve bireylerin,

A-XII

turkiyeparazitolderg.org ¢

TURKISH JOURNAL OF PARASITOLOGY e



YAZIM KURALLARI

potansiyel ¢cikar catismasina ya da dnyargiya yol acabilecek
finansal, kurumsal ve diger iliskiler dahil mevcut ya da
potansiyel cikar catismalarini beyan etmelerini talep ve
tesvik eder.

Bir calisma icin bir birey ya da kurumdan alinan her tiirli
finansal destek ya da diger destekler Yayin Kurulu'na beyan
edilmeli ve potansiyel cikar catismalarini beyan etmek
amaciyla ICMJE Potansiyel Cikar Catismalari Formu katki
saglayan tim vyazarlar tarafindan ayri ayri doldurulmalidir.
Editorler, yazarlar ve hakemler ile ilgili potansiyel cikar
catismasi vakalari derginin Yayin Kurulu tarafindan COPE ve
ICMJE rehberleri kapsaminda ¢oziilmektedir.

Derginin Yayin Kurulu, itiraz ve sikayet vakalarini, COPE
rehberleri kapsaminda isleme almaktadir. Yazarlar, itiraz ve
sikayetleriicin dogrudan Editoryel Ofis ile temasa gecebilirler.
ihtiyag duyuldugunda Yayin Kurulu'nun kendi icinde
cozemedigi konular igin tarafsiz bir temsilci atanmaktadir.
itiraz ve sikayetler icin karar verme siireclerinde nihai karari
Bas Editor verecektir.

Turkiye Parazitoloji Dergisi 'ne makale gonderen yazarlar
makalelerinin telif haklarini Tlrkiye Parazitoloji Dernegi'ne
devretmeyi kabul ederler. Reddedilen makalelerin telif
haklari yazarlarina geri iade edilir. Tiirkiye Parazitoloji Dergisi
her makalenin www.turkiyeparazitolderg.org adresinden
erisebileceginiz  Yayin Hakki Devir Formu ile beraber
gonderilmesini talep eder. Yazarlar, basili ya da elektronik
formatta yer alan resimler, tablolar ya da diger her tiirlii
icerik dahil daha once yayinlanmis icerigi kullanirken telif
hakki sahibinden izin almalilardir. Bu konudaki yasal, mali ve
cezai sorumluluk yazarlara aittir.

Dergide yayinlanan makalelerde ifade edilen goriisler ve
fikirler Tlrkiye Parazitoloji Dergisi, Bas Editor, Editorler,
Yayin Kurulu ve Yayinci'nin degil, yazar(lar)in bakis agilarini
yansitir. Bas Editor, Editorler, Yayin Kurulu ve Yayinci bu gibi
durumlar icin hicbir sorumluluk ya da ytkiimlilik kabul
etmemektedir. Yayinlanan icerik ile ilgili tlim sorumluluk
yazarlara aittir.

MAKALE HAZIRLAMA

Makaleler, ICMJE-Recommendations for the Conduct,
Reporting, Editing and Publication of Scholarly Work in
Medical Journals (updated in December 2017 - http://www.
icmje.org/icmje-recommendations.pdf) ile uyumlu olarak
hazirlanmalidir. Randomize calismalar CONSORT, gozlemsel
calismalar STROBE, tanisal degerli calismalar STARD,
sistematik derleme ve meta-analizler PRISMA, hayvan
deneyli calismalar ARRIVE ve randomize olmayan davranis ve
halk saghgiyla ilgili calismalar TREND kilavuzlarina uyumlu
olmalidir.

Makaleler sadece www.turkiyeparazitolderg.org adresinde
yer alan derginin online makale yiikleme ve degerlendirme
sistemi  lizerinden gonderilebilir.  Diger ortamlardan
gonderilen makaleler degerlendirilmeye alinmayacaktir.

Gonderilen makalelerin dergi yazim kurallarina uygunlugu ilk
olarak Editoryel Ofis tarafindan kontrol edilecek, dergi yazim
kurallarina uygun hazirlanmamis makaleler teknik diizeltme
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talepleri ile birlikte yazarlarina geri gdnderilecektir.

Yazarlarin; Yayin Hakki Devir Formu, Yazar Katki Formu ve
ICMJE Potansiyel Cikar Catismalari Formu'nu (bu form, tiim
yazarlar tarafindan doldurulmalidir) ilk génderim sirasinda
online makale sistemine vylklemeleri gerekmektedir.
Bu formlara www.turkiyeparazitolderg.org adresinden
erisilebilmektedir.

Baslik sayfasi: Gonderilen tiim makalelerle birlikte ayri bir
baslik sayfasi da gonderilmelidir. Bu sayfa;

e Makalenin Tiirkce ve ingilizce basliklari ile 50 karakteri
gecmeyen kisa basliklarini,

® Yazarlarin isimlerini, kurumlarini, egitim derecelerini ve
ORCID ID numaralarini,

® Finansal destek bilgisi ve diger destek kaynaklari
hakkinda detayh bilgiyi,

e Sorumlu yazarin ismi, adresi, telefonu (cep telefonu
dahil), faks numarasi ve e-posta adresini,

® Makale hazirlama siirecine katkida bulunan ama
yazarlik kriterlerini karsilamayan bireylerle ilgili bilgileri
icermelidir.

Ozet: Editore Mektup tiirindeki yazilar diginda kalan tiim
makalelerin Tiirkce ve ingilizce dzetleri olmalidir. Ozgiin
Arastirma makalelerinin  6zetleri “"Amag”, “Yontemler",
“Bulgular” ve "Sonuc" alt basliklarini icerecek bicimde
hazirlanmalidir.

Anahtar Sozcukler: Tim makaleler en az 3 en fazla 5 anahtar
kelimeyle birlikte gonderilmeli, anahtar sbzclkler 6zetin
hemen altina yazilmalidir. Kisaltmalar anahtar sozciik olarak
kullanilmamahdir. Anahtar sozciikler “National Library of
Medicine (NLM)" tarafindan hazirlanan "Medical Subject
Headings (MeSH)" veritabanindan secilmelidir.

Makale Tiirleri

Ozgiin Arastirma: Ana metin “Giris", "Yéntemler”, “Bulgular",
“Tartisma” ve Sonuc” alt basliklarini icermelidir. Ozgiin

Arastirmalarla ilgili kisitlamalar icin litfen Tablo 1'i
inceleyiniz.
Sonucu desteklemek icin istatiksel analiz genellikle

gereklidir. Istatistiksel analiz, tibbi dergilerdeki istatistik
verilerini bildirme kurallarina gére yapiimalidir (Altman DG,
Gore SM, Gardner MJ, Pocock SJ. Statistical guidelines for
contributors to medical journals. Br Med J 1983: 7; 1489-
93). istatiksel analiz ile ilgili bilgi, Yontemler bsliimii icinde
ayri bir alt baslik olarak yazilmali ve kullanilan yazilim
kesinlikle tanimlanmalidir.

Birimler, uluslararasi birim sistemi olan International System
of Units (SI)'a uygun olarak hazirlanmadir.

Editoryel Yorum: Dergide yayinlanan bir arastirmanin, o
konunun uzmani olan veya Ust diizeyde degerlendirme
yapan bir hakemi tarafindan kisaca yorumlanmasi amacini
tasimaktadir. Yazarlari, dergi tarafindan secilip davet edilir.
Ozet, anahtar sozciik, tablo, sekil, resim ve diger gérseller
kullanilmaz.

turkiyeparazitolderg.org
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Derleme: Yazinin konusunda birikimi olan ve bu birikimleri
uluslararasi literatiire yayin ve atif sayisi olarak yansimis
uzmanlar tarafindan hazirlanmis yazilar degerlendirmeye
alinir. Yazarlari dergi tarafindan da davet edilebilir. Bir bilgi
ya da konunun klinikte kullanilmasi icin vardigi son duizeyi
anlatan, tartisan, degerlendiren ve gelecekte yapilacak
olan calismalara yon veren bir formatta hazirlanmalidir.
Ana metin “Giris", "Klinik ve Arastirma Etkileri" ve "Sonuc¢”
bollimlerini icermelidir. Derleme tiirlindeki yazilarla ilgili
kisitlamalar i¢gin liitfen Tablo 1'i inceleyiniz.

Olgu Sunumu: Olgu sunumlari igin sinirl sayida yer
ayrilmakta ve sadece ender goriilen, tani ve tedavisi gii¢
olan hastaliklarla ilgili, yeni bir yontem 6neren, kitaplarda
yer verilmeyen bilgileri yansitan, ilgi cekici ve Ogretici
ozelligi olan olgular yaymna kabul edilmektedir. Ana metin;
"Giris", "Olgu Sunumu”, "Tartisma" ve Sonuc" alt baslklarini
icermelidir. Olgu Sunumlariyla ilgili kisitlamalar icin litfen
Tablo 1'i inceleyiniz.

Editore Mektup: Dergide daha dnce yayinlanan bir yazinin
onemini, gozden kagan bir ayrintisini ya da eksik kisimlarini
tartisabilir. Ayrica derginin kapsamina giren alanlarda
okurlarin ilgisini cekebilecek konular ve ozellikle egitici
olgular hakkinda da Editére Mektup formatinda yazilar
yayinlanabilir. Okuyucular da yayinlanan yazilar hakkinda
yorum iceren Editére Mektup formatinda yazilarini
sunabilirler. Ozet, anahtar sbzciik, tablo, sekil, resim ve
diger gorseller kullaniimaz. Ana metin alt basliksiz olmalidir.
Hakkinda mektup yazilan yayina ait cilt, yil, sayi, sayfa
numaralari, yazi bashgi ve yazarlarin adlari acik bir sekilde
belirtilmeli, kaynak listesinde yazilmal ve metin icinde atifta
bulunulmahdir.

Tablolar

Tablolar ana dosyaya eklenmeli, kaynak listesi sonrasinda
sunulmal, ana metin icerisindeki gecis siralarina uygun
olarak numaralandinimadir. Tablolarin lizerinde tanimlayici
bir baslik yer almali ve tablo icerisinde gecen kisaltmalarin
acilimlari tablo altina tanimlanmalidir. Tablolar Microsoft
Office Word dosyasi icinde “Tablo Ekle" komutu kullanilarak
hazirlanmali ve kolay okunabilir sekilde diizenlenmelidir.
Tablolarda sunulan veriler ana metinde sunulan verilerin
tekrari olmamali; ana metindeki verileri destekleyici nitelikte
olmalilardir.

Resim ve Resim Altyazilari

Resimler, grafikler ve fotograflar (TIFF ya da JPEG formatinda)
ayri dosyalar halinde sisteme yilklenmelidir. Gorseller bir
Word dosyasi dokiimani ya da ana dokiiman icerisinde
sunulmamahdir. Alt birimlere ayrilan gorseller oldugunda,
alt birimler tek bir gorsel icerisinde verilmemelidir. Her
bir alt birim sisteme ayri bir dosya olarak yiklenmelidir.
Resimler alt birimleri belli etme amaciyla etiketlenmemelidir
(a, b, ¢ vb.). Resimlerde altyazilari desteklemek icin kalin ve
ince oklar, ok baslari, yildizlar, asteriksler ve benzer isaretler
kullanilabilir. Makalenin geri kalaninda oldugu gibi resimler
de kor olmalidir. Bu sebeple, resimlerde yer alan kisi ve

kurum bilgileri de korlestirilmelidir. Gorsellerin minimum
coziintrlig 300DPI olmahdir. Degerlendirme siirecindeki
aksakhklari  6nlemek icin gonderilen butin gorsellerin
¢6zlinurligu net ve boyutu blyik (minimum boyutlar
100x100 mm) olmalidir. Resim altyazilari ana metnin
sonunda yer almaldir.

Makale icerisinde gecen tiim kisaltmalar, ana metin ve
ozette ayri ayrn olmak lizere ilk kez kullanildiklar yerde
tanimlanarak, kisaltma tanimin ardindan parantez icerisinde
verilmelidir.

Makale icinde ve kaynaklarda gegen parazitlerin cins ve tir
isimleri italik ve sadece cins isminin ilk harfi biiylik olarak
yazilmalidir.

Ana metin icerisinde cihaz, yazilim, ilag vb. Uriinlerden
bahsedildiginde Uriiniin ismi, Ureticisi, Uretildigi sehir ve
tlke bilgisini iceren uriin bilgisi parantez icinde verilmelidir;
"Discovery St PET/CT scanner (General Electric, Milwaukee,
WI, USA)"

Tiim kaynaklar, tablolar ve resimlere ana metin icinde uygun
olan yerlerde siraylanumara verilerek atif yapiimalidir.
Ozg[jn arastirmalarin kisitlamalari,

yetersizliklerinden Sonuc¢ paragrafi
boltimiinde bahsedilmelidir.

engelleri  ve
oncesi  “"Tartisma”

Kaynaklar

Atif yapilirken en son ve en glincel yayinlar tercih edilmelidir.
Atif yapilan erken cevrimici makalelerin DOl numaralan
mutlaka  saglanmalidir. ~ Kaynaklarin ~ dogrulugundan
yazarlar sorumludur. Dergi isimleri Index Medicus/Medline/
PubMed'de yer alan dergi kisaltmalari ile uyumlu olarak
kisaltilmahdir. Alti ya da daha az yazar oldugunda tiim
yazar isimleri listelenmelidir. Eger 7 ya da daha fazla yazar
varsa ilk 6 yazar yazildiktan sonra “et al" konulmalidir. Ana
metinde kaynaklara atif yapilirken parantez icinde Arabik
numaralar kullanilmalidir. Farkli yayin tirleri icin kaynak
stilleri asagidaki drneklerde sunulmustur:

Dergi makalesi: Blasco V, Colavolpe JC, Antonini F,
Zieleskiewicz L, Nafati C, Albaneése J, et al. Long-term
outcome in kidney recipients from donors treated with
hydroxyethylstarch 130/0.4 and hydroxyethylstarch 200/0.6.
Br J Anaesth 2015; 115: 797-8.

Kitap boliimii: Sherry S. Detection of thrombi. In: Strauss HE,
Pitt B, James AE, editors. Cardiovascular Medicine. St Louis:
Mosby; 1974.p.273-85.

Tek yazarli kitap: Cohn PF. Silent myocardial ischemia and
infarction. 3rd ed. New York: Marcel Dekker; 1993.

Yazar olarak editor(ler): Norman 1), Redfern SJ, editors.
Mental health care for elderly people. New York: Churchill
Livingstone; 1996.

Toplantida sunulan vyazi: Bengisson S. Sothemin BG.
Enforcement of data protection, privacy and security
in medical informatics. In: Lun KC, Degoulet P, Piemme
TE, Rienhoff O, editors. MEDINFO 92. Proceedings of the
7th World Congress on Medical Informatics; 1992 Sept
6-10; Geneva, Switzerland. Amsterdam: North-Holland;
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1992.p.1561-5.

Bilimsel veya teknik rapor: Smith P. Golladay K. Payment
for durable medical equipment billed during skilled nursing
facility stays. Final report. Dallas (TX) Dept. of Health and
Human Services (US). Office of Evaluation and Inspections:
1994 Oct. Report No: HHSIGOE 169200860.

Tez: Kaplan SI. Post-hospital home health care: the elderly
access and utilization (dissertation). St. Louis (MO):
Washington Univ. 1995.

Yayina kabul edilmis ancak henlz basilmamis vyazilar:
Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N
Engl J Med In press 1997.

Erken Cevrimici Yayin: Aksu HU, Ertiirk M, Gil M, Uslu N.
Successful treatment of a patient with pulmonary embolism
and biatrial thrombus. Anadolu Kardiyol Derg 2012 Dec 26.
doi: 10.5152/akd.2013.062. [Epub ahead of print]

Elektronik formatta yayinlanan yazi: Morse SS. Factors in
the emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis (serial
online) 1995 Jan-Mar (cited 1996 June 5): 1(1): (24 screens).
Available from: URL: http:/ www.cdc.gov/ncidodIEID/cid.
htm.

REViZYONLAR

Yazarlar makalelerinin revizyon dosyalarini gonderirken, ana
metin tzerinde yaptiklari degisiklikleri isaretlemeli, ek olarak,
hakemler tarafindan &ne siiriilen onerilerle ilgili notlarini
"Hakemlere Cevap" dosyasinda gondermelidir. Hakemlere
Cevap dosyasinda her hakemin yorumunun ardindan yazarin
cevabi gelmeli ve degisikliklerin yapildigi satir numaralari da
ayrica belirtilmelidir. Revize makaleler karar mektubunu takip
eden 30 glin icerisinde dergiye gonderilmelidir. Makalenin
revize versiyonu belirtilen siire icerisinde yiiklenmezse,
revizyon secenegdi iptal olabilir. Yazarlarin revizyon icin ek
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slireye ihtiya¢c duymalari durumunda uzatma taleplerini ilk
30 giin sona ermeden dergiye iletmeleri gerekmektedir.
Yayina kabul edilen makaleler dil bilgisi, noktalama ve bigim
acisindan kontrol edilir. Yayin stireci tamamlanan makaleler,
yayin planina dahil edildikleri sayiyla birlikte yayinlanmadan
once erken cevrimici formatinda dergi web sitesinde yayina
alinir. Kabul edilen makalelerin baskiya hazir PDF dosyalari
sorumlu yazarlara iletilir ve yayin onaylarinin 2 giin
icerisinde dergiye iletilmesi istenir.
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Turkish Journal of Parasitology (Turkiye Parazitol Derg) is
the double-blind peer-reviewed, open access, international
publication organ of Turkish Society for Parasitology. The
journal is a quarterly publication, published on March, June,
September and December and its publication languages are
Turkish and English.

Turkish Journal of Parasitology aims to contribute to the
international literature by publishing original clinical and
experimental research articles, case reports, review articles,
and letters to the editor biological, medical and veterinary
parasitology.

The editorial and publication processes of the journal
are shaped in accordance with the guidelines of the
International Council of Medical Journal Editors (ICMJE), the
World Association of Medical Editors (WAME), the Council of
Science Editors (CSE), the Committee on Publication Ethics
(COPE), the European Association of Science Editors (EASE),
and National Information Standards Organization (NISQ).
The journal conforms to the Principles of Transparency and
Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/bestpractice).

Originality, high scientific quality, and citation potential
are the most important criteria for a manuscript to be
accepted for publication. Manuscripts submitted for
evaluation should not have been previously presented or
already published in an electronic or printed medium. The
journal should be informed of manuscripts that have been
submitted to another journal for evaluation and rejected for
publication. The submission of previous reviewer reports will
expedite the evaluation process. Manuscripts that have been
presented in a meeting should be submitted with detailed
information on the organization, including the name, date,
and location of the organization.

Manuscripts submitted to Turkish Journal of Parasitology
will go through a double-blind peer-review process. Each
submission will be reviewed by at least two external,
independent peer reviewers who are experts in their fields in
order to ensure an unbiased evaluation process. The editorial
board will invite an external and independent editor to
manage the evaluation processes of manuscripts submitted
by editors or by the editorial board members of the journal.
The Editor in Chief is the final authority in the decision-
making process for all submissions.

To ensure that the research has been conducted according
to accepted ethical principles, authors should declare
information on ethical compliance. For studies involving
human participants, an approval of research protocols by
the Ethics Committee in accordance with international
agreements (World Medical Association Declaration of
Helsinki "Ethical Principles for Medical Research Involving
Human Subjects,” amended in October 2013, www.wma.net)
is required for experimental, clinical, and drug studies and
for some case reports. Information on patient consent, the
name of the ethics committee, and the ethics committee
approval number should also be stated in the Methods
section of the manuscript. For manuscripts concerning
experimental research on animals, an approval of research
protocols by an Animal Ethics Committee in accordance
with international principles is required. If required, ethics

committee reports or an equivalent official document will
be requested from the authors. For studies carried out on
animals, the measures taken to prevent pain and suffering
of the animals should be stated clearly.

All submissions are screened by a similarity detection
software (iThenticate by CrossCheck).

In the event of alleged or suspected research misconduct,
e.g., plagiarism, citation manipulation, and data falsification/
fabrication, the Editorial Board will follow and act in
accordance with COPE guidelines.

Each individual listed as an author should fulfill the
authorship criteria recommended by the International
Committee of Medical Journal Editors

(ICMJE - www.icmje.org). The ICMJE recommends that
authorship be based on the following 4 criteria:

1. Substantial contributions to the conception or design of
the work; or the acquisition, analysis, or interpretation
of data for the work; AND

1. Drafting the work or revising it critically for important
intellectual content; AND

1. Final approval of the version to be published; AND

1. Agreement to be accountable for all aspects of the
work in ensuring that questions related to the accuracy
or integrity of any part of the work are appropriately
investigated and resolved.

In addition to being accountable for the parts of the work
he/she has done, an author should be able to identify which
co-authors are responsible for specific other parts of the
work. In addition, authors should have confidence in the
integrity of the contributions of their co-authors.

All those designated as authors should meet all four criteria
for authorship, and all who meet the four criteria should be
identified as authors. Those who do not meet all four criteria
should be acknowledged in the title page of the manuscript.

Turkish Journal of Parasitology requires corresponding
authors to submit a signed and scanned version of the
authorship contribution form (available for download
through http:/[turkiyeparazitolderg.org/eng/Anasayfa)
during the initial submission process in order to act
appropriately on authorship rights and to prevent ghost
or honorary authorship. If the editorial board suspects a
case of "gift authorship,” the submission will be rejected
without further review. As part of the submission of the
manuscript, the corresponding author should also send a
short statement declaring that he/she accepts to undertake
all the responsibility for authorship during the submission
and review stages of the manuscript.

Turkish Journal of Parasitology requires and encourages
the authors and the individuals involved in the evaluation
process of submitted manuscripts to disclose any existing
or potential conflicts of interests, including financial,
consultant, and institutional, that might lead to potential
bias or a conflict of interest. Any financial grants or other
support received for a submitted study from individuals or
institutions should be disclosed to the Editorial Board. To
disclose a potential conflict of interest, the ICMJE Potential

A-Xvi

turkiyeparazitolderg.org

TURKISH JOURNAL OF PARASITOLOGY e



INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

Conflict of Interest Disclosure Form should be filled in and
submitted by all contributing authors. Cases of a potential
conflict of interest of the editors, authors, or reviewers are
resolved by the journal's Editorial Board within the scope of
COPE and ICMJE guidelines.

The Editorial Board of the journal handles all appeal and
complaint cases within the scope of COPE guidelines. In
such cases, authors should get in direct contact with the
editorial office regarding their appeals and complaints.
When needed, an ombudsperson may be assigned to resolve
cases that cannot be resolved internally. The Editor in Chief
is the final authority in the decision-making process for all
appeals and complaints.

When submitting a manuscript to Turkish Journal of
Parasitology, authors accept to assign the copyright of their
manuscript to Turkish Society for Parasitology. If rejected for
publication, the copyright of the manuscript will be assigned
back to the authors. Turkish Journal of Parasitology requires
each submission to be accompanied by a Copyright Transfer
Form (available for download at http://turkiyeparazitolderg.
org/eng/Anasayfa). When using previously published
content, including figures, tables, or any other material
in both print and electronic formats, authors must obtain
permission from the copyright holder. Legal, financial and
criminal liabilities in this regard belong to the author(s).

Statements or opinions expressed in the manuscripts
published in Turkish Journal of Parasitology reflect the views
of the author(s) and not the opinions of the editors, the
editorial board, or the publisher; the editors, the editorial
board, and the publisher disclaim any responsibility or
liability for such materials. The final responsibility in regard
to the published content rests with the authors.

MANUSCRIPT PREPARATION

The manuscripts should be prepared in accordance with
ICMJE-Recommendations for the Conduct, Reporting,
Editing, and Publication of Scholarly Work in Medical
Journals (updated in December 2017 - http://www.icmje.
org/icmje-recommendations.pdf). Authors are required
to prepare manuscripts in accordance with the CONSORT
guidelines for randomized research studies, STROBE
guidelines for observational original research studies, STARD
guidelines for studies on diagnostic accuracy, PRISMA
guidelines for systematic reviews and meta-analysis, ARRIVE
guidelines for experimental animal studies, and TREND
guidelines for non-randomized public behavior.

Manuscripts can only be submitted through the journal's
online manuscript submission and evaluation system,
available at http://turkiyeparazitolderg.org/eng/Anasayfa.
Manuscripts submitted via any other medium will not be
evaluated.

Manuscripts submitted to the journal will first go through
a technical evaluation process where the editorial office
staff will ensure that the manuscript has been prepared
and submitted in accordance with the journal's guidelines.
Submissions that do not conform to the journal's guidelines
will be returned to the submitting author with technical
correction requests.
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Authors are required to submit the following:
® Copyright Transfer Form,
®  Author Contributions Form, and

e |CMJE Potential Conflict of Interest Disclosure Form
(should be filled in by all contributing authors)

® during the initial submission. These forms are available
for download at http://turkiyeparazitolderg.org/eng/
Anasayfa.

® Preparation of the Manuscript

e Title page: A separate title page should be submitted
with all submissions and this page should include:

® The Turkish and English full title of the manuscript as
well as a short title (running head) of no more than 50
characters,

e Name(s), affiliations, highest academic degree(s) and
ORCID ID's of the author(s),

e Grant information and detailed information on the
other sources of support,

e Name, address, telephone (including the mobile phone
number) and fax numbers, and email address of the
corresponding author,

e Acknowledgment of the individuals who contributed to
the preparation of the manuscript but who do not fulfill
the authorship criteria.

Abstract: A Turkish and an English abstract should be
submitted with all submissions except for Letters to the
Editor. Submitting a Turkish abstract is not compulsory
for international authors. The abstract of Original Articles
should be structured with subheadings (Objective, Methods,
Results, and Conclusion). Please check Table 1 below for
word count specifications.

Keywords: Each submission must be accompanied by a
minimum of three to a maximum of five keywords for
subject indexing at the end of the abstract. The keywords
should be listed in full without abbreviations. The keywords
should be selected from the National Library of Medicine,
Medical Subject Headings database (https://www.nIm.nih.
gov/mesh/MBrowser.html).

Manuscript Types

Original Articles: This is the most important type of article
since it provides new information based on original research.
The main text of original articles should be structured with
Introduction, Methods, Results, Discussion, and Conclusion
subheadings. Please check Table 1 for the limitations for
Original Articles.

Statistical analysis to support conclusionsis usually necessary.
Statistical analyses must be conducted in accordance with
international statistical reporting standards (Altman DG,
Gore SM, Gardner MJ, Pocock SJ. Statistical guidelines for
contributors to medical journals. Br Med J 1983: 7; 1489-
93). Information on statistical analyses should be provided
with a separate subheading under the Materials and
Methods section and the statistical software that was used
during the process must be specified.
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Units should be prepared in accordance with the
International System of Units (SI).

Editorial Comments: Editorial comments aim to provide a
brief critical commentary by reviewers with expertise or with
high reputation in the topic of the research article published
in the journal. Authors are selected and invited by the
journal to provide such comments. Abstract, Keywords, and
Tables, Figures, Images, and other media are not included.

Review Articles: Reviews prepared by authors who have
extensive knowledge on a particular field and whose
scientific background has been translated into a high
volume of publications with a high citation potential
are welcomed. These authors may even be invited by the
journal. Reviews should describe, discuss, and evaluate the
current level of knowledge of a topic in clinical practice and
should guide future studies. The main text should contain
Introduction, Clinical and Research Consequences, and
Conclusion sections. Please check Table 1 for the limitations
for Review Articles.

Case Reports: There is limited space for case reports in
the journal and reports on rare cases or conditions that
constitute challenges in diagnosis and treatment, those
offering new therapies or revealing knowledge not included
in the literature, and interesting and educative case reports
are accepted for publication. The text should include
Introduction, Case Report, Discussion, and Conclusion
subheadings. Please check Table 1 for the limitations for
Case Reports.

Letters to the Editor: This type of manuscript discusses
important parts, overlooked aspects, or lacking parts of a
previously published article. Articles on subjects within the
scope of the journal that might attract the readers' attention,
particularly educative cases, may also be submitted in the
form of a "Letter to the Editor.” Readers can also present
their comments on the published manuscripts in the form
of a "Letter to the Editor." Abstract, Keywords, and Tables,
Figures, Images, and other media should not be included.
The text should be unstructured. The manuscript that is
being commented on must be properly cited within this
manuscript.

Tables

Tables should be included in the main document, presented
after the reference list, and they should be numbered
consecutively in the order they are referred to within the
main text. A descriptive title must be placed above the
tables. Abbreviations used in the tables should be defined
below the tables by footnotes (even if they are defined
within the main text). Tables should be created using the
“insert table" command of the word processing software
and they should be arranged clearly to provide easy reading.
Data presented in the tables should not be a repetition
of the data presented within the main text but should be
supporting the main text.

Figures and Figure Legends

Figures, graphics, and photographs should be submitted as
separate files (in TIFF or JPEG format) through the submission
system. The files should not be embedded in a Word
document or the main document. When there are figure
subunits, the subunits should not be merged to form a single
image. Each subunit should be submitted separately through
the submission system. Images should not be labeled (a, b,
¢, ete.) to indicate figure subunits. Thick and thin arrows,
arrowheads, stars, asterisks, and similar marks can be used
on the images to support figure legends. Like the rest of the
submission, the figures too should be blind. Any information
within the images that may indicate an individual or
institution should be blinded. The minimum resolution of
each submitted figure should be 300 DPI. To prevent delays
in the evaluation process, all submitted figures should be
clear in resolution and large in size (minimum dimensions:
100 x 100 mm). Figure legends should be listed at the end
of the main document.

All acronyms and abbreviations used in the manuscript
should be defined at first use, both in the abstract and
in the main text. The abbreviation should be provided in
parentheses following the definition.

When mentioning parasites in the main text and references,
the genus and species names must be italicized and the
genus name must be written with an initial capital letter.

When a drug, product, hardware, or software program is
mentioned within the main text, product information,
including the name of the product, the producer of the
product, and city and the country of the company (including
the state if in USA), should be provided in parentheses in
the following format: “Discovery St PET/CT scanner (General
Electric, Milwaukee, WI, USA)"

All references, tables, and figures should be referred to within
the main text, and they should be numbered consecutively
in the order they are referred to within the main text.

Limitations, drawbacks, and the shortcomings of original
articles should be mentioned in the Discussion section
before the conclusion paragraph.

References

While citing publications, preference should be given to the
latest, most up-to-date publications. If an ahead-of-print
publication is cited, the DOl number should be provided.
Authors are responsible for the accuracy of references.
Journal titles should be abbreviated in accordance with the
journal abbreviations in Index Medicus/ MEDLINE/PubMed.
When there are six or fewer authors, all authors should be
listed. If there are seven or more authors, the first six authors
should be listed followed by “et al." In the main text of the
manuscript, references should be cited using Arabic numbers
in parentheses. The reference styles for different types of
publications are presented in the following examples.

Journal Article: Rankovic A, Rancic N, Jovanovic M, lvanovié
M, Gajovi€ O, Lazi€ Z, et al. Impact of imaging diagnostics
on the budget - Are we spending too much? Vojnosanit
Pregl 2013; 70: 709-11.
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Book Section: Suh KN, Keystone JS. Malaria and babesiosis.
Gorbach SL, Barlett JG, Blacklow NR, editors. Infectious
Diseases. Philadelphia: Lippincott Williams; 2004.p.2290-
308.

Books with a Single Author: Sweetman SC. Martindale the
Complete Drug Reference. 34th ed. London: Pharmaceutical
Press; 2005.

Editor(s) as Author: Huizing EH, de Groot JAM, editors.
Functional reconstructive nasal surgery. Stuttgart-New
York: Thieme; 2003.

Conference Proceedings: Bengisson S. Sothemin BG.
Enforcement of data protection, privacy and security in
medical informatics. In: Lun KC, Degoulet P, Piemme TE,
Rienhoff O, editors. MEDINFO 92. Proceedings of the 7th
World Congress on Medical Informatics; 1992 Sept 6-10;
Geneva, Switzerland. Amsterdam: North-Holland; 1992.
pp.1561-5.

Scientific or Technical Report: Cusick M, Chew EY, Hoogwerf
B, Agron E, Wu L, Lindley A, et al. Early Treatment Diabetic
Retinopathy Study Research Group. Risk factors for renal
replacement therapy in the Early Treatment Diabetic
Retinopathy Study (ETDRS), Early Treatment Diabetic
Retinopathy Study Kidney Int: 2004. Report No: 26.

Thesis: Yilmaz B. Ankara Universitesindeki Ogrencilerin
Beslenme Durumlari, Fiziksel Aktiviteleri ve Beden Kitle
indeksleri Kan Lipidleri Arasindaki lliskiler. H.U. Saglik
Bilimleri Enstitist, Doktora Tezi. 2007.

Manuscripts Accepted for Publication, Not Published Yet:
Slots J. The microflora of black stain on human primary
teeth. Scand J Dent Res. 1974.

Epub Ahead of Print Articles: Cai L, Yeh BM, Westphalen AC,
Roberts JP, Wang ZJ. Adult living donor liver imaging. Diagn
Interv Radiol. 2016 Feb 24. doi: 10.5152/dir.2016.15323.
[Epub ahead of print].

Manuscripts Published in Electronic Format: Morse SS.

Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg
Infect Dis (serial online) 1995 Jan-Mar (cited 1996 June 5):
1(1): (24 screens). Available from: URL: http:/ www.cde.gov/
ncidodIEID/cid.htm.

REVISIONS

When submitting a revised version of a paper, the author
must submit a detailed "Response to the reviewers"
that states point by point how each issue raised by the
reviewers has been covered and where it can be found
(each reviewer's comment, followed by the author's reply
and line numbers where the changes have been made) as
well as an annotated copy of the main document. Revised
manuscripts must be submitted within 30 days from the
date of the decision letter. If the revised version of the
manuscript is not submitted within the allocated time, the
revision option may be canceled. If the submitting author(s)
believe that additional time is required, they should request
this extension before the initial 30-day period is over.
Accepted manuscripts are copy-edited for grammar,
punctuation, and format. Once the publication process of
a manuscript is completed, it is published online on the
journal's webpage as an ahead-of-print publication before
it is included in its scheduled issue. A PDF proof of the
accepted manuscript is sent to the corresponding author
and their publication approval is requested within 2 days of
their receipt of the proof.
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EDITORDEN

2021 yihnin 2. sayisini, 11 6zgin arashrma makalesi ve 5 olgu sunumu olmak zere 16 makale ile cikarmaktayiz.

Ozgin arastirmalar arasinda; Leishmania ve leishmaniasis ile ilgili ilginizi cekecegini disindigimiz biri yurt
disi kaynakli dért makale, sigirlarda kist Hidatik hastaliginin ekonomik nemini irdeleyen bir makale, 15.000’e
yakin olguda parazitik apandisit durumunu ortaya koyan bir makale, bagirsak parazitleri ile uyuz ve ev tozlarinda

bulunan akarlarla ilgili birer makale yer almaktadir.

Olgu sunumlarinda ise yine oldukga ilging bulacaginizi disindigimiz bes farkli konuda olguya detayli olarak
yer verilmistir.

SCl/SCl-Expanded kapsaminda olan dergilerde yapacaginiz yayinlarda dergimizde yer alan makalelere atf
yapilmasinin, dergimizin bu endekse basvuru/kabul sirecinde biyik 6nem tasidigini yeniden belirtmek isterim.

Bilim alanimizin en énemli unsurlarindan ve bizleri giclendiren araglarindan biri olan “Tirkiye Parazitoloji

Dergisi“nin bu sayisinin da bilimsel calismalariniza ve birikimlerinize yararli olmasini umuyorum.

Prof. Dr. Yusuf Ozbel
Bas Editor
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Expression of Hexokinase in the Proteome Profile
of Leishmania major and Crithidia

Leishmania'min Proteom Profilinde Hekzokinaz Ifadesi
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[T RN E aslalErl Karimazar M, Asgari Q, Rashidi S, Tavirani MR, Motazedian MH. Expression of Hexokinase in the

Proteome Profile of Leishmania major and Crithidia. Turkiye Parazitol Derg 2021;45(2):83-87.

ABSTRACT

Objective: The relationship between drug resistance and the expression of hexokinase (HK) has been indicated in leishmaniasis.
According to the prolonged treatment period in cutaneous leishmaniasis (CL) patients co-infected with Crithidia in Iran, this study
aims to investigate the expression of HK in the proteome of Leishmania major and Crithidia using a proteomic approach.
Methods: A total of 205 samples were removed from the lesions of patients in Fars province, Iran, for the characterization of
L. major and Crithidia using polymerase chain reaction (PCR). After protein extraction, two-dimensional gel electrophoresis was
employed for protein separation. Several spots were isolated for HK determination in the proteomes of L. major and Crithidia using
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI TOF/TOF MS).

Results: The PCR results showed 5 positive cases for Crithidia and 96 positive cases for L. major. MALDI TOF/TOF MS indicated
HK as a common protein in the proteome of L. major and Crithidia. HK was up-regulated in the Crithidia proteome in comparison
with the L. major proteome.

Conclusion: Since a relationship between HK expression and drug resistance has been indicated in leishmaniasis, the
overexpression of HK in Crithidia might be related to the increased duration of the treatment period in CL patients co-infected
with Crithidia.

Keywords: Leishmania major, Crithidia, proteomics, hexokinase, drug resistance

0z

Amag: {lag direnci ile hekzokinaz (HK) ekspresyonu arasindaki iliski leishmaniasiste gosterilmistir. Bu calismada, {ran'da Crithidia
ile enfekte olan kutanoz leishmaniasis (KL) ile takipli hastalarda uzun tedavi siiresine gére, HK'nin Leishmania major proteomunda
gosterilmesi ve Crithidia'nin proteomik bir yaklagim kullanarak ekspresyonunun aragtirilmas: amaglanmigtir.

Yéntemler: Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kullanilarak L. major ve Crithidianin karakterizasyonu i¢in Iran'mn Fars ilindeki
205 hastadan lezyon 6rnekleri toplanmigtir. Protein ekstraksiyonundan sonra protein ayrilmasi i¢in iki boyutlu jel elektroforezi
kullanildi. MALDI TOE/TOF MS kullanilarak L. major ve Crithidia proteomunda HK’yi bulmak i¢in birka¢ nokta izole edildi.
Bulgular: PCR sonuglarina gére Crithidia pozitif 5 olgu ve L. major pozitif olan 96 olgu mevcuttu. MALDI TOF/TOF MS, HK’yi
L. major ve Crithidia proteomunda ortak bir protein olarak ortaya koymaktadir. HK, Crithidia proteomunda L. major proteom ile
kargilagtirildiginda yukar1 dogru diizenlenmistir.

Sonug: Leishmaniaziste HK ekspresyonu ve ilag direnci iligkisi gosterildiginden, Crithidia'da HK'nin agir1 ekspresyonu, Crithidia ile
birlikte enfekte olan KL hastalarinda tedavi stiresinin artmasiyla iligkili olabilir.

Anahtar Kelimeler: Leishmania major, Crithidia, proteomiks, heksokinaz, ila¢ direnci

INTRODUCTION

Leishmaniasis is one of the endemic diseases in the
tropical and subtropical regions of the world which is
caused by protozoan parasites of the genus Leishmania.
According to the World Health Organization data,
endemic leishmaniasis has been reported in 98
countries on five continents. Leishmania major is
considered one of the main agents of cutaneous
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leishmaniasis (CL) in the world. Iran is an endemic
region for CL and it is estimated that the annual
incidence of CL is 20,000-60,000 in this country (1-4).
Crithidia species (flagellate protozoa) belongs to the
order of lower Trypanosomatida. Different orders of
insects including Diptera, Hemiptera, and Hymenoptera
are considered as possible vectors for these flagellated
protozoa (5). In comparison to the Leishmania genus
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(heterogeneous parasites), Crithidia spp. are considered single-
host parasites (5).

Recently, the co-infection of L. major and Crithidia has been
reported in CL patients in Iran (4). Clinical investigations have
indicated the increased duration of the treatment period in CL
patients co-infected with Crithidia (4). According to the obtained
gene sequencing data, the sequence of the internal transcribed
spacer 1 (ITS1) gene in L. major has shown a 10% similarity to
Crithidia fasciculata (6-8). The presence of similar genes in L.
major and Crithidia genomes suggests the expression of common
functional proteins involved in the pathogenicity and treatment
of these parasites (6).

In comparison with the genomic data, proteomic data reveal more
details regarding the structure and the function of the expressed
proteins in the pathogens and diseases. The different aspects
of Leishmania parasites have been investigated using proteomic
studies in recent years; however, there is no information
regarding the proteome of the Crithidia spp. (9-11). The use of
proteomics concerning the involved proteins in drug resistance
in leishmaniasis provides further information in the treatment of
leishmaniasis in the future.

The relationship between drug resistance and the expression
of the hexokinase (HK) has been indicated in leishmaniasis.
According to the prolonged the treatment period in CL patients
co-infected with Crithidia in Iran, this study was conducted to
investigate the possible expression of the HK in the proteome of
Leishmania major and Crithidia using a proteomic approach and
two-dimensional gel electrophoresis (2-DE).

METHODS

Ethical Approval

All human specimens were obtained from the CL patients with
the approval of the ethical committee of Shiraz University of
Medical Sciences, Shiraz, Iran (IR.SUMS.REC.1395.51).

Samples Collecting

Totally, in this study, 205 patients were selected. In the first step,
the important criterion for patient selection was the observation
of cutaneous lesion in individuals. All patients had one or more
lesions on their hand, leg, and face. Two hundred five samples
were taken from the lesions of the patients from Marvdasht and
Kharameh cities, Fas province, Iran. Other significant clinical
manifestations were not seen. After sample collecting, all samples
were checked for L. major and Crithidia using microscopic,
cultivation, and polymerase chain reaction (PCR) methods. The
ages of the patients ranged from 6 months to 70 years old.

Samples Cultivation

The obtained samples were transferred to the Novy-MacNeal-
Nicolle (NNN) media in sterile conditions. After the growth of
the promastigote in NNN, the promastigotes were transferred to
RPMI-1640 (Shelmax Company, China) supplemented with 10%
(v/v) heat-inactivated fetal calf serum, 100 pg/mL streptomycin
and 100 U/mL penicillin at 25 °C and mass-cultivated for
obtaining the logarithmic growth phase of the parasites.

Characterization of the L. major and Crithidia

Genus identification

The cultivated promastigotes were characterized by PCR for finding
and confirming the presence of Leishmania and Crithidia spp. The
positive controls of L. major (MHOM/TM/1973/5ASKH) and
Crithidia spp. were provided by the Department of Parasitology and
Mycology, Shiraz University of Medical Sciences, Shiraz, Iran (4).

DNA extraction

In the first step, the DNA of the cultivated promastigotes

(Leishmania and Crithidia) was extracted using a commercial kit
(QIAGEN 28106, USA).

PCR

Specific primers were designed using Kinetoplastid Genomics
(TriTrypDB)  (http://tritrypdp.org/tritrypdp)
based on the genomic sequence of the Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase in L. major and Crithidia. Used primers
(Forward: 5’ATGGTCAAAGTGGGCATTAACGG3’ and Reverse:
5’ TCCATGTGCGAGGACAACGTGCT3’) were able to characterize
the Leishmania and Crithidia spp. (4,12). The amplification
program was set to start denaturation at 94 °C for 3 min; followed
by 10 cycles each at 95 °C for 30 sec, 62 °C for 30 sec, and 72 °C for
45 sec and a final extension stage at 72 °C for 5 min (4,12).

Resource and

Agarose-gel electrophoresis

5 pL of loading buffer (3X) (Ampligon Company, Cat. No.
A608304) was added to 10 pL of the final PCR products. Then,
PCR products were run to electrophoresis in 1.5% agarose gel.
After running, the gels were visualized under ultraviole light with
ethidium bromide.

Protein extraction

The cultivated promastigotes of the L. major and Crithidia were
centrifugedat 3.000xgat 4 °C for 20 min. The obtained pellets were
washed 3 times with PBS (pH: 7.2-7.4), each time at 3.000xg in 4
°C for 10 min. For protein extraction, 10 cc of the extraction buffer
(acetone solution containing 10% TCA) was added to the obtained
pellets and were kept for 1 h at-20 °C for protein precipitation. In
the next step, the tubes were centrifuged at 17.500xg in 4 °C for
15 min. Then, the obtained pellets were dissolved in an acetone
solution containing dithiothreitol (DTT) for 1 h at-20 °C for more
protein precipitation (13). After centrifugation at 12.000xg at 4
°C, the precipitated proteins were dissolved in a lysis buffer (9.5
M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 8% immobilized pH gradient
(IPG) buffer (pH 3-10) (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) and
stored at -70 °C. The protein concentration was measured by
using the Bradford method.

2-DE

For each experiment, 250 pgr of extracted protein was developed
in the first dimension on the IPG strips (18 cm, pH=3-10, GE
healthcare) and the rehydration was done overnight at 50 V.
Rehydration solution contained 8 M urea, 2% CHAPS, 50 mM
DTT, and 0.5% IPG buffer. After rehydration, isoelectric focusing
(IEF) (first dimension) was performed at 50-55.000 Vh using
the protean IEF cell (Bio-Rad). Then the strips were equilibrated
for 15 min in equilibration buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.8, 6 M
urea, 30% glycerol, and 2% SDS) containing 65 mM DTT which
was followed by a 15 min incubation in equilibration buffer
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containing 135 mM iodoacetamide. In the second dimension, the
equilibrated strips were sealed to the top of the 12% SDS-PAGE
using a twin gel apparatus (Sci Plus/15 mA/gel) until the tracking
dye reached the bottom of the gel (14). All experiments were
performed in triplicate for confirming the results.

Gel staining, imaging, and image analysis

After fixation of the 2-DE gels with fixation buffer (5% acetic acid,
30% ethanol), the gels were stained with silver staining method
(silver stain solution: 12.5 mL of 1 N silver nitrate solution per liter,
development solution: 30 g anhydrous potassium carbonate, 250
pL of 37% formaldehyde and 125 pL of 10% thiosulfate solution
per liter) (15). After washing, the gels were scanned using GS-800
calibrated densitometer (Bio-Rad) and were analyzed using the
progenesis same spot software (version 4.1). Matching and analysis
were performed with both automatic and manual methods.

In-gel digestion of protein samples, MS, and database
search

In-gel digestion of protein spots and MALDI TOE/TOF MS
analysis were done by the metabolomics and proteomics lab
technology facility, Department of Biology, University of York.
MALDI TOF/TOF MS was performed on a Bruker Autoflex Mass
Spectrometer. The punched gels were placed into the wells of a
ZipPlate (Montage In-Gel-DigestZP Kit, Millipore). The proteins
in the punched gels were destained, digested with trypsin
(Promega), extracted, purified on a C18 reverse phase matrix,
and eluted in 8 pL of 60% acetonitrile, 0.1% trifluoroacetic acid
(TEA). MALDI TOF/TOF MS was done on a BrukerAutoflex Mass
Spectrometer (BrukerDaltonics, Bremen). Measurements were
done in the reflection mode, using lon source 1 voltage: 19 kV; ion
source 2 voltages: 16.5 kV; reflector voltage 20 kV; lens voltage 8
kV; 40 ns pulse time; 120 ns pulse extraction time; and matrix
suppression <500 Da. Using the Xtof analysis software package,
version 5.1.5 (BrukerDaltonics), all spectra were analyzed. Using
a mix of peptides (Sigma-Aldrich), the mass spectra we calibrated
(9,16). Obtained masses generated by MALDI TOF/TOF MS were
searched in the MASCOT program. MASCOT scores more than 62
were significant (p<0.05) for obtained proteins.

Statistical Analysis

Statistical analysis was not applicable in this study.

RESULTS

PCR

For identification of the parasites’ genus, PCR was performed on
the cultivated samples (promastigotes). PCR amplification and
electrophoresis results for L. major and Crithidia have been shown
in Figure 1, 2, respectively. In Figure 1, positive control and
protein ladder have been indicated as Figure 1 a, b, respectively.
Samples that produced a 760 bp band were positive for L. major
(Figure 1 c, d) (e: negative control, f: positive sample with a weak
band). In Figure 2, samples that illustrated a band in 858 bp were
positive for Crithidia spp. Protein ladder (Figure 2 a), positive
control (Figure 2 b), positive samples for Crithidia spp. (Figure 2
c-e), and negative control (Figure 2 f) have been represented in
Figure 2. Generally, the PCR results showed 5 positive cases of
Crithidia spp. and 96 positive cases of CL (L. major).

Figure 1. Characterization of L. major by PCR: positive control

(a), ladder 1.000 bp (b), positive patients for L. major (c-f),
negative control (e)
PCR: Polymerase chain reaction

Figure 2. Characterization of Crithidia spp. by PCR: ladder
1.000 bp (a), positive control (b), positive patients for Crithidia

spp. (c-e), negative control (f)
PCR: Polymerase chain reaction

2-DE and MS

As shown in Figure 3, different spots were matched in this
study. The sharp and repeatable spots in different 2-DE
experiments were selected for MS analysis (Figure 3). In
peptide mass fingerprinting, unknown proteins (peptide
profile obtaining from MS data) are compared with theoretical
peptide libraries provided from sequences in the different
protein databases (17). Accordingly, the results of the MALDI
TOF/TOF MS indicated the HK (spot 48) as a common and
repeatable protein in the proteome of L. major and Crithidia
(Table 1). The score of the obtained protein was significant
(>62). The up-regulation of the HK in Crithidia proteome
(Figure 4 a) in comparison with L. major proteome (Figure 4
b) has been shown in obtained graph from progenesis same
spot software (Figure 4 ¢). The putative role of the identified
protein (HK) was investigated using L. major and Crithidia spp.
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genome project database (www.genedb.org).

DISCUSSION

proteins matched in the proteome of the Crithidia spp. and L.

Figure 3. L. major 2-DE gel (silver nitrate staining): Common

Log Normansed Vouma

Figure 4. Progenesis same spot software graph: HK enzyme in
Crithidia (a), HK enzyme in L. major (b), progenesis same spot
software graph (c). According to the obtained graph (descending
graph), the expression of HK enzyme has been up-regulated in
Crithidia proteome in comparison with L. major proteome

HK: Hexokinase

Co-infection of the Crithidia spp. and Leishmania parasites in
CL patients has received attention in recent years in Iran (4). It
seems that molecular techniques should be used more frequently
in the diagnosis of co-infection of Leishmania and Crithidia spp. in
research and clinical fields in the future.

Protein profiling of the microorganisms can be changed due to the
routine subculture in vitro conditions. Since sample preparation
is an important stage in proteomic studies, for increasing the
accuracy of the obtained data, L. major and Crithidia were taken
from the CL patients and it was a remarkable issue in our study.
Although the information regarding HK is rare in Crithidia spp.,
genomic data have revealed the presence of two types of HK (HK1,
HK2) on chromosome 21 in Leishmania parasites. The obtained
results of our proteomic study confirmed the expression of HK
in both proteomes of L. major and Crithidia. The report of the
expression of the HK in the proteome of the Crithidia by Alcolea
et al. (11) in 2014 confirms our results.

The proteomic studies have elucidated the critical functions
of portions involving mitochondrion and metabolic pathways
in the pathogenicity, diagnosis, treatment, and vaccination of
protozoan parasites (18). HK, as an identified protein in the
proteome profile of the Crithidia spp. and L. major belongs to the
glycolysis pathway. Glycolysis is one of the important pathways
in the metabolism of Leishmania parasites and the associated-
glycolysis enzymes are located in glycosome organelle (19).

A study in 1999 indicated the relationship of drug resistance in
Leishmania parasite and the expression of the HK gene. Their
results showed that the up-regulation of the HK gene increases
the drug resistance of the Leishmania parasites (20). The
inhibitory effect of anti-leishmanial drugs against HK highlights
the important role of HK as a therapeutic target and a possible
protein in drug resistance in Leishmania parasites (21,22).
According to our results, the up-regulation of the HK in Crithidia
proteome in comparison to the L. major proteome might be
related to the increased duration of the treatment period with an
unknown mechanism in CL patients co-infected with Crithidia.
Evidence shows that the identification of diverse HK-zymodemes
leads to distinguishing the different strains of L. major (23).
Indication of the HK as a common protein in the proteome of
L. major and Crithidia might be suggested for the detection of
Leishmania and Crithidia spp. according to the HK-zymodemes
profiles. Therefore, the results of the isoenzyme and zymography
studies regarding HK might be used in the detection of the co-
infection of L. major and Crithidia spp. in CL patients.

CONCLUSION

The report of Crithidia spp. in CL patients in Iran suggests more
attention be given to the presence of this co-infection in other
parts of the world. This study suggested the expression of the HK
in Crithidia spp. as a possible factor in the increased duration of the

Table 1. The obtained MS data for HK in L. major and Crithidia*

Protein name Spot number on Matched Protein sequence Accession
. Mr pI Score
the 2-DE gel peptides coverage no.
Putative hexokinase 48 2 52.2 884 | 172 6% 930561242

Mr: Molecular weight, pI: Isoelectric point

*Since score more than 62 (according to the company procedures) was significant, the obtained MS informant was adapted to the HK enzyme, HK: Hexokinase
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treatment period in CL patients; however, further investigation
such as using HK-inhibitors can reveal more information in this
regard.
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Amag: Bu calismada, Leishmania major ve Leishmania infantum promastigotlarindaki gen ekspresyonlarinin kargilagtirmali analizi
yapilarak, iki tiir arasinda gen ekspresyon profillerindeki farkliliklarin tespit edilmesi amaglanmugtir.

Yontemler: L. major (MHOM/IL/80) ve L. infantum (MHOM/MA/67/ITMAP/263) hiicre hatlar1 kullanilarak hiicre kiiltiirii
olusturulmugtur. Daha sonra, total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi gerceklestirilerek; revers transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu ile metabolik yolaklarda ve niikleik asit sentezinde rol oynayan ve her iki tiirde ortak olan 30 genin ekspresyon
seviyelerindeki kat degisimi hesaplanmistir. LeishDB ve KEGG veri tabanlari kullamilarak genlerin fonksiyonel iglevleri
belirlenmisgtir.

Bulgular: Bu ¢alismada, L. major ile L. infantum promastigotlarinda ortak olarak eksprese edilen ve protein kodlayan 30 farkh
gen profili degerlendirilmis ve iki tiir arasinda anlamli farklhilik saptanmistir (p<0,001). Iki tiirde ortak olan bu genlerin %29 unun
ekspresyon diizeylerinde anlaml kat fark: tespit edilmistir. Dokuz genin L. major'de ekspresyonu, L. infantum’a gore belirgin
derece yiiksek olarak tespit edilmistir (kat degisimi >1). Bu genler; phosphoglycan beta 1,3 galactosyltransferase-like, lathosterol
oxidase-like, fatty acid elongase, 3-ox0-5 alpha-steroid 4-dehydrogenase, calpain-like cysteine peptidase, acetyl-coA synthetase,
3-nucleotidase/nuclease, 3-nucleotidase/nuclease precursor ve 3-ketoacyl-coA thiolase-like olarak belirlenmistir. ki tiirde ortak
olan genlerin kargilik geldigi proteinlerin fonksiyonlar veri tabanlarinda ayrintil olarak incelendiginde ise, bu genlerin parazitin
lipit, protein ve karbonhidrat mekanizmalarinda, niikleik asit ve metabolizma fonksiyonlarinda rol oynadig1 saptanmistur.
Sonug: L. major ile L. infantum tiirlerinde ortak olarak bulunan genlerin ekspresyon profillerindeki degisiklikler, parazit tiirleri
arasinda viriilans, patogenez, klinik ve tedavi farkliliklarina neden olabilir. Ayrica parazite karg: ag1 ve ilag calismalar i¢in tiirlere
6zgii spesifik veya ortak hedeflerin se¢ilmesinde gen profillerinin degerlendirilmesi énem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gen ekpresyonu, kat degisimi, Leishmania infantum, Leishmania major, promastigote

ABSTRACT

Objective: This study aimed to determine the differences between the gene expression profiles of Leismania major and Leishmania
infantum promastigotes through comparative analysis of gene expressions.

Methods: Cell culture of L. major (MHOMY/IL/80) and L. infantum (MHOM/MA/67/ITMAP/263) cell lines was performed.
Afterwards, total RNA isolation and cDNA synthesis were performed and fold changes in the expression levels of 30 genes that play
a role in metabolic pathways and nucleic acid synthesis and co-expressed in two species were evaluated by reverse transcriptase
polymerase chain reaction. Functions of genes were determined using LeishDB and KEGG databases.

Results: In this study, profiles of protein-coding 30 genes expressed in L. major and L. infantum promastigotes were evaluated
and significant differences were found between the two species (p<0.001). There was a significant fold change in the expression
levels of 29% of genes common in the two species. The expression levels of nine genes in L. major were found to be markedly higher
than those of L. infantum (fold change >1). These genes include phosphoglycan beta 1.3 galactosyltransferase-like, lathosterol
oxidase-like, fatty acid elongase, 3-oxo-5 alpha-steroid 4-dehydrogenase, calpain-like cysteine peptidase, acetyl-coA synthetase,
3’-nucleotidase/nuclease, 3'-nucleotidase/nuclease precursor and 3-ketoacyl-coA thiolase-like. When the functions of the proteins
that correspond to the genes common in the two species were examined in detail using the databases, it was determined that these
genes play role in lipid, protein, carbohydrate and nucleic acid metabolic functions of the parasite.
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Conclusion: Alterations in the expression profiles of genes common to L. major and L. infantum species may cause differences in the virulence, pathogenesis,
clinical features and treatment modality between these parasite species. In addition, evaluation of gene profiles is important in the selection of species-

specific or common targets for vaccine and drug studies.

Keywords: Gene expression, fold change, Leishmania infantum, Leishmania major, promastigot

GIRig

Leishmaniasis, protozoa grubunda yer alan Leishmania parazitinin
farkh tiirlerinin neden oldugu kompleks bir hastalik grubudur.
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yedi 6nemli tropikal hastaliktan
biri olarak tanimlanan leishmaniasis, diinya genelinde 98 iilkede
gorilmekte olup, Asya, Afrika, Amerika ve Akdeniz ¢evresindeki
iilkelerde endemik seyretmektedir. Diinya'da 12-15 milyon insan
Leishmania tiirleri ile enfekte olup, 350 milyon kisi risk altindadur.
Her yil 1,5-2 milyon yeni olgu ortaya ¢tkmakta olup, bu olgularin
1-1,5 milyonu kutanéz leishmaniasis iken, 500,000 tanesi visseral
leishmaniasis’tir. Her y11 50,000 kisi hayatini bu hastalik nedeniyle
kaybetmektedir (1,2). Tedavi i¢cin bes degerli antimon bilesikleri,
amfoterisin B, paramomisin ve miltefosin gibi secenekler
bulunmakta, ancak bu ajanlarin toksisiteleri, yan etkileri ve direng
gelistirmeleri nedeniyle hastaligin tedavisinde birtakim giicliikler
yasanmaktadir (3). Etkin bir agimin gelistirilememis olmas: da
aragtiricilari bu parazit ile ilgili diren¢ mekanizmalarini anlamaya,
yeni ila¢ ve ag1 hedefleri bulmaya yénlendirmigtir (4).

Parazitin neden oldugu klinik tablo, kendiliginden iyilesen deri
lezyonlarindan (kutanéz form), 6liimcil i¢ organ tutulumuna
(visseral form) kadar degisen spektrumda olabilmektedir. Deri
enfeksiyonuna neden olan tiirler genellikle Leishmania tropica
ve L. major iken, visseral forma neden olan tiirler L. donovani ve
L. infantum’dur (5). Yapilan caligmalarda Leishmania spp.lerde
gen ekspresyonlarimin farkhi bir gekilde diizenlenmesinin bu
klinik varyasyonlardan sorumlu olabilecegi belirtilmigtir.
Leishmania’da prokaryotlardakine benzer olarak transkripsiyon
polisistronik olarak gerceklesmekte ve genomdan uzun pre-
mRNA’lar pre-mRNA’lar
birtakim post-transkripsiyonel modifikasyonlarla birbirinden
olduk¢a farklh mRNAlara ve proteinlere déntgebilmektedir
(6). Bu mekanizmalar klinik varyasyonlarin transkripsiyon
farkliliklarindan kaynaklanabilecegini géstermigtir (7).

sentezlenmektedir. = Devaminda

Her iki Leishmania tiri 36 kromozomdan olugmaktadir (8).
Leishmania major 32,8 Mb genom biiyiikliigiine ve 8,038 gene
sahip iken, L. infantum 32,1 Mb genom buyukluginde ve 8,045
gen icermektedir (9,10). Leishmania major ve L. infantum’un
genomik yapis1 %99’un iizerinde benzer olup, tiire spesifik genler
oransal olarak %1’in altindadir. Benzer genomik yapiya sahip olan
bu iki Leishmania tiriinin kendiliginden iyilesen bir tablodan
olumcil enfeksiyona degisen spektrumda seyredebilmesinden
diferansiye ekprese genler sorumlu tutulmaktadir. Diferansiye
eksprese edilen genlerin metabolizma, hiicre organizasyonu,
biyogenez ve transportla ilgili oldugu gosterilmigtir. Leishmania
major ve L. infantum’un promastigot formlarinda 755 tane
diferansiye eksprese gen bulunmakla birlikte, bunlardan sadece
91 (%12) tanesi ortak olarak eksprese edilmektedir. Her iki tiirde
eksprese olan bu genlerden %50’den fazlasinin kodladig: proteinin
fonksiyonu veri bankasinda yer almamaktadir (11).

Bu calgmada amacmiz korunmus genomik yap1 ve
organizasyonlarina ragmen farklh klinik tablolara sahip L. major
ve L. infantum promastigotlarinda ortak olan ve protein kodlayan
genlerin ekpresyon diizeylerini kargilastirmak ve etkenin hayatta

kalmasina, virillansina, patojenitesine katkida bulunan genleri
belirleyerek, as1 ve ila¢ caligmalar1 i¢in yeni hedefler sunmaktir.

YONTEMLER

Leishmania Hicre Kiiltura

Hiicre kiltiri icin ticari olarak temin edilen L. major (MHOM/
IL/80) ve L. infantum (MHOM/MA/67/ITMAP-263) hiicre hatlar
kullanilmigtir. Bunun i¢in inaktive edilmig %10 FBS (Invitrogen),
100 pg/mL streptomycin-100 IU/mL penicillin (invitrogen)
ve %1 L-glutamin iceren RPMI-1640 (Thermofisher) besiyeri
hazirlanmigtir. Hazirlanan besiyeri 15 mL kaltur flasklarina
eklenmigtir. Dondurulmus olarak (-80 °C) saklanan Leishmania
promastigotlar1 37 °C’de hizlica ¢ézdurilerek besiyeri ortamina
ekim yapilmig ve 26 °C'de inkiibe edilmigstir. Promostigotlarin
logaritmik gelisimi sonunda kulttr ortamu steril tiiplere aktarilmig
ve 1,000 x rpm’de 15 dk santriftj yapilmistir. Ust siv1 atilarak,
pellet kantitatif revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
(qRT-PZR) i¢in kullanilmigtur.

Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

izolasyondan once iki susa ait promastigotlarin sayisi
hemositometri ile belirlenmistir. Hiicre sayisi mililitrede 5x10°
olacak gekilde RNeasy mini kit (Qiagen) kullanilarak total RNA
izolasyonu yapilmistir. {zolasyonun biitin asamalar1 firma
protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir. Elde edilen
RNA konsantrasyonu nanodrop spektrofotometre cihazinda
(Thermofisher) 260/280 ve 260/230 absorbanslarda ol¢tilerek
degerlendirilmistir. izolasyon sonucunda 50 ng/uL. RNA
konsantrasyonu ile ¢DNA sentezi RevertAid H minus first
strand ¢cDNA Synthesis kit (Thermo Scientific) kullanilarak
gerceklestirilmigtir. ¢DNA sentezi toplam 12 pL hacimde
gerceklestirilmis ve PZR cihazinda 65 °C’de 5 dk inkiibe edilmistir.
Daha sonra tiiplere; 4 pL reaksiyon tamponu, 2 uL dNTP, 1
pL RevertAid TR-revertaid reverse transcriptase eklenmistir.
Reaksiyon, 42 °C’de 60 dk, 70 °C’de 5 dk ve 4 °C’de e dk olarak
termal doéngii cihazinda gerceklestirilmistir. Kullamlmadan énce
c¢DNA 1:10 oraninda DNaz/RNaz icermeyen distile su ile dilte
edilmigtir. Olugan cDNA 6rnekleri test zamanina kadar -20 °C’de
saklanmugtir.

qRT-PZR

Revers transkripsiyon ile elde edilen ¢cDNA &rnekleri spesifik
primerlerin varhginda amplifiye edilmistir. Bu islem icin
Applied Biosystem cihazi ve SYBR Green I Master Miks (Applied
Biosystem) kiti kullanilmigtir. Metabolik yolaklarda ve niikleik
asit sentezinde rol oynayan ve her iki turiin promastigot
formunda ortak olarak eksprese edilen 30 gen bolgesi hedef
alinmigtir. Genlerin veri bankasindaki erigim numaralar1 (www.
genedb.org) sitesinden elde edilmigtir. Calismada kullanilan
primerler ticari olarak temin edilmistir (https://www.macrogen.
com/en/business/oligo_index.php). Her iki Leishmania tiiriinde
ortak olan promastigot genlerinin ekspresyon seviyeleri qRT-PZR
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yontemi kullanilarak aragtirilmigtir. Reaksiyon 1xSYBR green
master miks, 0,8 pM primer konsantrasyonu ve 1 pL cDNA ile
total hacim 12,5 pL olacak sekilde hazirlanmis ve 96 kuyucuklu
PZR plagina yiiklenmistir. Reaksiyon 95 °C’de 10 dk inkiibasyon,
95 °C'de 15 sn, 56 °C'de 1 dk, 72 °C’de 10 sn kogullar1 altinda
gerceklestirilmistir. Calismada referans gen olarak ubiquitin
hydrolase geni ¢alisilmis ve normalizasyon i¢in kullanilmistir. PZR
sonuglar rolatif kat degisimi (fold change, 2-AACt) yéntemi ile
degerlendirilmigtir (12). Biitiin analizler ii¢ biyolojik ve ti¢ teknik
tekrar ile gerceklestirilmisgtir.

istatiksel Analiz

Biitiin istatistiksel analizler GraphPad Prism 6.07 (GraphPad
Software Inc.) software programi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Karsilagtirmalar ANOVA testi ile yapilmigtir. Tim testlerde
p-degerinin 0,05’ten kii¢iik olmas: istatistiksel olarak anlaml
farklibk olarak kabul edilmistir. Genlerin fonksiyonel islevleri
(Functional Annotation)icin LeishDB (www.leishdb.com) ve KEGG
(https://www.genome.jp/kegg-bin/show_organism?org=lif  ve
(https://www.genome.jp/kegg-bin/show_organism?org=Ima)
veri tabanlar1 kullanilmigtir.

BULGULAR

Leishmania major ve L. infantum suglar1 hiicre kiltiriinde
cogaltildiktan sonra promastigotlardan total RNA izolasyonu
yapilmigtir. Her iki tiriin promastigotlarinda ortak olan 30 genin
ekspresyon seviyeleri qRT-PZR ile tespit edilmis ve kat oranlar
(Fold Change; FC) arastirilmigtir. Her bir genin i¢ biyolojik
tekrarina ait sonuglar Tablo 1'de verilmistir. Leishmania major ve
L. infantum promastigot formlarinda ortak eksprese olan genlerin
karsilik geldigi proteinlerin fonksiyonlar1 veri tabanlarindan
ayrintih olarak incelendiginde, bu proteinlerin ¢ogunun lipit,
protein/aminoasit ve karbonhidratlarin mekanizmasinda, hiicre
organizasyon/biyogenezinde ve metabolizma fonksiyonlarinda
yer aldigi gosterilmistir. Ug gen fonksiyonu bilinmeyen grup
icinde simiflandinlmigtir. Leishmania major ve L. infantum’daki
ortak olan bu genlerin ekspresyon seviyelerinin kargilagtirilmas:
sonucunda iki tur arasinda anlaml bir farkhilik saptanmigtir
(p<0,001). Her genin ekspresyon FC oranlar1 degerlendirildiginde,
genlerin  %29unda ekspresyon duzeylerinde anlamh fark
bulunmugtur. Dokuz tane genin ekspresyon seviyesinin L.
major'de belirgin derecede yiiksek oldugu (FC>1) bulunmustur.
Bunlar; lipit metabolizmas: ile ilgili “phosphoglycan beta 1,3
galactosyltransferase-like (PPGT)”, “lathosterol oxidase-like
(LOL)”, “fatty acid elongase (FAE)”, “3-oxo-5 alpha-steroid
4-dehydrogenase (OSD)”; protein metabolizmas ile ilgili “calpain-
like cysteine peptidase (CLCP)”; karbonhidrat metabolizmasi
ile ilgili “acetyl-coA synthetase (ACS)”, DNA/niikleik asit
fonksiyonlar:1 ile ilgili “3’-nucleotidase/nuclease (NUC)”, “3’
nucleotidase/nuclease precursor (NP)” ve metabolizma ile ilgili
“3-ketoacyl-coA thiolase-like'dir (KCTL)”. Dért genin ekspresyon
seviyelerinin iki grupta yaklagik aymi seviyede oldugu tespit
edilmigtir (Sekil 1A, B). Aragtinlan tum genlerin adi, veri
bankasindaki erigim numarasi, fonksiyonu ve FC degerleri Tablo
1’de verilmisgtir.

TARTISMA

Leishmania tiirlerinin promastigot ve amastigot olmak tizere iki
farkli dénemi bulunmaktadir. Promastigot formlari vektérde
notral pH'de ve ortalama 25 °Cde yagamlarimi strdiiriirken,

makrofajlar icerisine alindifinda 35-39 °C arasinda ve asidik
pHde amastigot formlara déntusmektedir (13). Leishmania major
ve L. infantum promastigotlar1 benzer ortamda yagamlarim
sirdirmekte ve benzer morfolojiye sahip olmalarina ragmen,
amastigot formlari sirasiyla deri lezyonlar: ve visseral enfeksiyon
olmak tizere farkh iki klinik tabloya yol agmaktadir. Bu kadar farkh
olan klinik tablodan sorumlu bu iki tiiriin genomik benzerliginin
%99un uzerinde ve kodlayan gen boélgelerinin %82-94 arasinda
korunmus oldugu bildirilmistir (9). Bu nedenle klinik farklihgin
hem promastigot ve amastigot formlari arasindaki farklihklardan,
hem de her tiire ait promastigot/amastigottaki yiiksek oranda
diferansiye olan eksprese genlerden ve ortak genlerdeki
ekspresyon farkliliklarindan kaynaklanabilecegi belirtilmigtir
1.

Bu ¢alismada L. major ve L. infantum’un promastigot formlarinda
ortak olarak eksprese edilen ve protein kodlayan 30 tane
genin ekspresyon profilleri PZR yoéntemiyle aragtirilmigtir.
Promastigotlarda ortak olan bu genlerin karbonhidrat, lipit,
protein, DNA/niikleik asit metabolik fonksiyonlari, hiicresel
fonksiyonlar ve metabolizma ile ilgili oldugu bulunmustur.
Kamgilar1 sayesinde hareketli olan promastigotlar yiksek
oranda ihtiya¢ duyduklar: enerjiyi karbonhidratlardan glikoliz
ve trikarboksilik asit (TCA) siklusu araciligiyla saglamaktadir.
Bu nedenle karbonhidrat mekanizmasinda rol alan genler
promastigotlarin canhiligini siirdiirmesinde énemli oldugu icin,
calisgmamizda iki tiirde de ortak olan enolase (ENO), acetyl-
coA synthetase (ACS) ve aldose-l-epimerase (AE) genlerinin
ekspresyonlar: incelenmistir. ENO ve AE genleri iki Leishmania
tariinde benzer seviyede eksprese olurken, ACS geninin L.
major'de daha ytksek oranda eksprese oldugu tespit edilmisgtir.
Promastigotlarda, ENO geni glikolizde 2-fosfogliserattan
fosfoenolpiruvat arasinda reversibl dontisimi; glikoliz ve
glikoneogenezde rol alan AE geni a-D-glukan'in p-D-glukana
doéntugmesini; ACS geni TCA siklusunda ATP’ye déntsecek olan
asetil-KoA'nin sentezlenmesini saglamaktadir. ENO'nun yiiksek
oranda korunmus bir gen oldugu, glikoliz ve glikoneogenez
gibi hiicre i¢in vital olan iki metabolik yolakta gérevli oldugu
bildirilmigtir. Ayrica ENO parazitin hiicre membram ile temas
halinde olan sekretomu i¢indeki plazminojen reseptérii olup,
parazitin virilansina katkida bulunmaktadir (14). ENO’nun
parazitin yagamin siirdiirmesi ve viriilans: icin olduk¢a énemli
olmas, ila¢ ve ag1 ¢alismalar i¢in 6nemli bir hedef olabilecegini
distindirmektedir. Gupta ve ark. (15) tarafindan yapilan
calismada L. donovani ile enfekte edilen ve visseral leishmaniasis
tablosu gelisen farelere rekombinant ENO proteininin verilmesi
ile Thl hucrelerinin uyarildigi, IL-12, IFN-y, TNF-a ve iNOS
diizeylerinin anlaml seviyede yiikseldigi saptanmig olup, ENO
ile agitlamanin parazit yitkinde %90 oraninda azalma sagladig:
gosterilmistir. Daha 6nce yapilan calismalar ile uyumlu olarak
calisgmamizda L. major ve L. infantum turlerinde ENO gen
ekspresyon seviyesinin egit oranda tespit edilmesi, bu genin iki
Leishmania tiirintn eradikasyonuicin ortak bir hedef olabilecegini
gostermektedir (11).

Karbonhidrat metabolizmasindarol oynayan genlervekodladiklar:
proteinler ile ilgili calismalar tedavi etkinliginin degerlendirilmesi
ve yeni hedef ilaglarin kesfi i¢cin devam etmektedir. Bes degerli
antimon bilegiklerine direncli ve duyarli L. donovani suglarinda
yapilan bir transkriptomik calismada, direncli suslarda parazit
i¢in esansiyel olan ve viriillans: artiran glikoliz enzimlerine daha
yiiksek oranda rastlanmig ve AE geni direngli suglarda 15 kat daha
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Tablo 1. Leishmania major ve L. infantum promastigotlarinda ortak ifadelenen genlerin adi, fonksiyonu, veri bankasindaki erigim

numarasi ve FC degerleri

Gen adi Kisaltma | Fonksiyonu ;’Bm:{]"' gen ;’e:‘]’;;'t:;l" FC1 | FC2 FC3
Ei‘:sPhOglyca“ Beta 1,3 Galactosyltransferase- | oy LmjF.02.0160 | LinJ02.0140 | 2 1,85 2,08
Fatty Acid Elongase FAE Lipit LmjF.14.0670 | LinJ.14.0700 | 1,2 1,1 1,37
Lathosterol Oxidase-Like LOL LmjF.23.1300 LinJ.23.1560 | 1,7 1,45 1,78
3-ox0-5-alpha-Steroid 4-Dehydrogenase OSD LmjE25.1770 | LinJ.25.1850 | 1,3 1,15 1,48
Peptidyl Dipeptidase C PDC LmjF27.2660 | LinJ.01.0850 |0,8 | 0,61 0,88
Calpain-Like Cysteine Peptidase CLCP LmjE.27.0500 | LinJ.14.0910 | 2,8 2,65 2,88
Protein Kinase A Regulatory Subunit PKARG Protein/aminoasit | LmjE13.0160 LinJ.13.0160 |-0,4 |-0,48 -0,32
Glutamate Dehydrogenase GD LmjE15.1010 | LinJ.15.1070 | O -0,15 0,08
HSP 70 HSP 70 LmjF.32.1940 LinJ.32.2050 |-0,1 |-0,15 -0,02
Enolase ENO LmjE14.1160 LinJ.14.1240 | 0,1 0,05 0,18
Acetyl-CoA Synthetase ACS Karbonhidrat LmjE23.0710 LinJ.23.0880 | 2,5 2,35 2,58
Aldose 1-Epimerase AE LmjE.35.0980 | LinJ.35.1000 | 0,6 0,55 0,68
3’-Nucleotidase/Nuclease NUC LmjE12.0400 LinJ.12.0350 | 1,9 1,85 1,98
3’ Nucleotidase/Nuclease Precursor NP LmjE31.2310 LinJ.31.2380 | 2,9 2,75 2,98
ATPase Beta Subunit C ABSC DNA/nakletk asit LmjF.25.1180 LinJ.25.2590 |-0,2 |-0,28 -0,12
Adenylosuccinate Synthetase ADSS LmjF13.1190 | LinJ.13.1090 | 0,2 0,17 0,28
Calmodulin CALM LmjF.13.1160 LinJ.13.1060 | O -0,05 0,08
Dynein Heavy Chain DHC LmjF.13.1650 LinJ.13.1390 | 0,4 0,38 0,48
Dynein Light Chain DLC LmjF.24.1030 LinJ.24.1050 | O -0,05 0,08
Dynein-Associated Roadblock Protein DARP LmjF.35.1750 LinJ.35.1740 | 0,3 0,21 0,38
Receptor-Type Adenylate Cyclase A RTACA Hiicre LmjF.17.0200 LinJ.17.0120 | 0,1 0,05 0,18
Receptor-Type Adenylate Cyclase B/C RTACB/C LmjF17.0237 | LinJ.17.0160 | 0,8 0,65 0,88
OSM3-Like Kinesin OLK LmjF17.0800 | LinJ.17.0890 | 0,3 0,15 0,38
Phosphodiesterase PDE LmjF.18.1090 LinJ.18.1100 | 0,4 0,21 0,48
PFR1D ¢ PFR1D LmjF.29.1770 LinJ.29.1890 | 0,6 0,45 0,68
3-Ketoacyl-CoA Thiolase-Like KCTL LmjF.23.0690 LinJ.23.0860 | 1,2 11 1,28
Metabolizma
Vacuolar ATP Synthase Subunit B VSSB LmjF.28.2430 LinJ.28.2610 | -0,1 | -0,15 -0,02
Protein Tyrosine Phosphatase PTP LmjF.05.0280 LinJ.05.0280 | 0,8 0,75 0,88
Leucine-Rich Repeat Protein LRRP Bilinmiyor LmjF.10.0180 LinJ.10.0160 | 0,2 0,12 0,28
Oxidoreductase OR LmjF.36.4170 LinJ.36.4380 | O -0,05 0,08

yiiksek bulunmustur (16). Benzer olarak, miltefosine direncli L.
donovani suglarinin mikrodizi analizinde ACS geninin ekspresyonu
anlamli derecede yitksek bulunmustur (17). Karbonhidrat
metabolizmasinda rol oynayan genlerin ve kodladiklar: proteinlerin
hem insanlarda hem de parazitlerde bulunmasinin ila¢ hedefi
olarak kullanilmalarim engelleyebilecegi diigiinilebilir. Ancak, L.
donovani’ye ait ACS geninin insanlarda bulunan gen ile sadece %49,3
oraninda benzerlik géstermesi, bu proteinin ilag hedefi olarak aday
olabilecegini gostermektedir (18). fla¢ ¢aligmalar1 yaninda ACS
enziminin parazit virilansi veya enfektivitesi tizerindeki etkileri de
aragtirlmig, genin bir alelinde olugturulan delesyonun parazitlerin
virilansinda azalmaya neden oldugu gosterilmistir (18). Benzer
olarak memelilerde akciger enfeksiyonuna neden olan Cryptococcus
neoformans’ta ACS gen delesyonunun enfektiviteyi belirgin 6l¢iide
azalttigy gésterilmigtir (19).

Galismamizda, karbonhidrat metabolizmasinda rol alan bu
¢ genden ACSnin L. majorde anlamli derece yiksek oranda
eksprese olmasi, bu enzimin 6zellikle L. major i¢in yeni bir ilag
hedefi olabilecegini desteklemektedir. Benzer olarak, Rochette
ve ark./nin (11) yaptig1 bir calismada bu enzimin L. major'de L.
infantum’a goére 2,3 kat daha fazla miktarda eksprese oldugu
gosterilmistir.

Son yillarda hiicre i¢ci yasama potansiyeli olan parazitlerde
lipitlerin roliinii ve énemini aragtiran ¢aligmalarin sayisinda artig
olmugtur (20,21). Bu caligmalarda fosfolipit ve sfingolipitlerin
parazitlerin hayatta kalmasinda ve virtlansinda olduk¢a
6nemli oldugu belirtilmektedir. Leishmaniasis tedavisinde lipit
metabolizmasini hedefleyen miltefosinin basarili olmasi bu
dustnceyi kuvvetle desteklemektedir. Ayrica membran lipitleri
ve kolesterolii konak parazit etkilesimlerinde olduk¢a énemlidir.
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Sekil 1. A-B) Her iki Leishmania tirintin promastigot formlarinda ortak olan genlerin ekpresyon seviyelerindeki kat degisim oranlar

(Leishmania major'un L. infantum’a gore)

Ghoshve ark. (22) tarafindan 2014 yilinda ytiriitillen bir caligmada
killtire edilen makrofajlarda membran kolesterolleri “methyl
B-cyclodextrin” aracihfiyla uzaklagtirilmigtir. Daha sonra kaltiir
ortamina Leishmania promastigotlar1 eklenince promastigotlarin
makrofajlarin ylzeyine baglanma ve enfekte etme oranlarinda
belirgin azalma oldugu gosterilmistir (22).

Caligmamizda  lipit ~ metabolizmasinda  rol  oynayan
“phosphoglycan beta 1,3 galactosyltransferase-like (PPGT)”,
“fatty acid elongase (FAE)”, “LOL” ve “3-oxo-5-alpha-steroid
4-dehydrogenase (OSD)” genlerinin L. majorde daha yiiksek
oranda eksprese edildigi tespit edilmistir. Bunlardan PPGT,
lipofosfoglikan sentezinde rol oynayan genlerden bir tanesidir.
Lipofosfoglikan, Leishmania turlerinin membraninda bulunan ve
parazitin vektér phlebotomlarin bagirsaklarindaki lektin yapisina
tutunmasini saglayan, fagozomlarin lizozomlarla fiizyonunu
ve NADPH oksidaz aktivitesini 6nleyerek parazitin bagisiklik
mekanizmalarindan korunmasina katkida bulunan bir virtlans
faktorudur. Promastigotlarda yapisal olarak sentezlenmektedir.
Yapilan calismalar bu molekilin sentezini saglayan genlerin
Leishmania ve Trypanosoma cinsi parazitler arasinda oldukca
korunmus oldugunu ve bu genlerin bazilarinin potansiyel as1
aday1 olabilecegini belirtmistir (23).

LOL, memelilerde, bitkilerde, mantarlarda ve protozoonlarda
bulunan ve ergosterol sentezinden sorumlu olan bir enzimdir.
Steroller 6karyotlarda bulunan esansiyel membran komponentleri
olup, ergosterol sentez inhibitdrii olan amfoterisin Bleishmaniasis
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir. LOL geninde
mutasyon olusturulmus L. major promastigotlarinin amfoterisin
B'ye diren¢ kazandig: gosterilmistir. Ancak aym ¢alismada LOL
mutant promastigotlarin erken duragan fazda morfolojisi ve
replikasyon hizi normal iken, ge¢ dénemde morfolojilerinin
bozuldugu ve vahsi tip promastigotlara gére 6liim oranlarinin
daha yiiksek oldugu da belirtilmistir (24). Bunun yaninda,
calismamizda L. major promastigotlarinda ekspresyonlar1 daha
yiksek bulunan diger genlerden, FAE, Leishmania turlerinde
bulunan ve dért karbonlu biutiril koA’ya karbon ekleyerek uzun
zincirli doymamis yag asitlerinin sentezlenmesini saglayan enzim
iken, OSD geni ise isoprenoid ve sterol sentezinde kullanilmaktadr.
Literatiirde FAE inhibitérlerinin farkli alanlarda kullanimina dair
caligmalar (meme kanseri, vs.) bulunmaktadir (25). Bu ajanlarin

leishmaniasis tedavisinde de bagarili bir gekilde kullanilabilecegi
dustuntlmekte olup, bu alanda yapilacak ¢aligmalara gereksinim
duyulmaktadar.

Literattr bazh incelemeler géz 6ntune alindifinda, calismamizda
parazit icin esansiyel olan, karbonhidrat veya lipit
metabolizmasinda rol oynayan genlerin L. major'de daha yiiksek
oranda eksprese olmalarmin L. major promastigotlarimin kaltiir
ortaminda daha kolay hayatta kalmasinin ve c¢ogalmasinin
nedenlerinden biri olabilecegi diistiniilmektedir.

Protein metabolizmasinda rol alan genlerden sadece “calpain
like cystein peptidase’nin (CLCP)” L. major’de anlamli derecede
yitksek oranda eksprese oldugu gériilmiis, diger genler agisindan
bir farklilhk saptanmamugtir. Calpainler parazitlerin hiicre
yiizeyinde bulunan ve kalsiyum tarafindan regiile edilen sitozolik
sistein peptidazlar olup, patojenitede olduk¢a énemli gérevleri
bulunmaktadir (26). Hiicre iskelet proteinlerinin diizenlenmesi,
reseptérlerin ve enzim 6nciillerin aktiflesmesi gibi rollere sahiptir.
Calpainler ayrica memelilerde alzheimer, muskiiler distrofi,
travmatik beyin hasari ve spinal kord hasari gibi durumlarin
gelismesinden sorumlu tutulmakta olup, calpain inhibitérlerinin
alzheimer tedavisinde kullaniminin néronal hasari azaltacag:
dusuntlmektedir  (27). Ayrica calpain  inhibitérlerinin
parazitlerin morfolojisini degistirerek leishmaniasis tedavisinde
kullanilabilecegine dair ¢caligmalar bulunmaktadir (28).
“3’'niicleotidase/nuclease (NUC)”
kurtarma yolunda rol oynayan enzimler olup, parazitin yasam
déngiisiinde énemli rolleri bulunmaktadir. Ozellikle promastigot
formda vyiksek miktarda eksprese olan genler, parazitin
phlebotomlardayasam déngiistiniin tamamlanmasticin gereklidir.
Ayrica bu enzim parazitin bagisiklik mekanizmalarindan
ka¢gmasmma yardimc olmaktadir. NUC, 6nemli bir adenozin

ve prekurséric (NP) pirin

kaynag: olup, parazite kars: gelisen pro-enflamatuvar sinyalleri
inhibe ederken, anti-enflamatuvar sinyalleri artirmaktadir.
Son zamanlarda yapilan caligmalarda visseral leishmaniasiste
NUC iirini olan adenozinin hastaligin ilk zamanlarinda yiiksek
saptandify, ilerleyen zamanlarda normale déndugi belirtilmigtir.
Bu enzim aymi zamanda parazitin nétrofilin apoptozundan
ka¢masina yardima olmakta ve enfeksiyon bélgesine makrofajlar

gelene kadar hayatta kalmasini saglamaktadir (29,30).
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Caligmamizda, protein metabolizmasina ve niikleik asit sentezine
katilan genlerin iki Leishmania turiinde benzer oranlarda
eksprese edilmesi (iki gen haricinde), bu genlerin Leishmania
yasam déngistuniin temel yap: taglarina ait genler olabilecegini
desteklemektedir. Aym diizeyde eksprese edilen bu genlere
yonelik inhibitérler veya asi ¢alismalarinin iki tture de etki
edebilme ihtimalini ortaya koymaktadir. fleri ¢alismalar ile bu
genlerin amastigot formunda konaktaki sekans ve ekspresyon
duzeyleri de karsilastirildiktan sonra ilag¢ ve asi caligmalari icin
6nemli adaylar olabilecekleri duiguniilmektedir.

Son yillarda leishmaniasisin énlenmesinde birinci jenerasyon olarak
tanimlanan canli veya 6li asilarin yerini artik ikinci jenerasyon
olan rekombinant agilar almigtir. Rekombinant agilarda parazite
ait protein veya lipofosfoglikanlar kullamlmaktadir. Leishmania
turlerinin genomik yapisini aragtiran gen ekspresyon caligmalar:
as1 hedefi olarak kullanilabilecek molekiillerin tanimlanmasina
yardimar olmaktadir. Parazitin hayatta kalmasim saglayan ve
Leishmania tiirlerinde ortak olarak eksprese olan karbonhidrat,
protein ve lipit metabolizmas: ile ilgili genlerle rekombinant
agilarin  hazirlanmasimin  bagarih  olacagim  diigtinmekteyiz.
Bu molekillerin leishmaniasis tedavisinde yeni ila¢ hedefleri
olarak aragtirilmasi ve konuda ileri ¢aligmalarin yapilmasinin
leishmaniasis tedavisine destek saglayabilecegi kanaatindeyiz.
Leishmania major ve L. infantum promastigotlarinda farkl oranda
eksprese edilen genlerin degerlendirilmesi iki turiin bulagma,
tedavi ve hastalik mekanizmasindaki farklilarin agiklanmasina
151k tutacaktir.

Bu ¢alismada L. major ve L. infantum promastigotlarinda ortak
olarak eksprese edilen genlerin ekspresyonlari1 degerlendirilmis
olup, dokuz tane genin ekspresyonu L. major'de anlaml derece
yitkksek bulunmustur. Genlerin ortak ¢zellikleri incelendiginde
kodladiklar1 proteinlerin parazitin yagam icin esansiyel oldugu,
parazitin virillans1 ve/veya patogenezine katkida bulundugu
gorulmiigtir. Ayrica standart tedavilere direngli paraziter
formlarda bu proteinlere daha fazla oranda rastlanmigtir.
Parazitin standart tedavisinde kullanilan ajanlarin toksik ve yan
etkilerinin fazla olmasi ve gelisen diren¢ sorunu nedeniyle acetyl-
coA synthetase, calpain, fatty acid elongase, lathosterol oxidase
like gibi genlerin 6zellikle L. major i¢in ag1 veya ila¢ hedefi olarak
kullanilabilecegi dusiiniilmekte olup, bu konuda yapilacak ileri
calismalara gereksinim duyulmaktadur.

SONUC

Bu calismada L. major ile L. infantum promastigotlarinda ortak
olarak eksprese edilen gen profillerinin kargilagtirilmas: ve bu
genlerin kodladiklar: proteinlerin fonksiyonlarinin belirlenmesi
parazit turlerinin virtlans, patogenez ve ila¢ direnclerinin
agiklanmasina katki saglayacaktir. Ayrica gen profillerinin
degerlendirilmesinin, parazite kargi as1 ve ila¢ ¢aligmalar icin
turlere 6zgii spesifik veya ortak hedeflerin secilmesinde temel
veriler sunmasi agisindan énemli oldugu diistinilmektedir.
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Amag: Bu calismada, Manisa'da tedavi géren bir viseral leishmaniasis hastasindan izole edilen ve Leishmania’lara 6zgi ITS-1, hsp70
ve cpb gen bolgelerine yonelik analizlerle Leishmania donovani/L. infantum hibridi oldugu gosterilen etkenin karakterizasyonuna
yonelik in vivo deneyler sunulmakta olup, ilk sonuglar L. donovani ve L. infantum’un referans suglariyla karsilagtirilmaktadir.
Yontemler: Calisma icin, 25-30 gr agirhginda disi Balb/C fareler ile (her biri 16’sar fare iceren) ii¢ farkh ¢alisma grubu (CG)
ve 8 fareden olugan bir kontrol grubu olusturulmustur. Siv1 azottaki referans L. donovani (MHOM/IN/1980/DD8), L. infantum
(MHOM/TN/1980/1P1) suglarla L. donovani/L. infantum hibridi (MHOM/TR/2014/CBVL-LI/LD) ¢ézdirilip kiltive edilmis
ve 25 °C'de inkiibe edilmistir. U¢ susa ait 1x10%/mL promastigot, 15 (mikrolitre; uL) dozda GCG'deki farelerin kuyruk venlerine
uygulanmigtir. Fareler sakrifiye edildikten sonra ¢ikarilan karaciger ve dalak dokular: immiinolojik, immiinohistokimyasal ve
patolojik testler i¢cin saklanmusgtir.

Bulgular: Farelerin karaciger ve dalak dokularinda enfeksiyon varhgi, hem 6zgiil ELISA testiyle hem de NNN besiyerinde karaciger
ve dalak dokularindan Leishmania promastigotlarinin iiretilmesiyle gésterilmistir. Bununla birlikte, karaciger ve dalaklardan
hazirlanan “touch biyopsi” yaymalari incelendiginde, hicbir grupta Leishmania amastigotlarina rastlanmamugtir. Ayrica VL'ye bagh
doku hasarini saptamak i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamalarda (IL-9, CD-117, anti-MBP, CD163, CD4, CD8 ve CD31)
hi¢bir grupta doku hasarina yénelik bir bulgu elde edilmemistir.

Sonug: Edinilen sonuglar, hibrid Leishmania ve referans L. donovani ve L. infantum suglarinin CG'deki Balb/C farelerinin karaciger
ve dalaklarina ulagtigini, ancak patolojik bir etki olusmadigini géstermektedir. Bununla birlikte, bu ti¢ Leishmania izolatinin, bagka
bir ¢aligma i¢in aym tiir farelerin deri altlarina uygulandiginda deride lezyon olusturdugu belirlenmistir. Projeye ait deneyler
tamamlanip sonuglarin elde edilmesinin ardindan bu ¢alismada sunulan bulgular yeniden degerlendirilecektir.

Anahtar Kelimeler: Leishmania sp., hibrid, Kala-Azar, Tiirkiye, deney hayvani modeli

ABSTRACT

Objective: In the present study, preliminary outcomes of the in vivo assessment of a Leishmania donovani/L. infantum hybrid
isolated from a hospitalised patient with visceral leishmaniasis in Manisa and identified through analysis of the Leishmania-specific
ITS-1, hsp70 and cpb gene regions are presented in comparison with reference strains of L. donovani and L. infantum.
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Methods: Three different study groups [(SG); n=16 mice each] and a control group (n=8 mice) were established with female Balb/C mice weighing 25-30 g.
Reference L. donovani (MHOM/IN/1980/DD8), reference L. infantum (MHOM/TN/1980/1P1) and a L. donovani/L. infantum hybrid (MHOM/TR/2014/CBVL-
LI/LD), stored in liquid nitrogen, were thawed, cultured and incubated at 25 °C. A 15-uL dose of 1x10%/mL promastigotes of three strains was applied to the
tail veins of mice in the SG. After the mice were sacrificed, the liver and spleen tissues were removed and stored for immunological, immunohistochemical

and pathological analyses.

Results: The presence of infection in the liver and spleen tissues of mice was detected both by a specific enzyme-linked immunosorbent assay test and
from the recovery of Leishmania promastigotes from liver and spleen tissues in NNN medium. However, Leishmania amastigotes were not observed in the
touch biopsy smears of livers or spleens in either of the SGs. In addition, no evidence of tissue damage was identified in the SGs after immunohistochemical
staining (with antibodies against IL-9, CD-117, MBP, CD163, CD4, CD8 and CD31).

Conclusion: The obtained results show that hybrid Leishmania and reference L. donovani and L. infantum strains reached the liver and spleens of Balb/C
mice in SGs but were of no pathological consequence. Yet, these three Leishmania isolates caused skin lesions when applied subcutaneously in Balb/C mice in
another study. The findings presented in this study will be reassessed upon completion of the project, once the final results are obtained.

Keywords: Leishmania sp., hybrid, Kala-Azar, Turkey, animal model

GIRig

Insanlara Eski Diinya'da Phlebotomus sp., Yeni Diinya'da
ise Lutzomyia sp. cinsi disi yakarcalarin isirmasiyla bulasan
ve Leishmania cinsi kamgli protozoonlarin neden oldugu
leishmaniasis, klinikte kendini deri (kutanéz), i¢ organ (viseral)
veya deri ve mukoza (mukokutanéz) tutulumuyla gosteren
paraziter bir hastaliktir (1). Kala-Azar ya da diger adiyla
viseral leishmaniasis (VL) hastalarinda karaciger ve dalagin
yogun parazit tutulumu nedeniyle biyudigi, ayrica cesitli
semptom ve bulgular ortaya ¢iktigi, tan1 ve tedavinin geciktigi
olgularda klinik tablonun agirlagip 6lumle sonuglanabildigi
gozlenebilmektedir (1,2). Nitekim Ditnya Saghk Orgiiti
leishmaniasis’i, i¢ organ tutulumunda olimcil olabilmesi ve
tum dinyada yaygin enfeksiyona neden olup genis kitleleri
risk altinda tutmas: nedeniyle 6ncelikli enfeksiyonlar arasinda
saymaktadir (3). Ulkemizin de icinde yer aldigi Eski Diinya
olarak tamimlanan bélgelerde VL L. donovani ve L. infantum
tiirleriyle ortaya ¢ikmaktadir (4,5). Son yillarda diinyanin fark:
bolgelerinde yurutilen c¢alismalarda, Leishmania tirlerinin
vektorlerinin dagilimindaki cografi degisikliklere ve degisen doga
kosullarina uyum icin kendi aralarinda genetik madde ahigverisi
yapabildikleri gosterilmistir (6-8). Ornegin, L. infantum/L.
major hibridlerinin yasam déngilerini dogada yaygin bulunan
ve insan enfeksiyonlarma sik yol acan Phlebotomus papataside
tamamlayabildigi, oysa L. infantum’un tek basina P. papatasi'ye
yerlesemedigi gozlenirken L. braziliensis/L. peruviana hibridlerinin
dogaya daha iyi uyum sagladig1 ve sagkalim oranlarinin arttig:
bildirilmigtir (9-11). Hibridlesen Leishmania’larin yeni vektorlere
ulagmasiyla daha yaygin cografyalarda insan enfeksiyonlarina
yol acabilecegi gibi, insanlarda tedaviye direncli, deriden ic¢
organlara yayilim gosterebilen agir klinik tablolar olusmasindan
da endise edilmektedir (9). Nitekim son yillarda, diinyada ve
iilkemizde hibrid Leishmania izolatlar1 vektérlerden oldugu kadar
hastalardan da izole edilmeye baglanmigtir (7,11-13). Bu nedenle,
o6zellikle klinik olgulardan izole edilen ve hibrid oldugu saptanan
Leishmania tiirlerinin ayrintilh molekiiler, genomik ve proteomik
aragtirmalarla karakterize edilmesi, epidemiyolojik agidan toplum
saghig acisindan tagidiklar: riskin ortaya konulabilmesi i¢cin 6nem
tagimaktadir.

Leishmaniasis ile ilgili ¢aligmalarda farkli hayvan modelleri
iizerinde enfeksiyonun klinik etkileri degerlendirilebilmekte,
patogenez, immiin cevap ve tedavi yamit1 konularinda ¢caligmalar
yurutilebilmektedir. Leishmania parazitlerinin canl dokulardaki
patojen etkilerinin Balb/C fareler gibi deney hayvani modellerinde

olusturdugu  histopatolojik  degisikliklerle  izlenmesinin,

klinik tablonun ciddiyetini tahmin etmede yararli oldugu
bildirilmektedir (14,15). Leishmaniasis sonrasi parazitlerin
konak dokusundaki yerlesimi ve neden olduklar: histopatolojik
degisimler farkhi calismalarda immiinohistokimyasal yéntemler
kullanilarak gosterilmistir. Karaciger ve dalak dokularindaki
amastigotlarin boyanmas: ile doku yogunluklari, karacigerde
parazite kargi gelisen granulomlarin olusumu, geniglikleri, bazi
yiizey proteinlerinin boyanmasi ile de hiicre tiplerinin analizi
mumkiin olabilmektedir (15). Ayrica, farkh Leishmania tiirleriyle
olusan enfeksiyona bagl yapisal degisiklikler de (6rnegin,
dalak dokusundaki damarlagsma veya bozunmalar) bu yéntemle
incelenebilmektedir (16). Nitekim, Balb/C farelerde enfeksiyonun
baslangicindan 4. haftaya kadar olan siirede karacigerde parazit
artig1 goriliip sonraki giinlerde azalmaktayken dalak dokusunda
ise parazit varliginin 4. haftadan sonra da uzun bir siire devam
ettigi gozlenmistir. Ayrica, Balb/C farelerde parazite ézgii dalak
CD4+ T ve CD8+ T-hiicrelerini iceren hiicresel immiin yanit ve
karacigerdeki graniilom olugumu ile viseral enfeksiyonun kontrol
altina alindig1 belirlenmistir (17-19).

Fare modelinde enfeksiyona bagh organlardaki patolojik
degisikliklerin tamimlanip smiflandirilmasinda hematoksilen-
eozin boyali doku kesitlerinin puanlanmasinin mamkiin oldugu
bildirilmektedir (15). Karacigerdeki yapisal degisiklikler; lezyonda
granilom olugsumu, bélgeye gé¢ eden immiin hiicreler ve dokunun
bozunmasi tizerinden; dalaktaki yapisal degisiklikler ise lenfoid
atropi olmasi veya lenfoid reaktivite duzeyi tizerinden 0-3
araliginda derecelendirilebilmektedir (20).

Ulkemizde bir VL hastasindan izole edilen ve yapilan ileri testlerle
L.donovani/L.infantum hibridi oldugu belirlenen parazitin genis
caph karakterizasyonunun amaclandigi bir TUBITAK projesi
kapsamindaki bu ¢alismada; L. donovani/L. infantum hibridinin
L. donovani ve L. infantum referans suslanyla kargilastirildigy in
vivo testler ve bunlarla iligkili patolojik ve immiinohistokimyasal
incelemelerin sonuglari sunulmaktadir.

YONTEMLER

Olgu

Galigma, Manisa'da yasayan, 28 yasindaki bir erkek hastadan
izole edilen ve yapilan gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu
sonras1 erime egrisi analizlerinde olusan cift egri sonrasi
Leishmania donovani/L. infantum hibridi oldugu tespit edilen
“MHOM/TR/2014/CBVL-LI/LD” kodlu sug ile yuritalmisgtir.
Aile saghg merkezine tigtime titreme, yiiksek ates, gece terlemesi,
halsizlik ve kas agris1 yakinmalariyla bagvuran ve st solunum
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yolu enfeksiyonuna yonelik tedavi verilen hastanin 1 hafta
sonra yitksek atesinin ge¢memesi iizerine hastaneye yatirilmasi
kararlagtinlmigtir. Burada yapilan incelemelerde hastada
hepatosplenomegali (bilgisayarli tomografide dalak 18,5 cm,
karaciger 18 cm) ve pansitopeni (l6kosit 2,600/mm?; hemoglobin
9,7 g/dL; trombosit 62.000/mm?) gelistigi belirlenmistir. Hastanin
kemik iligi ve lenf bezi aspirasyon sivilarindan hazirlanan Giemsa
ile boyali preparatlarda Leishmania amastigotlar1 saptanmig, NNN
besiyerine ekilen aspirasyon sivilarinda da 6. giinden itibaren
Leishmania promastigotlar1 goriilmiigtiir. Bunun tizerine hastaya
tedavi baglanmisg ve kiiltiirde ¢ogaltilan Leishmania’lar sivi azotta
-196 °C’ye kaldirilmugtur.

Kiiltar

Hibrid sus (MHOM/TR/2014/CBVL-LI/LD), karsilastirma
amacyla kullanilacak referans Leishmania donovani (MHOM/
IN/1980/DD8) ve L. infantum’'un susu (MHOM/TN/1980/
IP-1) ile birlikte siv1 azottan c¢ikarilarak tarif edildigi sekilde
¢ozdiriilmis (21) ve NNN besiyerine ekilmistir. Ureme ilk olarak
burada gerceklestikten sonra kiiltiirler ¢ok sayida promastigot
eldesi icin %10 fetal buzagi serumu iceren Rosswell Park
Memorial Institute-1,640 besiyerine aktarilmistir. Bu besiyerine
ayrica %1 penisilin-streptomisin (penisilin, 10,000 units/mL-
streptomisin, 10 mg/mL) ve %0,2 gentamisin (gentamicin, 50
mg/mL) eklenmigtir. Ekim sonrasi kiltiirler 25 °C’lik etiivde
inkiibe edilmigtir.

Calisma Gruplarinin Olusturulmasi:

In vivo VL modeli olusturabilmek i¢in, etik kurul onay1 sonrasi
(ACU-HADYEK 2018/09) Acabadem Mehmet Ali Aydinlar
Universitesi Deney Hayvanlar1 Aragtirma Merkezi'nde disi, 5-7
haftalik ve 20-25 gr agirhiginda toplam 56 Balb/C fare ile caligma
yapilmigtir. Bu farelerin (Leishmania infantum grubu, Leishmania
donovani grubu ve L. infantum/L. donovani hibrid grubunda
16’sar fare olmak tizere) toplam 48’i calisma gruplarinda, 8’ ise
kontrol grubuna alinmig, deneylerin sonuna kadar ad libitum
beslenmiglerdir.

Farelerin Enfekte Edilmesi

Kulturde ¢cogaltilmis ti¢ farkl susa ait Leishmania promastigotlari,
son konsantrasyon 1x10® promastigot/mL olacak sekilde
hazirlanmis ve ¢alisma gruplarindaki farelerin kuyruk venlerine
15 pL uygulanmigtir. Tim fareler enjeksiyon sonrasi VLye
bagh beklenen olas1 degisiklikler (6rnegin; kilo kaybs, tiiylerde
dokilme, hareketlerde yavaglama) yéninden izlenmistir. Ayrica,
enfeksiyonun farelerde yerlestigini gosterebilmek amaciyla
calismanin 21. gini farelerden kan alinip 4 °C ve 3,000 RPM’'de
10 dakika santrifiijlenmis ve 6zgin Leishmania IgG ELISA
kiti (Qualitative Mouse Leishmania antibody IgG ELISA Kit,
MyBioSourceTM) ile aragtirilmigtir.

Farelerin Sakrifiye Edilmesi

Enfeksiyonun 21. giinii alinan kan 6rneklerinden yapilan ELISA
testiyle farelerin enfekte oldugu tespit edildikten sonra tim
farelerin yaris1 enfeksiyonun karacigerde en vyiiksek seviyeye
ulagtigi 30. giinde ve daha sonra 60. giinde karbonmonoksit
koklatma yontemiyle sakrifiye edilmistir (14,15). Sakrifikasyondan
hemen énce farelerin kalplerinden 0,1 mL kan alinip saklanmus,
sakrifikasyon sonrast ise tiim farelerin dalak ve karacigerleri diseke
edilerek proje kapsamindaki diger testler i¢cin (immiinohistokimya,
DNA ve RNA izolasyonu ve akigh sitometri calismalari) kullanilmak

tizere parcalanarak ayrilmigtir. Calisma grubundaki farelerin
karaciger ve dalaklarinda parazit varhgim géstermek icin, bu
organlardan ayrica érnekler alinarak NNN besiyerine ekilmis ve
besiyerleri 25 °C’lik etiivde inktibe edilmistir.

immiinohistokimya icin Dokularin

Alinmasi

Calismalar1

Immiinohistokimya calismalarinda kullanilmak icin ¢alismanin
30. ve 60. giinlerinde sakrifiye edilen toplam 56 farenin her
birinden 20 mg dalak doku par¢as1 ve 35 mg karaciger doku par¢asi,
%10 formol iceren steril biyopsi kaplar: icerisine konulmustur.

immiinohistokimyasal Analizlerin Yapilmasi

Sakrifiye edilen farelerin karaciger ve dalaklarindan “touch biopsy”
ileyaymalar hazirlanmisg, enfeksiyonabagli patolojik degisikliklerin
gruplarda kargilagtirmali tespiti icin immiinohistokimyasal
boyalarla boyanmasi gerceklestirilip histopatolojik incelemeler
yapilmustir. Her bir farenin karaciger ve dalak dokularindan alinan
ornekler rutin histopatolojik inceleme i¢in hazirlanmig, rutin
hematoksilen eozin boyas: uygulanarak degerlendirilmistir.
Karaciger ~ve dalakta olusan yapisal degisikliklerin
degerlendirilmesinde, 6nceki bir makalede (15) kullanilan ve
Tablo 1'de gosterilen puanlama dikkate alinmistir.

Dokularda VLye bagh olusan
niteliklerini ortaya koyabilmek ve fibrozis gelisimi yéniinden
degerlendirmek i¢in histokimyasal olarak masson trikrom boyasi;
immiunohistokimyasal olarak interl6kin-9; enflamatuvar hicre
tiplerinden mast hiicrelerine yénelik CD117, eozinofiller i¢in
anti-MBP, monosit-makrofajlar icin CD163, T lenfositler i¢cin CD4
ve CD8, endotel hiicreleri igcin CD31 uygulanmugtir.

Tablo 1. Karaciger ve dalakta olusan yapisal degisikliklere ait
puanlama

hasarin  derecesini ve

Organ Yapisal degisiklik Puan
Karacigerde lezyon olmamasi 0
Karaciger Immiin hicrelerin bélgeye g edip 1.3*
enflamasyona neden olmasi
Lenfoid atrofi olmas1 0
Dalak
Lenfoid reaktivite varlig: 1-3*

*Incelenen mikroskop sahasindaki immiin hiicrelerin karaciger ve dalak
hiicreleri tizerindeki tutulum yogunluguna gére asagidaki puanlama
planlanmigtir

1 puan: Hafif tutulum (%1-20)

2 puan: Orta tutulum (%20-50)

3 puan: ileri tutulum (>%50)

istatistiksel Analiz
Galisma kapsaminda sonuglarin yorumlanmas: icin istatistiksel
analiz gerekmediginden herhangi bir yonteme basvurulmamistir.

Etik Kurul Onay:

Bu ¢alisma, Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Deney
Hayvanlar: Etik Kurulunun 18.01.2018 tarihli ve HDK 2018/09
nolu karar1 uyarinca etik agidan uygun bulunmustur. Caligma icin
hasta énceden bilgilendirilmis ve onay1 ahnmigtir.

BULGULAR

Yapilan patolojik incelemelerde; hibrid sus, L. infantum ya
da L. donovani ile enfekte farelerin hicbirinde dalak ya da
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karacigerinde makroskopik bir patolojiye (6rnegin, boyutlarda
genigleme) rastlanmadig: bildirilmistir. “touch biopsy” sonrasi
yapilan mikroskobik incelemelerde de, karacigerde ya da dalakta
hematoksilen-eozin boyama sonrasi Leishmania amastigotlarina
yine hicbir grupta rastlanilmamistir (Sekil 1).

Masson trikrom boyasi ile yapilan incelemelerde, hibrid sus, L.
infantum ya da L. donovani ile enfekte farelerin hi¢birinin dalak ya
da karaciger dokularinda fibrozis gelisimi yoéntnden herhangi bir
bulgu gozlenmemistir. ¢ organ tutulumunu gostermek amaciyla
yapilan immiunohistokimyasal testlerle de deney grubundaki
farelerin hicbirinde patoloji yéniinden anlamli bir boyanmaya
rastlanilmamus, tum degerlendirmelerde puanlama sifir olarak
belirtilmigtir (Sekil 2-4).

(a)

Sekil 1. L. donovani/L.infantum hibridiyle enfekte edilen deney
hayvanlarinin karaciger (a) ve dalak (b) kesitleri
(Hematoksilen eozin boyasrt)

€4 N o | 1
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Sekll 2. L. donovani/L. mfantum hlbrldlyle enfekte edilen
deney hayvanlarinin karaciger dokularinda yapilan
immiinohistokimyasal testlerin sonuglar1

Sekil 3. L. donovani/L. mfantum hibridiyle enfekte edilen
farelerin dalak dokularinda yapilan immiinohistokimyasal
testlerin sonuglar

TARTISMA

Leishmaniasis, iilkemizin de i¢inde oldugu tropikal ve subtropikal
iklim kusagindaki tlkelerde énemli halk sagligi sorunlarindan
biri olmaya devam etmektedir. Degisen cevre kogullarina uyum
siirecinde Leishmania turleri arasinda genetik madde aligverisine
baglh hibrid tirler olustugu diinyanin farkli bélgelerinden

IL-9 Masson Trikrom Boyama
;{(7‘-"/)(’ 7’,‘_\‘. .

Sekil 4. L. donovani/L. mfantum h1br1d1y1e enfekte edilen deney
hayvanlarinin karaciger ve dalak dokularinda IL-9 testi ve
Masson trikrom boyama bulgular

bildirilmektedir (6,7). Hibrid turlerin tam yoéntemleriyle
saptanamayan ve/veya tedaviye yamit vermeyen agir klinik
tablolara yol a¢gma riski nedeniyle saptanip aragtirilmalidir (3,9).
VL biiyiik oranda L. donovani ve L. infantum’'un etken oldugu
ve hastalara etkin tedavi uygulanmadiginda 6liimcil olabilen
bir enfeksiyondur. Tim dinyada goriilen olgularin %90 1min
Banglades, Brezilya, Hindistan, Nepal ve Sudan'da goérildugii
bildirilmekte, tilkemizde de halk sagligini tehdit edecek salginlara
yol acabilecegi belirtilmektedir (1-3). Enfeksiyon sirasinda
Leishmania amastigotlarimin dalak ve karacigerden baslayarak
i¢ organlarin monontkleer fagositer hiicrelerine yayildig
gozlenmektedir (22).

Hastalarda VL patogenezi ve olusan immin yamt ile ilgili cok
sayida bilinmeyen nokta bulunmaktadir. Bu yéndeki aragtirmalar
icin deney hayvani modelleri olusturulmakta, bunun icin kolayca
saglanabilen fareler siklikla tercih edilmektedir (8,23). Ayrica, ayni
tirden olan fareler genetik olarak 6zdes olduklarindan farelerle
calisarak nesiller boyu genetik veri toplayip belirli bir fenotipe
yonelik karakterizasyon yapmak da miimkiin olabilmektedir (8).
Yine de VL caligmalari i¢in gelistirilmig farkli hayvan modelleri
olmakla birlikte, bunlarin hicbirinin insandaki enfeksiyonu
basariyla taklit edebildigi s6ylenememektedir; deney hayvanlar
ile olusturulan modellerden alinacak sonuglarin insanlarda ortaya
¢ikan klinik tabloyla uyumlu olmayabilecegi de unutulmamahdir
(4,24).

Deney hayvanlarinda VL modeli olusturmanin hayvamn cinsine,
genetik alt yapisina, verilen parazit miktarin ve uygulama yoluna
bagh olabilecegi belirtilmektedir (1,3). Balb/C farelerde VL modeli
olustururken organa 6zgii bir immiin yanit olustugu bildirilmektedir
(8,17). Enfeksiyonun ilk haftalarinda parazitler karacigerde hizla
cogalmakta, 4. haftadan sonra gelistigi bildirilen yardimci T-hticre
(Thl) cevabina bagh olarak karacigerdeki parazitlerin ortadan
kalktig1 ve re-enfeksiyona diren¢ gelistigi gézlenebilmektedir
(8,25). Karacigerdeki enfeksiyon simirhlik gosterirken dalakta
¢ok daha uzun siire kaldigi ve splenomegalinin devam ettigi
tespit edilmigtir (26). Balb/C farelerde VL enfeksiyonu sirasinda
parazit yuki kontrol altinda tutulmakla birlikte paraziteminin 8.
haftada zirveye ciktign bildirilmektedir (4). Arastirmacilar, Balb/C
farelerin VL'ye ait subklinik tablolarin aragtirilmasi, enfeksiyon
sirasindaki immiinopatolojik degisikliklerin izlenmesi ve ag1
caligmalar1 icin uygun oldugunu belirtmektedir (4,8). Biz de,
gerek deney hayvani laboratuvarimizda kullanabilecegimiz en
uygun model olarak, gerekse immiin cevab: kolayca izleyebilmek
amaayla bu calismada Balb/C fareler ile ¢caligmay tercih ettik.
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Caligma ¢ncesi hedefimiz, L. donovani ve/veya L. infantum ile
enfekte edilmis farelerde en azindan 30. giin karaciger ve dalaktan
hazirlanan yayma preparatlarda ve/veya immiinohistokimyasal
analizlerde patolojik degisiklikler gérmekti. Caligmanin 60. giini
karacigerdeki patolojinin ortadan kalkmus olabilecegini, ancak
dalakta siirecegini tahmin ediyorduk. Nitekim bagta, calisma
gruplarindaki farelere kuyruk veninden enjekte edilen Leishmania
promastigotlarimin dalak ve karacigere ulastigi, gerek ELISA
testiyle gerekse sakrifiye edilen hayvanlardan alinan karaciger
ve dalak dokularinin kiiltiire eklenmesi sonras: 5. giinden sonra
mikroskopta gériilen Leishmania promastigotlariyla gosterilmisti.
Bununla birlikte, deneyin 30. ve 60. ginlerinde sakrifiye
edilen ¢aligma grubundan hicbir farede karaciger ya da dalakta
immiinohistokimyasal bir patolojiye rastlanilmadi. Calisma
gruplarindaki farelere ait enjeksiyon sonrasi gozlem notlarimizda
da herhangi bir anormallik (6rnegin; kilo kaybi, hareketlilikte
azalma, tily dokilmesi) kaydedilmemigti. Bu durum, farelerin
Leishmania’lara karsi etkin bir Th-1 yamti geligtirmedigini,
karaciger ve dalakta enfeksiyonun ya hi¢ gelismedigini ya da
gelisip 30. ginden once iyilestigini disundirmektedir. Bu
calismada kullanilan Leishmania suslariyla benzer 6zelliklerdeki
Balb/C farelerin timinde deri altina uygulanan aymi dozda
promastigotlarla kutanéz leishmaniasis’e ait deri lezyonu
olustugu gozlenmistir (Kurt O, yaymlanmamis veri). Ayrica,
onceki caligmalarda benzer doz ve yolla Balb/C farelerde L.
donovani ile VL modeli olusturuldugu da bilinmektedir (4,5,8).
Ustelik yiiksek doz Leishmania promastigotlarinin farelere damar
yoluyla verilmesiyle dalak ve karacigerde uzun sureli tutulum
saglandig1 da belirtilmigtir (15). Immiin cevaba yonelik deneyler
tamamlandiginda, karaciger ve dalaktaki sitokin ve antikor
duzeyleri tzerinden, caligmaya ait tum veriler birlikte tekrar
degerlendirilecektir.

SONUC

Ulkemizde ilk kez klinikte yatan bir VL hastasindan izole edilen
L. donovani/L.infantum hibridinin karakterizasyonuna yénelik
kapsamli bir projeye ait bu ilk calismada, deney modeli olan Balb/C
farelerde Leishmania suglarimin karaciger ve dalaga ulasabildigi
ancak olusan enfeksiyonun patolojik degisikliklere yol a¢gmadig:
gozlenmigtir. Hibrid susun farelerde olusturdugu immiin yamtin
olgiimiine yonelik ayrintili testlerin tamamlanmasi sonrasi
sonugclar daha genis bir acidan degerlendirilecektir.
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Kuzey Kibris’ta Yetisen Bitkilerden Elde Edilen
Ucucu Yaglarda Leishmania tropica’ya Kars1 in vitro
Anti-leishmanial Etkinlik Aragtirilmasi
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©® Emrah Giiler'?, ® Ahmet Ozbilgin®, ® Ibrahim Cavus?®, ® Buket Baddal*?, @ {lker Etikan?*,
@ K. Hiisnti Can Bager®, ® Tamer Sanhdag>®

Yakin Dogu Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Lefkosa, Kuzey
Kibris Tark Cumhuriyeti

?Yakin Dogu Universitesi, DESAM Enstitiisii, Lefkosa, Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti

*Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Manisa, Turkiye

*Yakin Dogu Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyoistatistik Anabilim Dali, Lefkosa, Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti
SYakin Dogu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali, Lefkosa, Kuzey Kibris Tiirk Cumhuriyeti
®Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Manisa, Tirkiye

Cite this article as: [EIEE:N Ozbilgin A, Cavus 1, Baddal B, Etikan I, Bager KHC, Sanhdag T. Invitro Anti-Leishmanial Activity of Essential

Oils Extracted from Plants Growing in Northern Cyprus Against Leishmania tropica. Turkiye Parazitol Derg 2021;45(2):101-107.

0z

Amag: Bitkilerden elde edilen dogal triinlerin leishmaniasis tedavisi i¢in yeni ve etkili bilegiklerin tiretilmesine énciilitk edecegi
distintlmektedir. Calismamizda, Kuzey Kibris'ta yetigsen Origanum dubium (OD), Origanum majorana (OM), Salvia fruticosa (SF)
ve Laurus nobilis (LN) bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin Leishmania tropica’ya karsi in vitro etkinlikleri aragtirilmigtar.
Yontemler: Calismamizda, Leishmania tropica susu (MHOM/TR/2012/CBCL-LT) kullanildi. Diiz tabanlh 96’lik plaklarda,
tum kuyucuklara 100 pL. RPMI-1640 ve ilk kuyucuklara 100 pug/mL ugucu yaglar eklenerek, seri dilisyonlar: yapildi. Ardindan
tim kuyucuklara Leishmania tropica promastigot siispansiyonundan pipetlendi ve inkiibe edildi. Hemositometre yéntemiyle
promastigotlarin sayis1 incelendi.

Bulgular: OD yagmin minimum inhibitér konsantrasyonu (MiK)=0,2 pg/mLde tim promastigotlar: ¢ldiiriirken, en diisiik
konsantrasyonlarda bile etkili oldugu gorilmiistiir. SF ve LN ugucu yaglarmin ikisinde de MiK=1,56 pg/mL, LD, =0,78 pg/mL
olarak saptanmigtir. SF'nin en digiik konsantrasyonlarinin bile promastigot morfolojisini bozdugu gériiliirken, Laurus nobilis'in
ise 0,2 pg/mLden sonraki konsantrasyonlarda etkisini kaybettigi belirlenmistir. OM ugucu yagmnim MiK=3,13 pg/mL, LD, =1,56
pg/mL oldugu gérilmistiir.

Sonug: Kullanilan tiim ugucu yaglarin Leishmania tropica promastigotlarini inhibe ettigi goriiliirken, en yitksek anti-leishmanial
etkinlik Origanum dubium ugucu yaginda bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Leishmaniasis, anti-leishmanial etkinlik, in vitro, ugucu yag, Kuzey Kibris

ABSTRACT

Objective: Natural plant products are considered as a source of novel and effective compounds for the treatment of leishmaniasis.
In this study, the in vitro activities of essential oils obtained from Origanum dubium (OD), Origanum majorana (OM), Salvia fruticosa
(SF) and Laurus nobilis (LN) plants in Northern Cyprus were investigated against Leishmania tropica.

Methods: Leishmania tropica strain (MHOM/TR/2012/CBCL-LT) was obtained. RPMI-1640 was added to 96-well plates in
100 pL aliquots, 100 pg/mL essential oil was added to the first well of each row and serial 2-fold dilutions were performed. A
promastigote suspension was pipetted into all wells, and the plates were incubated. The promastigotes were enumerated using a
haemocytometer.

Results: OD essential oil was effective at killing all promastigotes at a minimum inhibitor height (MIC)=0.2 pg/mL and had high
activity at the lowest concentrations. Both SF and LN oils had MIC=1.56 pg/mL and LD, =0.78 pg/mL. SF was observed to impair
promastigote morphology at the lowest concentrations, while LN did not exert any effect at concentrations <0.2 pug/mL. OM
essential oil was found to have a MIC=3.13 pg/mL and a LD, =1.56 pg/mL.
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Conclusion: All tested essential oils inhibited promastigotes of Leishmania tropica. OD essential oil demonstrated the highest anti-leishmanial activity.
Keywords: Leishmaniasis, anti-leishmanial activity, in vitro, essential oil, Northern Cyprus

GIRiS

Leishmaniasis, insan ve hayvan saghg: i¢in 6nemli olan,
Leishmania turi parazitlerin neden oldugu zoonotik karakterli
bir enfeksiyon hastaligidir (1). Leishmania tiirleri, Leishmania
paraziti ile enfekte hayvan veya insandan kan emerek enfekte
olmus yaklagik 2-3 mm uzunlugundaki disi tatarak (yakarca,
kum sinegi) (aile: Phlebotominae) sineginin insani 1sirmasiyla
bulagsmaktadir (2,3). Hastalik, genellikle malniitrisyon,
kotii yasam kogullar1 ve sosyo-ekonomik dizeyi dusitk olan
bolgelerde gérillmektedir. Ayrica gog, enfeksiyonun endemik
oldugu bélgelerde is alanlarinin agilmasi, ormanlarin tahribi,
barajlarin ingasi, sulama duzenlemeleri ve kentlegsme
gibi cevresel faktérler leishmaniasisin gorilme sikligim
etkilemektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore
her yil yaklagik 700,000-1 milyon yeni olgu gorilmekte ve
bu hastalarin 26,000-65,000’1 hayatin1 kaybetmektedir (4,5).
Hastalik, tilkemiz ve Turkiye'nin i¢inde bulundugu Akdeniz
havzasi, Ortadogu, Hindistan ve Guney Amerika tlkelerinde
onemli bir halk saglig: problemi olmaya devam etmektedir (6).
DSO’ye gore leishmaniasis, en énemli yedi tropikal hastaliklardan
biri sayilmakta ve diinya tizerinde yaklasik 98 tilkede endemik
olarak gorilmektedir. Leishmania tirine ve konagin immun
sistemine bagh olarak enfeksiyon kutanéz leishmaniasis (KL),
mukokutanéz leishmaniasis ve tedavi edilmediginde oélumcil
olabilen visseral leishmaniasis (VL) (kala azar) olmak tzere iig
farkl tipte izlenmektedir (7,8). KL, basta Giineydogu Anadolu
Bolgesi olmak tizere, Akdeniz, Orta Anadolu ve Ege Bolgeleri'nde
sporadik olgular seklinde gorilmektedir. Tiirkiye'de yapilan
calismalarda 2005-2012 yillar1 arasinda 14.587 KL olgusu
bildirilmis olup, bu olgularin genelinden Leishmania tropicanin
sorumlu tutuldugu bildirilmektedir (5).

Kibris Adasi, leishmaniasisin endemik olarak gérildigii Dogu
Akdeniz havzasinda yer almaktadir. Leishmaniasis vektori
Phlebotomus turt sineklerin adada var oldugu ve kanin
leishmaniasise neden olduklar1 yapilan ¢caligmalarla gosterilmistir.
Bunun yaninda Kibris’taki insan enfeksiyonlar1 1935 yilindan
beri bildirilmektedir (9). Giiney Kibris’ta 2006 yilinda yapilan bir
calismada 3 KL ve 2 VL olmak tizere toplam 5 insan leishmaniasis
olgusu rapor edilmis ve bu olgularin hepsinin Leishmania donovani
MON-37 ile enfekte oldugu tespit edilmistir (10). Yine 2014
yilinda, Giney Kibris'in Baf sehrinde yasayan bir ailenin doért
iyesine (1 ¢cocuk, 3 yetigkin) KL tanis1 konmusg ve bu hastalardan
Leishmania donovani izole edilmigtir (11). Tum bunlarin yaninda,
2016 yilinda yayinlanan bir ¢alismada, Kuzey Kibris'in Lefkoga
sehrindeki devlet hastanesinde Ocak 2011-Aralik 2012 yillar1
arasinda 3 VL (1 erkek, 2 kadin) olgusu bildirilmistir. Olgularin
hepsinin de Leishmania infantum ile enfekte oldugu belirlenmigtir
(12). Ruh ve ark/nin (9), Kuzey Kibris'in Girne Bélgesi'nde 249
kisiyi inceledikleri ¢calismalarinda yalmzca 3 (%1,2) kisinin direkt
aglitinasyon testi (DAT) ve/veya rK39 agisindan seropozitif
oldugu bulunmustur.

Anti-leishmanial ilaglardan uzun yillardir en sik kullamlan bes
degerli antimon bilegikleri, maalesef diisiik koruyuculuk ve toksik
ozellik tagimaktadir. Bu bilegiklerden sodyum stiboglukonat

(SAG) ve meglumin antimonat, leishmaniasis tedavisinde ilk
tercih edilen ilaglardir. Son zamanlarda SAG’ye diren¢ artmus,
hatta Hindistan'in baz bélgelerinde SAG direnci epidemik hale
gelmigstir. Tedavide kullamilabilecek diger ilaglar pentamidin
ve amfoterisin B'dir. Fakat bu ilaglarin yiksek oranda toksik ve
pahali olmasindan dolay: kullanimlari siirhidir. Son yillarda,
insan VL tedavisinde miltefosin ve KL tedavisinde ise flukonazol
oral yolla uygulamalara girmis ve etkili bulunmusgtur (13,14). Tim
bu ilaglarin ¢ogunun nefrotoksik, hepatotoksik ve teratojenik
etkiler bagta olmak tizere ciddi yan etkileri bulunmaktadir (6).
Ticarisatilan anti-leishmanialilaglaraulasilamayan bircok bolgede,
tedavide tibbi bitkilerden yararlanilmaktadir. Kimyasal ézellikleri
ve biyoaktivite cesitliliklerinden dolayr bitkilerin farmasétik
urtnlerin eldesinde kullamildig: bilinmektedir (15). Giiniimiizde
bitki ekstreleri ve ugucu yaglarinin yeni tibbi ajanlara kaynaklik
edebilecegi dustnilmektedir. Leishmaniasis tedavisinde de acil
olarak dogal trtnlerin taranmas: ve kullanima girmesi 6nemli
saylmaktadir. Ayrica, yapilan arastirmalar gostermigtir ki,
bitkilerden elde edilen dogal urtinler leishmaniasis tedavisi i¢in
yeni ve etkili bilegiklerin tiretilmesine énciilitk etmektedir (16).
Bitkilerden damitma yoluyla elde edilen ucucu yaglar kompleks
yapida hidrofobik swvilardir ve bitkilerin ugucu aromatik
bilegenlerini barindirirlar. Bu ugucu yaglarin dogal tedavi tirtinleri
olarak kullanildig: asirlardir bilinmektedir. Bircok biyolojik aktif
madde iceren bu yaglar, antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antiprotozoal ve antioksidan 6zellik tagimaktadir. Bu sebeplerden
dolayi, bitkisel ugucu yaglarin kimyasal biyositlere alternatif
olabilecegi dusuniilmektedir (14). Tum dinyada konuyla ilgili
aragtirmalar yapilmakta ve bagsarili sonuglar elde edilmektedir
.

Galismamizda, iilkemizde yetisen ve anti-leishmanial etkinligi
olabilecegi diistintilen Origanum dubium (OD), Origanum majorana
(OM), Salvia fruticosa (SF) ve Laurus nobilis (LN) bitkilerinden
elde edilen ugucu vyaglar in vitro ortamda incelenmigtir.
Amacimiz, bitkisel ucucu yaglarin Leishmania tropica (L. tropica)
promastigotlarina kars: etkinliginin aragtirilmasidir.

YONTEMLER

Bitkilerin Toplanmasi ve Kurutulmasi

Kullanilan tiim bitkiler, tiniversitemiz eczacihk fakiiltesi,
farmasoétik botanik-farmakognozi anabilim dah tarafindan Kuzey
Kibris'in cesitli bolgelerinden topland: (Tablo 1), tiir tanimlamas:
yapildi ve Yakin Dogu Universitesi (YDU) Herbaryum Merkezinde
(OM no: NEUN 6895, OD no: NEUN 6896, SF no: NEUN 6897, LN
no: NEUN 6898) saklandi. Karanlik ortamda kurutulan bitkiler,
yag verimini artirmak amaciyla steril makas ile kii¢iik parcalara
bolindd. Kuru materyaller clevenger apareyi kullanilarak
distilasyona tabii tutuldu ve ti¢ saatlik distilasyon sonrasinda
bitkilere ait ugucu yaglar elde edildi. Daha sonra kuru baz
tizerinden verim hesab: yapilip piknometre yardimiyla yaglarin
ozkiitleleri hesaplandi. Tum ugucu yaglar +4 °C'de, kullanilacag:
zamana kadar muhafaza edildi.
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Tablo 1. Kullanilan bitkilere ait bilgiler

Tiirk¢e | Toplanan Toplanilan
Ad1 m
ads kisim bolge
Origanum majorana Mercan | Toprak tstii St. Hilarion
L. var. tenuifolium R .
« kosk kisimlar1 Kalesi/Girne
Weston
Origanum dubium Kekik Toprak tistii | Yesilirmak/
Boiss. ! kisimlar1 Lefke
. . . Toprak tsti Zeytinlik/
Salvia fruticosa Mill. | Adacay1 Jasimlar Cirne
o, Bostancy/
Laurus nobilis L. Defne Yaprak B
Guzelyurt
*Endemik tiir

Ucucu Yaglarin Analizleri

Gaz kromatografisi ve kiitle spektrometresi analizleri (GC-MS)
Agilent 5975 GC-MSD sistemi kullanilarak gerceklestirildi.
Innowaks FSCkolonunda (60 m x 0,25 m film kalinlig) tasiyic1 gaz
olarak helyum gaz1 (0,8 mL/dak) kullanildi. Gazkromatografisinde
firin sicakligy, 10 dakika boyunca 60 °C’de tutuldu ve her dakikada
1 °C artacak gekilde 220 °C’ye programlandi. Bsliinme oran: 40:1
ve enjektor sicakligs 250 °C olarak ayarlandi. Kiitle araligi m/z 35
ile 450 idi ve kiitle spektrumlar: 70 eV’de kaydedildi.

Gaz kromatografi analizi, agilent 6890N GC sistemi kullanilarak
yapildi. Alev iyonizasyon dedektoriniin (FID) sicakhigr 300 °C
olarak ayarlandi. Gaz kromatografisi ve kiitle spektrometresi
ile ayni elisyon sirasimi elde etmek icin, aymi kolonun bir
kopyasina ayni kogullarda es zamanl olarak otomatik enjeksiyon
yapildi. Ayrilan bilesiklerin ytzdesi FID kromatogramlarindan
hesaplandi. Ayrilan maddelerin teghisinde “Bager Ucucu Yag
Bilesikleri Kutiiphanesi” kullanilda.

Sitotoksisite Analizleri

Elde edilen ugucu yaglarin sitotoksik aktivitelerini saptamak
icin L929 fare fibroblast hiicre hatti (Amerikan Type Culture
Collection, ABD) kullanildi. L929 hiicreleri DMEM (BI, 01-050-1A)
besiyerinde %10 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu (Fetal
Bovine Serum, FBS) (Capricorn Scientific, FBS-11B), %1 penisilin-
streptomisin (Biochrom, A2213) ve %1 glutamin (EMD Millipore,
K0282) eklenerek 37 °C'de, 5% CO,li ortamda ¢ogaltilmigtar.
Besiyerinde ¢ogaltilan hiicreler ile ugucu yaglar muamele edildi ve
MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromit]
kiti (Glentham Code, GT3156) kullanilarak sitotoksik aktiviteleri
belirlendi.

MTT, canh hiicreler tarafindan indirgenen mor formazan bir
irin olan 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-y1)-2,5 difeniltetrazolyum
bromitin rediiksiyonunun kolorimetrik él¢iimine dayanir. OD,
OM, SF ve LN ugucu yaglari, dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma-
Aldrich) kullanilarak 100 mg/mL olacak sekilde hazirlandi ve
bes farkh (5 pg/mL, 10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL and 100
pg/mL) konsantrasyondaki kiltir ortaminda seyreltildi. L929
fare fibroblast hiicreleri, 96 kuyucuklu kiltiar kaplarina her bir
kuyucukta 100 pL (5x10%/mL hiicre yogunlugu) gelecek sekilde
ekildi. Kor, hiicre ve ekstrakt icermemekte iken negatif kontrolde
sadece ekilmis hiicreler bulunmaktaydi. OD, OM, SF ve LN
diliisyonlar ti¢ kez tekrarlandi ve hiicre hatti icerisinde 24-48 saat
inkiibasyonda birakildi. Ardindan MTT ¢ozeltisi 37 °C’ye 1sitilds
ve daha sonra her bir kuyucuga 10 pL gelecek seklinde eklendi.
Dort saat 37 °C'de, %5 CO,’li ortamda inkibe edildikten sonra,

formazan tuzlarini ¢6zmek i¢in 50 L. DMSO eklendi. Absorbans,
spektrofotometre (Versa Max, Molecular Device, Sunnyvale,
ABD) ile 540 nm’de 6l¢iildi. Tiim deneyler her ekstrakt icin 3 kez
tekrarlanarak gerceklestirildi.

Leishmania tropica Susu

Calismamizda, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi,
Parazit Bankasi’nda sivi azotta muhafaza edilen MHOM/
TR/2012/CBCL-LT kodlu Leishmania tropica susu kullanildi.

L. tropica Kiiltiiria

Calismamizda kullanilmak tizere sivi azot tankindan ¢ikartilan
L. tropica promastigotlar: 37 °C’lik sicak su banyosunda 2 dakika
¢oztundiitkten sonra NNN besiyerine ekimi gerceklestirildi. Fazla
miktarda promastigot elde etmek amaciyla yine RPMI-1640 (%10
FBS + %1 penisilin/streptomisin + %1 gentamisin) hazirlandi
ve 25 mLlik flasklara 5 mL olacak sekilde dagitildi. Besiyerinde
iireyen promastigot siispansiyonundan 50 pL cekilerek, 5 mL
RPMI-1640 bulunan flasklar icerisine eklendi. Ekim yapilan
flasklar 25 °C’de inkiibe edildi ve her ti¢ ginde bir flasklar icerisine
yeni besiyeri eklendi. Son asamada iireyen promastigotlar
Thoma laminda sayilarak 1x10° promastigot/mL olacak sekilde
promastigot siispansiyonu hazirland.

In vitro Anti-leishmanial Caligma

Etken maddeler 250 pLye 750 uL %10'luk DMSO (250 pg/mL) ile
seyreltildi. Calismamizda diiz tabanl 96’lik hiicre kiltira plaklar
yatay olarak kullanildi. Ik agamada %10 FBS iceren RPMI-
1,640 besiyerinden (Biological Industries, Israel) (%1 penisilin/
streptomisin + %1 gentamisin) 100 pL tiim kuyucuklara aktarildi.
OD, OM, SE ve LN etken maddelerle hazirlanan siispansiyonlardan
100 pL (100 pg/mL) alinarak ilk kuyucuklara eklendi ve son
kuyucuga kadar seri dilisyonlar1 yapildi. fla¢ kontrol icin 300
pg/mL SAG'den (Pentostam, Ingiltere) 100 ulL aktarildi ve yine
seri diliisyon yapildi. Daha sonra pozitif kontrol, ila¢ kontrol ve
etken maddelerin oldugu (negatif kontrol kuyucuklar: haric)
tum kuyucuklara 1x10° promastigot/mL L. tropica promastigot
suspansiyonundan 100 pL eklendi. Son olarak, hiicre kalturi
plaginin kapag: katilarak, parafilmle sarildi ve 25 °C'de 48
saat boyunca etiivde inkiibe edildi. Tim etken maddeler, ilag
kontrol ve pozitif kontroller triplike olacak sekilde ¢alisildi. L.
tropica promastigotlarinin timintn hareketsiz oldugu en dusiik
konsantrasyon, minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK),
parazitin yarisinin hareketsiz olarak gorildigu konsantrasyon
ise letal doz (LD,) olarak belirlendi. Hareket gériilmeyen
kuyucuklardan NNN besiyerlerine ekim yapild: ve besiyerleri 25
°C’de 48 saat boyunca etiivde inkiibe edildi (5,14).

Hemositometre Yontemi

Hemositometre yoéntemiyle Thoma lami kullamlarak 48 saat
sonraki promastigotlarin sayis1 degerlendirildi. Etiivden ¢ikartilan
plaklarin her bir kuyucugundan ayr: ayr1 6rnek alinarak Thoma
laminda 40x objektifte incelendi. Toplam promastigot sayisi
10.000 ile ¢arpilip sayilan kareye bolunerek mL'deki promastigot
miktar1 bulundu (5).

istatistiksel Analiz

Verilerin tum istatistiksel analizlerinde SPSS (Statistical Package
of the Social Sciences) Demo Ver 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD)
programi kullamild. Ik olarak her gruba dahil verilerin normal
dagilima uyup uymadiklarim belirlemek amaciyla “Shapiro-Wilk”
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testiuygulandi. Bu teste gore eger veriler normal dagilima uyuyorsa
p>0,05, uymuyorsa p<0,05 olmalidir. Yiizde (%) Leishmania tropica
promastigot canlihfinin gruplara gére ortalamalar arasi farkin
énem kontroliine “Kruskal-Wallis Varyans Analizi verilerimiz
norma dagilima uymadigindan dolay:” ile bakildi.

Etik kurul onay1: Yakin Dogu Universitesi Bilimsel Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan dizenlenen 23 Nisan 2020 tarihli
toplantisinda 2020/78-1032 proje numarasi ile etik kurul onay:
alindi. Arastirmamizda, in vitro ortamda parazit hiicreleri ile
calisildigindan dolay1 hasta onam formuna gerek duyulmada.

BULGULAR

Ucucu Yaglar

Calismamizda kullanilan ugucu yaglarin iceriginde bulunan majér
bilegikler Tablo 2'de verilmektedir.

Sitotoksisite Test Sonuclar1

L929 fibroblast  hatt1 farkh
konstantrasyonlardaki OD, OM, SF ve LN ucucu yaglar ile 24 ve
48 saatlik stirelerde inkiibe edilmistir. Bu konsantrasyonlar sirasi
ile 5, 10, 25, 50 ve 100 pg/mLdir. MTT sonuglarina gore genel
olarak, L929 fare fibroblast hiicrelerinde yag konsatrasyonlarinin
dozu yiikseldikce doza bagh olarak hiicre canlibfinin azaldig:
gorulmiigtir. OD yag1 ile 24 ve 48 saat inkibe edilmis L929
fare fibroblast hiicrelerinde hiicre canlihfimin 6zellikle yiiksek
dozlarda (25-100 pg/mL) ¢cok az oldugu belirlenmigtir. Bunlara
ek olarak, OM ugucu yag ile inkiibe edilen L929 fare fibroblast
hucrelerinde 6zellikle 100 pg/mL dozunda 48 saat inkibasyon
sonunda fare fibroblast hiicrelerinin yaklagik yarisinin (%50)
canhiligini  kaybettigi gorilmig, disiuk dozlarda ise hiicre
canlilhigy stabil kalmigtir. Hiicre kilturinde, SF ugucu yaginin
fare fibroblast hiicre canhihgina olumsuz etki gostermedigi
tespit edilmigtir. LN ugucu yaginin ise tiim dozlardaki 24 saatlik
inktbasyonlarinda fare fibroblast hiicre canhliklarinda anlamli bir

fare hiicre  kiltirinde,

azalma izlenmezken, 48 saat inbitbasyon sonunda hiicre canlhilig
yaklagik %50 azalmigtir. Tiim bitki yaglarimin sitotoksik aktivite
sonuclar: Grafik 1'de (A-D) gorilmektedir.

In vitro Test Sonuglar:

Kullanilan etken maddelerin L. tropica tzerine in vitro etkinligi
Tablo 3’te gosterilmigtir.

Calismamizda, ila¢ kontrol grubunda herhangi bir canh
promastigota rastlanmazken, pozitif kontrol grubunda ise
promastigotlarin yasamlarimi devam ettirdigi goralmiigtiir.
Tum ugucu yaglarin L. tropica promastigotlar tizerinde farkh
konsantrasyonlarda etkili olduklar1 goralmiistir. OD yag
0,2 pg/mLde tim parazitleri éldirtirken (MIK), daha diigiik
konsantrasyonlarda parazitin etkilendigi fakat canlihgim yiiksek

duzeyde korudugu tespit edilmistir. SF ve LN ugucu yaglarinin her
ikisinde de MiK=1,56 pg/mL, LD, konsantrasyonu ise 0,78 g/
mL olarak saptanmugtir. SF'nin en diigiik konsantrasyonlarinin
bile promastigot morfolojisini bozdugu gorilirken, LN'nin
ise 0,2 pg/mLden konsantrasyonlarda
kaybettigi belirlenmigtir. OM’den elde edilen ugucu yagin MiK
konsantrasyonunun 3,13 pg/mL, LD_  konsantrasyonunun ise
1,56 pg/mL oldugu goérilmistir. Bunun yaninda, OM’nin son
olarak 0,1 pg/mL konsantrasyonunda promastigotlar iizerine
etkili oldugu fakat 6ldiremedigi gorilmustiir (Grafik 2). Hareket
gorilmeyen kuyulardan NNN besiyerine yapilan ekimlerin hig
birinde iireme gérilmemistir.

sonraki etkisini

istatistiksel Sonuglar

Galismamizdaki veriler normal dagilima uymadiklarindan dolay:
(Shapiro-Wilk testine gore) (p<0,05) verilere iliskin aritmetik
ortalama, standart sapma ve standart hata gibi tamimlayic
olguler verilemez. Bunlarin yerine; minimum deger, maksimum
deger, medyan (ortanca) degeri ve ceyrekler aras1 yiizde=ceyrekler
arasi aralik [(Q3 (3. ceyrek)-Q1 (1. ceyrek)] degerleri verilmisgtir.
Leishmania tropica promastigotlarimin canhlik % ortalamalar
arasindaki fark istatistiksel olarak ¢6nemli bulunmustur
(p=<0,0001) (Tablo 4).

TARTISMA

Leishmaniasis, tiim diinya genelinde gériilen en énemli parazitik
enfeksiyonlardan biridir. Endemik bélgelerde gorilen ilag
direncinin 6ntine ge¢mek adina, bitkisel triinlerin kullanim
gibi farkli stratejiler gelistirilmelidir. Son yillarda yapilan in vitro
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Grafik 1. Ucucu yaglarin MTT sonuglar

MTT: [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum
bromit]

Tablo 2. Ucucu yaglarin iceriginde bulunan majér bilegikler

oD % OM % SF % LN %
Karvakrol 81,8 cis-Sabinen hidrat 29,1 1,8-sineol 43,9 1,8-sineol 57,2
p-Simen 5,0 Terpinen-4-ol 19,6 Kamfor (kafur) 14,0 a-Terpinil asetat 9,4
Myrcene 1,9 y-Terpinen 9,5 Kamfen 8,8 Sabinen 6,7
Terpinen-4-ol 0,8 a-Terpineol 5,8 a-Pinen 6,6 Terpinen-4-ol 4,3
a-Terpineol 0,8 a-Terpinen 5,7 B-Pinen 5,8 a-Pinen 41
OD: Origanum dubium, OM: Origanum majorana, SF: Salvia fruticosa, LN: Laurus nobilis
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en etkili ucucu yag oldugu gértlmiistiir. Ozellikle ¢ok distk

1201 == 0D : . :
- OM konsantrasyonlarda bile (MIK=0,2 pg/mL) promastigolarin
100+ -+ SF timini 6ldurdugi tespit edilmistir. Buna ragmen, 10 pg/mL'nin
= o0 - LN uizerindeki konsantrasyonlarin toksik ozellik gosterebilecegi
i— - PK saptanmigtir. OD yaginin majér bilegseninin %81,8 oraninda
= 604 karvakrol oldugu, anti-leishmanial etkinin de bu bilesikten
E 404 kaynaklandigini diistinmekteyiz. Tasdemir ve ark.’nin (21) diger
- bir kekik tiirtt olan Origanum onites’in antiprotozoal etkinligini
20 inceledikleri ¢alismalarinda, ugucu yagin Leishmania donovani
04 amastigotlar1 tizerine kismen etkili oldugu bildirilmektedir.

NI I O I - I B PR
S P VI PN P oV o oY

Konsantrasyon (ng/mL)

Grafik 2. L. tropica promastigotlarinin farkl
konsantrasyonlardaki canhlik % dagilimi

ve in vivo calismalar gésteriyor ki, bitki ekstrelerinin Leishmania
turleri tzerine yiiksek diizeyde etkisi bulunmaktadir (16). Saghk
sorunlarinin ve hastaliklarin tedavisinde insanlarin birkag
bin yildir tibbi 6zellikteki bitkileri kullandigi bilinmektedir.
Guntmizde halen parazitik enfeksiyonlarin tedavisinde bitkisel
drunler veya onlardan elde edilen ikincil metabolitler siklikla
kullanilmaktadir. Uzun yillardir uygulamada bulunan sentetik
ilaglara karsi bazi parazit tirlerinin gelistirdikleri direng
giniimuzin énemli bir problemidir (18). Kullanimda olan ticari
anti-leishmanial ilaclarin yeterince efektif olmamalari, toksik
etkilerinin bulunmalari ve cok pahali olmalarindan dolay: endemik
bolgelerde ilaglara ulagilamamaktadir. Dolayisiyla, geleneksel tibbi
bitkilere yoénelim artmaktadir (19,20). Bu baglamda, Kuzey Kibris
Bolgesinde yetisen bazi bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin
anti-leishmanial etkinlikleri incelemeye alinmistir.

Caligmamizda, OD tiirti kekik yaginin Leishmania tropica iizerine

Aynmi calismada, ilgili yagin ana bileseninin %70,6 oraninda
karvakrol oldugu belirlenmigtir. Bizim c¢alismamizin aksine,
Tasdemir ve ark. (21), Origanum onites ugucu yaginin memeli
hiicrelerine toksik etki géstermedigini vurgulamigtir. On dokuz
farkli ugucu yagin incelendigi bir arastirmada, Origanum virens
(karvakrol orami %68,2) yagimin digsik de olsa Leishmania
infantum promastigotlar: tizerine etkili oldugu tespit edilmigtir
(22). Bunlarin yaninda Brezilya'da, ana bilegseni %33,9 cis-
p-Menth-2-en-1-0l olan Origanum vulgare ugucu yaginin
Leishmania amazonensis promastigotlar tizerine etkisiz oldugu
vurgulanmigtir (23). Silva ve ark’min (24) aragtirmasinda,
karvakrol bilegiginin, ¢alismada kullamilan 10 farkhh dogal
madde arasinda en yitksek anti-leishmanyal etkiye sahip oldugu
(IC,,=25,4 pg/mL") goériilmas, LI29 fibroblast hicrelerine orta
diizeyde toksik oldugu saptanmigtir.

Caligmamizda kullanilan diger bir Origanum turi olan OM
var. tenuifolium’'un MiK=3,13 pg/mL, LD50=1,56 pg/mL
konsantasyonlarinda L. tropica promastigotlarina etkili oldugu
gorulmustir. Sonuglara gére OM'nin ¢alisgmamizda kullanilan
ucucu yaglar icinde en az anti-leishmanial etkisi bulunan yag
oldugu belirlenmigtir. Bu tiiriin ana bileseni cis-sabinen hidrat
(%29,1) ve terpinen-4-ol (%19,6) olarak tespit edilmis olup,
tenuifolium varyetesi Kibris adas: i¢in endemik takson olarak

Tablo 3. Etken maddelerin L. tropica iizerine in vitro etkinlikleri

0,78 0,39 0,2 0.1 0.05
100 pg/ | 50 pg/ 25 pug/ 12,5 pg/ 6,25 pg/ | 3,13 pg/ 1,56 pg/ ’g/ ’g/ ’g/ g/ g/
mL mL mL mL mL mL mL K M 5 K M
mL mL mL mL mL
iK %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C
oD |%0Cc |%oC %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %C | %0C | %0C :7271\(/)113& :fﬁiBC'
%50C, | %60C, | %70C, | %80C, | %90C,
SE %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C MB, V MB, V MB, V MB, V MB, V
%50 C, %90 C, | %95C, | %100 %100 %100 C,
oM %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C MB, V MB, V MB, V C. MB C, MD MD
%50C, | %90C, | %97C, | %100 %100 C,
LN %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C %0 C MB, V MB, V MB, V C, MB MD
IK: Ila¢ kontrol, OD: Origanum dubium, SF: Salvia fruticosa, OM: Origanum majorana, LN: Laurus nobilis, MB: Morfoloji bozuk, MD: Morfoloji diizgtin, C: Canli, V: Vakuol

MU & S |0 sotica & B ecicisOLCIONC
Grup n Medyan Minimum Maksimum CAY X? P
OD 12 0 0 95 0
Leishmania SF 12 0 0 90 67
tropica promastigot oM 12 25 0 100 98 29,00 <0,0001*
canliligs (%) LN 12 o 0 100 95
PK 12 100 100 100 -
*Istatistiksel acidan 6nemli, OD: Origanum dubium, SF: Salvia fruticosa, OM: Origanum majorana, LN: Laurus nobilis, CAY: Ceyrekler aras1 yiizde, PK: Pozitif kontrol
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kabul edilmektedir. Bizim c¢aligmamizin aksine, Leishmania
amazonensise karst 52 farkhi ugucu yagin incelendigi Monzote
ve ark/nin (25) caligmasinda, OM tiriiniin anti-leishmanial
etkinliginin olmadig gorilmugtiir. Hamarsheh ve ark./nin (26)
Filistin'de yetisen bitkiler tzerinde yaptiklari aragtirmasinda
OM'’nin Leishmania major promastigotlar1 iizerine herhangi bir
etkisinin olmadig: rapor edilmistir.

Tirkcede adagayi olarak bilinen, genelde hos kokulu bitkilerin yer
aldig: Salvia tiirleri ugucu ve aromatik yag icermelerinden dolay:
farmakoloji ve parfiimeri sanayide 6énemli sayilmaktadir (27).
Yapilan c¢aligmalarda SF ugucu yaginda predominant bilesenin
1,8-sineol (%52,8) oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda kamfor
(kafur) (%5,8), alfa-pinen (%5,8), beta-pinen (%4,5), mirsen
(%3,8) ve kamfen (%3,1) bilegenleri olmak tizere %1’in tizerinde
toplam 15 bilesik belirlenmistir. Icerisindeki 1,8-sineol, kamfor,
alfa-pinen, beta-pinen ve kamfen bilegenlerinin tibbi agidan
6nemli oldugu kamtlanmistir (28,29). Protozoal parazitlerin
neden oldugu enfeksiyon hastaliklarindan Plasmodium spp. etkenli
sitma, Leishmania spp. etkenli leishmaniasis ve Trypanosoma spp.
etkenli Chagas ve uyku hastaliklarina baz Salvia tirlerinin etkili
olabilecegi diisiniilmektedir (30). Iran'da geleneksel tipta Salvia
tirlerinin ¢iceklerinden elde edilen ekstrelerin leishmaniasis
tedavisinde kullamildifi rapor edilmigtir (31). Essid ve ark.nmin
(32) calismasinda, Salvia officinalis tirtiniin Leishmania infantum
(IC,,=2,67+0,33 pg/mL) ve Leishmania majora (IC,=3,40+0,16
pg/mL) karg1 iyi bir aktivite gosterdigi bildirilmistir. Bu caligmada
kullanilan tirtin majér maddeleri kamfor (%25,13+0,21),
a-tuyon (%21,47+1,52) ve 1,8-sineol (%16,43+0,24) olarak
belirlenmigtir (32). Nikmehr ve ark’nin (33) caligmasinda ise
Salvia officinalis yapraklarindan elde edilen ekstrelerin Leishmania
major amastigot ve promastigotlarini inhibe ettigi tespit
edilmigtir (33). Khan ve Khan (34) Salvia bucharica yapraklarinin
metanolli ekstresinin anti-leishmanial aktivitesinin (IC, =7,231
pg/mL) oldugunu saptamigtir. Bizim ¢alisgmamizda SF bitkisinin
toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin MiK=1,56
pg/mL, LD, =0,78 ug/mL degerlerinde Leishmania tropica
promastigotlarini inhibe ettigi gorilmustiir.

LN'nin (defne) esas yayihig alan1 Akdeniz havzas: ve Anadolu'dur.
Bu bélgeler disinda Avrupa ve Amerika kitalarinda defne bitkisi
yetistiriciligi yapilmaktadir. Basta Tiirkiye olmak tizere tiim
Bati Akdeniz havzasinda yetisen defne ugucu yaginda major
bilesik olarak 1,8-sineol bulunmaktadir. Karik ve ark.’nin (35)
calismasinda, Tirkiye'nin Akdeniz, Ege, Marmara ve Karadeniz
Bélgeleri'nden toplanan 100 farkl defne bitkisinden elde edilen
ucucu yagda %31,9-67,6 oraninda 1,8-sineol tespit edilmigtir
(36). Ayrica Kuzey Kibris defne agacinin ugucu yaginda major
bilesik olarak %58,6 oraninda 1,8 sineol bulunmustur (37).
LN'nin toprak tsti kisimlarindan elde edilen ugucu yagin
Leishmania infantum promastigotlar: tizerine orta diizeyde etkili
oldugu (IC50=13,24+0,70 pg/mL) bildirilmektedir (38). Tunus’'un
kuzey kesiminde yetigsen 12 bitkiden c¢ikartilan ugucu yaglarda
Leishmania infantum ve Leishmania major promastigotlarina
karsi farkli derecelerde etkinlik bulunmustur. Aymi ¢aligmada,
LN'nin dugtk dizeyde antileishmanyal etkinlige sahip oldugu
ileri sturulmektedir (32). Calismamizda kullandigimiz LN
yapraklarindan elde edilen wugucu yagin anti-leishmanial
etkiye sahip oldugu (MiK=1,56 upg/mL, LD50: 0,78 pg/mL)
anlagilmaktadar.

Calismamiz, Kuzey Kibris'ta yetisen dort farkli bitkiden elde
edilen ugucu yaglarin KL etkeni Leishmania tropica promastigotlar:
tizerindeki etkinliklerinin ilk kez aragtirildigi bir pilot ¢alisma
ozelligi tagimaktadir. Tam yaglarin promastigot tiremesini inhibe
ettigi gorilirken, OD’nin en etkin ugucu yaga sahip oldugu tespit
edilmigtir. Buna ragmen, OD yaginin yiiksek konsantrasyonlarda
memeli fibroblast hiicrelerine toksik etki yaratabilecegi
saptanmigtir. SF ve LN ucucu yaglarmin aym oranda anti-
leishmanial aktivite gésterdigi goriilirken, bu yaglarin toksik
ozellikte olmadigi belirlenmistir. OM ugucu yaginin ise en
disiik etkiye sahip oldugu anlagilmigtir. Sonug olarak, ¢alismada
kullamilan tiim yaglarin yeni, dogal ve guvenilir anti-leishmanial
ila¢ potansiyellerine sahip oldugunu ve 6zellikle hayvan deneyleri
gibi ileri calismalarla sonuglarin desteklenmesi gerektigini
dustinmekteyiz.
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Amag: Bucalisgmanin amaci Corumiline bagl Oguzlarilgesindekisigirlarda, Neospora caninumve Besnoitia besnoiti seroprevalansinin
aragtirilmasidir.

Yontemler: Oguzlar yoresindeki 100 sigirin vena jugularisinden antikoagiilansiz tiiplere venéz kan 6érnegi alinmigtir. Kan
serumlar1 N. caninum (IDEXX, Isvicre) ve B. besnoiti (ID.vet, Fransa) yontnden ticari c-ELISA kitleri ile degerlendirilmistir.
Bulgular: Caligma kapsaminda incelenen serum 6rneklerinden ikisi N. caninum (%2), bes tanesi ise B. besnoiti (%5) yéniinden
seropozitif olarak tespit edilmistir. Orneklenen sigirlarin hi¢ birinde miks enfeksiyon tespit edilmemistir.

Sonug: Bu ¢alisma ile Oguzlar yéresinde N. caninum ve B. besnoiti varlig: ithal edilmemis hayvanlarda serolojik olarak tespit
edilmigtir. Bu ¢alisma, bolgede B. besnoiti yéntunden seropozitif sigirlarin belirlendigi ilk calisma olup, Turkiye'de ise ti¢iincit
caligmadir.

Anahtar Kelimeler: Besnoitia besnoiti, ELISA, Neospora caninum, sigir, Oguzlar, Corum

ABSTRACT

Objective: This study aimed to investigate the seroprevalence of Neospora caninum and Besnoitia besnoiti in cattle in the Oguzlar
district of Corum province.

Methods: Venous blood samples were collected from the vena jugularis of 100 cattle in the Oguzlar region and stored into
anticoagulant-free tubes. Serum samples were examined with commercial c-ELISA kits for N. caninum (IDEXX, Switzerland) and
B. besnoiti (ID.vet, France).

Results: Two of serum samples were found to be N. caninum (2%) and five were B. besnoiti (5%) seropositive. No mixed infection
was detected in any of serum samples.

Conclusion: In this study, the presence of N. caninum and B. besnoiti was serologically determined in animals that are not
imported in the Oguzlar region. This is the first study in the region to identify B. besnoiti in the seropositive cattle and is the third
study in Turkey.

Keywords: Besnoitia besnoiti, ELISA, Neospora caninum, cattle, Oguzlar, Corum

GIRIS

Neospora caninum, genellikle sigir ve kopeklerde

Sigirlarda besnoitiosis, bogalarda gegici veya kesin
sterilite, deri lezyonlari, zayif viicut kondisyonu, ara

nadiren de koyun, keci ve atlarda goriilebilen sira abortlar nedeniyle sigir verimliligini tehlikeye

2
=
O

O

I

atabilen, apicomplexan protozoon parazit Besnoitia

protozoon parazittir. Etkenin son konaklarinin evcil

TUrk
PARAZITOLOJ

kopek, gri kurtlar (Canis lupus) (1) ve kir kurtlarinin
(C. latrans) oldugu, ara konak gérevini ise ruminantlar,
at ve kemirici hayvanlarin yaptig: bildirilmistir (2).
N. caninum dunyadaki sigir abortlarinin 6nemli
etkenlerinden biri olarak bildirilmektedir (3).

[E] Gelis Tarihi/Received: 10.07.2020 Kabul Tarihi/Accepted: 25.12.2020

besnoitinin neden oldugu paraziter bir hastaliktir
(4). Bu parazitin yasam déngisinde tam sigir
wrklar: ara konak gorevi gérmektedir. B. besnoitinin
heteroksen (¢oklu) hayat déngisiine sahip oldugu

diigtintilmektedir. Diger bazi Besnoitia tiirleri icin
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kedilerin kesin konak oldugu ileri siiriilse de, B. besnoiti'nin kesin
konag belirlenememistir (5).

Bu calismada Corum iline bagh Oguzlar ilcesindeki sigirlarda,
N. caninum ve B. besnoiti seroprevalansinin aragtirilmasi
amaclanmigtir.

YONTEMLER

Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Orneklenen sigirlardan kan alinmasi ve caligmanin yapilmasina
dair T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Gida ve Kontrol
Genel Mudirligi'nden izin alinmigtir (19.09.2017 tarih ve
55016929-605.99-E.2299091 sayili yaz1). Kan érnekleri hayvan
sahiplerinin bilgisi ve izni dahilinde alinmisgtur.

Bu calismanin 6rnekleri, Aralik 2017-Eyliil 2018 tarihleri arasinda
Corum ili Oguzlar ilgesine bagh 10 farkl ciftlikte halk tarafindan
serbest yetistirilen disi ve erkek sigirlardan alinmistir (Sekil 1) (6).
Sigir kan 6rnekleri Oguzlar ilcesinde 6 farkl calisma merkezinden
toplam 100 hayvandan elde edilmistir. Ornek alinan hayvanlar
Simental, melez ve diger irklara (montofon + yerli kara) ait, 16
tanesi erkek, 84 tanesi disi sigirdir. Bu sigirlarin 30 tanesi 1 yas
alt1, 58 tanesi 1-5 yas ve 6 tanesi 6 yas tizerindedir.

Orneklenen sigirlarin vena jugularis’inden antikoagiilansiz tiiplere
usuliine uygun olarak 8 mL kan 6rnegi alinmigtir. Alinan kan
ornekleri soguk zincirde Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dali Seroloji Laboratuvari'na ulagtirilmistir.
Kan 6rnegi alinan sigirlarin yas, cinsiyet, wrk, disi hayvanlarin
gebelik durumlarn ve ge¢mislerinde abort éykiisit olup olmadig,
hayvanlarin képeklerle bir temasmin olup olmadigi hayvan
sahibinden 6grenilmis ve kaydedilmistir.

Neospora caninum ve Besnoitia besnoiti Tiirlerine
Kars1 Antikorlar Varliginin Tespiti

Laboratuvara soguk zincirde ulastirilan kanlar 3,000 g'de 10
dakika santrifiij (Nive NF200) edilerek serumlar elde edilmistir.
Elde edilen serumlar ELISA yénteminde kullanilincaya kadar -20
°C’de muhafaza edilmigtir.

Serum 6rneklerinde N. caninum antikorlarinin aragtirilmas:
amaciyla ticari kompetatif ELISA (cELISA) kiti (IDEXX, Isvicre),
B. besnoiti antikorlarinin arastirilmasi amaciyla ise yine ticari

ISARETLER

@ lice merkezi
Q© il merkezi
............ fice siniran

I sinirdan

GORUM ILI HARITASI
< o

YOZGAT

Sekil 1. Calismanin gerceklestirildigi bélgenin haritas: (6)

ELISA (cELISA) kiti (ID.vet, Fransa) kullanilarak testler firmanin
onerdigi sekilde gerceklestirilmis, elde edilen sonuglar ilgili
kitlerde belirtilen formiillere gére degerlendirilmistir.

istatistiksel Analiz

Irk, cinsiyet ve yaslar1 dikkate alinarak olusturulan gruplarin,
N. caninum ve/veya B. besnoiti seroprevalansi bakimindan
farklihgimin aragtirlmasinda ki-kare testinden yararlamilmigtir.
Tum istatistiksel analizler minimum %5 hata pay1ile incelenmistir.
Istatistiki analizde SPSS 22 paket programindan yararlanilmigtir.

BULGULAR

Neospora caninum ve Besnoitia besnoiti ELISA
Sonuglar1

Calisgma kapsaminda o6rneklenen sigirlarin N. caninum ve B.
besnoiti antikorlarinin varliginin tespiti amaciyla yapilan ELISA
sonuglar1 Tablo 1’de verilmigtir.

Neospora caninum yéniinden pozitif tespit edilen sigirlar Simental
wkidir. Neospora caninum seropozitif olarak tespit edilen
orneklerden biri 1 yag altinda, digeri ise 5 yagindadir. Alt1 yag
ve tzerindeki hayvanlarda seropozitiflik tespit edilmemigtir. Bu
protozoon yéniinden seropozitif olarak tespit edilen her iki 6rnek
de disi hayvanlara aittir. Disi hayvanlarda seropozitiflik %2,4
olarak belirlenmigtir. Ancak N. caninum seropozitifligi agisindan
1rk, yas gruplar ve cinsiyet arasinda istatistiki aciddan anlamh bir
fark bulunmamstir (p>0,05) (Tablo 1).

Calisma sonucunda bes (%5) adet sigir B. besnoiti yoniinden
seropozitif olarak tespit edilmistir. Seropozitiflik tespit edilen
hayvanlarin dért tanesi Simental, bir tanesi ise Melez irklara
aittir. Serolojik olarak B. besnoiti yéniunden pozitif olarak tespit
edilen hayvanlarin dort tanesi 1-5 yasg, bir tanesi ise 6 yastan
buytk sigirlardir. Bir yagindan kigiik hayvanlarda seropozitiflik
saptanmamigtir. Erkek hayvanlarda pozitiflik saptanmamugtir.

Tablo 1. Neospora caninum epidemiyolojik veriler

2 ...c | Seropozitif

. . ..;| Incelenen | Seropozitif N

Epidemiyolojik| =~ . . sigirlarin
3 s1g1r s1g1r sayisi P
veri sayis1 (n) | (n) orani
Y (%)
Irk
Simental 58 2 3,4
Melez 23 0 0
Diger
(montofon + 19 0 0 p>0,05
yerli kara)
Toplam 100 2 2
Yas
<1yas 30 1 3,3
1-5ya 58 1 1,7
e p>0,05

26 yas 12 0 0
Toplam 100 2 2
Cinsiyet
Disi 84 2 2,4
Erkek 16 0 p>0,05
Toplam 100 2 2
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Irk, yas gruplar ve cinsiyet arasinda B. besnoiti seropozitifligi
yoninden istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamigtir
(p>0,05).

B. besnoiti yontunden ti¢ farkl ciftlikte seropozitiflik saptanmigtir.
iki ciftlikte ikiser sigir ve bir ciftlikte bir sigirda seropozitiflik
saptanmustir. Neospora caninum yéniinden seropozitif olarak tespit
edilen iki sigir birbirinden farkl ciftliklerde bakilan sigirlardur.
Hem N. caninum hem de B. besnoiti pozitifligi olan ¢iftlik tespit
edilmemistir. Orneklenen sigirlarin hi¢ birinde miks enfeksiyona
da rastlanmamigtir (Tablo 2).

TARTISMA

Neospora caninum’'un  Tirkiye'deki sigirlarda yayginhginin
belirlenmesine yoénelik ¢cok sayida serolojik ¢aligma yapilmig
ve bu calismalar sonucunda sigirlarda seropozitiflik %2-37,7
oraminda saptanmigtir (7-12). Calismamizda ise bu oran %2
olarak belirlenmistir. Turkiye'de yapilan serolojik ¢aligmalarda
genelde incelenen 6rnekler bir yas tzeri, abort ya da 6li dogum
yapmuis ineklerde, N. caninum’un abort iizerine etkinligini tespit
etmek amaciyla yapilan caligmalardir. Bu caligmada ise tamamen
subklinik sigirlardan, yas ve cinsiyet farki gézetmeksizin 6rnekler
alinmistir. Bu nedenle oranin dugiik olabilecegi diisiiniilmektedir.
Neosporosiste seropozitiflik ile yas arasindaki iligki konusunda
farkli gérusler mevcuttur. Bazi calismalara gére yas ile enfeksiyon
derecesi arasinda bir korelasyon s6z konusu iken (13,14), diger
bazi caligmalarda béyle bir korelasyonun olmadig: bildirilmigtir
(15). Eski ve Utiik (14) 5 yas tzerindeki sigirlarda N. caninum
seropozitifliginin, 4 yas ve altindaki sigirlara gére daha yiiksek
oldugunu ve aradaki farkin istatistiki olarak anlamli oldugunu
bildirmiglerdir. Mor ve Akca (16), sigirlarda yasla birlikte
seroprevalansin arttigini ve bu farkliligin istatistiki agidan 6nemli
oldugunu ifade etmislerdir. Farkli tlkelerde birbirinden bagimsiz
yapilan bircok aragtirmada ise yag ile N. caninum seroprevalansi
arasinda anlamh bir farklihgin olmadif: tespit edilmistir (17,18).
Caligmamizda 1 yas alt1 ve 1-5 yas arasi sigirlarda N. caninum
seropozitifligi saptanirken, 6 yasindan buyitk tum hayvanlar
negatif olarak belirlenmigtir. Alt1 yagindan biiyitk hayvanlarda
seropozitiflik saptanmamasinin nedeni, bu yas grubundaki
hayvanlardan alinan érnek sayisinin az olmasindan kaynaklaniyor
olabilecegi diistiniilmektedir.

Diinya tizerinde sigirlarda Neosporosis ile ilgili yapilan caligmalar
ekonomik 6neminden dolay1 genellikle disi hayvanlar tGzerinde
yapilmaktadir. Erkeklerin de ¢aligmaya dahil edildigi ve cinsiyete
gore N. caninumvarhiginin incelendigi aragtirmalar simirli sayidadar.
Karatepe ve Karatepe (10), bircok caligmanin aksine c-ELISA
yontemiyle erkeklerde (%30,43) disilere (%12,28) oranla daha
yitksek pozitiflik saptamiglar ve disiler ile erkekler arasinda N.
caninum seropozitifligi acisindan istatistiki acidan anlaml bir fark
oldugunu bildirmiglerdir. Yildiz ve Gékpinar (19) ¢alismalarinda
hem erkek hem de disilerde seropozitiflik tespit edildigini, ancak
cinsiyetler arasinda anlamh bir fark olmadigini bildirmiglerdir. Bu
calismada N. caninum seropozitifligi bakimindan disi ile erkekler
arasinda istatistiki olarak anlaml bir fark bulunmamasina
ragmen, seropozitif hayvanlarin her ikisi de disi hayvanlardir.
Bunun nedeni erkeklere ait érnek sayisimin disilere oranla
daha az olmasindan ya da erkek hayvanlarin genellikle kapal
yetistiricilik yontemi ile beslenmesi ve son konak képekler ile disi
hayvanlar kadar iligkili olmamasindan kaynaklanmis olabilecegi
digiintlmektedir.

Bu calisma B. besnoitinin Tirkiye'de sigirlarda serolojik olarak
ortaya kondugu tgiincii caligmadir. Daha énce Kirikkale'de yerli
ve ithal sigir serumlari c-ELISA yontemi ile incelenmis ve %34,1
oraninda seropozitiflik saptanmigtir (20). Aragtirmaclar bu
calismada incelenen yerli sigirlarin %26,6’sin1n, ithal sigirlarin
ise %71,6'simin B. besnoiti yéntunden seropozitif olduklarim
bildirmislerdir (21). Ozdal ve ark. (22), Dogu Anadolu ve
Guneydogu Anadolu Bélgesi'ndekibazi illerde yaptiklari caligmada
sigirlarda B. besnoiti seropozitifligini %0-3,7 arasinda tespit
etmiglerdir. Calismamizda %5 oraninda B. besnoiti seropozitifligi
belirlenmigtir.

Tablo 2. Besnoitia besnoiti epidemiyolojik veriler

2 ... | Seropozitif

. . .., | Incelenen |Seropozitif | .

Epidemiyolojik | . - sigirlarin
. sig1r s1g1r sayisi
veri sayis (n) | (n) orami
Y (%)
Irk
Simental 58 4 6,9
Melez 23 1 4,3
Diger (montofon
+ yerli kara) 19 0 0 p>0,05
Toplam 100 5 5
Yas
<1yas 30 0 0
1-5 ya 58 4 6,9
yas p>0,05

26 yas 12 1 8,3
Toplam 100 5 5
Cinsiyet
Disi 84 5 6
Erkek 16 0 0 p>0,05
Toplam 100 5 5

Besnoitiosisten her yastaki hayvanlar etkilenebilmekle birlikte, 6
ayliktan kiiciik hayvanlarda klinik enfeksiyonlar pek aligilmayan
durumlardir (23). Garrido-Castafié ve ark. (24), B. besnoiti
seropozitifligi agisindan yaglar arasinda istatistiki olarak anlamh
bir farkin bulundugunu ve 3-4 yas ve 25 yash hayvanlarda
seropozitiflik oraninin <2 yagh hayvanlardan daha fazla oldugunu
bildirmiglerdir. Lee ve ark. (25), >2 yagh hayvanlar ile <1 yash
hayvanlar arasinda istatistiki olarak anlaml bir fark oldugunu
ve 22 yash hayvanlarda daha fazla seropozitiflik saptandigin
bildirmiglerdir. Caligmamizda 1-5 yas arast dort, 26 yash
hayvanlardan birinde B. besnoiti seropozitifligi saptanirken, 1
yasindan kigiik tum hayvanlar negatif olarak belirlenmigtir.
Ancak yag gruplan arasinda anlamh bir fark tespit edilmemisgtir.
Besnoitiosisin daha yagh sigirlarda daha fazla tespit edilmesinin
nedeni, hayvanlarin yasi arttikca parazite maruz kalma olasihiginin
artmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Bazi aragtirmalar cinsiyetin hastalikla bir iligkisinin olmadigin
bildirmesine ragmen (26), baz1 arastirialar erkek sigirlardaki
seropozitiflik oranimin disi sigirlara gore daha fazla oldugunu
(4,24,25), baz1 aragtiricilar ise digi hayvanlarda daha yiiksek
seroprevalans tespit ettiklerini bildirmiglerdir (27). Caligmamizda
B. besnoiti seroprevalans: disilerde %6 olarak tespit edilirken,



Turkiye Parazitol Derg 2021;45(2):108-112

Kula ve Gékpinar. Sigirlarda N. caninum ve B. besnoiti 111

erkeklerde pozitiflik saptanmamugtir. Ancak disi ve erkekler
arasinda B. besnoiti seroprevalansi yoniinden istatistiki olarak
anlamh bir fark bulunamamgtir. Sigirlarda besnoitiosisin
cinsiyetle iligkisini belirlemek amacyla daha fazla sayida
caligmanin yapilmasi gerekmektedir.

Besnoitia besnoitinin serolojik olarak yayginligi arastirilirken,
Neospora spp. pozitif bazi hayvanlarin yanlhs seropozitiflikten
sorumlu olabilecegi ifade edilmistir. Sarcocystidae ailesinin soylar1
arasinda capraz reaktif antijenlerin oldugu ve bunlarin capraz
reaksiyonlardan sorumlu olabilecekleri bildirilmektedir (28).
Calismamizda sigir serumlar: hem B. besnoiti hem de N. caninum
yoniinden test edilmistir. Incelenen érneklerin hichirinde miks
enfeksiyon tespit edilmemistir. Bu durum B. besnoiti seropozitif
olan hayvanlarda yanlis-seropozitiflik olabilmesi durumunu
ortadan kaldirmaktadar.

SONUC

Bu ¢aligma Oguzlar yéresindeki sigirlarda N. caninum ve B. besnoiti
seropozitifliginin belirlendigi ilk calismadur. B. besnoiti Avrupa'da
ve dinyanin bircok bélgesinde hizla yayilan bir protozoon
etkendir. Bu caligma ile Tarkiye'de ¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve
Guneydogu Anadolu Bélgelerinden sonra Karadeniz Bolgesi'nde
de seropozitiflik saptanmas: hastah@in Tirkiye'de de hizhi bir
yayilim gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu nedenle hem yerli
hayvanlarimizin hem de Besnoitiosis tespit edilen tilkelerden
ithal edilen sigirlarin B. besnoiti yéninden de mutlaka kontrol
edilmesi, hastaligin iilkemizde salginlar halinde ortaya ¢ikmasimin
onlenmesi agisindan énem arz etmektedir. Olduke¢a kiigiik,
hayvan sayisinin az oldugu, hem de disariya kapali bir bolgede
hem N. caninum hem de B. besnoiti seropozitifliginin saptanmasi
bélgenin sigir neosporosis ve besnoitiosis riski altinda oldugunu
diugtindirmektedir.
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ABSTRACT

Objective: This study aimed to determine the frequency of Enterobius vermicularis in appendectomy specimens and evaluate the
histopathological characteristics of adult and pediatric cases with E. vermicularis infection.

Methods: Appendectomies examined from 1 January 2010, to 1 December 2020, were analysed retrospectively. Cases were
divided into two groups: under 18 years (children) and 18 and over (adults). Demographic and histopathological characteristics of
patients were also examined.

Results: Out of 14.797 patients that underwent appendectomy, 6.130 were children and 8.667 were adults. E. vermicularis
was detected in 268 patients, wherein 64.2% were children and 35.8% were adults. In the detection of E. vermicularis in
appendectomy specimens, the frequency was higher in children compared to that in adults (2.85%, 1.1%, respectively) (p<0.001).
Histopathologically, acute appendicitis was defined in 31.7% (n=85) of 268 cases, and E. vermicularis was found to cause a higher
rate of acute appendicitis in adults (p<0.001).

Conclusion: The frequency of E. vermicularis in appendectomy specimens is higher in children. However, E. vermicularis causes
acute appendicitis more frequently in adults.

Keywords: Appendectomy, Enterobius vermicularis, parasites

0z

Amag: Bu calismada, Enterobius vermicularis'in apandektomi spesmenlerinde gérillme sikhigimi bulmayr ve E. vermicularis
enfeksiyonu saptanan yetigkin ve ¢ocuk olgularin histopatolojik 6zelliklerini degerlendirmeyi amagladik.

Yontemler: 1 Ocak 2010 ile 1 Aralik 2020 tarihleri arasinda yapilan apendektomiler geriye déniik olarak degerlendirildi. Olgular
18 yas alt1 (¢ocuk) ve 18 ve istii (yetiskin) olmak iizere iki gruba ayrildi. Hastalarin demografik ve histopatolojik 6zellikleri
incelendi.

Bulgular: Apendektomi yapilan 14,797 hastanin 6,130’u ¢ocuk, 8,667’si yetiskindi. Toplam 268 hastada E. vermicularis tespit
edildi ve bunlarin %64,2’si cocuk; %35,81 yetigkindi. Cocuklarin apendektomi spesmenlerinde E. vermicularis saptanma sikhig
yetigkinlere gore daha yiiksekti (sirasiyla: %2,85, %1,1) (p<0,001). Histopatolojik olarak akut apandisit, 268 olgunun %31,7’sinde
(n=85) tanimland ve E. vermicularis'nin yetiskinlerde daha yiiksek oranda akut apandisite neden oldugu saptandi (p<0,001).
Sonug: Apendektomi spesmenlerinde E. vermicularis sikhg1 cocuklarda daha yiiksektir. Buna karsin E. vermicularis erigkinlerde
daha sik akut apandisite neden olur.

Anahtar Kelimeler: Apendektomi, Enterobius vermicularis, parazit
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INTRODUCTION most common cause in etiology is fechaloid at all ages.
Parasitic infections due to Enterobius vermicularis are

Acute appendicitis is the most common disease that rarely seen in the histopathological examination of

requires surgical intervention both in childhood and appendectomy. It is a common parasite worldwide
in adults. Luminal stasis and lymphoid hyperplasia and affects about 200 million people around the world
often cause the pathophysiology of the disease. The (1). It is known that it is more common, especially in
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childhood. It is transmitted by the fecal-oral route and settles in
the gastrointestinal tract of the host human.

How much of the E. vermicularis cases are responsible for acute
appendicitis is controversial and varies between geographical
regions. The reason for this is that parasitic diseases are more
common in socioeconomically underdeveloped countries. It has
been assumed that E. vermicularis infection in acute appendicitis
ranges from 0.2% to 41.8% worldwide (2).

In this article, parasitic infections detected in the pies of
appendectomy were retrospectively reviewed. The primary aim
of this study is to describe the frequency of E. vermicularis in
appendectomies. The second is to evaluate the histopathological
features of parasitic appendicitis cases in children and adults.

METHODS

Diyarbakir Gazi Yagargil Training and Research Hospital's
pathology database was reviewed retrospectively between 1
January 2010 and 1 December 2020, and the 14.797 patients who
underwent appendectomy were obtained. All pediatric and adult
patients were included in the study.

The histopathological features of all patients were examined.
Totally 268 cases were identified with E. vermicularis infection
features like parasite egg, parasite larvae, or adult parasite form
(Figure 1).

The age, gender, and operation dates of the patients were
determined. The subjects were divided into two groups: under
18 years old (childhood) and 18 years and above (adult). The
frequency and clinical findings of the disease were compared
between the two groups.

Statistical Analysis

All patient data were recorded in the SPSS 25 Chicago BMI
database. The categorical variables were examined as minimum,
maximum, and percentage values. After the normalization test
was applied to the data, the chi-square test was used for group
comparison, the t-test for comparison of means, and the Pearson
correlation test for correlation between data. A value of p<0.005
was considered significant in all statistics.

RESULTS

The study population is summarized in Figure 2. E. vermicularis
was identified in 268 of 14.797 patients, 6.130 of whom were

Figure 1. Enterobius vermicularis. The parasite is seen at the
appendiceal lumen (HEX100)

children, and 8667 were adults. The frequency of E. vermicularis
among all appendectomies scanned for the study was 1.81%
(n=268). The rate of parasite detection in children’s appendectomy
specimens was higher than in adults. (2.85% vs 1.1%) (p<0.001)
(Table 1).

One hundred seventy-two of 268 cases were children (64.2%), and
96 were adults (35.8%). The mean age in childhood was 10.77+3.82
years; it was 27.77+8.82 in adults. Gender distribution was similar
in both children and adults. In histopathological examination,
only 85 (31.7%) of the cases were acute appendicitis, and this
rate was higher in adults (53.1% vs 19.2%) (p<0.001). Appendix
diameter was similar in adults and children, but its length was
statistically significantly higher in adults (p=0.008). Lymphoid
hyperplasia was more common in children (p=0.037). Perforation
and fechaloid rates were similar (Table 1). When the ten-year
period was examined, the number of cases seen was gradually
decreasing (Figure 3).

DISCUSSION

Enterobius vermicularis, also known as pinworm or oxyuris, is a
nematode, and the only host is human (3). The most important
route of transmission is eating foods infected with parasite eggs or
drinking water. The parasite’s eggs crack in the stomach and mature
in the gastrointestinal system. Then frequently settle in the cecum
or rectum and less regularly in the terminal ileum. This period takes
about 2-4 weeks (4). This parasite can be seen in all age groups
globally; however, it was reported more frequently during the school-
age period (5). It has a high prevalence in developing and tropical
countries and has been documented in 4-28% of children worldwide
(6). Detection of E. vermicularis in appendectomy specimen is a rare
finding, and there are data that it plays a role in the etiology of
appendicitis for approximately 100 years (7).

In a comprehensive literature review conducted by Zakaria et al.
(6), they examined 21 articles reported between 1957 and 2002.
The authors found that the frequency of E. vermicularis detection
in appendectomies was 4.5%. In a meta-analysis by Taghipou et al.
(7), 103,195 appendix tissue samples belonging to the appendicitis
cases were evaluated for E. vermicularis infection, and 2983 (2.89%)
patients were positive for the parasite. According to their study, the
highest and lowest global burdens of E. vermicularis infection were
found in the continents Africa (8%) and America (2%). Nigeria
(33%) was identified as a country with the highest percentage of
positive histopathological results, while the lowest prevalence (<1%)
was found in Venezuela. In our study, 14.797 cases were analyzed
retrospectively, and the frequency of E. vermicularis was 1.81%. The
frequency of E. vermicularis in our study group is lower than most of
the countries surveyed in the literature.

Appendectomy
(n:14797)

Age <18 year Age 218 year
(n:6130) (n:8667)

E.v Infection (-) E.v Infection (+) E.v Infection (-) E.v Infection (+)
(n:5958) (n:172) (n:8571) (n:96)

o ‘Appendix
Acute Appendisitis l Vermiformi

Acute Appendisitis l Appendix
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Figure 2. The study population
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Table 1. Clinical features

Variabels <18 year (n=172) 218 year (n=96) P
Frequency in all population (1.81%) -
Frequency according to age population 2.85% 1.1% 0.000
Age (year) (mean * SD) 10.77+3.82 27.77+8.82 -
Female 85 (49.5%) 50 (52%)
Sex 0.676
Male 87 (50.5%) 46 (48%)
Diameter 7.35+£3.41 8.23+4.90 0.088
Size (mm) (mean * SD)
Length 64.13+16.77 69.95+71.98 0.008
No 138 (80.3%) 45 (46.9%)
Acute appendicitis 0.000
Yes 34 (19.7%) 51 (53.1%)
No 167 (97.1%) 92 (95.8)
Perforation 0.583
Yes 5(2.9%) 4 (4.2%)
No 137 (79.7%) 86 (89.5%)
Reactive lymphoid hyperplasia 0.037
Yes 35(20.3%) 10 (10.5%)
No 143 (83.1%) 89 (92.7%)
Fechaloid 0.09
Yes 29 (16.9%) 7 (7.3%)
SD: Standard deviation
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Figure 3. Distribution of cases from 2010 to 2020 (n=268)

According to Fleming et al. (8) the annual incidence of E.
vermicularis in appendectomy specimen from their pediatric
cohort was 7.1%. Our study found this rate was 2.85% in children
and that there was a statistically significantly lower rate in
adults. We think this is because of the high overall incidence of E.
vermicularis in children.

The role of E. vermicularis in the etiopathogenesis of acute
appendicitis is controversial. According to many authors,
E. vermicularis was more often associated with un-inflamed
appendices than inflamed appendices, and mucosal invasion was
not seen (9). Hasan et al. (1) suggest that E. vermicularis infection
is an incidental finding during histopathology examination of
appendectomy specimens for patients with a clinical diagnosis of
acute appendicitis. However, there is no relationship between E.
vermicularis and acute appendicitis, which is the main indication
for appendectomy (1). In the study published by Karatepe et al.
(10), acute inflammation was found in 18 of the 24 patients’
(75%) histopathological examination. In our series, 85 cases
(31.7%) had histopathological features of acute appendicitis.
We also found that E. vermicularis causes a higher rate of acute
appendicitis when seen in adults.

In our study, fecaloid, which plays a role in acute appendicitis
etiology, was detected in only 36 cases. Also, perforation, which
is a complication of acute appendicitis, was detected in only
nine patients. In the literatiire, perforation rates due to acute
appendicitis are range from 15% to 20% for children (11) and
16% to 40% for adults (12). However, in our study, contrary to
the literature, perforation rates were lower in E. vermicularis
-associated acute appendicitis. We can interpret this situation
as E. vermicularis infection does not increase the possibility of
perforation.

Most of the cases reported in the literature are from countries with
low socio-economic development. Taghipour et al. (7) observed
a geographical variation for the prevalence of E. vermicularis
infection in appendicitis cases. They suggested that this variation
in different continents could result from lifestyle, sanitation
status, culture, socio-economic conditions, and climate. In the
subgroup analyses of their study, they found that low-income
countries with lower human development indexes had a higher
prevalence of E. vermicularis than high-income countries with a
higher human development index. In our series, the number of
cases detected between 2010 and 2020 was gradually decreasing.
However, it was not possible in this study to reveal what the
reason for this was. We know that there has been a positive
socio-economic development in the city where the research was
conducted in 10 years. However, we certainly need additional
demographic characteristics to evaluate whether this affects the
decrease in the number of cases in our study. Our study has a
limitation in this respect.

CONCLUSION

E. vermicularis, which can play a role in the pathophysiology of
acute appendicitis in all age groups, has a higher frequency in
children. In this cohort, which has the most extensive case series
in the literature, we found that E. vermicularis more frequently
caused acute appendicitis in adults.
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Economic Importance of Hydatid Cyst in Slaughtered Cattle of Mugla Province
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Amag: Bu ¢alisma, Mugla y6resinde kesilen hayvanlarda kist hidatik enfeksiyonunun gériilme sikligini, mevsimsel dagilimini ve
ekonomik etkilerini belirlemek amaciyla yapilmigtir.

Yontemler: 2019 yili Mugla Biiyiiksehir Belediyesi mezbahane kayitlar retrospektif olarak incelenmistir. Kist hidatik nedeniyle
olusan ekonomik kaybi belirlemek i¢in dogrudan ve dolayli hesaplama yéntemleri kullanilmigtir.

Bulgular: Dokuz bin dokuz yiiz seksen bes sigirin 21'inde (%0,21) kist hidatik oldugu rapor edilmistir. Enfeksiyon en yiiksek
Subat ayinda (%1,17) belirlenirken, Mayis, Haziran ve Agustos aylarinda belirlenememistir. Mugla ili i¢in karaciger imhasina bagh
dogrudan ekonomik kayip 11.760 TL (1,950 $) olarak saptanmistir. Dolayli ekonomik kayiplarin (karkas kayb, siit verim ve dél
verim kaybi gibi) ise 122.691 TL (20.346 $) oldugu belirlenmistir. Mugla genelinde dogrudan ve dolayli ekonomik kayip kist hidatik
hastaligiicin 134.451 TL (22.296 $) olarak belirlenmistir.

Sonug: Elde ettigimiz sonuclara gore; Mugla ilindeki sigirlarda kist hidatik gériilme orani %0,21 olarak belirlenmis olup énemli
ekonomik kayba ragmen bu oran Tiirkiye ortalamasindan diisitk bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Ekonomik, kist hidatik, Mugla

ABSTRACT

Objective: This study was carried out to investigate the prevalence, seasonal distribution and economic effects of hydatid cyst
infection in slaughtered cattle of Mugla province.

Methods: Data from the 2019 records of the Mugla Metropolitan Municipal Abattoir were studied retrospectively. Both direct
and indirect calculation methods were used to determine the economic losses incurred due to hydatid cyst.

Results: Twenty-one out of 9.985 (0.21%) cattle were found to have been infected with hydatid cyst in 2019. The highest
prevelance of infection was reported in February (1.17%), while no cases were observed in May, June and August. The direct
economic loss attributed to liver destruction in Mugla province was 11,760 TL (1.950 $). The total indirect economic loss caused
by hydatid cyst (carcass loss, milk production loss, decreased fecundity) was 122,691 TL (20,346 $). Cumulatively, the direct and
indirect economic losses for hydatid cyst disease in Mugla province were 134,451 TL (22,296 $).

Conclusion: According to our results, the prevalence of hydatid cyst in cattle of Mugla province was 0.21%, which was still lower
than the average loss in Turkey in spite of the corresponding significant economic loss.

Keywords: Economic, hydatid cyst, Mugla

GIRiS Hastalik cogunlukla; akciger, karaciger, dalak, bébrek,
Kist hidatik tiim dinyada oldugu gibi Tirkiye'de de
yaygin olarak goriilen, zoonoz karakterli paraziter bir

kalp, kemik iligi, goz, beyin gibi doku ve organlara
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yerleserek, ici sivi dolu kistleri olusturur (2). Kist

hastaliktir. Tirkiye'de parazitin erigkin formu basta hidatik insanlarda 6liimle sonuglanabilecek kadar

kopekler olmak tizere karnivorlarin ince bagirsaginda,
larva formu ise basta koyun-keci olmak tizere sigur,

ciddi semptomlara neden olmaktadir. Bunun yaninda
is gucii ve ekonomik kayiplara (tani, ilag ve ameliyat

TuUrk

PARAZITOLOS

at, esek, katir ve domuz gibi hayvanlarda bulunur (1).
Insanlar ise rastlantisal konaktirlar. Ara konaklarin
enfekte yumurtalar1 almasiyla enfeksiyon olugur.
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masraflar1 gibi) sebebiyet verebilmektedir. Turkiye'de
insanlarda kist gorilme oramimi 1/2,000 olarak
bildirilmigtir (3).
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Kist hidatigin neden oldugu dogrudan ekonomik zararlar,
yenilebilir i¢ organlarin imhasidir. D6l verim kaybi, karkas
kayb, siit verim kayb: gibi dolayli ekonomik kayiplara da neden
olmaktadir. Kistli organ ve dokularin rastgele bagibos cevreye
atilmasi sonucu bunlarin son konak karnivorlara ulagmasi,
parazitin biyolojisi agisindan énemlidir (4). Kist hidatigin
hayvanlarda goérilme orammnin, sigirlarda %0,98-46, kecilerde
%1,6-74,4 ve koyunlarda %3,5-71,56 arasinda oldugu rapor
edilmigtir (5).

Bu calisma ile Mugla Biuyiiksehir Belediye Mezbahasinda yil
boyunca kesilen hayvanlarda kist hidatigin gérillme orani,
mevsimsel dagilimi ve yol a¢tig1 ekonomik kayiplarin belirlenmesi
amaclanmigtir.

YONTEMLER

Bu cahigmaya, Ocak-2019 ile Aralik-2019 tarihleri arasinda
Mugla Biyiiksehir Belediye Mezbahasi'nda yil boyunca kesilen
9,985 sigir dahil edilmigtir. Calismada, mezbahanenin kayitlar
esas almmigtir. Kesilen hayvanlar ile bildirilen oranlar ay ay
kargilagtinlmig ve kist hidatik gorilme orami ile mevsimsel
dagilim belirlenmigtir. Kist hidatik nedeniyle olugsan ekonomik
kayip icin ilgili literatiirdeki hesaplama yoéntemi kullanilmigtir
(6). Bu amagla, dogrudan verim kayiplar icin karaciger imhasi
dikkate alinmigtir. Dolayl verim kayiplarimin belirlenmesinde
karaciger kaybs, karkas kayb, siit verim kaybi, dél verim kayiplar
kullamilmugtur.

Karaciger kayb1 hesaplanmasinda: kesilen hayvan sayis1 x kist
hidatik orani (%) x ortalama karaciger agirhig: (kg) x giincel
karaciger fiyat1 (TL/kg) formiili kullanilmigstir. Kesilen hayvan
sayisina Mugla ilinde 2019 yilinda kesilen tim hayvanlar dahil
edilmistir (7). Ortalama karaciger agirhig 8 kg, Giincel karaciger
fiyati ise 70 TL/kg olarak kabul edilmistir (8).

Karkas kaybi hesaplanmasinda: Kesilen hayvan sayis1 (7) x
kist hidatik oram (%) x ortalama yillik karkas verimi x karkas
agirhgindaki % azalma x giincel karkas fiyat1 (TL/kg) formiilu
ile hesaplanmigtir. Ortalama yillik karkas verimi 275 kg, karkas
agirhigindaki azalma %1,1 (9) ve giincel karkas fiyat1 34,55 TL/kg
(8) olarak alinmgtir.

Sut verim kayb1 hesaplanmasinda: sagmal inek say1s1 x kist hidatik
orani (%) x ortalama yillik siit verimi (L) x siit veriminde % azalma
x giincel siit fiyat1 (TL) yontemi kullanilmigtir (8). Ortalama yillik
siit verimi 9,000 litre, siit veriminde azalma ise %2,5 olarak
belirlenmigtir (10).

Dol verim kaybi hesaplanmasinda: yillik ortalama buzagilama
sayis1 (7) x kist hidatik orani (%) x dogum oraninda % azalma (x
giincel buzag: fiyati hesaplama formuli kullamilmistir. Dogum
oraninda azalma orami %5,5 (10), giincel buzag: fiyat1 3,000 TL
olarak belirlenmigtir (11).

Karaciger imhasindan kaynaklanan direkt kayip (TL)= kistli
karaciger sayis1 x ortalama karaciger agirhg: x giincel karaciger
fiyat: formiilii ile hesaplanmigtir. Ortalama karaciger agirhig: 8 kg
(8), giincel karaciger fiyati ise 70 TL/kg olarak (8) kabul edilmisgtir.
Ekonomik kaybin hesaplanmasinda 2019 yih giincel cari piyasa
fiyatlari baz alinmgtir. Tiirk liras: olarak hesaplanan sonuglar, 1$
=6,034 TL kuru iizerinden Amerikan dolarina ¢evrilmigtir.
Caligmarmuz retrospektif olmasindan dolay1 etik kurul onay1 ve
hasta onay1 alinmamusgtr.

istatistiksel Analiz

Bu calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi icin,
Statistical Package for the Social Sciences for Windows 16.0 (SPSS
Inc.; Chicago, IL, ABD) paket programi kullanilmigtir. P<0,05
degeri 6nemli olarak kabul edilmisgtir.

BULGULAR

2019 yilinda Mugla Biiytiksehir Belediye Mezbahasinda kesilen
9,985 sigirin 21’inde (%0,21) kist hidatik tespit edilmigtir. Kist
hidatik goralme sikhginin aylara gére dagilimi incelendiginde,
en yiksek gorilme oram %1,17 ile Subat ay1 olurken, Mayzs,
Haziran, Agustos ve Eylil aylarinda kist hidatikli karaciger
belirlenememistir (Tablo 1).

Dogrudan kayiplarin belirlenmesinde karaciger imhasi dikkate
alinmig, buna bagh ekonomik kayip 11.760 TL (1,950 $) olarak
hesaplanmigtir (Tablo 2).

Kist hidatik hastaligina baghh dolayll olusan ekonomik kayip
(karaciger kayb1) 15.680 TL (2,600 $) olarak hesaplanmistir.
Karkas kayb: i¢in 5,077 TL (842 $), stt kayh: i¢in 75.600 TL
(12.537 $) ve délverimi kayb: icin 26.334 TL (4,367 $) dolayh
verim kayb1 tahmin edilmistir. Bununla birlikte toplam dolayh
verim kayb1 122.691 TL (20.346 $) olarak bulunmustur (Tablo 2).
Dogrudan ve dolayl olmak tizere toplam ekonomik kayip Mugla
ili i¢in 134.451 TL (22.296 $) olarak saptanmugtur.

Tablo 1. Mugla Buyiiksehir Belediye Mezbahasinda kesilen

sigirlarda kist gériilme oraninin aylara gore dagilimi

incelenen Enfekte
Aylar %
hayvan sayis1 | organ sayis1
Ocak 542 4 0,74
Subat 597 7 1,17
Mart 728 2 0,27
Nisan 897 2 0,22
Mayis 1,059 0 0
Haziran 776 0 0
Temmuz 1,176 2 0,17
Agustos 936 0 0
Eylal 864 0 0
Ekim 818 2 0,24
Kasim 764 2 0,26
Aralhik 828 0 0
Toplam 9,985 21 0,21
Tablo 2. 2019 yilinda Mugla ilinde kist hidatik nedeniyle
olusan ekonomik kayiplar
Karaciger kayb1 15.680 TL
Karkas kayb1 5,077 TL
Dolayh verim Siit verim kayb1 | 75.600 TL
Verim kayiplar . X
kayiplar1 Dol verim kayb1 | 26.334 TL
Toplam 122.691TL
Dogrudan verim 11760 TL
kayiplar
Genel toplam 134.451 TL (22.296 USD)
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Kist hidatik diinyanin farkli bolgelerinde goriilebilen helminto-
zoonoz bir enfeksiyondur (12). Echinococcus granulosus basta
kopekler olmak tuzere kurt, cakal, tilki ve diger kanidelerin ince
bagirsaklarinda yasamakta olup, larvasi olan kist hidatik ise
sigir, koyun, keci, katir, at, esek gibi diger memeli hayvanlarda
bulunmaktadir. Kist hidatik insanlarda saglk sorunlarina yol
actig1 gibi hayvan yetistiriciliginde de énemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (13). Dunya saghk orgiitii 2015 yili verilerine
gore insanlarda kist hidatik nedeniyle kiiresel olarak her yil
19.300 8liim olgusu oldugu tahmin edilmigtir (14).

Turkiye'de yapilan caligmalarda sigirlarda kist hidatik gériilme
oranmnin %2,7 ile %69,5 arasinda oldugu bildirilmistir (5).
Bizim calismamizda bulunan %0,21 oram Turkiye’den bildirilen
oranlardan olduk¢a digik bulunmustur. Ancak mezbaha
kayitlarinin kisa zamanda yapilan, parazitolojik bir aragtirma
ile karsilastirildiginda ¢ok daha ytzeysel olan makroskobik
bakiya dayandig: distinildiginde ¢ok sayida enfekte organin
gozden kagma ihtimali vardir. Ayrica kesilen hayvanlarin
yetistirilme sekli, cografi ve iklim kosullarimin farkli olmas: da
g6z 6ntnde bulundurulmalidir. Bu farkliligin bu gibi sebeplerden
kaynaklanabilecegi kanaatindeyiz. Sudan'da yapilan bir calismada
kist hidatik goriilme oraninin en yitksek Nisan ayinda oldugu
belirlenmigtir (15). Irak’ta yapilan calismada ise Temmuz ve
Agustos aylarinda en yitksek oran bulunurken Eylul ve Ekim
aylarinda en dugitk kist hidatik gorilme orami belirlenmigtir
(16). Bizim ¢alismamizda kist hidatik goérilme orani en yitksek
Subat ayinda olurken, Mayis, Haziran, Agustos ve Eyliil aylarinda
enfekte karaciger gozlenmemistir. Hastaligin
gorilme oranlarinda; yildan yila, bélgeden bélgeye, farkhiliklar
gozlenebilmektedir. Kesilen hayvanlarin dig ortamla olan iligkileri,
diizenli paraziter miicadelelerin yapilip yapilmamasi, bolgesel ve
iklimsel degiskenler hastaligin gérilme sikhigini etkilemektedir
(6,9).

Diinya'da yapilan calismalarda kist hidatik nedeniyle olusan
yillik ekonomik kaybin Iran'da 232,3 milyon $ (17), Hindistan'da
212,35 milyon $ (18). ABD'de 141.605.195 $ (19). Etiyopya'da
58.114,62 $ (20) oldugu bildirilmigtir. Portekiz'de yapilan bir
calismada kist hidatik nedeniyle %5 ile %20 arasinda et kayb,
%7 ile %20 arasinda st kayb: olabilecegi rapor edilmigtir (21).
Yapilan bir aragtirmada Ispanya’da kist hidatik nedeniyle %5
oraninda karkas kaybi, %10 oraninda siut kaybinin olustugu
bildirilmigtir (22). Giiney Bat1 Etiyopyada bir mezbahada
yapilan calismada yillik ekonomik kayip 12.758,21 $ olarak
hesaplanmistir (23). Calismamizda 2019 yihinda Mugla ilinde kist
hidatik nedeniyle olusan ekonomik kayip 134.451 TL (22.296 $)
olarak hesaplanmgtir. Bu farkliliklarin, hayvanlarin meraya cikip
¢tkmamasi, yas, cinsiyet ve diizenli paraziter miicadelenin yapilip
yapilmamasiyla ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir.

mevsimsel

Ulkemizdeki yillik kayiplara bakildiginda, Burdur'da yapilan bir
calismada, kist hidatige bagh sigir bagina verim kaybinin 7,5
$ oldugu bildirilmistir (9). Erzurum'da yapilan ¢aligmada kist
hidatikli karaciger imhasina baglh ekonomik kaybin 3,320 TL
oldugu saptanmigtir (24). Kayseri'de ii¢ mezbahay1 kapsayan bir
caligmada kist hidatige bagh ekonomik kaybin 31.372 $ oldugu
tespit edilmistir (25). Kars ilinde sadece karaciger imhasina bagh
yillik ekonomik kaybin 12.180 TL oldugu rapor edilmistir (6).
Bursa'da kist hidatik nedeniyle toplam kayip 12.321 $ olarak
hesaplanmigtir (26). Tum Tirkiye'yi kapsayan bir ¢alismada kist

hidatik nedeniyle olusan ekonomik kayip 89,2 milyon $ olarak
rapor edilmigtir (27).

SONUC

Mugla ilinde kist hidatik gérilme siklig1 %0,21 olarak belirlenmis
olup, Mugla ilinde kist hidatige bagh ekonomik kayip 134.451
TL olarak tahmin edilmigtir. Tespit edilen bu oran Tiirkiye
ortalamasindan olduke¢a dustiktiir.

* Etik

Etik Kurul Onay1: Calismamiz retrospektif olmasindan dolay:
etik kurul onay1 alinmamigtur.

Hasta Onay:: Calismamiz retrospektif olmasindan dolay: hasta
onay1 alinmamugtir.

Hakem Degerlendirmesi: Editérler kurulundaki kigiler
tarafindan degerlendirilmigtir.

* Yazarlik Katkilar:

Konsept: M.A., EB,, H.Z., ALY, Dizayn: M.A,, EB,, H.Z., ALY,
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to determine the status of intestinal parasitic infections in immunocompromised patients
in Bushehr province, southwest Iran by conventional and molecular methods.

Methods: A total of 201 stool samples were collected from kidney transplant recipients, AIDS patients and patients under
chemotherapy. Samples were collected from healthy people as the control group. The specimens were tested using various
conventional methods. Polymerase chain reaction (PCR) testing was performed on samples identified as positive for Coccidia by
direct microscopic examination.

Results: Approximately 32.45% were infected with at least one type of intestinal parasite. The highest (46.8%) and lowest rates
of infection (24%) were observed in AIDS and chemotherapy patients, respectively, while the infection rate of the control group
was 16%. Isospora spp. and Cryptosporidium spp. were observed in all patient groups, and Sarcocystis spp. sporocysts were detected
in one of the transplant recipients. All identified coccidia were confirmed by PCR. There was a significant relationship between the
rate of intestinal parasite infection and certain variables.

Conclusion: Given the potential risk of certain intestinal parasites in people with immune deficiency, it is recommended that
diagnosis of parasitic infections in such patients be based on specific parasitological methods. Thus, it is advisable that physicians
refer them to a parasitology laboratory prior to drug administration.

Keywords: Intestinal parasites, immunodeficiency, chemotherapy, Bushehr province, Iran

0z

Amag: Bu calismanin amac, {ran'm gineybatisindaki Bushehr eyaletindeki immiin yetmezlikli hastalarda bagirsak paraziter
enfeksiyonlarinin durumunu konvansiyonel ve molekiiler yéntemlerle belirlemektir.

Yontemler: Bobrek nakli alicilarindan, AIDS hastalarindan ve kemoterapi alan hastalardan olmak tizere toplam 201 digk: 6rnegi
toplandi. Kontrol grubu numuneleri saghkl insanlardan toplandi. Numuneler cesitli konvansiyonel yoéntemler kullanilarak
test edildi. Polimeraz zincir reaksiyon (PZR) testi, dogrudan mikroskobik incelemelerde tespit edilen pozitif Coccidia érnekleri
tizerinde yapild.

Bulgular: Hastalarin yaklagik %32,45'i en az bir tiir bagirsak paraziti ile enfekte olmustu. En yiiksek (%46,8) ve en dugsik
enfeksiyon oram (%24) sirasiyla AIDS ve kemoterapi hastalarinda goriiliirken, kontrol grubunun enfeksiyon orami %16 idi.
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Isospora spp. ve Cryptosporidium spp. tum hasta gruplarinda ve Sarcocystis spp. sporokistleri ise transplant alicilarindan birinde tespit edildi. Tanimlanan
tim Coccidialar, PZR ile dogrulandi. Bagirsak parazitlerinin orani ile baz1 degiskenler arasinda anlamh bir iligki mevcuttu.

Sonug: Immiin yetmezligi olan kisilerde bazi bagirsak parazitlerinin potansiyel riski goz éniine alindiginda, paraziter enfeksiyonlarin spesifik parazitolojik
yontemlere dayanarak teghis edilmesi 6nerilir. Bu nedenle, doktorlarin ilag vermeden 6nce bu hastalar1 parazitoloji laboratuvarina yénlendirmeleri tavsiye

edilir.

Anahtar Kelimeler: Bagirsak parazitleri, immiin yetmezlik, kemoterapi, Bushehr eyaleti, iran

INTRODUCTION

Despite quick advancements in the field of medical sciences
and enhancement of health level in most of the world, parasitic
diseases are still deemed as the foremost health and economic
problems in the world, especially in developing countries.
According to a report from World Health Organization, about
two-thirds of the world population, namely 3.5 billion people
are infected with some types of parasites and about 450 million
among them suffer from such diseases with related side-effects
every year (1). About 16 million cases of total mortalities that
occur annually in developing countries are related to parasitic
infections (2). In the meantime, infections caused by intestinal
parasites have noticeable position and these infections have
spread globally (3). In some cases, intestinal parasitic infections
can be very severe and risky, and they may be followed with
some complications such as intestinal blockage, appendicitis,
cholecystitis, myocarditis, genital infections and extra-intestinal
abscesses (4).

Although intestinal parasites are less prevalent in developed
countries, patients with immune disorders, malignancies and
having organ transplantation are on the rise, which give way to the
emergence of opportunistic infections. Therefore, infections due
to intestinal parasites are also increasing in developed countries
(5,6). Theintestinal parasitic infections, particularly opportunistic
infections in immunodeficient and patients with cancer, under
chemotherapy, radiotherapy, hemodialysis or using corticosteroid
drugs, or Acquired Immune Deficiency syndrome (AIDS) patients
may be expressed with more intensity and strength and compared
to persons with competent immunity they can impose more
serious complications to the patient (7-9). One can mainly refer
to Coccidia among human parasitic protozoa and to Strongyloides
stercoralis as opportunistic parasite among worms that may create
mild and self-limiting infections in healthy persons while life-
threatening in patients with immunodeficiency (10-13). Thus, it
is highly important to diagnose parasitic infections precisely and
timely in these individuals (14).

In a study that was carried out to determine sero-prevalence of
Strongyloides stercoralis in patients as users of immun suppressant
drugs in Bushehr city (Iran), among total 214 studied patients,
7 cases were reported positively in terms of IgG antibodies
against this parasite (15). Similarly, another survey was done
on hemodialysis patients in terms of prevalence of intestinal
parasites in the same zone where 28.4% of studied cases were
infected with at least one species of intestinal parasites and in this
study, researchers have recommended to conduct periodic tests
during dialysis and before renal transplant operation as some
part of health requirements and related cares in these patients
(16). Whereas rate of prevalence of intestinal parasitic infections
is especially important in human immunodeficiency virus (HIV)
patients, thus it is required for physician to refer the patient to lab
in terms of intestinal parasitic infections before administration of

various drugs that can affect efficiency of immune system in these
patients (17,18). Using various diagnostic methods, the current
study analyzes intestinal parasitic infections in three groups
of individuals including patients with malignancy and under
chemotherapy, renal transplant recipients and AIDS patients.

METHODS

Ethical Approval and Informed Consent

This study was approved in research committee of Shiraz
University with ethics code 94-7496. Informed consent was
obtained from the patients and in the case of minors, from their
parents and confidentiality of the information was guaranteed.

Study Location

Bushehr provinceislocated at southwestern side of Iran. Provincial
population is about one million and geographic situation of this
city is placed among 27, 19” through 30, 16” of northern latitude
and 50°, 1”7 through 52’, 59” of eastern longitude with annual
average temperature 25.7 °C. The climate of this province includes
7 hot months, 2 temperate to cold months and 3 temperate to hot
months over a year (Figure 1).
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Figure 1. A) Geographical location of Bushehr province (red
region). B) Bushehr province map by cities

Collection of Samples

Bushehr and Dashtestan cities are situated at the center of
province, Genaveh locating at north and Kangan at south of the
province and they were selected for collection of samples. The
study population comprised of 47 AIDS patients, 50 recipients
of renal transplantation and 54 patients with cancer who were
under chemotherapy. These individuals were sampled within time
intervals (2013-2014). Likewise, to compare and interpret the
results logically, 50 healthy persons, who were evaluated by direct
smear and Formalin- ether concentration techniques to confirm
their healthy status, were also elected as control group. To assess
relationship between demographic indices and symptoms of
intestinal parasitic diseases with parasitic infection in studied
patients, a questionnaire was used for the interview with patients.
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Microscopic Techniques

All 201 collected samples were initially studied using direct
method and preparation of wet mount and then by means of
Formalin- ether concentration technique. To enhance reliability
for precise diagnosis of helminth eggs, Carmine-Alum stain
technique was employed and Baermann technique was utilized to
diagnose Strongyloides stercoralis larva. To diagnose the cysts and
trophozoites of protozoans more accurately, trichrome staining
technique was used after wet mount and the modified acid-fast
stain technique, which was employed to detect intestinal Coccidia.

Polymerase Chain Reaction (PCR) Tests

With respect to importance of coccidian infections in HIV
patients, all samples, who had been recognized as positive at the
first screening phase by means of wet mount and concentration
method in terms of intestinal Coccidia, these coccidian positive
samples were confirmed by PCR technique, in order to ensure the
correctness of the result of the microscopic examination.

DNA samples were extracted using a commercial kit (Yekta
Tadjhiz Azma, Iran) according to its manufacturer’s protocol,
and PCR test was done by means of specific primers Isof and
Isor for replication of ribosomal genome of Isospora spp. and two
pairs of primers cryfl, Cryf2 and Sarf and Sarr for replication of
mitochondria genome (18S rRNA, SSU rRNA) of Cryptosporidium
spp. and Sarcocystis spp. respectively.

The specifications of primers as well as used temperature patterns
in PCR test are given in Tables 1, 2.

PCR products were treated with electrophoresis on agarose gel
(1.5%) using TAE buffer and ethidium bromide stain and images
of the resulting bands were observed and recorded using Gel
document Bio-DocmM?29 device.

Statistical Analysis

The results of laboratory tests were statistically analyzed along
with questionnaire data by means of statistical SPSS software (IL
version 16, SPSS Inc., Chicago) and chi-square test was employed
for analysis on relationship between intestinal parasitic infections
and clinical symptoms of these infections and some demographic
parameters.

RESULTS

Among total given samples from patients, 49 (32.5%) were infected
with at least one species of intestinal parasites. Infections were
most and least common in AIDS patients (46.8%) and in patients
under chemotherapy (24%), respectively. Of the total population
studied, 11 were infected with at least one intestinal Coccidia. The
prevalence of infection rate was 16% in control population (50
members) although there was no significant difference among

Table 1. The specific primers used to confirm Coccidia samples detected by conventional methods

control group with groups of patients; the infection prevalence
was noticeably lower in control group (p>0.05). Meanwhile, no
positive cases of intestinal Coccidia were seen in control group
(Table 3).

The frequency of infection with intestinal parasites in all three
studied groups of patients included Giradia intestinalis, Entamoeba
coli and Blastocystis spp. were 29.8%, 29.8% and 19.95%,
respectively and opportunist Coccidia including Cryptosporidium
spp., Isospora spp. and Sarcocystis spp. were placed at subsequent
positions with frequencies of 16.3%, 5.9% and 2%, respectively
(Figures 2, 3).

PCR test was used in order to confirm finally 11 diagnosed
coccidian cases by conventional techniques and specific primers
(Figure 4).

The results showed that there was significant relationship among
symptoms abdominal flatulence, osteoarthritis and abdominal
pains and infection, but no significant relationship was visible
among variables age, gender and anorexia with infection (Table 4).

DISCUSSION

Most of intestinal parasitic infections are asymptomatic or appear
in mild and self- limiting form in people with healthy and efficient
immune system. However, patients with immunodeficiency e.g.
patients with cancer who receive chemotherapy, transplanted

Table 2. The temperature and time patterns used in PCR

assays to confirm positive coccidia samples

Genus Program
Processes Cycles | Temp | Time
Denaturation 1 94 °C 5 min
94 °c 60 sec
Sarcocystis Annealing 30 58°C 60 sec
62 °C 60 sec
Extension 1 72°C 5 min
Denaturation 1 94 °C 5 min
94 °C 90 sec
Cryptosporidium Annealing 30 58°C 90 sec
62°C 120 sec
Extension 1 72°C 5 min
Denaturation 1 94 °C 3 min
94 °C 90 sec
Isospora Annealing 45 60 °C 60 sec
62°C 60 sec
Extention 1 72°C 5 min

Genus Genome Primers Sequence

Isof 5-CCGAACGTCATCCGAAATAG-3’
Isospora Ribosomal

Isor 5-ACTAGGAGCTGACGATACAC-3’

Cryfl 5-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3’
Cryptosporidium SSU rRNA

Cryf2 5-CCATTTCCTTCGAAACAGGA-3’

Sarf 5-CGTGGTAATTCTATGGCTAATACA-3’
Sarcocystis 18S rRNA

Sarr 5-TTTATGGTTAAGACTACGACGGTA-3’
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Table 3. Detected intestinal parasites in patients undergoing chemotherapy, AIDS patients, transplant recipients and control group

Healthy people Patients undergoing AIDS patients Tra.nfplant
Detected parasites chemotherapy recipients

n | % n % n % n %
Blastocystis spp. 12 3 5.55 3 6.4 3
Cryptosporidium spp. - |- 2 3.7 5 10.6 1
Entamoeba coli 2 |4 3 5.55 6 12.8 4 8
Entamoeba histolytica/dispar - - - - 2 4.3 - -
Giardia lamblia 4 18 4 7.4 3 6.4 4 8
Hymenolepis nana - - - - 1 2.1 - -
Isospora spp. - - 1 1.8 1 21 1 2
Sarcocystis spp. - - - - - - 1
Strongyloides stercoralis - - - - 1 2.1 - -
Taenia spp. 12 - - - - - -
Total 8 |16 13 24 22 | 46.8 14 28

Figure 2. Some parasites identified in the groups studied by
conventional methods in different magnifications; A: H. nana
egg (40X), B: Isospora oocyst (100X), C: Sarcocystis sporocyst
(100X), D: E. coli trophosoite (100X), E: G. intestinalis
trophosoite (100X), F: E. coli cyst (100X), G&H: Blastocystis

(100X), I: E. histolytica (100X)

organ recipients who receive immunosuppressant drugs and
also patients with AIDS are more impaired by them and more
complications are imposed to these individuals (7-9). The
prevalence of intestinal parasitic infections is usually high
in this group of patients and common clinical symptoms are
revealed often non-specific and this makes problematic to
diagnose infection in these patients. Thus, it seems necessary
to detect intestinal parasitic infections with reliance on specific
parasitological techniques in this group of patients (17,18).

The prevalence of intestinal parasites was 32.5% in all three
studied groups in this survey. This rate was highest among

Figure 3. Some parasites identified in the groups studied
by conventional methods in different magnifications; A-C:

Cryptosporidium oocysts (100X), D-F: Isospora oocysts (100X),
G: Taenia spp. proglotid (10X), H: Taenia spp. egg (40X), I:
S.stercoralis larvae (40X)

AIDS patients (46.8%), followed by organ transplantation
patients (28%) and 24% in group of cancer patients under
chemotherapy. Comparison of prevalence rates in three groups
of immunodeficiency patients with control group in which the
prevalence rate of parasitic infections was 16% showed that
there was noticeable (but statistically not significant) difference
among healthy persons and immunodeficiency patients in terms
of intestinal parasitic infection and what seems noticeable about
presence of intestinal parasitic infection in this group of patients
is opportunist nature of some of these parasites and also higher
intensity of disease and related complications in these patients.
In their survey on dialysis patients, Barazesh et al. (15) have
reported a 28.4% of individuals who were infected at least with
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one species of intestinal parasitic infection and they suggested
that dialysis patients testing routinely in terms of presence of
intestinal parasitic infections (16). The results of these studies
are consistent with the findings resulted from present research.
Togeh et al. (16), in their study were examine 261 cancerous
patients and under chemotherapy in terms of infection with
intestinal parasites and 34% of them were infected with at
least an intestinal parasite and therefore these researchers have
declared specific stool exam before starting chemotherapy and
during treatment period as basic measures to reduce risk of such
parasitic infections (17). In a study done by Athari et al. (18) in
Tehran to review prevalence of intestinal parasites in patients as
users of immunosuppressive drugs, prevalence of infection was
estimated 34.5% (19).

In a sero-epidemiological study conducted by Fouladvand et al.
(14) on cancer patients under chemotherapy and hemodialysis

patients in Bushehr city, out of total 214 studied patients, 7
Figure 4. Electrophoresis of PCR products on agarose gel

1.5%. 1: Cryptosporidium positive control, 2, 3: Cryptosporidium
positive samples, 4: Negative control, 5: DNA marker

cases (3.3%) were diagnosed with positive results for presence
of antibody against Strongyloides stercoralis (15). Among 151

sampled patients with immunodeficiency in our study, one case of

Table 4. The relationship between parasitic infection and some clinical and demographic variables in studied groups

Study groups
. Patients
Variables Healthy people undergoing AIDS patients Transplant P
n (%) chemotherapy n (%) recipients
n (%)
Parasitic infection
Yes 8 (16) 13 (24) 22 (46.8) 11 (22) -
No 42 (84) 37 (76) 25 (53.2) 39 (78)
Sex
Male 27 (46) 29 (53) 37 (78.7) 31(62) 06
Female 23 (54) 25 (47) 10 (21.3) 19 (38) ’
Age
<10y 10 (20) 7 (14) 3(6.4) 3(6)
10-20y 8 (16) 14 (28) 6(12.8) 13 (26) 0.6
20-30y 20 (40) 18 (36) 22 (46.8) 21 (42)
>40y 12 (24) 11 (22) 16 (34) 13 (26)
Flatulence
Yes 2 (4) 2 (4) 8 (17) 5(10) 0.03
No 48 (96) 48 (96) 39 (83) 45 (90)
Steatorrhea
Yes 2(4) 4 (8) 8(17) 4 (8) 0.03
No 48 (96) 46 (92) 39 (83) 46 (92)
Abdominal pain
Yes 7 (14) 8 (16) 14 (29.8) 17 (34) 0.02
No 43 (86) 42 (84) 33(70.2) 33 (66)
Fever
Yes 10 (20) 9(18) 13 (27.7) 10 (20) 0.2
No 40 (80) 41 (82) 34 (72.3) 40 (80)
Anal itch
Yes 5(10) 3(6) 7(14.9) 5(10) 0.003
No 45 (90) 47 (94) 40 (85.1) 45 (90)
Education
Yes 35 (70) 42 (84) 27 (57.4) 33 (66) 0.19
No 15 (30) 8 (16) 20 (42.6) 17 (34)
Anorexia
Yes 5(10) 7(14) 20 (42.6) 7 (14) 0.3
No 45 (90) 43 (86) 27 (75.4) 43 (86)
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Strongyloides stercoralis larvae was observed in patient with HIV.
This indicates 0.6% prevalence of Strongyloides stercoralis while
serological study that conducted one year ago at this region has
shown 3.3% prevalence.

As we know, presence of IgG antibody against Strongyloides
stercoralis usually shows infection history and these individuals
may not defecate larvae at time of stool exam, because it is
unlikely that some patients infected with Strongyloides stercoralis
may be at silent phase of diseases upon sampling and excreted
larvae may be rare in their stool, therefore they may be reported
as negative result in parasitological tests.

Taking corticosteroids in patients, who receive transplanted
organ, may converts the chronic form of Strongyloides stercoralis
infection into acute syndrome (hyperinfection) (20). Thus,
presence of chronic Strongyloides stercoralis in these patients is
deemed as a threatening risk factor, because after administration
of corticosteroids the disease can appear as hyperinfection form
and parasitic larvae disseminated in different tissues of body e.g.
liver, lungs, kidneys, central nervous system and heart and it will
be followed with mortality of patients (87%) if not treated timely
(12,13). There are several reports about prevalence of intensified
Strongyloides stercoralis syndrome in patients with malignancies
after treatment with corticosteroid drugs. George Vasquez Rios,
reported the asthmatic patient, that exhibited clinical symptoms
of pneumonia and chest pain following the administration of
corticosteroid and Strongyloides stercoralis larvae has been seen in
stool and broncho-alveolar samples, this patient has been cured
by administration of Ivermectin (21). Although prevalence of
Strogyloides stercoralis hyperinfection and disseminated infection
hasbeen reported in various patients as recipients of transplanted
organ but morbidity and prevalence of this forms of disease is
apparently more visible in renal transplant recipients (2).
Cryptosporidium spp, Isospora spp. and Sarcocystis spp. were
observed in all three groups of studied patients while no case
of Coccidia was seen in control group. Cryptosporidium spp. is
assumed as noticeable warning for the patients with prevalence
rates of 7.3%, 10.6% and 2% in cancer patients, AIDS patients
and recipients of transplanted organ, respectively and given that
long-term diarrheas with dehydration plus pleural involvement
of these patients have been reported; therefore, timely diagnosis
and treatment should be addressed in these patients. In a study
carried out on 350 immunocompromised patients (Iran, Tehran)
prevalence rate of Cryptosporidium spp, and Isospora spp. were
0.3% and 0.8% respectively and these two protozoa were the
most prevalent intestinal parasites, where these rates are lower
than prevalence rate of infection reported in this study (22).
Total prevalence of given Coccidia is 16.3% in our study. With
respect to possibility of misdiagnosis of coccidian by microscopic
examination, especially the Cryptosporidium spp., confirmation
of Cryptosporidium positive samples by molecular methods is
necessary as was the case in our study.

Another noticeable point in this study are climatic indicators,
Bushehr province is a hot and tropical region and from October
to March that are basically assumed as spring season, climatic
and geographical factors are more provided for transmission
of intestinal parasites. At this season when agricultural and
animal-farming activities are done there is more possibility for
transferring and dissemination of anthroponotic and zoonotic
parasitic infections and among them coccidians, especially the

Cryptosporidium spp. in cows and goats of this region shows
higher prevalence and morbidity. In a sero-epidemiological study,
Fouladvand et al. (22) estimated the prevalence rate of antibodies
against Cryptosporidium spp. 13% in children under age 5. This
shows prevalence of this Coccidia is higher in normal population
of this region, particularly children, and Cryptosporidium spp. is a
causing factor in most of long-term diarrheas among children in
this season.

Statistical analysis on relationship among infection with intestinal
parasites with some variables such as educational level, age and
gender and also anorexia did not show significant relationship
while significant relationship was observed among infection with
these parasites and some variables e.g. abdominal pain, flatulence
and osteoarthritis (p>0.03). Thus, it is necessary for HIV patients
to be under medical care for the onset of some symptom e.g.
abdominal pains, flatulence and osteoarthritis and we should
consider them as warning symptoms for activation of intestinal
parasitic infections in these patients.

CONCLUSION

With respect to potential risk of this group of infections,
especially infection with Strongyloides stercoralis larva and types of
opportunist intestinal Coccidia in people with immunodeficiency
such as patients under chemotherapy, recipients of transplanted
organ and patients with HIV, it is suggested to identify parasitic
infections in this group of patients by focusing on specific
parasitological methods and before taking any type of medication
and intervention measure that can affect efficiency of immune
system, physician should refer these patients to lab for diagnosis
of intestinal parasites and the needed trainings should be
presented to increase their knowledge and to warn about risk of
these infections.
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Amag: Intestinal parazitik enfeksiyonlar (IPE) morbidite ve mortaliteye neden olmalar1 nedeniyle énemli halk saghig sorunlari
olarak kabul edilmektedir. Bu sebeple, IPE'nin énlenebilmesi adina prevalans tespiti yapilmas1 kritiktir. Calismamizda, intestinal
parazitlerin prevalansinin belirlenmesi amaglanmgtir.

Yontemler: Calismamizda, Ocak 2016-Aralik 2019 tarihleri arasinda hastanemize gastrointestinal sikayetlerle bagvuran
4,957 kisinin gaita numuneleri retrospektif olarak degerlendirildi. Laboratuvarimiza génderilen gaita 6rnekleri makroskobik
ve mikroskobik agidan incelendi. Mikroskobide, native-lugol ve formol etil asetat yogunlastirma yéntemleri kullanildi. Antijen
taramasi i¢in Crypto-Giardia-Entamoeba ii¢li antijen testi uygulandi. Tim olgular, yas, cinsiyet, yil ve mevsimler agisindan
degerlendirildi.

Bulgular: Calisma grubumuzun, 239'u (%4,8) intestinal parazitler agisindan pozitif bulundu. Bu hastalarin 129'u (%54) erkek ve
110’u (%46) kadind:. IPE ile cinsiyetler arasinda istatistiksel agidan anlamh bir fark yoktu (p=0,228). En sik saptanan parazitlerin
Blastocystis hominis (%76,2) ve Giradia intestinalis (%12,1) oldugu gérildi. Yas gruplarina gore en ¢ok 16-45, en az ise 0-15 yas
arasinda intestinal parazitlere rastlandi (p=0,0001). Hastanemizde, 6zellikle 2018 yilindan sonra intestinal parazitlerde anlamh
derecede artis oldugu gozlendi (p=0,0001). Intestinal parazitlerin en sik sonbahar mevsiminde gorildagi tespit edildi (p=0,033).
Sonug: Ulkemizdeki IPE prevalansinin diisitk oranlarda seyrettigi gorilmektedir. Yine de 2018 yili itibariyla artan [PE'nin éniine
gecmek adina gerekli 6nlemlerin alinmasi gerekmektedir. Ayrica tilkemizde yagislarin bagladigi sonbahar aylarinda intestinal
parazitlerin artig gostermesinin nedenlerinin aragtirilmasi ve gerekli énlemlerin alinmasi gerektigi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Kuzey Kibris, intestinal, parazit, prevalans, epidemiyoloji

ABSTRACT

Objective: Intestinal parasitic infections (IPI) are considered as one of the most important public health problems that cause
morbidity and mortality. For this reason, to determine their prevalence it is critical for prevention. This study aimed to determine
the prevalence of intestinal parasites.

Methods: In our study, a total of 4.957 patients registered to our hospital with gastrointestinal symptoms between January 2016
and December 2019 were retrospectively analysed. Their stool samples were examined macroscopically and microscopically. In the
microscopy, native-lugol and formol ethyl acetate concentration methods were used. Crypto-Giardia-Entamoeba antigen test was
applied. All cases were evaluated in terms of age, gender, year and season.

Results: In our study group, 239 (4.8%) patients were detected as positive for intestinal parasites. Among these patients, 129
(54%) were male and 110 (46%) were female. No statistically significant difference was found between IPI and gender (p=0.228).
Blastocystis hominis (76.2%) and Giardia intestinalis (12.1%) were the most common parasites. According to age groups, most
intestinal parasites are found in 16-45 years old and least in 0-15-years-old (p=0.0001). A significant increase was found in positive
intestinal parasite cases especially after 2018 (p=0.0001). Our study determined that intestinal parasites were observed most
frequently in autumn (p=0.033).

Conclusion: The prevalence of IPI in our country is low. However, due to the increasing trend of IPI since 2018, necessary
measures must be implemented to prevent further increase in the number of cases. In addition, reasons behind the rising cases of
intestinal parasites during the autumn months in which rainfall begins require further investigation.

Keywords: Northern Cyprus, intestinal, parasite, prevalence, epidemiology
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GIRig

Intestinal parazitlere siklikla sosyo-ekonomik olarak az gelismis
veya gelismekte olan iilkelerde rastlanmaktadir (1). Bazen
semptomsuz veya atipik semptomlarla seyreden intestinal
parazitik enfeksiyonlar (IPE), ozellikle cocuklarin zihinsel
ve bedensel gelisimlerini olumsuz yénde etkilemektedir.
Intestinal parazitlerin yayihminda cevre kosullari, iklim ve hava
sicakliklari, rezervuar ve ara konaklarin sikhigs, toprak ve sularin
kontaminasyonu, kisisel hijyen yetersizligi, ekonomik durum,
egitim seviyesi, temizlik ve beslenme aligkanliklari gibi bircok
faktor etkili olmaktadir (2,3). Diinya’da 3,5 milyar insanin IPE’ye
yakalandig1 ve bunlarin biyik bir kismini da ¢ocuk hastalarin
olusturdugu bildirilmektedir. Giiniimiizde, tiim diinyada yaganan
gelismelere ragmen IPE'de bir azalma gorilmemekte, hatta

bazi endemik bélgelerde bu oranin %9071ara kadar ¢iktigi rapor
edilmektedir (4).

Enterik protozoonlar ve toprak yoluyla bulagan helmintler
[PE'ye onciilik etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii verilerine
gore, en sik (50 milyon) morbidite ve mortaliteye neden
olan protozoa, amebiyaz etkeni Entamoeba histolytica'dir (E.
histolytica). Ardindan giardiyaz etkeni Giardia intestinalis (G.
intestinalis) ve kriptosporidiyoz etkeni Cryptosporidium spp.
gelmektedir. Helmintlerden ise yaklagik 1 milyar enfeksiyon ile
Ascaris lumbricoides (A. lumbricoides) ve Hymenolepis nana (H.
nana) bagi ¢ekmektedir (3). Tiirkiye'deki intestinal parazitlerin
dagilimi bélgelere gére degiskenlik gostermektedir. Ozellikle
sosyo-ekonomik diizeyi dugitk olan Dogu ve Guneydogu Anadolu
Bolgelerinde diger bolgelere oranla IPE'nin gériilme sikligi daha
yiiksektir. Egitim duzeyinin diigik olmasi, halkin parazitik
enfeksiyonlar konusunda yeterli bilgiye sahip olmamasi, hijyen
kurallarina yeteri kadar uyulmamasi, icme suyunun genellikle acik
su kanallarindan temin edilmesi, su ve kanalizasyon altyapisinin
yetersiz olmasi ve bazi su bitkilerinin ¢ig olarak tiiketilmesi bu
yayginligin en 6nemli sebeplerindendir (1,5).

Intestinal parazitler genellikle fekal-oral yolla bulagsmakta ve
karin agrisi, ishal, kabizlik, bulanti, kusma, kilo kaybi, aniis
etrafinda kagint1 ve anemi gibi rahatsizliklara neden olmasinin
yaninda is giicii kaybina da yol agmaktadir (6). IPE, morbidite
ve mortalite oranlar1 sebebiyle goz ardi edilmeyecek halk saghg:
sorunlarindan biri olarak kabul edilmektedir (4). Bu sebeple,
[PE'nin onlenebilmesi adina prevalanslarinin tespit edilip,
korunma ve tedavi yontemlerinin belirlenmesi biyik énem
tasgimaktadir. Calismamizda, Kuzey Kibris’ta bir tniversite
hastanesine gastrointestinal gikayetlerle bagvuran hastalar
incelenmis ve intestinal parazitlerin gérilme sikhiginin
belirlenmesi amacglanmistir. Literatiirde, Kuzey Kibris'ta IPE ile
ilgili yapilmis herhangi bir aragtirmaya rastlanmamigtur.

YONTEMLER

Gahismamizda, Ocak 2016-Aralik 2019 yillarini kapsayan 4 yillik
siire zarfinda hastanemize herhangi bir gastrointestinal sikayet
ile bagvuran 4,957 kiginin gaita numuneleri retrospektif olarak
degerlendirildi. Aragtirmamz retrospektif ézellikte oldugundan
dolay1 hasta onay bilgisi alinmada.

Gaita ornekleri hastanemiz mikrobiyoloji laboratuvarinda
parazitler agisindan 6ncelikle makroskobik olarak incelenip,
renk, kivam, mukus, kan varligi rapor edildi ve mikroskobik
incelemeleri yapildi. Mikroskobisi yapilan gaita érnekleri, nativ-

lugol ve ardindan formol etil asetat yogunlastirma yéntemi
sonrast 10x ve 40x objektifler ile 151k mikroskobunda incelendi.
Antijen taramas: yapilan 6rneklere, ticari olarak tedarik edilen
Crypto-Giardia-Entamoeba (Monlab S.L., Barselona, Ispanya)
¢l antijen kiti uretici firmanin 6énerileri dogrultusunda ¢aligildi.

istatistiksel Analiz

Tam olgular, yas, cinsiyet, yil ve mevsimler agsindan
degerlendirildi. Verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical
Package of the Social Sciences) Demo Ver 22 (SPSS Inc., Chicago,
IL, ABD) programi kullanildi ve Pearson ki-kare testinden
yararlanildi. Analiz sonuglar1 p<0,05 varliginda istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

Etik kurul onay1: Yakin Dogu Universitesi Bilimsel Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan duzenlenen 23.01.2020 tarihli
toplantisindan YDU/2020/76-994 proje numarast ile etik kurul
onay1 alind.

BULGULAR

Intestinal parazitler acisindan degerlendirilen toplam 4,957
kisi (erkek: 2,487, %50,2; kadin: 2,470, %49,8) calismaya dahil
edilmigtir. Hastalarin yag ortalamalar1 26,36+22,79 (0-96 yas
arasinda) idi. Gaita érneklerinin 4,518’ine (%91,1) mikroskobi ve
439'una (%8,9) ise uclii antijen testi yapilmigtir.

Tam hastalarimiza ait gaita 6rneklerinin 4,718inde (%95,2)
herhangi bir parazit ve/veya parazit yumurtasina rastlanmazken,
239 (%4,8) hasta érnegi intestinal parazitler agisindan pozitif
bulunmustur. Parazit saptanan hastalarin 129u (%54) erkek
ve 110u (%46) kadindi. Yas ortalamalar: ise 33,86+18,34 (2-85
yas arasinda) idi. Intestinal parazitik enfeksiyonlar ile cinsiyet
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gorilmemistir
(p=0,228). En sik tespit edilen parazit Blastocystis hominis (B.
hominis) (n=182, %76,2) iken, ardindan G. intestinalis (n=29,
%12,1) ve Entamoeba histolytica/dispar (n=24, %10) gelmekteydi.
Hicbir hastada A. Ilumbricoides paraziti ve miks enfeksiyon
saptanmamigtir (Grafik 1).

Yas gruplarina gore, en sik 16-45 yas arasinda (n=152, %63,6)
intestinal parazitik enfeksiyonlara rastlandigi goralmustiir.
Ayrica, 0-15 yag arasindaki hastalarda intestinal parazitlerin
gorillme sikhigi diger yas gruplarina gore anlaml derecede dugitk
bulunmustur (p=0,0001) (Tablo 1).

Yillara gére intestinal parazitlerin dagihmina bakildig: zaman,
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Grafik 1. Hastalardan tespit edilen intestinal parazitlerin
dagilimi (n)
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Tablo 1. Yas gruplarina gére intestinal parazitlerin gérilme siklig:

0-15 yas 16-45 yas >45 yas Toplam P
Parazit var 25 (%10,5) 152 (%63,6) 62 (%25,9) 239 (%100) 0.0001
Parazit yok 1,716 (%36,4) 2,108 (%44,7) 894 (%18,9) 4,718 (%100) '

2017 yilindan sonra parazit gorilme sikligimin arttifi tespit
edilmistir (p=0,0001). Buna goére, 2016 yilinda 45/1,214 (%3,7),
2017 yihinda 40/1,235 (%3,2), 2018 yilinda 78/1,199 (%6,5) ve
2019 yilinda ise 76/1,309 (%5,8) hastanin gaita érneginde parazit
ve/veya parazit yumurtasina rastlanmigtir. Yillara gére dagihm
Grafik 2'de verilmektedir.

Calismamizda, intestinal parazitlerin en sik sonbahar mevsiminde
gorildugi tespit edilmistir (p=0,033). Buna gore, Eylul ayinda
15 (%6,3), Ekim'de 38 (%15,9) ve Kasim ayinda ise 26 (%10,9)
hastaya ait gaita érneginde parazitik enfeksiyona rastlanmigtir
(Tablo 2).

TARTISMA

Tum enfeksiyon hastaliklarinda oldugu gibi, intestinal parazitik
enfeksiyonlardan korunma ve tedavi stratejilerini belirlemek
i¢cin bélgesel epidemiyolojik verilerin bilinmesi gerekmektedir
(7). Intestinal parazitlerin gériilme sikligi toplumlarin sosyo-
ekonomik ve kiiltiirel dizeyi, beslenme aligkanliklari, demografik
ozellikler ve cografik sartlara gore degiskenlik géstermektedir
(8). IPE’ler gelismekte olan iilkelerde 6zellikle cocukluk ¢aginda
izlenen en 6nemli saglik sorunlarindan birini olusturmaktadir (3).
Caligmamizda, tim hastalardaki intestinal parazitlerin gériilme
siklign %4,8 iken, 0-15 yas ¢ocuklarda bu oran %1,4 olarak
bulunmustur. Parazit saptanan o¢rnekler arasinda 0-15 yas
grubunda %10,5 oraninda pozitiflik tespit edilirken, en sik 16-45
yas grubunda parazit gézlenmistir. Bayindir Bilman ve Yetik’in
(9) 24,651 gaita 6rnegini inceledigi calismalarinda %4,9 oraninda
intestinal parazit insidansi belirlenmistir. Ayni c¢aligmada
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Grafik 2. Yillar icinde intestinal parazit goérilme sikliginin

dagilimi

parazit saptanan hastalarin %51’ini 0-15 yag arasi cocuklar
olugturmaktaydi (9). Mardin'deki bir calismada %84,1 ile en sik
0-13 yas arast ¢ocuklarda intestinal parazitik enfeksiyonlarin
goruldiuga bildirilmistir. Bu aragtirmada 1,620 hastaya ait gaita
incelenmis ve %27,6 hastada intestinal parazit tespit edilmigtir
(10). Kiani ve ark’min (11) Iran'da yaptiklar: ¢alismalarinda
parazit goralme sikligi %32,2 bulunmustur. Bu aragtirmada
pozitif hastalar arasinda %28,6 ile en sik 0-15 yas arasinda
intestinal parazite rastlanmustir (11). Istanbul’da 111.889 olguya
ait gaita ornekleri retrospektif olarak taranmig ve %5 oraninda
intestinal parazit prevalansi saptanmigtir (4). Sosyo-ekonomik
duzeyi diisik olan Ruanda’da, 2 yas alt1 353 ¢ocugu kapsayan
bir ¢aligmada intestinal parazit prevalansinin %44,8 oldugu
rapor edilmistir (12). Slovakya'da intestinal parazitlerin gériilme
siklig1 %6,8 olarak belirlenmistir (13). Urdiin'de %44 (14) ve
Afganistan'da ise %38,8 (15) oraninda intestinal parazitlerin
gorillme sikligy bildirilmistir. Literatiirdeki benzer aragtirmalara
gore, bizim caligmamizda, gastrointestinal sikayetleri bulunan
hastalardaki IPE orani nispeten diisiik bulunmustur. Bunun
sebebinin de, tilkemizdeki sosyo-ekonomik ve egitim seviyelerinin
yitksekliginden kaynaklandigini digiinmekteyiz.

Son yillarda Tirkiye’'nin Van ilinde yapilan bir calismada, tim yas
gruplarinda %26,5 oraninda B. hominis en sik rastlanan parazit
olarak bulunmugtur. Bunu takiben sirasiyla; %9,3 oraninda G.
intestinalis, %6 oraninda Entamoeba coli (E. coli) ve %2,5 oraninda
ise A. lumbricoides tespit edilmistir (1). Diger bir caligmada,
yine en sik B. hominis (%15,8), bunu takiben ise E. coli (%2,1)
ve G. intestinalis (%1,9) intestinal parazitleri saptanmigtir (16).
Tuzemen ve ark’larmin (2) 2017 yihinda Bursada yaptiklar
calismalarinda %25,7 ile en sik G. intestinalis, %19,6 E. coli ve
%15 B. hominis rapor edilmistir. Slovakya'da ise en sik intestinal
parazitik enfeksiyona neden olan helmintlerden A. lumbricoides
(%3,7) olarak bildirilmektedir (13). Urdiin'de yapilan bir
calismada G. intestinalis (%41) ve E. histolytica (%31) abdominal
sikayetleri olan hastalarda en sik izole edilen parazitlerdi (14).
fzmirde 2019 yilinda yapilan bir ¢alismada en sik intestinal
parazitik enfeksiyona neden olan parazitlerin E. histolytica
(%12,9) ve G. intestinalis (%11,4) oldugu saptanmigtir (9). Bizim
calisgmamizda ise, hastanemize gastrointestinal sikayetler ile
bagvuran hastalarda, B. hominis (%76,2), G. intestinalis (%12,1) ve
E. histolytica (%10) en sik izole edilen parazitlerdi.

Benzer bazilarinda  intestinal  parazitlerin
gorilme siklig ile cinsiyetler arasinda anlaml bir iligki oldugu
vurgulanmigtir. Tag Cengiz ve ark.’nin (5) 5,985 gaita 6rnegini
inceledikleri ¢aligmalarinda cinsiyetler
istatistiksel olarak anlamli oldugu gérulmistir. Buna gore,

caligmalarin

arasindaki farkin

Tablo 2. intestinal parazitlerin ay ve mevsimlere gore dagilimi

Mevsim ilkbahar Yaz Sonbahar Kis

Ay Mart Nisan | Mayis Haziran | Temmuz Agustos Eylil Ekim Kasim Aralik Ocak | Subat
Olgu 22 17 20 24 23 15 38 26 14 12 16
Toplam 59 (%24,7) 59 (%24,7) 79 (%33,1) 42 (%17,6)

p 0,033
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erkeklerde kadinlara oranla intestinal parazitlerin daha sik
gorildugu tespit edilmistir (5). Buna ragmen bircok calismada ise
intestinal parazitlerin erkek ve kadin cinsiyetler arasinda yakin
oranlarda goérilldugii ve istatistiksel acidan herhangi bir farklihk
gozlenmedigi rapor edilmektedir (9). iran’da 655 hasta érneginin
incelendigi bir ¢alismada kadinlardaki oran erkeklere gére daha
yiitksek bulunmus, fakat bunun anlaml olmadig: belirlenmigtir
(17). ltalya'da yapilan diger bir calismada 369 pozitif gaita
orneginin %53’inin kadin, %47’sinin ise erkek hastalara ait
oldugu ve aralarindaki farkin énemsiz oldugu séylenmistir (18).
Etiyopya'da ilkokul 6grencilerinin incelendigi bir aragtirmada
erkeklerin kadinlardan daha sik intestinal parazitik enfeksiyona
yakalandigini, fakat yine bunun istatistiksel acidan anlamh
olmadigi saptanmigtir (19). Urdiin'de yapilan calismada ise
yine cinsiyet ile intestinal parazitlerin gériilme siklig1 arasinda
iligkinin olmadigi rapor edilmektedir (14). Turkiye'de yapilmig
bircok aragtirmada da cinsiyet ile parazit pozitifliginin birbiriyle
bagimsiz ve iligkisiz oldugu vurgulanmaktadir (1,2,8). Bizim
calismamizda da, erkek ve kadin cinsiyetleri ile parazit gérilme
siklig1 arasinda herhangi bir fark gézlenmemistir.

Turkiye'de gaitada parazit pozitifligi goérilen olgular yas
gruplarina gére incelendiginde en sik parazit varlig: tespit edilen
yas grubunun 0-14 oldugu bildirilmektedir. Bunun sebebinin ise,
cocuklardaki el yitkama ve tuvalet kullanma bilincinin tam olarak
gelismemis olmasi, kres ve okul gibi toplu yasam alanlarinda
stk bulunmalar1 oldugu dusiinillmektedir (8). Afganistan'daki
bir ¢alisgmada ¢ocuk ve adodlesanlarda yetigkinlere gére anlamh
derecede yitksek oranda intestinal parazit gorilme siklig:
belirlenmigtir (15). Buna ragmen, fran’da Kiani ve ark’larn
(11) ¢ahsmasinda >15 yas hastalarda intestinal parazitlerin
daha sik goruldugii vurgulanmistir. Dig ortam aktivitelerinin ve
intestinal parazit kaynaklarina maruziyetin ¢ocuklara gére daha
fazla olmasindan dolay: yetigkinlerde bu tip enfeksiyonlarin
daha sik goriilebilecegi 6n gorilmektedir (11). Calismamizda,
intestinal parazitler en az 0-15 yag cocuklarda (%10,5), en fazla
ise 16-45 yags aras: yetigkinlerde (%63,6) gorilmiigtir. Bunun
ise, ginumuzin teknoloji caginda yetigkinlerin ¢cocuklara kiyasla
daha sik dis ortamda bulunmasi ve dolayisiyla intestinal parazitik
enfeksiyonlar agisindan daha yiiksek risk tagimasi oldugu
kanaatindeyiz.

Yaptigimiz aragtirmada, aylara ve mevsimlere gore intestinal
parazitlerin dagilimi; Ekim ve Kasim aylarinda daha yiiksek
oran saptanmig ve sonu¢ olarak intestinal parazitlerin en sik
sonbahar aylarinda géruldigu tespit edilmigtir. Bunun aksine,
Inceboz ve ark’nin (20) caligmasinda, parazitlerin daha siklikla
Subat-Haziran aylari arasinda ve Agustos ayinda saptandig:
bildirilmigtir. Yine Tamer ve ark.nin (21) aragtirmasinda ise
parazitlerin yaz ve ilkbahar aylarinda artis gosterdigi rapor
edilmistir. fran’'da Temmuz, Agustos ve Eyliil aylarinda intestinal
parazitlerin Nisan, Mayis ve Haziran aylarindan anlaml derecede
yitksek oranda gorildiigi belirlenmistir (11). Izmir'deki bir
calisgmada ise parazitlerin en stk Mart ayinda, en az ise Haziran
ayinda saptandigy goérilmistur (22). Tuzemen ve ark’nmin (2)
aragtirmasinda ise tim mevsimlerde yaklagik olarak benzer
oranlarda intestinal parazitlere rastlanmigtir. Topraktaki parazit
kontaminasyonunun ve parazit tiirlerinin sayisinin mevsimin
yagislh olup olmamasmna gére o6nemli farkhiliklar gosterdigi
disiintulmektedir (23). Mevsimsel intestinal parazitlerin gériilme
sikligr ile iilke ve bolgelerin 6zellikle yagis miktarlar olmakla

birlikte iklim sartlarmin etkili oldugu kanaatindeyiz. Ulkemizde
yagislar genellikle ti¢ aylik sicak ve kurak yaz mevsiminden sonra
Ekim-Mart déneminde gériilmektedir (24). Dolayisiyla, yagislarin
baslamasiyla birlikte igme ve kullanma sularinin kontaminasyon
riskinin atmasiyla intestinal parazitlerin gérilme sikliginin da
buna paralel olarak artabilecegini disiinmekteyiz.

SONUC

Ulkemizdeki parazitik  enfeksiyonlarin  dugik
oranlarda gorildigi, bunun sebebinin ise sosyo-ekonomik
diizeyin ve hijyen kosullariyla ilgili bilincin yiiksek olmasindan
kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz. Ozellikle sonbahar aylarinda
artan enfeksiyonlarin 6nitine gecebilmek adina, gerekli altyap:
ve kanalizasyon diizenlemelerinin yapilmas: ve toplu yasam
alanlarinda hijyen bilincinin artirilmasina yénelik egitimlerin
verilmesi gerekli goriilmektedir.

inestinal
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Amag: Uyuz, bir ektoparazit olan Sarcoptes scabieinin (S. scabiei) viicudun kivriml yerlerinden epidermise girerek Stratum
corneum’da a¢tig1 tineller (sillion) i¢cinde parazitlenmesi sonucu klinik olarak keratoz, alerji ve geceleri artan giddetli kaginti ile
seyreden bir hastaliktir. Bu ¢alismada, Ocak 2012-Aralik 2019 tarihleri arasinda Firat Universitesi Hastanesi Parazitoloji-mikoloji
Laboratuvari'na uyuz én tanisi alarak bagvuran hastalarda S. scabiei yayginhginin saptanmasi amaglanmigtir.

Yontemler: Calismamiza 0-80 yag aras1 388'i (%52) kadin, 358'i (%48) erkek 746 hasta dahil edilmistir. Hastalarin el (bilek,
parmak arasi, parmak ucu, avug i¢i), karin, penis ve bacak (uyluk, ayak tabani) bélgelerindeki stipheli lezyonlardan alinan kazinti
6rneklerine %15 KOH (potasyum hidroksit) ¢ézeltisi damlatilarak 1s1k mikroskobunda incelenmistir.

Bulgular: Inceleme sonucunda, biri anne ile kiz1 ve biri kari-koca olmak tizere 68’1 (%9,11) kadin, 71’1 (%9,52) erkek toplam 139
hastada (%18,63) S. scabiei saptanmugtir.

Sonug: Bu calisma Elazig'da uyuz konusunda yapilan ilk kapsamh ¢calismadir. Ulkemizde son yillarda sosyo-ekonomik ve kiiltiirel
diizeydeki gelismelere ragmen uyuz dahil tim paraziter enfestasyonlar hala énemli bir sorun olmaya devam etmektedir. Bu
nedenle toplumun erken tani, hijyen, korunma ve kontrol konularinda daha ¢ok bilgilendirilmesinin yararh olacag: kanisindayiz.
Anahtar Kelimeler: Deri kazintisi, %15 KOH, Sarcoptes scabiei, uyuz

ABSTRACT

Objective: Scabies is caused by an ectoparasite called Sarcoptes scabiei (S. scabiei), which penetrates the epidermis through skin
folds and burrows in the stratum corneum, following the development of tunnels (sillion). The disease is specifically characterised
by keratosis, allergy and itching that increases at night-time. This study aimed to investigate the frequency of S. scabiei in patients
with a pro-diagnosis of scabies.

Methods: Between January 2012 and December 2019, a total of 746 [n=388 (52%), female; n=358 (48%) male] patients aged
0-80 years were admitted to Firat University Hospital Parasitology-mycology Laboratory. Skin scrapings were taken from suspected
lesions on anatomic regions such as the hands (wrist, interdigital skin, fingertip and palm), abdomen, penis and legs (thigh and
bottom foot). They were examined under a light microscope after adding 15% potassium hydroxide solution.

Results: S. scabiei was positive in 139 (18.63%) of 746 patients including a mother and her daughter and a married couple, where
68 (9.11%) were female and 71 (9.52%) were male.

Conclusion: To our best knowledge, this is the first comprehensive study of scabies in Elazi§. Despite the recent socio-economic
and cultural developments observed in our country, scabies and all other parasitic infestations still remain to be important
problems. We believe that improvement of the public vigilance together with early diagnosis will improve sanitation and provide
protection against scabies and parasitic infestations.

Keywords: Skin scraping, 15% KOH, Sarcoptes scabiei, scabies

GiRi§ vardir. Ondeki bacaklar kisa ve sonlar1 cekmenlerle
bitmekte iken arka bacak sonlarindaki ¢ekmenler ise
atrofiye ugrayarak bir killa sonlanmigtir. Dorsal yiiz
diken ve sivri pullarla kapldir. Insan S. scabieinin
yegane konagidir. Tim evrimini insan derisinde
epidermisin stratum corneum tabakasinda oydugu
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Uyuz, bir ektoparazit olan Sarcoptes scabiei'nin S.
scabiei neden oldugu irk, yas, cinsiyet ve sosyo-
ekonomik duzey farki gozetmeksizin diinyada ve
ilkemizde herkesi enfeste edebilecek bulagia bir

hastah.kFlr. . tuneller (sillion) icinde gecirir. Lenf ve dokularla
S. scabiei; viicutla'rl oval ve tek parcadan olugmus, kirli beslenir, kan emmezler. Evriminde; yumurta, larva,
beyaz renktedir. Ikisi 6n, ikisi arka dért ¢ift bacaklar nimf ve eriskin dénemleri vardir. Uyuzun en belirgin
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ozelligi geceleri ¢cok siddetli ve yaygin, giindiizleri hafif ve tolere
edilebilir kagintidir (1-3). Deride gériilen lezyonlar, deriden biraz
kabarik kahverengimsi, pembe-beyaz renkli sillion lezyon olup
ginde 0,5-2 mm uzamaktadir. Tanelin ucunda inci tanesine
benzeyen icinde disi Sarcoptes’lerin bulundugu toplu igne bagi
buyiikluginde vezikiller bulunur. Tinel ve vezikiller akarlarin
yogun oldugu yerler olup klinik ve tanida 6nemlidirler (2,4).

Eller enfestasyonun en sik olugtugu yerlerdir. Sillion en ¢ok el
bileklerinde (%85) ve parmak aralarinda, dirsek, aksilla, gluteal
bélge ve peniste, yenidogan ve ¢ocuklarda ise avug ici ve ayak
tabaninda goriilebilmektedir. Erigkin kigilerde sirtin iist bélimii,
boyun, yuz, sagh deri, avug ici, ayak tabani gibi bélgelerde lezyon
hemen hemen hi¢ gérilmemektedir (1,5,6).

Uyuz tanisy; “Sillion miurekkep testi” ve aym prensibi kullanan
diger bir alternatif test olan “Topikal tetrasiklin testi” ile tinellerin
tammlanmasi, “Epidermal trag biyopsisi” gibi biyopsi yontemleri
ve deri kazintis1 incelenmesi yéntemleriyle Sarcoptes erigkin larva,
nimf ve/veya yumurtalarin gériilmesiyle konulmaktadir. Bu
yontemler, icerisinde en ¢ok kullanilan ve en eski yéntem olan deri
kazintisi incelenmesidir (2,3,7). Son yillarda tanida dermoskop da
kullanilmaktadir (8).

Bu ¢aligmada Firat Universitesi Hastanesi Parazitoloji-mikoloji
Laboratuvarina uyuz 6n tanisi alarak bagvuran hastalarda S.
scabieinin yayginhginin aragtirilmas: amaclanmigtir.

YONTEMLER

Calisma Ocak 2012-Aralik 2019 tarihleri arasinda Firat
Universitesi Hastanesi Parazitoloji-mikoloji Laboratuvarina 735’
dermatoloji, 3t pediyatri, 7’si enfeksiyon hastaliklari, 1'i néroloji
klinik veya polikliniklerinden, uyuz 6n tamsi alarak bagvuran,
0-80 yaslar1 arasinda 388’i (%52) kadin, 3581 (%48) erkek toplam
746 hastanin el (bilek, parmak arasi, parmak ucu, avuc ici),
karin, penis ve bacak (uyluk, ayak tabani) bolgelerindeki siipheli
lezyonlardan alinan kazinti 6rneklerine (kazinti 6rnekleri yiizeysel
degil derin alinmalidir) %15 KOH (potasyum hidroksit) ¢ézeltisi
damlatilarak 151k mikroskobunda X10, X20, X40 objektiflerle S.
scabiei (erigkin larva, nimf ve/veya yumurtalar1) retrospektif
olarak incelenmistir. Bu nedenle etik kurul onay1 ve hasta onay1
alinmamugtir. Hasta bilgileri hastane otomasyonundan ve
laboratuvar kayit defterlerinden alinmgtr.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmede X testi kullanildi.

BULGULAR

Inceleme sonucunda; 137’si dermatoloji, biri pediyatri ve birisi
noéroloji kliniklerinden bagvuran ve biri anne ile kiz1 (ev hanimi,
orta 6gretim 6g.), biri kari-koca (ev hanimi, orman mithendisi)
olmak tzere 68’i (%9,11) kadin, 71’i (%9,52) erkek toplam 139
(%18,63) olgunun S. scabiei ile enfeste oldugu saptandi. Alt1 yiiz
yedi (%81,37) olguda ise S. scabiei gorillmedi. (Sekil 1-3) S. scabiei
erkeklerde kadinlardan daha yiitksek bulunmasina ragmen bu
farklhilik istatistiksel olarak anlaml degildi (X?=0,653, p>0,05).

Pozitif olgularin 15'i (7K, 8E) bebek (0-1 yasg), altis1 (K) ¢ocuk
(2-5 yas), dokuzu (4K, 5E) ilkokul 6grencisi (6-10 yas), 27’si (9K,
18E) orta ogretim/lise 6grencisiydi (11-20 yag). Yirmi bir-otuz
yas grubu 26 olgunun biri asker (E), 25'inin (11K, 14E) ise biri
Irak, biri Suriye uyruklu iiniversite 6grencisiydi. Otuz bir-elli yag

olgularin 15’1 memur (8K, 7E), 51 yas tizeri 41 olgunun ise 27’si
emekli, 14’4 ev hanmimiyd: (23K, 18E).

S. scabiei olgularimizin 74’tntin (%9,91) el (bilek, parmak arasi,
parmak ucu, avug i¢i), 45’inin (%6,03) karin, 19'unun (%2,54)
bacak (uyluk, ayak tabani) ve birinin (%0,13) penis bolgelerindeki
lezyonlardan saptanmugtur.

Yasa gore olgu sayillarimin dagihmina bakildiginda; en yiiksek
oranda 11-30 yas grubunda 53 (%7,1) ve 51 yas tuzeri (%5,49)
hastalarda gorilmustir. S. scabieinin yas, cinsiyet ve viicutta
saptandigi bolgelere gore dagilimi Tablo 1'de gorulmektedir.
Galismada; yilin biitiin aylarinda S. scabiei gorilmesine ragmen
Agustos (7/41) ve Eylul (8/60) aylarinda en diisiik, Kasim (18/75)
ve Nisan (18/56) aylarinda ise en yiiksek, aym gekilde 2017
(13/103) ve 2014 (11/76) yillarinda olgu sayisinin en digiik,
2018 (26/33) ile 2012 (10/49) yillarinda ise en yitksek oldugu
gorulmusgtir. S. scabiei olgularinin yillara ve aylara gére dagilimi
Tablo 2'de gorilmektedir.

TARTISMA

Tip tarihinde 6nemli bir yeri olan ve 1687'de nedeni bilinen ilk
insan hastalifi olarak tamimlanan uyuz (scabies), giiniimiizde

Sekil 1. S. scabiei disi, erkek, yumurta, larva, nimf X10 D (disi),
E (erkek), Y (yumurta), L (larva), n (nimf)

Sekil 2. S. scabiei yumurta, larva, nimf X40 Y (yumurta), L
(larva), n (nimf)
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dinyanin her yerinde yaklagik 300 milyon kisinin yakalandig:
bulasiar bir hastaliktir (5-7). Enfestasyonun kaynagi parazitli
insanlardir. Bulagsma bu insanlarla yakin temas, kiyafet ve
camagirlarin ortak kullanimi ve cinsel yolla olmakta, ev ve aile
hastalig: olarak bilinmektedir. Her evrim dénemi bulagtirici olup
olumsuz yasam kogullarinda (a¢lik, deprem, savas vb.) daha kolay
yayildigi, gecikmis taninin okul, hastane, kiglalar, huzur evleri gibi
toplu yasanan yerlerde salginlara neden olabilecegi, mevsimsel
olarak sonbahar ve kig aylarinda birlikte yasam olasilig arttig:
icin daha sik gorildugi bildirilmistir (2,3,8,9).

Konuyla ilgili tlkemizde az sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Yilmaz ve ark. (10) Elazig'da g ilkégretim okulu 6grencilerinde
ektoparazit ve bagirsak parazitlerinin sikligini aragtirmak amaci
ile yaptiklari caligmalarinda muayene ettikleri 6grencilerin hig
birinde scabies tespit etmemislerdir. Ozcan ve ark. (11) Malatya
merkez ilkégretim okullarinda pediculosis ve scabies yaygihgini
aragtirmak tUzere yaptiklari bir calismada 9,808 6grenciden
besi kiz, tgii erkek toplam sekizinde (%0,08), Ciftci ve ark. (12)

Afyon'da anaokulu 6grencilerinde yapmus olduklar1 ¢alismada $ekil 3. S. scabiei erigkin disi dorsal X10

1,134 ogrencinin beginde (%0,4) S. scabiei saptamiglardir.

Tablo 1. Sarcoptes scabiei’nin yas, cins, ve viicutta saptandigi bolgelere g

Yas 0-1 2-5 6-10 11-20 | 21-30 | 31-40 |41-50 isi:eri Toplam
Ornek/cinsiyet K E K E K |E K|E |K|E|K|E | K|E K| E |K(®%) E (%)
Bilek -l - - - s e 3 a4 |1 |- |- |- |1 |11a4n) | 12(@1,60)
Parmak arasi -1 |- 3 3|5 |7 |8 |9 |- |- |2 |3 |4 |4 |23(3,08 | 26(3,48)
Parmak ucu - - - - -1 |- - - - - - - - - - - 1(0,13)
El Avug ici T > 1(0,13)
S. scabiei gérilmeyen 1 6 10 | 8 9 10|28 |30 |38 |43 |30 |26 |19 |15 |14 |12 |149(19,97) | 150 (20,10)
S. scabiei pozitif 3 |4 |4 |- 1 111 |4 - 1 |1 1 |- 1 13 | 10 | 23(3,08) 22 (2,94)
Karm S. scabiei gérillmeyen 1 7 10 | 2 6 |3 |5 16 |7 |32 |8 |32 |21 |33 |33 |125(16,75) |97 (13,0
S. scabiei pozitif - - - - - - - - - 1 |- - - - - - - 1(0,13)
Penis S. scabiei gérilmeyen - - - - - - - 1 - 2 |- 2 |- - - - - 5(0,67)
Uyluk - - - - - - - 1 - - - - 1 1 6 3 7 (0,93) 5(0,67)
Bacak Ayak tabani 4 |3 |- - - - - - - - - - - - - - 4 (0,53) 3(0,40)
S. scabiei gérilmeyen 2 |7 |- 1 1 |- |3 |- 4 |5 |5 - 11219 19 | 14 | 46 (6,16) 35 (4,69)
Toplam 11 |28 |22 |19 |16 |21 (43|54 |69 | 72|72 | 38|66 |50 |89 |76 | 388(52,0) 358 (48)
Ay Ocak |Subat | Mart | Nisan | Mayis| Haziran | Temmuz | Agustos | Eylil |Ekim | Kasim | Aralik| Toplam
vl Cinsiyet K E K |E K E |K|E K |E K E K| E K [E [K|E K |[E |[K |[E K |E K |E
2012 S. scabiei pozitif |- |- |2 |- |- |1 |1 |1 |- |- |1 - - |1 - - - /1 - |- |1 |1 |- - |5 5
2013 | S.scabieipozitif |1 |- |- |- |- |- |- |- |- |- |1 |- - - 1 |- - - 11 1312 |- |- |- 1|6 |3
2014 S. scabiei pozitif |- |- |1 |- |- |- |- |[- |- |- |- 1 - |- 1 |- - /1 /- 12 |2 |1 |1 |1 |5 6
2015 S. scabiei pozitif |- |3 |- |1 |1 |- |2 [3 |- |- |- 1 1 12 - - I N . 1 /1 |- |5 11
2016 S. scabiei pozitif |1 |- |- |- |1 |- |- [1 |- |11 - 2 |- 2 1 2 (1|1 |2 |- 1 |3 |1 |13 |8
2017 S. scabiei pozitif |1 |- |2 |1 |2 |- |1 |2 |1 |3 |- - - |- - - - 121 - - 1 |- 1|8 10
2018 S. scabiei pozitif |- |- |- |1 |1 |1 |- |2 |2 |1 |1 3 2 |1 - 1 - - - 3 |2 |2 |3 |- |11 |15
2019 S. scabiei pozitif |2 |3 |- |1 |1 |1 |2 [3 |4 |- |- 1 - |1 1 - 1 (- |- 112 |2 |2 |- |15 |13
S. scabiei pozitif |5 |6 |5 |4 |6 |3 |6 [12|7 |5 |4 |6 5 |5 5 2 3 |5 |3 (119 |9 |10 |3 |68 |71
Toplam | 5 scapiei
gérilmeyen 28122121 |26|22(18(28|28 |20 (22|18 |20 |24 18 23 |18 [32|28|34 |26 |40 |35 |31 |26|320|287
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Karaman ve ark. (13) yaptiklar1 ¢alismalarinda Ordu il Saglhk
Mudurlugi verilerini retrospektif olarak degerlendirmisler,
buna gére 1,556’s1 kadin, 1,152’si erkek toplam 2,708 kiside
S. scabiei bildirmiglerdir. Cetinkaya ve ark. (14) Ocak 2006 ile
Nisan 2017 tarihleri arasinda Kayseri Halk Saghg Mudurliagi'ne
bildirilen scabies olgularini retrospektif olarak degerlendirdikleri
calisgmalarinda 3,908 scabies olgusu saptadiklarimi kadinlarda
olgu sayismin daha yitksek oldugunu bildirmislerdir. Yazar ve
ark. (8) Kayseri'de yaptiklar1 caligmada, tGniversite hastanesine
bagvuran uyuz 6n tanili hastalarin yedi yillik verilerini retrospektif
olarak degerlendirmis, uyuz 6n tanili 48 hastanin besi (%10,41)
erkek, g (%6,25) kadin toplam sekizinde (%16,7) S. scabiei
pozitif bulmuglardir. Onlen ve ark. (15) Hatay'da yaptiklari
caligmalarinda 7-15 yaslar1 arasinda toplam 3,935 6grenciden 11’
erkek sekizi kiz 19'unda scabies tespit ettiklerini bildirmiglerdir.
Metin ve ark. (16) Van'da yaptiklar:1 retrospektif ¢calismalarinda
dort yillik strede poliklinige bagvuran hastalardan %4,77’sinin S.
scabiei ile enfeste oldugunu saptamiglardir.

Bu caligmada, uyuz 6n tanis1 alarak laboratuvarimiza bagvuran
746 hastadan 681 (%9,11) kadin, 71'i (%9,52) erkek toplam
139 (%18,63) olguda S. scabiei saptanmustir. S. scabiei en
yiksek oranda 11-30 yas grubu (n=53) ve 51 yas tizeri (n=41)
hastalarda gérillmustir. Eller (n=74) ve karin (n=45) lezyonlarn
enfestasyonun en fazla saptandigi bolgeler olup erkeklerde
(n=71) kadinlardan (n=68) daha yiiksek bulunmustur. Genglerde
sosyal aktivite ve yakin iligkiler, erigkinlerde cinsel yol, yash ve
yalniz yagsayanlarda ise bakimsizlik ve kétii hijyen enfestasyon
yayginliginin nedeni olarak aciklanabilir. S. scabiei tanist icin eller
tutulumun en ¢ok oldugu bélgeler olup 6ncelikle incelenmelidir.
Ornek yiizeysel degil derin kazinmali ve deneyimli kisilerce
bakilmali, gérilmediginde 3-5 gun sonra tekrarlanmalidir.
Calismamizda yilin tim aylarinda S. scabiei saptanmigtir. Kasim
ve Nisan aylarinda en yiiksek oranda gérilmiigtiir (bu aylar aras:
ilimizde 1sitma sistemlerinin mevsimsel zorunluluk nedeniyle
en ¢ok kullanildig1 aylardir). Kasim-Nisan aylar1 arasindaki olgu
sayist Mayis-Ekim aylar1 arasindaki olgulardan daha yiiksek
bulunmustur. Calismamizda, S. scabiei benzer ¢aligmalar yapan
Yazar ve ark. (8), Onlen ve ark. (15) ile Metin ve ark.’ndan (16)
yitksek bulunmustur. Yazar ve ark. (8) ile Onlen ve ark.nin (15)
yaptiklar1 ¢alismalarda erkeklerde kadinlardan daha yiiksek
oranda S. scabiei saptamalari calismamiz ile uyum géstermektedir.

SONUC

Scabies diinyada ve ilkemizde o¢nemli bir saghk sorunu
olmaya devam etmektedir. Erken tani, hijyen, korunma ve
kontrol 6nlemlerinin erken alinmasinin etken ve salginlarin
6nlenmesindeki énemi biiyik olup, toplumun bu yénde daha ¢cok
bilgilendirilmesinin yararh olacag: kanisindayiz.

* Etik
Etik Kurul Onay1: Retrospektif calisma.

Hasta Onay1: Retrospektif calisma.

Hakem Degerlendirmesi: Editérler kurulu disinda olan
kisiler tarafindan degerlendirilmistir.
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Amag: Bu caligmada, Marmara Bolgesinin kiy1 kesiminde ve birbirine yakin konumda yer alan Istanbul ve Tekirdag illeri ile
bu illerden farkh iklim ve cografik 6zellikleri bulunan Sivas ilinden ayni dénemde toplanan ev tozu 6rneklerinde, ev tozu akar
sikhiginin cesitli degiskenlere gére incelenmesi, bu illerdeki ev tozu akar popiilasyonunun belirlenmesi, birbiri ile kiyaslanmasi
amaclanmigtir.

Yontemler: Mayis-Agustos 2018 tarihleri arasinda, istanbul ve Tekirdag illerinden 50 adet, Sivas ilinden de 50 adet olmak tizere
toplam 100 adet toz érnegi laktik asitte ¢oktiirme yéntemiyle hazirlanarak mikroskobik olarak incelenmistir. Bunun yam sira,
Tekirdag ve Istanbul illerinde bazi degiskenler katilimcilara anket sorulari seklinde yiiz yiize goriisme yontemiyle uygulanmistir.
Bulgular: istanbul'da %66,7; Tekirdag'da %61,5 oraninda ev tozu akarina rastlanmirken, Sivas ili ev tozlarinda ise hicbir ev tozu
akarina rastlanmamugtir. Yapilan anket sonuglarina gére, ev tozu akari bulunma sikliginin evin 1-4. kat arasinda olmasina, 15
giinde bir temizlik yapilmasina, evde sigara icilmemesine, giines alma durumunun yetersizligine gére arttigy; evde bitki ve/veya
hayvan bulunmasina, 1sinma sekline gore ise istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig: belirlenmistir.

Sonug: Ev tozunun alerjik icerikli en énemli komponenti olan ev tozu akarlarina kars1 alinacak énlemlerin 6zellikle iklim,
cografik oézellikler ve genel hijyen kosullar1 géz 6niinde bulundurularak duyarh kisilerin yakinmalarinin azaltilmasinda énemli
oldugu gérillmiistiir. istanbul'dan alinan toz érneklerinde tespit edilen akarlardan Baloghella melis'in Tiirkiye i¢in yeni kayit oldugu
belirlenmistir. Calismanin bu yéniiyle de Turkiye ev tozu akar faunasina katki saglayacag diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ev tozu akari, Baloghella melis, istanbul, Tekirdag, Sivas

ABSTRACT

Objective: This study aimed to examine the frequency of house dust mite according to various variables and determine the house
dust mite population in these provinces in house dust samples collected in the same period from Istanbul and Tekirdag provinces,
which is located on the coastal part of the Marmara Region, and Sivas province, which has different climatic and geographic
characteristics from these provinces. A comparison was done from each province.

Methods: Between May and August 2018, a total of 100 powder samples were prepared by a lactic acid precipitation method that
was examined microscopically. Besides, some variables in Tekirdag and Istanbul provinces were applied to participants by face-to-
face interview method from a questionnaire.

Results: House dust mite was found with a rate of 66.7% in Istanbul and 61.5% in Tekirdag; however, house dust mite was not
found in Sivas province. According to survey results, the frequency of house dust mite detection is 1-4. It increased according
to the fact that it is located between floors, cleaning was every 15 days, no smoking at home and insufficient sun exposure. No
statistically significant difference was found according to the presence of plants and/or animals in the house and way of heating.
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Conclusion: Measures to be taken against house a dust mite, which is the most essential component of house dust with allergic content, are observed to
be important in reducing complaints of sensitive people by especially considering the climate, geographic characteristics and general hygienic conditions.
According to investigations, Baloghella melis, one of the mites detected in dust samples taken from Istanbul, has been determined to be a new record in
Turkey. This study will contribute to Turkey with this aspect fauna of house dust mites.

Keywords: House dust mite, Baloghella melis, Istanbul, Tekirdag, Sivas

GiRig

Akarlar, Arthropoda subesi Arachnida smifi Acari takiminda
bulunmaktadir (1). Bu canlilar karada, tath ve tuzlu sularda, depo
irtnlerinde, bitkiler iizerinde, magaralarda, karinca yuvalarinda
ve ev tozlarinda olmak tizere ¢ok genis yasam alanina sahiptirler
(2,3).

Ev tozlary;, akarlar, polenler, bocekler, hayvansal urtnler,
mantarlar gibi canli ve cansiz pek ¢ok maddenin bulundugu 6zel
bir karigimdir ve alerjik hastaliklarin altinda yatan énemli bir
faktordir (4,5). Insanlarn pek cogunda alerjik reaksiyonlara
neden olan bu maddeler icerisinde, en énemli komponent olan
akarlarin 6zellikle digk: ve élmiig akar viicut par¢alarinmin yiiksek
alerjen 6zelligi oldugu bildirilmistir (6,7).

Ev tozu akarlari, insan ve evcil hayvanlarin kil, tiy ve deri
dokuntiileri ile beslenen, viicutlar: tek parcadan olusan, disileri
yaklagtk 320-420 pm, erkekleri 245-420 pm biyuklikte ve
genellikle oval yapida canlilardir (8,9). %60-80 nispi nem ve 20-
30 °C sicaklikta optimal geligme gésteren akarlar, evlerde 6zellikle
yatak, battaniye, yastik, yorgan, hali, kumas icerikli her turla esya
ve tiylit oyuncaklarda bulunur (10). Akarlarin viicudunun %80’i
su oldugundan nem oraninin %50’nin altina digmesiyle 6-11
giinden fazla yasayamadiklari, buna ragmen protonimf safhasinda
bulunan akarlarin aylarca canh kalabildikleri belirtilmistir (2-
4). Aynica kiltir ortamlarinda sicakligin 21-22 °C’nin altina
diigmesiyle yasam stirelerinin kisaldig: bildirilmistir (8).

Ev tozu akarlarinin alerjik reaksiyonlar tizerindeki etkisi, besin
kaynakli alerjenlere kiyasla daha yiiksek diizeydedir (10). Gozle
goérillemeyen bu akar komponentlerinin solunmas: ya da viicuda
temasiyla alerjik rinit, astim, konjonktivit, egzama gibi alerjik
reaksiyonlarin olustugu bildirilmektedir. Bu reaksiyonlarin
tedavisinde temel nokta ise, ev tozu akarlarinin azaltilmasina
yonelik énlemler almak, ek olarak semptomatik yaklagimlar ve
agilamadir (3,6,11).

Akar alerjenlerinden korunmak amaayla, fiziksel-kimyasal
miidahale olarak i¢ ortam nemini azaltmak i¢in havalandirma,
kumasg kapl mobilya ve perdeleri degistirmek, hali kullanimim
siirlandirmak, hava filtreleri ve iyonizer kullanmak, nevresim vb.
esyalar1 55 °C ve st sicakliklarda yikamak, akarisit ve akarlarla
simbiyotik iligkileri oldugundan antifungal ajanlar kullanmak
gerekmektedir (6).

Karasal iklimin hiikiim siirdugi ve yitksek rakiml yerlerde ev tozu
akar sayis1 daha digiik iken, deniz kiyisi olan nemli iklimlerde
ev tozu akar sayis: artmaktadir (12). Ev tozu akar alerjenlerinin
dagilimi ise iklim, cografik bolge, rakim, nem orani ve yerlesim
ozellikleri gibi degiskenlerden etkilenmektedir. Her yag grubuna
goriilebilen ve insan sagligini olumsuz yénde etkileyebilen énemli
bir halk sagligi sorunu olmas: sebebiyle, ev tozu akar gériilme
sikligy, etkileyen degiskenler ve popiilasyon ¢aligmalar: oldukca
o6nem kazanmaktadir. Buradan yola ¢karak calismamizdaki
amacimiz Marmara Boélgesinin kiy1 kesiminde ve birbirine yakin
konumda yer alan Istanbul ve Tekirdag illerinde ev tozu akar
sikhiginin cesitli degiskenlere gore incelenerek bu boélgedeki ev

tozu akar populasyonunun belirlenmesidir. Ayrica ikincil amag
olarak ise bu illerden farkh iklim ve cografik ézellikleri bulunan
Sivas ilinden, Tekirdag ve Istanbul illeriyle aynm1 doénemde
toplanmis ev tozu érneklerini akar gorilme sikligi ve popiilasyon
yoniinden kargilagtirmaktir.

YONTEMLER

Ev tozu ornekleri, Mayis 2018-Agustos 2018 tarihleri arasinda
Istanbul, Tekirdag ve Sivas il merkezlerinde bulunan farkh
evlerdeki biitin odalardan, 6zellikle de yatak odalarindaki yatak,
hal1 ve mobilyalardan vakumlama yapilarak toplanmistir. {stanbul
ve Tekirdag illerinde, birbirine yakin konumlarda bulunan farklh
apartman daireleri ve mistakil konutlardan 50 adet, Sivas
ilinde farkli konumlarda yer alan apartman daireleri ve mistakil
konutlardan 50 adet olmak tizere toplamda 100 adet ev tozu
ornegi toplanmigtir. Bu érnekler, vakumlama giicii 1,200-2,200
W arasinda degisen, toz torbasi her kullamimda degistirilen,
elektrikli stptrgeler kullamlarak elde edilmistir. Ozellikle nem,
iklim, cografya, niifus dagilimi vb. 6zellikler agisindan farkl iller
secilmis ve karsilastirlmigtir. Ornekler es zamanh olarak bizzat
toplanmis olup, Tekirdag ve Istanbul ilinde 7 adet anket sorusu
(evin bulundugu kat, evde bitki ve hayvan olma durumu, temizlik
yapilma sikligi, evde sigara icilme durumu, evin giines alma
durumu, evinisinma sekli gibi bilgiler) hane halkina yéneltilmis ve
busorulara géreistatistiksel calisma yapilmistir. Sivas’tabusorular
cesitli nedenlerle (ev tozu toplanilan yerlerdeki kisilerin cogunun
cevap vermekten kaginmasindan dolay1l) sorulamamigtir. Toz
ornekleri caplar: 2, 1,5 ve 1 cm olan, aralarinda beger cm bulunan
ti¢ ayr1 elek yardimiyla kaba partikiillerden arindirildiktan sonra
falkon tiiplerine aktarilmig ve inceleme zamanina kadar %70’lik
alkol icerisinde 2 °C’de buzdolabinda saklanmistir. %70’lik alkol
icerisindeki 6rnekler 1,000 rpm’'de 5 dk santrifiij edildikten sonra
supernatant siwvilar1 bog petri kaplarina aktarilmig ve bu sivida
akar bulunup bulunmadigina dair kontrolleri yapilmistir. Falkon
tiiplerinde kalan ¢okelti tizerine 5 mL %90’lik laktik asit eklenerek
15 dk., 30 dk. ve 45 dk’lik siirelerde ayr1 ayr1 hem yiizey hem
de dip ¢okeltiden birer damla alinip, birka¢ kez, lam-lamel aras1
direkt mikroskobik inceleme yapilmis; incelemelerde yiizeyden
alinan oOrneklerin akar gorilmesi agisindan daha anlamh
oldugu gorulmistur. Kahe preparatlar hazirlanarak incelenip,
fotograflar: cekilmistir.

Tirtayinleri, ilgililiteratiirler (13-15) 1s181nda yapilmas, ayrica {srail
Hebrew Universitesinden Prof. Dr. Kosta Y. Mumcuoglu'ndan
yardim alinmigtir. Buna ragmen teghis edilemeyen 2 farklh akarin
(Sekil 1, 2) teghis edilememe sebebinin, preparat kalitesi sorunlar1
ya da yeni tirler olabilecegi seklinde degerlendirilmektedir.
Galisma ev tozu akarlar1 tzerinde yapildigindan hasta ve
hasta materyali kullanilmadigindan dolay: etik kurul onay:
gerektirmemektedir. Hasta ve hasta materyali kullanilmadigindan
hasta onay1 gerektirmemektedir.
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istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler nominal (simiflama) oélgekli ve gorusmeyi
kabul eden hane sayis1 50 oldugundan, parametrik olmayan
yontemlerden ki-kare analizi ile degerlendirilmistir. P<0,05 degeri
istatistiksel olarak anlaml kabul edilmistir.

BULGULAR

Istanbul’da %66,7 oraninda, Tekirdag’ da %38,5 oraninda ev tozu
akarina rastlanirken, Sivas'ta ev tozu akarina rastlanmamigtir
(p<0,05) (Tablo 1). Saptanan akar turleri yogunluk sirasina gore;
Dermatophagoides pteronyssinus ($ekil 3), Euroglyphus maynei
(Sekil 4), Tyrophagus putrescentiae ($ekil 5), D. farinae, (Sekil 6),
Baloghella melis (Sekil 7), Paracheyletiella volgini (Sekil 8), Cheyletus
sp. (Sekil 9), Histiosoma sp. ($ekil 10), Glycyphagus sp. (Sekil 11),
Lepidoglyphus sp. (Sekil 11) seklindedir. Ayrica akar yumurtalarina
da rastlanmigtir (Sekil 12).

Bir ile dérdiincii kat arasinda %85,2 oraninda ev tozu akarina
rastlanmigken, 5-8. kat arasinda %13,0 oraninda rastlanmigtir
(p<0,05) (Tablo 2).

Evde bitki bulunmasinin ev tozu akar1 bulunma durumuna etkisi
istatistiksel olarak anlamli cckmamugtir (p>0,05) (Tablo 3a).

Evde hayvan bulunmasi, ev tozu akarina rastlanmasini
etkilememigtir (p>0,05) (Tablo 3b). Ancak papagan beslenen
bir evden Amblycera takimina ait nimf ve erigkin evrede bitlere;
bagka bir evde ise Demodex cinsine ait akara rastlanmigtir (Sekil
13-15).

Haftadabirtemizlikyapilan evlerde, evtozu akar gérilme sikliginin
daha disik oldugu saptanmigtir (p<0,05) (Tablo 4). Evde sigara
icilmesi durumunda, ev tozu akarina daha az oranda (%15,0)
rastlanmigtir (p<0,05) (Tablo 5a). Evin giines almasi durumunda,
ev tozu akari oraninda dusiis gozlemlenmistir (p<0,05) (Tablo
5b). Evin 1sitilma seklinin, ev tozu akari bulunmasina etkisinin
olmadig1 gorilmistiir (p>0,05) (Tablo 5¢).

TARTISMA

Alerjik rahatsizliklarin éneminin saptanmasiyla, ev tozu akarlar
tizerine dinyanin pek ¢ok yerinde prevalans, tiplendirme, etkili
faktorler gibi konularda calismalar yapilmigtir. Hem tlkemiz hem
de dinyanin farkli yerlerinde yaygin bir sekilde saptanan ev tozu
akarlari ile ilgili yapilmis olan aragtirmalarda, 6zellikle sicaklik ve
nemin tiirlerin yayiligim etkiledigi belirlenmistir (1,16).

Marmara Bélgesi'nde yer alan Istanbul ve Tekirdag illeri, liman
iklimin goruldugi illerdir. Toz orneklerinin alindign Mayis
2018-Agustos 2018 tarihleri arasinda ortalama 22,5 °C sicaklik

Tablo 1. Ev tozu akar: gorillme durumu ile sehir arasindaki iligki
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Sekil 2. Tanumlanamayan tiir (40X)

ve %73,2 nispi nem oranina sahiptir. i¢ Anadolu Bélgesi'nde yer
alan Sivas ili ise karasal iklim 6zelliklerinin hiitkiim siirdiigi ve toz
6rneklerinin alindig: aylar arasinda 17,5 °C ortalama sicakliga ve
%58 nispi nem oranina sahiptir (16). %60-80 nispi nem ve 20-
30 °C sicaklikta optimal gelisme gosteren ev tozu akarlarinin
yasamasi ve ¢ogalmasi acisindan Istanbul ve Tekirdag illerinin
Sivas’a kiyasla daha elverigli bir iklime sahip oldugu séylenebilir.

Aragtirmada kargsillagtirma yapmak amaciyla ayni doénemde
toplanan toz 6rneklerinde Istanbul'da %66,7 oraninda, Tekirdag'da

. Ev tozu akar1
Negatif . X2 SS P
Pozitif
. n 8 16
Istanbul
% 33,3 66,7
n 16 10
Sehir Tekirdag
% 61,5 38,5
40,295 2 0,000*
n 50 0
Sivas
% 100,0 0
*p<0,05, SS: Standart sapma
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Sekil 3. Dermatophagoides pteronyssinus (disi) (40X)

Sekil 4. Euroglyphus maynei (40X)

ise %38,5 oraminda akar saptanmig, Sivas ilinden alinan
orneklerde ev tozu akarina rastlanmamigtir. Aygan ve Ozcelik (17),
Sivas’ta yaptiklarn calismada, evlerden, hali-kilim atélyelerinden
Mayis-Haziran aylarinda aldiklari toz 6rneklerinde akara
rastlayamamuglar, Ekim-Kasim aylarinda topladiklar1 érneklerde
ise %18 oraninda ev tozu akar1 saptamiglardir. Calismamizda
Sivas’ta ev tozu akarina rastlanmamasi bélgenin yaz mevsiminde
nem oraninin %50'nin altinda seyretmesinden dolay: oldugu
diigtintlmektedir. Istanbul ve Tekirdag illeri arasindaki oransal
farkin ise Istanbul’daki niifus yogunlugu ve insan hareketliliginin
fazla olmasiyla iligkili oldugu dustniilmektedir. Eskisehir'de

Sekil 6. Dermatophagoides farinae (disi) (40X)

Subat ayinda yapilan aragtirmada ev tozu akar pozitiflik oranini
%16,67 olarak (11); Bursa'da yapilan ¢alisgmada ise ev tozu akar
pozitiflik oram1 %34,38 olarak saptanmugtir (18). Ulkemizde
yapilan diger calismalarda evlerin akar bakimindan pozitiflik
oranlarina bakildiginda; Anadolu'nun 5 farkli bélgesinden alinan
toz 6rneklerinde %24 oraninda, Malatya'da %23,1, Kayseri'de
%39,47 pozitiflik saptanmigtir (2).

Ev tozu akar duyarhligi boélgenin cografik o6zelliklerinden
etkilenmektedir. Ulkemizin 7 farkl cografik bolgesini iceren 45
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Sekil 8. Paracheyletiella volgini (parcalanmisg) (40X)

sehirden toplanan ev tozlarinda Guineydogu Anadolu Bélgesinde
akara rastlanmazken; Karadeniz Bolgesinde %46, Akdeniz
Bolgesi'nde %48 akar varhigi belirlenmisgtir (12).

Konuyla ilgili yurt disinda yapilan caligmalar incelendiginde;
Polonya’da ev tozu 6rneklerinin %56’s1; Ispanya'da ise %99,4a
akarla enfeste olarak saptanmigtir. Tropikal iklime sahip
Singapur’da ise pozitiflik oran1 %97 olarak bildirilmektedir. Ev
tozu akarlarinin, Avrupa, Amerika, Asya, Giney Amerika, Yeni
Zelanda ve Avustralya’da yaygin olarak bulundugu bildirilmektedir
(19-21). Israil'de tilkenin kirsal kesiminde %97 oraninda ev tozu

: :f~ S NRE
- f“- e L
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Sekil 10. Histiosoma sp. (40X)

akar pozitifligi belirlenirken; Iran'n Bandar Abbas sehrinde %88
oraninda ev tozu akar pozitifligi gérilmektedir (2).

Marmara Boélgesi'ndeki pozitif 6rneklerde baskin taran D.
pteronyssinus oldugu belirlenmigtir. Benzer sekilde Aykut
ve Yilmaz (1), Mus’'un Haskéy ilcesinde ev tozu 6rnekleriyle
yaptiklar1 ¢alismada, Mayis ve Haziran aylarinda diger akar
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Sekil 11. Glycyphagus sp. (solda) Lepidoglyphus sp. (ortada)
Dermatophagoides sp. (sagda) (10X)

Sekil 13. Amblycera nimf (40X)

tirlerine gore daha yiksek oranda D. pteronyssinus tiirini;
Mutlu ve ark. (22) ise Giresun'da Kasim 2016 ve Ekim 2017
tarihleri arasinda yaptiklari ¢alismada baskin tur olarak D.

pteronyssinus tirtini saptamustir. Ulkemiz genelinde baskin
olarak D. pteronyssinus gériliirken; arastirmalarin bir kisminda
D. farinae varhigindan bahsedilmektedir (4). Bu turlerden D.
farinae Amerikan ev tozu akari, D. pteronyssinus Avrupa ev tozu

Sekil 14. Amblycera erigkin (parcalanmig) (10X)

Sekil 15. Demodex sp. (parcalanmis) (40X)

akari olarak da bilinmektedir. Ancak her iki tiir de diinya geneline
yayilmigtir (23). Bu aragtirmada sadece bir evde D. farinae varlig
saptanmigtir. Bununla beraber calismada D. pteronyssinusun
baskin tiir olarak belirlenmesi gerek yurt ici gerekse yurt dist
arastirma sonuglariyla paralellik arz etmektedir. Ayrica Isvec’in
Gotland kentinde depo akarlarindan Lepidoglyphus cinsinin
saptandifi ve ozellikle nemli yerlerde ev tozu akari olarak
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Tablo 2. Ev tozu akar: gérilme durumu ile kat ytksekligi arasindaki iligki

Ev tozu akar1
x? ss p
Negatif Pozitif
n 4 23
14
% 14,8 85,2
Kat n 20 3 25,897 1 0,000*
5-8
% 87,0 13,0

*p<0,05, SS: Standart sapma

Tablo 3a. Ev tozu akari goriilme durumu ile evde bitki olmasi arasindaki iligki

Ev tozu akar1
X2 SS P
Negatif Pozitif
n 14 14
Bitki yok
— ) % 50,0 50,0
vde bitki var m1? n 10 1 0,102 1 0,749
Bitki var
% 45,5 54,5
Tablo 3b. Ev tozu akar gériilme durumu ile evde hayvan olmas: arasindaki iligki
Ev tozu akar1
X2 SS P
Negatif Pozitif
Hayvan | M 20 22
Evde b ) yok % 47,6 52,4
vde hayvan var m1?
Hagvan | D 4 4 0,015 1 0,902
var % 50,0 50,0

SS: Standart sapma

Tablo 4. Ev tozu akar: gérilme durumu ile evde temizlik yapma siklig1 arasindaki iligki

Ev tozu akar:
X2 SSs P
Negatif Pozitif
n 23 5
Haftada bir
Temizlik s % 82,1 17,9
emizlik yapma siklig1 . n 1 29.721 1 0,000*
15 giinde bir
% 4,5 95,5
*p<0,05, SS: Standart sapma

Tablo 5a. Ev tozu akar: gérillme durumu ile evde sigara i¢me arasindaki iligki

Ev tozu akar1
X2 SS | p
Negatif Pozitif
n 7 23
Yok
desi . % 23,3 76,7
Evde sigara icme n 17 3 18,283 1 0,000*
Var
% 85,0 15,0

*p<0,05, SS: Standart sapma

bulundugunu, alerjik duyarlilifa neden oldugu belirtilmektedir. Evin bulundugu kat ile akar varhig arasindaki iligki anlamh

Ispanya'da alerjik hastalarin %50’sinin G. domesticus tirlerine bulunmustur. Biitin katlarin degerlendirildigi calismamizda;
karsi deri reaksiyonuna gosterdikleri belirlenmistir. Guney bir ila dordiincu kat arasindaki evlerde %85,2 oraninda akar
Kore'de T. putrescentiae’nin ev tozlarinda diisiik oranda bulundugu
bildirilmektedir (21). Calismamizda da bu tur akarlara dugsik

yogunlukta rastlanmigtir.

varligina rastlanirken, 5-8. kat arasinda bu oranin hayli diustugu
gorulmistir. Mutlu ve ark. (22) ise Giresun'da yaptiklan

calismada, evin konumuna goére ara katlarda Mayis ve Haziran
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Tablo 5b. Ev Tozu Akar1 Gériilme Durumu ile Evin Giines Alma Durumu Arasindaki Tligki

Tablo 5c. Ev Tozu Akar1 Gériilme Durumu ile Evin Isitilmasi Arasindaki ligki

Ev tozu akar1
. - S s8 P
Negatif Pozitif
n 3 20
Gtlines yetersiz
Evin giines alma % 13,0 87,0
durumu n 21 6 20,852 1 0,000*
Giines yeterli
% 77,8 22,2

Ev tozu akar:
3 g x Ss p
Negatif Pozitif
n 19 24
Dogalgaz/kalorifer
% 44,2 55,8
n 0 2
Isitic1 tek oda
% 0,0 100,0
Isitnma
n 2 0
Alttan 1s1tma 7,513 3 0,057
% 100,0 0,0
n 3 0
Klima
% 100,0 0,0

*p<0,05, SS: Standart sapma

aylarinda, istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oranda
akar varligim bildirmislerdir.

Ev tozu akar gériilme durumu ile evde bitki ve/veya hayvan
olmasi arasindaki iligki incelendiginde, istatistiksel olarak anlamh
bir iliskinin olmadig: belirlenmistir. Bizim calismamiza benzer
bir sekilde Aycan ve ark. (24), Malatya ilinde yaptiklar1 calismada
evde bitki ve/veya hayvan bulunmasmin akar mevcudiyetine
etkisi olmadigi sonucunu iletmiglerdir. Bu durum 6zellikle
hayvan beslenen evlerin tily, koku vb. durumlardan éturi sik
temizlenmesi ile iligkilendirilebilir.

Literatiirden ayricalikli olarak temizlik yapilma sikhigimin evde
akar bulunmasiyla iligkisinin arastirildigi calismada; haftada
bir temizlik yapilan evlerde daha diisitk oranda ev tozu akarina
rastlanirken, 15 ginde bir temizlik yapilan evlerde bu oran
artmaktadir. Erzincan, Malatya ve Mug’ta yapilan caligmalarda ise
siipiirme sayist ile akar mevcudiyeti iligkisi aragtirilmig ve stiiptirme
sayis1 arttikca akar sayisinin azaldig bildirilmigtir (1,2,4).

Evin havalandirilmasi ile iligkili oldugu dustntlen evde sigara
icilmesiyle, ev tozu akari gorilme durumu arasindaki iliskide
sigara icilen evlerde daha az oranda (%15), sigara icilmeyen
evlerde daha yiiksek oranda (%85) ev tozu akarina rastlanmigtr.
Malatya'da yapilan bir caligmada; evlerin havalandirilmasi,
tozlarmmin alinmasi, zeminin silinmesi gibi durumlar ayri ayr
incelenmis ve hi¢ havalandirilmayan evlerde %85,7 oraninda akar
pozitifligi saptamiglardir. Ayrica iklim sartlari uygun olmayan
bolgelerde sik olmayan sekilde yapilan havalandirmanin dahi
etkili olabilecegini gstermislerdir (23).

Evin gines alma durumu ile ev tozu akar gériilmesi arasindaki
iligkide, yetersiz giines 1511 alanlarda %87 oraninda akar varhigina
rastlanirken, evin giines alma durumu yeterli olanlarda ev tozu
akar oranmimin dustugii (%22) gorulmusgtiir. Yapilan caligmalarda
ortam sicakliginin ve ultraviyole 1sinlara maruziyetin ev tozu
akarlarimin tiim yagam dénemleri tizerine 6ldiirtcii etkisi oldugu
gosterilmigtir (24,25).

Evin 1sitilma sekli ile akar varlig arasindaki iligkinin istatistiksel
olarak anlaml olmadig saptanan ¢alisgmamiz Aycan ve ark.nin
(24) Malatya'da yaptig1 calisma ile benzerlik gosterirken; budak
sobali evlerde, kaloriferli evlere gore daha yiiksek oranda akar
mevcudiyeti oldugunu bildirmistir.

SONUC

Evlerdeki tozlarda akar gorilme sikliging;

+ Tklim ve cografya,

* Evin bulundugu kat,

* Evin temizlenme sikligs,

* Evde sigara icilme durumu (havalandirma),

* Evin gines alma durumu gibi faktorlerin etkiledigi
belirlenmistir.

Caligmamizda, Mayis 2018-Agustos 2018 arasi donemde,
himan iklim 6zelligi gosteren Tekirdag ve Istanbul illerinde ev
tozu akarina yiiksek oranda rastlanirken ayni dénemde, karasal
iklim 6zelligine sahip Sivas ilinden toplanan 6érneklerde ev tozu
akarina rastlanmamugtir. Alerjik hastahigi olan kigilerin, kaha
ikamet i¢in cografi konum, rakim, nispi nem oran1 ve sicaklik gibi
degerlerin yam sira, evin giines alma acisindan cephe 6zelligini
ve kat yiiksekligini dikkate almalar1 énerilebilir. Ayrica duyarh
kisilere, evlerinde akar kontrolii i¢in ézellikle yatak, yastik ve hal
temizligini sik yapmalari, genel ev temizligini haftada bir olarak
yapmalari/yaptirmalar1 ve miimkiinse temizlik esnasinda maske
takmalar, evi sik sik havalandirmalar: gibi hususlara dikkat
etmeleri énerilmektedir. Evde hayvan ya da bitki bulunmasinin
ev tozu akar goérilme sikhg1 agisindan bir etkisinin olmadig:
gorilmustir. Alinan énlemlere ragmen asir1 duyarlilik belirtileri
gosteren bireylerin, evlerinde alerjen kaynagimin belirlenmesi
hususunda hekimleri ile temasa gegmeleri 6nerilir. Tim bu
sonuclara ek olarak calismamizda Istanbul ilinde deniz kiyisndaki
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miustakil bir evde tespit edilen Baloghella melis’in Tiirkiye i¢in yeni
kayit oldugu saptanmigtir. Calismamiz bu yéniiyle de Tirkiye ev
tozu akar faunasina katki saglamaktadir.

* Etik

Etik Kurul Omnayr: Calisma ev tozu akarlar1 tzerinde
yapildigindan hasta ve hasta materyali kullanilmadigindan dolay:
etik kurul onay1 gerektirmemektedir.

Hasta Onay1: Hasta ve hasta materyali kullanilmadigindan hasta
onay gerektirmemektedir.

Hakem Degerlendirmesi: Editérler kurulu ve editérler kurulu
disinda olan kisiler tarafindan degerlendirilmigtir.
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Olgu Sunumu

Concomitant Presence of Hydatid Cyst and
Colorectal Liver Metastasis

Kist Hidatik ve Kolorektal Karaciger Metastazimn Eszamanl Varlig:
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ABSTRACT

A 65-year-old man, with signs of acute colon obstruction, was diagnosed with rectal tumour and liver hydatid cyst. Additionally,
a focal liver lesion in segment 1 was detected. Moreover, physical examination revealed hepatomegaly and abdominal distension.
Thus, rectal resection and small liver lesion biopsy was performed. Serological and pathohistological analyses showed concomitant
presence of hydatid cyst and colorectal metastasis in the liver. Hence, the cyst was treated with anthelmintic therapy, and patient
lived another year after the diagnosis. To the best of our knowledge, cases of concomitant hydatid cyst and colorectal liver
metastasis has never been reported; thus, this article addresses a unique case of coexistence between these two serious liver
diseases.

Keywords: Hydatid cyst, metastasis, liver

0z

Akut kolon tikanikligi bulgular1 olan 65 yasinda erkek hastada rektal tiimér ve karaciger kist hidatigi ve segment 1'de fokal
karaciger lezyonu saptandi. Hastanin fizik muayenesinde hepatomegali ve abdominal distansiyon mevcuttu. Rektal rezeksiyonu
ve daha kiigiik olan lezyonun karaciger biyopsisi yapildi. Serolojik ve histopatolojik analizde karacigerde kist hidatik ve kolorektal
metastaz varlig: eslik etti. Kist antemintik tedavi ile tedavi edildi ve hasta tanidan 1 yil sonra halen yasamaktaydi. Bildigimiz
kadariyla bugiine kadar eszamanl kist hidatik ve kolorektal karaciger metastazi olgusu bildirilmemistir. Bu nedenle mevcut makale
bu iki ciddi karaciger hastaliginin bir arada var oldugu benzersiz bir olguyu ele almaktadur.

Anahtar Kelimeler: Kist hidatik, metastaz, karaciger

INTRODUCTION

the cyst. Surgical removal of cyst is the mainstay of

. . . . . treatment, but percutaneous treatment or medical
Hydatid cyst is a parasitic endemic zoonosis caused by . . .

. . therapy with albendazole are alternative method in
the tapeworm E. granulosus that is mostly found in the ] .
. . . . . selected patients (2). There are sporadic reports on
small intestine of dogs while sheep are intermediate b Il duith "
hosts. After ingestion, usually through contaminated epatocellular carcinoma associated with synchronous

hydatic cyst, but to the best of our knowledge, no case

2
=
O
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I

water or food, the eggs hatch in the intestine, penetrate
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the intestinal wall, and reach the liver via portal
vein. Other target organs are most commonly lung,
brain and heart. Serologic tests and computerized
tomography (CT) are required to confirm the diagnosis
(1). CT scan is highly specific and it can provide
information on the location, size and structure of
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of concomitant colorectal liver metastasis and hydatid
cyst has been reported thus far in the literature (3,4).
The present case suggests that multiple cystic liver
lesions should be evaluated meticulously in order to
prevent misdiagnosis. Written informed consent was

obtained from the patient.
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CASE REPORT

A 65-year-old male patient was admitted to our hospital
complaining of obstipation, nausea, abdominal pain and
distension. He reported weight loss (15 kg), blood in stool
and intermittent fevers over a period of 3 months. Prior
diseases included arterial hypertension and chronic obstructive
pulmonary disease. He lived in a rural area, 20 kilometers far from
the Adriatic coast (northernmost arm of the Mediterranean). He
and worked on a sheep farm for the last 5 years and was in daily
contact with domestic cats and dogs. The patient denied recent
travel or known infectious diseases. Clinical examination revealed
hepatomegaly and abdominal distension and laboratory findings
were as follows: hemoglobin 76 g/dL, white blood count 16.7/
mm?® with 82% of neutrophils, C-reactive protein 90.2 mg/L,
total bilirubin 3.57 mg/dL, aspartate aminotransferase 122 U/I
and alanine aminotransferase 87 U/I. Abdominal computerized
tomography showed a large cystic lesion of the liver measuring
21x15x17 cm which included membranes (snake/serpent sign)
located in the right lobe of the liver (Figure 1A, white arrow).
There was a small area of hypodense fluid within the described
cyst (Figure 1B, red arrow). Another hypodense oval liver lesion of
open etiology measuring 2.8 cm was found in first liver segment
(Figure 2 and Figure 3A-C, blue arrow). Differential diagnosis
included daughter cyst or liver tumor, although, there were no

Figure 1. Axial CT projections showing: A) Large hydatid cyst
occupying right liver lobe with multiple floating membranes
inside the lesion (white arrow), B) Intracystic fluid level (red
arrow)

CT: Computerized tomography

Figure 2. Axial CT projections showing hypodense liver lesion
in the first segment
CT: Computerized tomography

signs of membranes as seen within the larger cyst, so the tumor
was highly suspicious of being a metastasis of primary digestive
tumor. Considering this, colonoscopy was performed that verified
obstructive tumor at the upper rectum.

Urgent surgical procedure was performed and included
rectosigmoid resection with colostomy, and biopsy of smaller liver
lesion. Hydatid cyst was not managed due to high operative risk.

The postoperative course proceeded without any complications.
Pathohistological analysis confirmed primary adenocarcinoma
(T4,N1,M1,G3) with liver metastasis and Echinococcus indirect
hemagglutination test was positive at a titre of 1/1,280.

The patient was further treated with chemotherapy anti-
echinococcal treatment with albendazole. One year after surgery,
patient is still alive, and has no symptoms related to liver lesions.

DISCUSSION

Cystic echinococcosis is zoonotic parasitic disease that may
have serious consequences in untreated cases. It still remains
a significant health problem in endemic regions and sheep-
raising agricultural areas such as Mediterranean, South-eastern
Europe, Middle East, South America and Oceania (5). In modern
health systems with advanced imaging techniques, the diagnosis
of liver echinococcosis is usually straight-forward, but more
complex aspects of hydatid cyst may also mimic solid hepatic
masses (6). Study from Mor et al. (7) suggests that hydatid cyst
is still an important health problem in specific areas with up to
40.0% sero-positivity rate and it found correlation between low
socioeconomic level and hydatid cyst prevalence. Therefore,
authors conclude that emphasizing public health trainings and
improvement of hygiene awareness may be effective in fighting
against this disease (7).

Differential imaging considerations in focal liver lesions include
a variety of disorders: hemangioma, hepatic cysts, tumors,
focal nodular hyperplasia, hepatic adenoma, multifocal fatty
infiltration, biliary hamartomas, liver abscesses or non-Hodgkin
lymphoma (8).

Furthermore, hydatid cysts with synchronous non-infectious
liver lesions may pose even greater diagnostic and therapeutic
challenge. Firstly, synchronousliver lesions may be misinterpreted
as additional hydatid or daughter cyst and in case of malignant
disease, it may delay appropriate treatment. Secondly, multiple

Figure 3. Axial (A and B) and sagittal (C) CT projections
showing hydatid cyst and tumor (blue arrow)

CT: Computerized tomography
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hydatid cysts may mimic other liver lesions which requires
additional imaging methods to rule out liver tumors. Therefore,
if more cystic lesions are discovered in a patient with highly
suspected hydatid cyst, clinicians should be aware of the
possibility that all cystic lesions are not of the same origin (7,8).
Consequently, it is important to look for daughter vesicles
or membranes within all lesions that may help in differential
diagnosis. CT usually shows internal septa, floating membranes
or daughter vesicles and sometimes are cysts surrounded by
calcified ringlike wall and cysts appear as a well-defined water-
attenuation mass. Detachment of the laminated membranes
from the pericyst are visualized as linear areas of increased
attenuation [so called (snake/serpent sign)] and may be sign
of hydatid cyst damage, degeneration or contained rupture.
Intracystic air-fluid level is a possible sign of super-infection. At
CT, a use of intravenous contrast is important in differentiation
of hydatid from simple liver cysts and tumors. Liver metastases
are typically hypoattenuating and hypodense on unenhanced CT,
enhancing less than surrounding liver after contrast application
®.

Percutaneous aspiration-injection-reaspiration is a relatively
novel method of hydatid cyst treatment and it shows high success
rate and low rates of recurrence and complications so it should be
considered an important alternative to surgery (9).

The impact of hydatid cyst on liver tumor occurrence or
progression is out of scope of this paper and some articles
described such relation, mostly for hepatocellular carcinomas, but
we hypothesize that such large cysts may have protective role by
suppressing development of multiple colorectal liver metastases.
This may be explained by reduced liver parenchyma or anti-
tumoral effect of the cyst. In addition, hydatid cyst symptoms
may be a reason of earlier patient presentation. However, whether
echinococcal infection is beneficial in patients with malignant
liver tumors, still remains unclear and future studies on larger
number of patients are required to draw reliable scientific
conclusions (10-12).

CONCLUSION

Our article suggests that echinococcosis is still present in south-
eastern Europe and should be considered in the differential
diagnosis of abdominal pain with intermittent fevers. It must
also be emphasized that synchronous liver masses should be
investigated in order to rule out possible concomitant malignant
disease, which will direct further treatment approach.
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Lichen Planus Due to Hirudotherapy
Hirudoterapiye Bagh Liken Planus
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ABSTRACT

Lichen planus is a traumatic (koebner positive), chronic, inflammatory and autoimmune disease affecting the oral and genital
mucosa, scalp and nails. The Food and Drug Administration approved the use of medical leeches for therapeutic purposes
(hirudotherapy) in 2004 to ensure flap nutrition in plastic surgery. A 34-year-old male patient was admitted to our dermatology
outpatient clinic with a swollen, itchy and purple-coloured rash on legs and back for a month, and white and reticulated plaques
in the mouth. It was learned that a week earlier, eight leeches was applied to both knees and ankles to alleviate knee and leg pain.
The patient had no history of drug use. A punch biopsy was taken from the patient with a preliminary diagnosis of lichen planus
and lichenoid drug reaction. The histopathological examination showed hyperkeratosis, irregular acanthosis and hypergranulosis.
Systemic methylprednisolone, levocetrizine and topical methylprednisolone aceponate were planned for the therapy. To the best
of our knowledge, the appearance of lichen planus after hirudotherapy was never reported in literature. Hence, physicians should
keep in mind that lichen planus and similar dermatoses could be triggered due to hirudotherapy. The fact that lichen planus
appeared a week after hirudotherapy does not necessarily mean that leeches were the cause of this phenomenon. Accordingly, it
could be deduced that lichen planus was probably developed as a result of leech therapy.

Keywords: Hirudotherapy, leech therapy, lichen planus
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Liken planus oral ve genital mukoza, sach deri ve tirnaklari ekileyen travma ile tetiklenen (koebner pozitif) kronik, enflamatuvar,
otoimmiin bir hastaliktir. Tibbi siiliiklerin iyilesme amach kullanimi (hirudoterapi) plastik cerrahide flep beslenmesini saglamak
icin 2004 yihinda Gida ve Ilag Idaresi tarafindan onaylanmustir. Otuz dért yasinda erkek hasta, bir ay boyunca bacaklarda ve
sirtinda kabarik, kagintili, mor renkli dékiintii ve agizda beyaz ags: plaklarla dermatoloji poliklinigimize bagvurdu. Bagka ilag
kullanim 6ykiisti yoktu. Liken planus ve likenoid ila¢ reaksiyonu ¢n tanisi alan hastadan punch biyopsisi alindi. Histopatolojik
incelemede hiperkeratoz dizensiz akantoz ve hipergraniiloz gértldii. Tedavi i¢in sistemik metlprednizolon, levosetrizin ve topical
metilprednizolon aseponoat planlandi. Bildigimiz kadariyla hirudoterapi sonrasi liken planus literatiirde daha énce bildirilmemistir.
Hirudoterapiye bagh olarak liken planus ve benzeri dermatozlarin tetiklenebilecegi daima akilda tutulmahdir. Liken planusun
hirudoterapiden bir hafta sonra ortaya ¢tkmasi, siiliiklerin bu fenomenin mutlak nedeni oldugu anlamina gelmez. Buna gére liken
planusun muhtemelen stilitk tedavisinin bir sonucu olarak gelistigi séylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Hirudoterapi, siilitk tedavisi, liken planus

INTRODUCTION and Complementary Medicine Practices (T&CM)

regulation, leeches therapy was allowed in cases of

Lichen planusis a chronic, inflammatory, autoimmune degenerative joint diseases, lateral epicondylitis, and

disease that affects the skin, oral and genital mucosa, venous insufficiency after flap surgery (3).

scalp, and nails (1,2). It usually starts acutely, and is In recent years, T&CM applications including

often characterized by erythematous papules and hirudotherapy have been increasing (4). The aim
of this report is to show that lichen planus could be

developed after leech therapy.

2
=
[<b)

O

I

plaques which appear in the forearms, and leg flexor

surfaces, and usually is triggered by trauma (1). The use
of leeches for therapeutic purposes (hirudotherapy)
was approved by the Food and Drug Administration in

2004 to ensure flap nutrition and to salvage detached CASE REPORT
fingers, nose and ears in plastic surgery. In our A 34-year-old male patient was admitted to our
country, in 2014, within the scope of the Traditional dermatology outpatient clinic having had a swollen,
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itchy, purple-colored rash on the legs as well as white, reticulated
rashes in the mouth for the last 4 weeks.

The patient reported that a week earlier eight leeches were applied
to both knees and ankles to alleviate his symptoms for knee and
leg pain. During the following 4 weeks a rash appeared in his
abdomen, arms, and genital area. He had no history of drug use.
The examination of the patient revealed white plaques in the oral
mucosa with reticular branching, as well as in the perimalleolar
area and knees, which were the sites of leech application, but
also in areas where leeches were not applied such as the lower
extremities. Purple papules were observed around the penis,
sacrum, forearm, and anterior abdominal wall (Figure 1-3).

A punch biopsy was taken from the patient with a preliminary
diagnosis of lichen planus and lichenoid drug reaction.
Histopathological examination revealed hyperkeratosis, irregular
acanthosis, hypergranulosis, lymphocyte-dense band-like cell
infiltration in the upper dermis, and infrequent dyskeratotic cells
in the periphery of the epidermis (Figure 4, 5). The clinical and
histopathologic diagnosis was this of lichen planus. We assume
that that lichen planus developed as a results of hirudotherapy.
The patient was treated with methylprednisolone 60 mg/day and
levocetrizine once a week with a gradually reduced dose, as well
as with topical methylprednisolone aceponate once a day. After
two weeks, the patient’s complaints subsided (Figure 6, 7). The
patient is still being followed up at our clinic. Informed consent
was obtained from the patient for the publication of this case

report and images.

Figure 1. White plaques showing reticular branching were on
the buccal mucosa

Figure 3. Purple, hypertrophic plaque on the right
perimalleolar region
DISCUSSION

Lichen planus is often found in women, but it also affects middle-
aged adult males such as in our case. In the dermatological
examination the flexor faces of the wrists and forearms, the dorsal
side of the wrists, the front of the legs, the neck and sacral areas
have polygonal shaped, purple, flat, itchy, and shiny papules. On
the surface of the papules, fine white mesh lines, called Wickham
lines, could be seen. Oral lichen planus has a white, lace, reticular
appearance on the buccal mucosa (1,2).
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Figure 4. Hyperkeratosis (H), increased granular layer

(triangle), lymphocytic infiltration (L), dyskeratotic cell
(arrow) are seen in the histopathology (hematoxylin/eosin,
image 4, 40x; image 5, 40x)

=
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Figure 5. Hyperkeratosis (H), increased granular layer
(triangle), lymphocytic infiltration (L), dyskeratotic cell

(arrow) are seen in the histopathology (hematoxylin/eosin,
image 4, 40x; image 5, 40x)

Leeches are ectoparasites and feed by sucking blood. Hirudo
medicinalis and Hirudo verbana are used for treatment. There are
more than 20 active ingredients in the saliva of leeches, having
analgesic, anti-inflammatory, anticoagulant, and antimicrobial
properties (5,6). Bioactive molecules such as eglins and bdellins in
saliva can contribute to the treatment of psoriasis by decreasing
erythema and vasodilation by displaying anti-inflammatory
activity, and fibrinase and collagenase can reduce scar tissue,
as such positive effects have been reported in the treatment of
hypertrophic scar and keloid. Many substances in leech saliva have
been observed to reduce itching by accelerating microcirculation,
and reducing cells such as lymphocytes and inflammatory
intermediates (4,7).

The etiopathogenesis of lichen planus is not yet fully understood.
It has been found to be associated with triggers such as viral
infections, autoimmune diseases, drugs, vaccines, and dental
materials. It is thought that cell surface antigens change due
to the damage in basal keratinocytes with triggers, causing
the formation of lichen planus (1,2). The presence of CD8 + T
lymphocytes in older lesions supports this autoimmune damage.
This circulating T-cell migration plays an important role in the
onset of the immune response (2). Lichen planus is a disease
with an isomorphic response (koebner positive) that defines the
emergence of a new lesion within two days to two years following
traumatic stimulation of the skin (1). In our case, it was thought

Figure nflammatory macules on the lower limbs
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that the lichen planus started with the reaction developed against
one or more components of leech saliva. We assume that the
Koebner phenomenon, which was formed due to the bite of the
leech, also increased the severity of the disease.

It was reported that pyoderma gangrenosum has developed in the
perimalleolar region after hirudotherapy in a case with ulcerative
colitis, and this situation was explained by the phenomenon of
pathergy (8). A case of cutaneous pseudolymphoma compatible
with the applied place was detected after a leech was applied to
the neck area. It has been suggested that pseudolymphoma occurs
as a result of trauma secondary to the leech bite (9). Although
lichen planus and lichenoid drug eruption are clinically similar, in
lichenoid drug eruption, the lesions are polymorphic, devoid of
Wickham striae and show marked desquamation. The symptoms
occur weeks or months after taking the drug and the lesions
regress when the drug is stopped. Although the age, gender, and
hirudotherapy was compatible with lichenoid eruption in our
case, the presence of Wickham striae, the lesions progressing
with monomorphic papules, and the fact that the lesions did not
regress despite the end of hirudotherapy, caused us to move away
from lichenoid drug eruption. In our case, the histopathological
findings were similar to idiopathic lichen planus.

In the treatment of lichen planus, emollients, glucocorticoids,
calcipotriol, calcineurin inhibitors (pimecrolimus, tacrolimus)
are used topically. Systemic steroids, acitretin, metronidazole,
cyclosporin, mycophenolate mofetil, antimalarials, sulfasalazine,
griseofulvin, hydroxychloroquine, and methotrexate,
phototherapy can also be used (2). In our case, dermatological
improvement was achieved within two weeks with a systemic and
topical steroid treatment.

CONCLUSION

In our study, lichen planus possible due to hirudotherapy
was the first case reported in the literature. Indications and
contraindications of hirudotherapy, which is being used officially
in hospitals, should be taken into consideration. Along with the
increasing use of hirudotherapy, reports of side effects are likely
to increase and physicians should be aware.
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Sanlurfa’da Iki Import Plasmodium falciparum
Sitma Olgusu
Two Imported Plasmodium falciparum Malaria Cases in Sanhurfa
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Diinya Saglik Orgiiti'niin 2017 verilerine gére 219 milyon insani tehdit eden ve 435 bin insanin ¢limiine sebep olan sitma halen
onemli bir halk saglig1 sorunu olmaya devam etmektedir. Ulkemizde basarili eradikasyon programlari sonucunda son yillarda yerli

olgu gérmememize ragmen, 2013-2017 yillar1 arasinda bildirimi yapilan import olgularin sayisi ise yilda yaklagik 200 civarindadur.
Bu ¢aligmada, nadir goriillen import sitma olgularinda giderek artan oranlarda gériilmeye baglayan ve diger Plasmodium tirlerine
nazaran daha agir klinik tablo sergileyen P. falciparum’un etken oldugu sitma olgulari ile ilgili farkindalik yaratmayi amagladik.
Anahtar Kelimeler: Sitma, Plasmodium falciparum, import

ABSTRACT

In a 2017 data of World Health Organisation, malaria is still an important medical health care problem by threatening 217 million
people and causing 435 thousand deaths. In our country, as a result of successful eradication programmes, any domestic cases were

not encountered; however, approximately 200 import cases were seen each year from 2013 to 2017. This study aimed to create
awareness for cases caused by P. falciparum that are increasingly seen in rare import cases, which displays more severe clinical
course than other Plasmodium species.

Keywords: Malaria, Plasmodium falciparum, imported

GiRis sitma olgusu oldugu, ¢ogunlugu Afrika'da olmak
tizere 435 binden fazla insanin ise hayatin1 kaybettigi
bildirilmektedir (5). Sitma halen diinyada enfeksiyon
hastaliklarina bagh 6lim nedenlerinde besinci, Afrika
kitas: 6zelinde ise ikinci sirada yer almaktadir (2,7).

Guniimiizde halen énemli bir halk saghg: sorunu
olan sitma, Plasmodium ailesine ait protozoonlar
tarafindan meydana getirilen bir enfeksiyon olup,
enfekte disi Anopheles cinsi sivrisineklerin 1sirmasi

Ulkemizde en yaygin tir P. vivax olup iilkemizde

ile insanlara bulasmaktadir. Insan1 enfekte eden bes son yillarda yurt digt kaynakh P falciparum ve P

adet Plasmodium tiirii (P. vivax, P. malariae, P. ovale, P. ., .
malariaenin neden oldugu sitma olgularina da
rastlanmaktadir (1,8).

Bu ¢aligmada, nadir gériilen import sitma olgularinda

falciparum, P. knowlesi) mevcuttur (1-4).
Ates sitmanin ana belirtisi olup, periyodisite gésteren

ya da gostermeyen araliklarla ya da devamlidir. Bir¢ok giderek artan oranlarda gorilmeye baslayan ve diger

olguda atese islime, titreme, terleme, bag agris1 gibi Plasmodium tiirlerine nazaran daha agir klinik tablo
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diger hastaliklarda gorilen diger semptomlar eslik sergileyen P. falciparum’un etken oldugu sitma olgular

edebilmekte ve anemi, splenomegali gibi kroniklesme ile ilgili farkindalik yaratmak amaclanmistr.
egilimi gosteren belirtileri de icerebilmektedir.

Sitmanin  belirtileri bircok ategli hastalik ile
benzerlikler gostermektedir (1,5,6). OLGU SUNUMU 1

Diinya Saghk Orgiiti'niin 2018 Diinya Sitma Yirmi dokuz yasinda Afrika kokenli erkek hasta; ates,
Raporu'nda, 2017 yilinda tahmini olarak 219 milyon terleme, titreme, halsizlik, bas agrisi sikayetleri ile
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Mehmet Akif inan Egitim ve Arastirma Hastanesi Enfeksiyon
Hastaliklar1 Poliklinigi'ne bagvurmustur. Hasta yaklagik ii¢ hafta
6nce Tanzanya ve Kenya'ya seyahat etmis, on giin kaldiktan sonra
Tirkiye’ye dénmiis ve dondiikten yaklagik bir hafta sonra baglayan
hastalik belirtilerinden bahsetmigtir. Hasta isi icabi vatandas:
da oldugu Afrika tlkelerine defalarca seyahat ettigini ve hicbir
zaman kemoproflaksi almadigini belirtmistir. Afrika’ya seyahat
oykiisii dikkate alinarak sitma 6n tamsiyla ileri tetkik ve tedavi
amaciyla klinigimize kabul edilmistir. Yapilan fizik muayenesinde
atesi 40 °C, bilinci acik ve koopere idi. Ultrasonografi (USG) ile
de teyid edilen hepatosplenomegali disinda diger fizik muayene
bulgular1 normaldi. Kan tetkik sonuglarina bakildiginda:
Beyaz kan hicreleri (WBC): 3,516 (x10%/pL) (|), kirmizi kan
hiicreleri (RBC): 5,197 (x10%/pL), hematokrit (HCT): %47,36,
trombosit sayimi (PLT): 20,41 (x10%/pL) (), kreatinin: 1,34 mg/
dL (1), alanin aminotransferaz (ALT) serum glutamik pirivik
transaminaz (SGPT): 49,4 U/L (1), aspartat aminotransferaz
(AST) serum glutamik oksaloasetik transaminaz (SGOT): 40,9
U/L (1), gama glutamil transferaz (GGT): 138 IU/L (1), laktat
dehidrogenaz: 362 IU/L(?), C-reaktif protein (CRP): 147,94 mg/L
(1). Sedimantasyon: 11 mm/h. Koagiilasyon test (PT, uluslararas1
normallegtirilmis deger, APTT, fibrinojen) degerleri normal
sinir araliklarindaydi. TIT: Eritrosit (+). Hepatit markirlar1 ve
TORCH grubu test sonuglar1 akut enfeksiyonu gésterir bir deger
icermemekteydi. Brucella serolojisi: (-) negatif idi. Bu tetkiklere ek
olarak kan kiiltiir 6rnekleri de alindi ve tireme olmada.

Kalin damla (Sekil 1) ve ince yayma ($ekil 2) kan preparatlarinin
Giemsa ile boyamasinda sirasiyla; yogun geng trofozoit formlar:
gorilldia ve %6,7 oraninda parazit yogunlugu saptandi. Ince
yaymada ara formlarin gorilmeyip sadece gen¢ trofozoit
formlarin goérillmesi, tek bir eritrosit icinde birden fazla tagh
yizik sekli (ring form) ve yuizitk formlarinda ¢iftli kromatin
noktalanma (headphone) goriillmesi sonucu P. falciparum tanisi
konuldu. Gametosit gorilmedi.

Hastaya artemether/lumefantrine (20 mG/120 mG) baglangi¢
dozu olarak 4 tablet, 8 saat sonra 4 tablet ve sonraki iki giin de
2x4 tablet olmak tizere ii¢ giinlik tedavi verildi. Trombositopeni
nedeniyle bir tinite havuzlanmig trombosit siispansiyonu ve bir
Unite taze donmus plazma verildi. Tedavinin ikinci ve tg¢inci
giniinde PLT sirast ile 80 (x10%/uL) (1)/120 (x10%/uL) (|) idi.
U¢ gtinlitk tedavinin sonrasinda yapilan periferik yaymasinda
parazit gériilmedi. Yatisinin dérdiinct giintinde genel durumu
diizelen hasta, kontrollere gelme sart: ile taburcu edildi. Tedavi
baslangicindan bir hafta ve bir ay sonra yapilan kontrol periferik
yaymalarinda parazit gérilmedi.

OLGU SUNUMU 2

Otuz dortyasinda erkek hasta; ates, terleme, titreme, halsizlik, bag
agrisi, genel viicut agrisi ve mide bulantis: sikayetleri ile Mehmet
Akif Inan Egitim ve Arastirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1
Poliklinigi'ne bagvurmugtur. Hasta anamnezinde; on alt1 giin
once yapilan ve yedi giin siiren, Etiyopya ve Gana’y: iceren bir
Afrika seyahati ve Turkiye'ye déndiikten yaklagik bir hafta sonra
baglayan hastalik belirtilerinden bahsetmistir. Hasta seyahate
gitmeden 6nce kronik hepatit B hastas: oldugu i¢in karacigerine
zarar1 olacagini diigiinerek kemoproflaksi almadigini belirtmistir.
Afrika’ya seyahat 6ykiist dikkate alinarak sitma 6n tamsiyla ileri
tetkik ve tedavi amacayla klinigimize kabul edilmigstir. Yapilan
fizik muayenesinde atesi 39 °C, bilinci acik ve koopere idi. USG ile

de teyit edilen splenomegali disinda diger fizik muayene bulgular:
normaldi. Kan tetkik sonuglarina bakildiginda: WBC: 4,483 (x10°/
pL) (1), RBC: 4,510 (x10°/uL), HGB: 13,80 g/dL, HCT: %37,62(]),
PLT: 59,34 (x10%/uL) (), Kreatinin: 1,22 mg/dL (1), ALT (SGPT):
52,9 U/L(1), AST (SGOT): 45 U/L(1), GGT: 150 IU/L(1),CRP:
77.97 mg/L(1) olarak bulunmustur. Hepatit markirlar1 kronik
hepatit B hastaligini teyit etmekte, TORCH grubu test sonuglar
akut enfeksiyonu gosterir bir deger icermemekteydi. Brucella
serolojisi: (-) negatif idi. Bu tetkiklere ek olarak kan kaltir
6rnekleri de alind1 ve tireme olmada.

Kalin damla ($ekil 3) ve ince yayma (Sekil 4, 5) kan preparatlarinin
Giemsa ile boyamasinda siras: ile; yogun geng trofozoit formlar:
gortildiive %4 oraninda parazit yogunlugu saptandi. ince yaymada
ara formlarin gérilmeyip sadece gen¢ trofozoit formlarin
goriillmesi, tek bir eritrosit icinde birden fazla tagh yiizitk sekli
(ring form) ve yuzik formlarinda ¢iftli kromatin noktalanma
(headphone) gorulmesi sonucu P falciparum tanisi konuldu.
Gametosit gorilmedi.

Hastaya artemether/lumefantrine (20 mg/120 mg) baslangic
dozu olarak 4 tablet, 8 saat sonra 4 tablet ve sonraki iki giin de 2x4
tablet olmak iizere ii¢ giinlitk tedavi verildi. U¢ giinlitk tedavinin
sonrasinda yapilan periferik yaymasinda parazit goérilmedi.
Tedavinin beginci gintinde PLT 220 (x10%/pL) idi. Yatiginin altinct
gintinde genel durumu duzelen hasta, kontrollere gelme sart:
ile taburcu edildi. Tedavi baglangicindan bir hafta ve bir ay sonra
yapilan kontrol periferik yaymalarinda parazit gériilmedi.
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Sekil 1. Olgu 1, kalin damla

TARTISMA

2010 yilindan itibaren nitks olgularin diginda yerli yeni olgu
gorulmeyen ilkemizde, 2013-2017 yillar1 arasinda bildirimi
yapilanimport olgularin sayisiise yilda yaklagik iki yiiz civarindadir
(9,10). P. vivax ge¢mis yillarda tlkemizde hakim etken tiir iken,
2013 ve sonrasinda import olgularda P. falciparum’lu olgularda
giderek artig gozlenmektedir (2,3,8,11,12).



Turkiye Parazitol Derg 2021;45(2):153-156 Oncel ve ark. Tki Import Sitma Olgusu 155

0.0 0
x: o
§eo

Sekll 2. Olgu 1, ince yayma Tedavinin gecikmesi, aksamasi ya da takibi yapilmadig

0

Sekil 5. Olgu 2, ince yayma

takdirde;trombositopeni, agir anemi, akut bébrek yetmezligi, akut
pulmoner 6dem, serebral tutulum, hipoglisemi, laktik asidoz ve
oliim gibi ¢ok ciddi klinik sonuglari olabilen P. falciparum’un etken
oldugu sitma olgularinda klinik diger Plasmodium tiirlerinin etken
oldugu sitma olgularindan daha agir seyretmektedir (2,3,4,8,13).
Her iki hasta da anamnezlerinde; olgu 1 defalarca aym bélgeye
seyahat etmesine ragmen, olgu 2 ise kronik hepatit hastasi
olmasindan dolay1 verilecek ilacin yan etkileri olabilecegini
dustnerek profilaktik tedaviyi almadigini, ilaveten seyahat
Sykiistinin de sorgulanmadigini ifade etmigtir. Her iki hasta
da hastanemize gelmeden 6nce en az iki saghk kurulusuna
basvurduklarini ve semptomatik tedavi verilerek evlerine
gonderildiklerini belirtmiglerdir.
Uygulanan standart enfeksiyon tedavi protokollerine direng
gosteren, atesin 6n planda oldugu fakat ayni zamanda bircok ategli
hastaligi taklit edebilen bulgular barindiran, ézellikle endemik
bolgelere seyahat 6ykisit bulunan hastalarda tamiya yénelik
olarak yapilan tetkiklere, halen sitmanin teshisinde altin standart
: . kabul edilen periferik kan 6rneginin Giemsa ile boyanmasinin
i) Olzn 2, (el demdl eklenmesi ihmal edilmektedir. Oysa hem taniya gitme, hem de
hastalikla ilgili siipheleri bertaraf etme ve tedavinin etkinligi
konusunda kisa siirede sonuca ulagmada, diigiik maliyetli bir
yontem olarak kullamilmaktadir (4,6,8,12).

Artik mesafe kavraminin ¢ok anlam ifade etmedigi gunimiiz
diinyasinda, insanlar yapmig olduklari seyahatler sonucunda
belirli bélgelerde endemik olarak gériilen sitma, vb. hastaliklara
maruz kalma gibi birtakim risklerle de karg: kargiyadir. Bu bolgelere
seyahat ihtimali olan kisiler maruz kalabilecekleri hastaliklar,
hastaliklarin etmenleri ile ilgili bilgilendirilmeli, uygulanmasi
gereken profilaktik tedavilerin ne kadar hayati oldugunun
anlatilmas: gerekmektedir. Etkili eradikasyon programlar
sonucunda neredeyse tamamen kontrol altina alinan ve import
olgularin diginda hasta ile karsilagmayan meslektaglarimizda da
farkindalik olugturmak amaciyla hizmet ici egitimler yapilmas:
ve klinik olarak diger sitma etkenlerinden daha agir klinik tablo

olusturan P. falciparum’a kars: tedavinin etkin ve hizh bir sekilde

$ekil 4. Olgu 2, ince yayma yapilmasinin saglanmasi da biiyiik 6nem arz etmektedir.
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157 Olgu Sunumu

Case Report

Tiirkiye’de Bir Kizil Tilkide (Vulpes vulpes) Felicola
(Suricatoecus) vulpis (Phthiraptera: Trichodectidae)
Enfestasyonunun Ilk Bildirimi

First Recorded Felicola (Suricatoecus) vulpis (Phthiraptera:
Trichodectidae) Infestation in a Red Fox (Vulpes vulpes) in Turkey

® Gokhan Eren, ® Ali Timay Girler, ® Elif Burcu Gengay Topcu, ® Tugge Tuygun, ® Mustafa Acici

Ondokuz May1s Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Samsun, Turkiye

ST P Eren G, Giler AT, Gen¢ay Topcu EB, Tuygun T, Aciaa M. First Recorded Felicola (Suricatoecus) vulpis

(Phthiraptera: Trichodectidae) Infestation in a Red Fox (Vulpes vulpes in Turkey).
Turkiye Parazitol Derg 2021;45(2):157-159.

0z

Trafik kazas1 sonucu 6lmiis olarak Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dal'na, getirilen bir kizil
tilkinin (Vulpes vulpes) makroskobik muayenesinde ektoparazit enfestasyonu tespit edilmistir. Toplanan kene, bit ve pire érnekleri
%70’lik alkolde muhafaza edilmigtir. Mikroskobik incelemede kene érneklerinin Haemaphysalis erinacei (Acari: Ixodidae), pire
orneklerinin Chaetopsylla globiceps (Siphonaptera; Vermipsyllidae), bit 6rneklerinin ise Felicola (Suricatoecus) vulpis (Phthiraptera:
Trichodectidae) oldugu tespit edilmistir. Yapilan bu caligma ile Tiirkiye'de tilkilerde ilk defa Felicola (Suricatoecus) vulpis tespit
edilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Felicola (Suricatoecus) vulpis, Vulpes vulpes, Phthiraptera, Tiirkiye

ABSTRACT

Ectoparasite infestation was detected in a macroscopic examination of a red fox (Vulpes vulpes) that was brought dead to the
Department of Parasitology, Faculty of Veterinary Medicine Ondokuz Mayis University Collected tick, lice and flea samples
were preserved in 70% alcohol. It was determined in microscopic examination that tick samples were Haemaphysalis erinacei
(Acari: Ixodidae), flea samples were Chaetopsylla globiceps (Siphonaptera; Vermipsyllidae) and chewing lice samples were Felicola
(Suricatoecus) vulpis (Phthiraptera: Trichodectidae). This study first reported the existence of Felicola (Suricatoecus) vulpis from
foxes in Turkey.

Keywords: Felicola (Suricatoecus) vulpis, Vulpes vulpes, Phthiraptera, Turkey

alt takimlari memeli ve kuslarda, Anoplura ve
Rhynchophthirina alt takimlariise sadece memelilerde
bulunur. Felicola (Suricatoecus) vulpis, Ischnocera alt
takimina ait Trichodectidae ailesinde bulunan ve

GIRIS
Kizil tilki (Vulpes vulpes), Palearktik bolge'de yabani
Canidae tuyeleri arasinda en genis popiilasyon ve
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yayilis alanina sahip tiirlerden biridir (1). Bu hayvanlar
yerlesim alanlarina rahatlikla adapte olabilmeleri ve
bu alanlarda yasayabilmeleri nedeniyle, insan ve evcil
hayvanlara, baz1 paraziter etkenleri bulastirabilme
riskinden dolayr halk saghg: agisindan 6nem arz
etmektedirler (2).

Bitler, memeli ve kuslarda enfestasyona neden olan,
hemimetabol gelisen, konak ézgilliugii yiksek ve bu
iliskinin evrimsel strecte de siki sikiya baglh oldugu
(co-evolution), zorunlu kan emici veya ¢igneyici
ektoparazitlerdir (3). Ischnocera ve Amblycera
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sadece tilkilerde enfestasyona neden olan bir tiirdir
4.

Diinya'da, tilkilerde daha ¢nce yapilmis olan
ektoparazit belirleme calismalarinda, pire tirlerinden
Pulexirritans, Ctenocephalides canis, C. felis, Chaetopsilla
tricosa, C. matina, Myoxopsylla laverani, Spilopsyllus
cuniculi, Nosopsyllus fasciatus, Paraceras melis,
Archaeopsylla erinacei, Ctenocephtalmus andorrensis,
Odontopsyllus quirosi, Typhloceras poppei, Ceratophyllus
gallinae; bit tiirlerinden Felicola (Suricatoecus) vulpis,
Linognathus vulpis; sinek turlerinden Hippobosca
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equina, H. capensis, Stomoxys calcitrans; kene tirlerinden Ixodes
canisuga, Lricinus, I. hexagonus, I. persulcatus, I. crenulatus,
Rhipicephalus sanguineus, R. pusillus, Dermacentor marginatus, D.
reticulatus, Haemaphysalis punctata, H. concinna ve akar tiirlerinden
Otodectes cynotis, Sarcoptes scabiei, S.canis, Neotrombicula
autumnalis, Cheyletiella yasguri bildirilmistir (5-9).

Bu caligma ile trafik kazasi sonucunda ¢l olarak birimimize
getirilen bir kizil tilkide mevcut ektoparazit turlerinin tespiti
amaclanmigtir.

OLGU SUNUMU

Toplanan 6rnekler kene, bit ve pire olarak ayrildiktan sonra
%70’lik alkolde muhafaza edilmistir. Identifikasyon amaciyla
bitler ve pireler %10’luk potasyum hidroksit ile 5-7 gin
seffaflandirma iglemi yapildiktan sonra mikroskop (Nikon Eclipse
80i) altinda, kene érnekleri ise direkt olarak stereo mikroskop
(Nikon SMZ1500) altinda incelenerek, ilgili literatiirlerde
gecen anahtarlara gore teshis edilmistir (7,10,11). Orneklerin
fotograflar1 mikroskoba entegre kamera ile (Mshot Mdx4-t)
cekilmis, ve genital organ cizimi ise vektérel ¢izim programi
(Inkscape 0,92) ile yapilmigtir.

Mikroskobik sonucu bit &rneklerinin  Felicola
(Suricatoecus) vulpis  (Phthiraptera: Trichodectidae) kene
orneklerinin  Haemaphysalis erinacei (Acari: Ixodidae) ve

inceleme

pire orneklerinin ise Chaetopsylla globiceps (Siphonaptera;
Vermipsyllidae) tiirlerine ait oldugu saptanmigtir (sirasiyla
n,,: 1 erkek 4 disi; n,__: 2 erkek; n.. 2 erkek 1 disi). Turkiye'de
tilkilerde ilk kez saptanmasi nedeniyle Felicola (Suricatoecus) vulpis
orneklerinin 6l¢iimleri alinmigtir.

Felicola (Suricatoecus) vulpis: Bas sekli her iki cinsiyette
benzerdir. Frontal kenar diizdir. Anten her iki cinsiyette filiform
yapida ve 3 segmentlidir. Erkeklerde flagellum tizerinde dis
bulunmaz. Erkeklerde abdomen terminal bir ¢ikintiyla sonlanir.
Oksipital bélgede sakaklarin st kisminda kiigiik yanal ¢ikintilar
bulunur. Toraks, bagdan daha dar ve kisadir. Uzunlamasina oval
bir yapiya sahip olan abdomen, bags ve torakstan hem genis hem
de uzundur. Abdomen iizerinde ti¢ ¢ift stigma bulunur. Abdominal
setalar kisadir (Sekil 1).

Felicola (Suricatoecus) vulpis'in erkek (n=1) ve digisinin (n=4)
morfolojik degerleri mm cinsinde oél¢ilmustiir. Erkek bireyin
morfolojik degerleri, cephalic length (CL): 0,28; cephalic width
(CW): 0,36; cephalic index (CI), CW/CL): 1,27; thoracic length
(TL): 0,17; thoracic width (TW) 0,25; abdominal length (AL):
0,62; abdominal width (AW): 0,51; total length (ToL): 1,08;
corporal index (Col), ToL/ AW): 2,12 olarak olctilmiigtiir. Disi
bireylerin morfolojik degerleri (sirasiyla CL, CW, CI, TL, TW, AL,
AW, ToL, Col) minimum 0,30-0,40-1,24-0,19-0,30-0,67-0,55-
1,19-2,04; maksimum 0,37-0,43-1,33-0,22-0,33-0,83-0,66-1,36-
2,36; ortalama 0,32-0,41-1,28-1,28-0,20-0,32-0,78-0,59-1,30-
2,20 olarak 6l¢tilmustir.

TARTISMA

Tiurkiyede Trichodectidae familyasi icerisinde,
hayvanlarda enfestasyona neden olan, Bovicola (B. bovis, B. caprae,

memeli

B. crassipes, B. equi, B. limbatus, B. ovis, B. ocellatus) Felicola (F.
subrostratus) ve Trichodectes (T. canis, T. melis, T. pinguis) cinslerine
ait 11 tiir bulunmaktadir (12,13).

Bl R
Sekil 1. A) Chaetopsyllaglobiceps disi (bar: 1 mm); B) Chaetopsylla
globiceps erkek (bar: 1 mm); C) Felicola (Suricatoecus) vulpis
erkek dorsal (bar: 1 mm); D) Felicola (Suricatoecus) vulpis erkek
ventral (bar: 1 mm); E) Felicola (Suricatoecus) vulpis disi dorsal
(bar: 1 mm); F) Felicola (Suricatoecus) vulpis disi ventral (bar: 1

mm); G) Haemaphysalis erinacei erkek dorsal (bar: 1 mm); H)
Haemaphysalis erinacei erkek ventral (bar: 1 mm); I) Felicola
(Suricatoecus) vulpis erkek genital organ (bar: 0,1 mm)

Dunya'da kizil tilki ektoparazitleri tizerine yapilan ¢aligmalarda,
enfestasyona neden olan bircok sinek, bit, pire, kene, ve akar
turi tespit edilmistir (6,9,14,15). Turkiye'de su ana kadar
yapilan caligmalarda 100’un tizerinde pire (16), 40'1n tzerinde
kene (17) ve 100’in iizerinde bit turi (13) tespit edilmis olup
bu tiirlerin bir kism da tilkilerde bildirilmistir. Turkiye'de kizil
tilki ektoparazitleri tizerine t¢ ¢aligma yapilmig olup, birinci
calismada (18) I. hexagonus ve Haemaphysalis numidiana (sinonim:
Hae. erinacei); ikinci ¢calismada (19) Pulex irritans, Ctenocephalides
canis, C. f. felis, Archaeopsylla e. erinacei, Chaetopsylla globiceps, C.
rothschildi, C. mirabilis, Ctenophthalmus acuminatus, Paraceras m.
melis; ugiinct ¢alismada (20) L. ricinus, I. hexagonus, R. sanguineus
ve H. sulcata turleri bildirilmigtir. Yapilan bu ¢aligmada ise
H. erinacei, C. globiceps ve F. vulpis turleri tespit edilmisgtir.
Haemaphysalis erinacei ve C. globiceps Turkiye'de tilkilerde daha
6nce yapilan ¢aligmalarda tespit edilmis olup Hae. erinacei yapilan
calismada sinonimi Hae. numidiana olarak kullanilmigtir (18).
Haemaphysalis erinacei, genellikle kii¢tik ve orta boy memelilerde
enfestasyona neden olmaktadir (11). Bu tir Tirkiyede kirpi
(Erinaceus concolor), tilki (Vulpes vulpes), Arap tavsani (Allactaga
williamsi) ve insanda (Homo sapiens) bildirilmistir (17).
Chaetopsylla globiceps Tirkiye’de daha 6énceki yapilan ¢aligmalarda
cakal (Canis aureus), tilki (Vulpes vulpes), tavsan (Lepus europaeus)
ve sincapta (Sciurus anomalus) bildirilmigtir (16).

Kizil tilkide yapilan ektoparazit calismalarinda Linognathus
vulpis (Linognathidae, Anoplura) ve Felicola (Suricatoecus) vulpis
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(Trichodectidae, Ischnocera) olmak tizere iki bit turi tespit
edilmistir (4,7). Turkiye'de daha 6nceki yapilan ¢aligmalarda bu
tiirlere ait bir kayit bulunmamaktadir.

Felicolosis, tilkilerde nadir bir enfestasyon olmakla birlikte, farkl
iilkelerde yapilan cesitli calismalarda prevalansi %0-1 arasinda
degismektedir (9). Tirkiye'de yapilan ¢aligmalarda ise su ana
kadar F. vulpis bildirimi yapilmamistir. Morfolojik o6zellikler
ve morfometrik o6lciimler dikkate alindiginda incelenen bit
ornekleri, ilgili literatiirde gecen (7) bulgular ile bityitk 6lciide
uyum goéstermektedir.

Yapilan bu ¢alisgma sonucunda Tirkiye'de kizil tilkide ilk defa F.
vulpis enfestasyonu bildirilmektedir.
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Gingival Myiasis on Oral Squamous Cell Carcinoma
in Turkey: A Case Report

Oral Squamoz Hiicreli Karsinom Zemininde Gelisen Miyaz Olgusu
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ABSTRACT

Myiasis is a disease caused by tissue invasion of diptera larvae and eggs. Oral myiasis is mostly related to old age, poor oral hygiene,
suppurative lesions, anatomical disorders and cancer cases. Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is an important risk factor for
myiasis. This report presents the case of an 82-year-old woman who presented with gingival myiasis developing on the background
of OSSC. The patient was diagnosed with OSSC in the hospital. Myiasis larvae were identified and sent to the National Parasitology
Reference Laboratory for identification. Thus, development of myiasis on OSCC background was shown in Turkey for the first
time. Myiasis larvae have been identified as the 3" phase of the larvae Sarcophaga sp. development (Diptera: Sarcophagidae). As a
result, myiasis cases are sporadic in Turkey, and it can be avoided by controlling fly population and by paying attention to hygiene.
Controlling myiasis is an important public health problem and should be considered in a single health concept, as it causes health
problems in both humans and animals. The findings of this case will draw attention to the importance of dealing with myiasis
factors, which is a public health problem.

Keywords: Larvae, myiasis, oral squamous cell carcinoma, Sarcophaga sp.

0z

Miyaz, diptera larva ve yumurtalarimin doku istilasindan kaynaklanan bir hastaliktir. Oral miyaz nadir goriilen, yaghlik, zayif agiz
hijyeni, stpiiratif lezyonlar ve kanser olgular ilgili bir durumdur. Oral skuaméz hiicreli karsinom (OSCC) miyazda énemli bir risk
faktorudir. Bu raporda, 82 yasinda bir kadin hastada OSCC zemininde gelisen miyaz sunulmustur. Hasta, agiz i¢cinde ovoid bir
lezyon ile dig hekimine miracaat etmis, sonra hastanede OSSC tanis1 konmus ve bu zeminde miyaz larvalar tespit edilmistir.
Larvalar Ulusal Parazitoloji Referans Laboratuvari'na génderilmigtir. Laboratuvar ¢aligmalar: ile tespit edilen larvalarin ti¢tincii
dénem Sarcophaga sp. (Diptera: Sarcophagidae) larvalari oldugu tanimlanmistir. Béylece, Tiirkiye'de ilk defa OSCC zemininde
gelisen miyaz olgusu gosterilmistir. Sonug olarak, Tiirkiye’de miyaz sporadiktir ve sinek popiilasyonunu kontrol ederek ve hijyene
dikkat edilerek 6nlenebilir. Miyaz ile miicadele bir halk sagligi sorunudur. Insanlarda ve hayvanlarda karsilagildigindan tek saghk
kavrami icinde degerlendirilmelidir. Bu olgu sunumu ile, bir halk saglg: problemi olan miyaz etkenleri ile muicadeleye 6nem
verilmesinin tizerinde durulmas: amaclanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Larva, miyaz, oral skuaméz hiicreli karsinom, Sarcophaga sp.
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INTRODUCTION myiasis was first defined by Laurence in 1909 (2,3).

S o . . The clinical menifastations of myiasis depend on the
Myiasis is a parasitic infestation of human/animal

tissues and cavities with dipterous larvae and eggs. The fly species, the invasion level and stage of the larvae

term myiasis is derived from the Greek words “myia,” and the infestation area. Flies that cause myiasis
which means fly and “iasis,” which means disease. This belong to the class of Insecta, order Diptera, and are
term was first proposed by Hope in 1840 (1) and oral classified into seven different families (calliphoridae,
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sarcophagidae, oestridae, hypodermatidae, gasterophylidae,
glossinidae and muscidae), which can infest the skin and body
cavities. Myiasis is divided into three groups; i- obligatory (the
larvae can affect undamaged skin and require a living host for
their development), ii- facultative (free living larvae capable to
initiate myiasis to destroy nectoric tissue), iii- accidental (free
living larvae which cause myiasis when the larvae are injested
accidentally). Myiasis can be also classified according to the
anatomical area of infestation; i- cutaneous myiasis, ii- myiasis of
external orifices, iii- visceral myiasis. In addition, it can be divided
clinically into; i- primary and ii- secondary myiasis. Myiasis most
often occurs in the skin wounds, nose, eyes, sinuses, ears, and
vagina. Occasionally, it can be observed seen in the mouth (2,4,5).
Sarcophaga sp. is a member of the Sarcophagidae family and a
known group of flies which cause myiasis in Europe and Turkey.
They are called flesh flies, and their adults are twice the size of
house flies. These flies generally leave their eggs or larvae in the
nasal cavity and cause myiasis on living tisues. In this study, we
present a case of Sarcophaga sp. myiasis seen in the oral cavity.

CASE REPORT

An 82-year-old female patient visited a dentist with a complaint
of a tongue wound. The patient was directed to the hospital by
dentist due to the complicated apperance of the wound, and there
was indications for a poor oral hygiene. A moderately sized lesion
was observed in the patient’s mouth. On physical examination, an
ovoid lesion of approximately 4 cm was detected in the right half
of the sublingual region that crosses the midline and not descends
to the floor of the mouth. Induration around the lesion and
fixed lymph nodes of 1 cm in the left upper jugular, 1 cm in the
middle jugular, and approximately 3 cm in the right upper jugular
were detected by palpation. A biopsy of the lesion showed that
the patient was suffering from a well-differentiated squamous
cell carcinoma. After debridement of the lesion, a large number
of larvae were detected within the lesion. Two larvae removed
alive from the lesion were sent to the parasitology laboratory for
examination, where they were identified as the third instar larvae
of Sarcophaga sp. using standart taxonomic keys (6,7).

For this identification, microscopic preparations were prepared
by dissection of the cephalopharyngeal skeleton and anterior
and posterior stigmas of the larvae. The shape, number and
order of larval segments, peritemes and perithem buttons were
evaluated morphologically. It was determined that the larvae
were 10-12 mm in size and consisted of 12 segments, which
were seen as transverse spiral bumps (Figure 1A). The back end
of the Sarcophaga sp. larvae had a pit-like structure that enclosed
the posterior stigmas. The posterior stigmas consisted of three
long slits, while the middle one was straight and the others were
curved (6,7) (Figure 1B, C).

It was observed that the anterior stigmas extending from the
lateral surfaces of the second segment were small and had a fan-like
structure consisting of 13 branches, while the cephalopharyngeal
skeleton was typical to Sarcophaga sp. (6,7) (Figure 2A, B).

In the literature, local application of various substances such as
ivermectin, turpentine oil, mineral oil, ether, chloroform, ethyl
chloride, mercury chloride, creosote, saline, phenol, calomel,
olive oil, iodoform are recommended for the control of larvae.
In addition, it is necessary to apply treatments that prevent
the development of secondary bacterial infection in the skin

Figure 1. A) Sarcophaga sp. 3™ stage larvae, B, C) Posterior

stigmas (posterior spiralce)

Figure 2. A) Anterior stigmas (anterior spiracles), B)

Cephalopharyngeal skeleton

surrounding the lesion where myasis agents are located. In the
present case, the larvae were physically removed from the wound
once a day until they were completely cleaned, and antibiotic
treatment was initiated in terms of infection while the patient
was being treated for cancer. However, the patient’s condition
deteriorated soon and she died thereafter.

DISCUSSION

Myiasis is a parasitic invasion of tissues by living larvae, usually
seen in tropical and subtropical countries, and often caused by
poor hygiene (8). Myiasis particularly affects the elderly humans
and develops also secondary to poor alcoholism, and suppurative
lesions (9). After the female flies lay their eggs on the damaged
tissues, the larvae can settle in the deep tissues. Cases of myiasis
in the mouth and nasal cavity can cause dangerous complications
which can result even with death. Larval infestation causes
progressive destruction and cavitation and ultimately adheres
tightly, forming a fibrous capsule that causes difficulties in
dissection during surgery (10). The severity of tissue destruction
depends on the number of larvae that settle in the host tissue.

Although oral myiasis is mostly seen in tropical countries, it can
also occur in temperate climates when oral hygiene is inadecvate
and in immuno-surpressed patients. It is known that patients
with suppurative lesions, severe bad breath, facial trauma,
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Table 1. Oral myiasis cases which were reported from Turkey

Author, Case Systemic
No | publication City Gender | Age | Localization Species y . Treatment
year diagnosis
year
Wohlfahrtia Intensive care
1 Ciftcioglu et 1996 | Ankara M 80 Or(?tr«’flcheal ma.gmflca patient, poor general The patient was
al.(12) myiasis (Diptera: . lost
. condition
Sarcophagidae)
The patient could
5 Erol et al. 2000 | Diyarbakir | W 4 MylaSIS. in tl"le Calliphora spp. HealthY.but poor not be followc.ed
(13) upper lip lesion oral hygiene after mechanical
debridement
Mechanical
debridement,
Gursel et al. Oral cavity Diptera: Healthy but poor patient recovered
3 (14) 2002 | Konya M 26 (Gingival myiasis) | Calliphoridae oral hygiene in six months after
periodontal flap
surgery
M. tuberculosz..s Mechanical
Yazar et al was detected in debridement, the
4 ' 2002 | Kayseri M 15 Oral cavity Sarcophaga sp. the CSF taken . g
(15) . patient died on the
after meningeal N
30* day
symptoms
. Wohlfahrtia After mechanical
Biiviiklourt et Oral cavity i debrid X
5 WL et 12008 | Erzurum M 4 (Gingival magnjica Unavailable ebridement,
al. (16) e (Diptera: recovered in 3
myliasis) Sarcophagidae) months
Balcioglu et Subungual Mechanical
6 & 2008 | Manisa w 65 ung Calliphora spp. Chronic psychosis debridement and
al. 17) myiasis
recover
. Mechanical
7 Arslan et al. 2013 | Van - 2 Or.a ! @ ity TN Unavailable debridement and
(19) (Gingival myiasis)
recover
Cetin Gingival groove TEZO}Z; ;hma Mechanical
8 Ozdemir et 2013 | Gaziantep | M 43 region (gingival (Daiiterch Unavailable debridement and
al. (20) myiasis) Sarcophagidae) recover
Intracerebral Mechanical
Tas Cengiz et Oral cavity Diptera: hemorrhage, debridement, the
9 al. (21) 2019 | Van M 63 (Gingival myiasis) | Calliphoridae respiratory failure patient died on the
and hypertension 6% day

persistent mouth opening, thumb sucking habits and advanced
periodontal diseases, lesions in tooth extraction areas, fungal
infections of the buccal mucosa, oral carcinomas and epilepsy are
susceptible to oral myiasis (11).

In Turkey, nine oral myiasis cases were reported (12-22) (Table 1),
showing that kind of myiasis was mainly observed in the elderly
and younger ages.

Cases of myiasis developing in different types of carcinoma have
been reported worldwide (22-32). The most common malignant
lesion in the head and neck region is squamous cell carcinoma
(SCC) (33). Oral SCC (OSCCQ) is a possible risk factor for myiasis for
humans or other mammals. In oral myiasis cases, larvae can cause
itching and irritation, as well as cause serious and sometimes life-
threatening bleeding by destroying vital tissues. With this article
a myiasis case is reported in developing OSCC ground for the first

time in Turkey. Myiasis occurring on OSCC background were
reported five times from India and four from Brazil (24,25).
Prevention is based on the fight against adult flies. Limiting
myiasis is an important issue for public health. Poor health
conditions and insufficient sanitation are important risk factors
for myiasis, especially in underdeveloped countries with low
socioeconomic status. It is very important for people living in
endemic areas to not leave their wounds open and avoid sleeping
outdoors. Physicians should consider clinical examinations in
terms of myiasis during the months of May-October, when the
fly population is intense throughout our country. In addition, it
is known that myiasis can be significantly reduced by informing
the people in the regions dealing with animal husbandry, training
the personnel who are interested in wound care in health units or
hospitals, and combating the factors.
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