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Amag: Kan ve dokularda yerlesen paraziter hastaliklar insan sagldi icin diinya ¢apinda blyiik tehlike
olusturmaktadir. Sitma, leishmaniasis ve toksoplazmoz her yil ¢ok sayida kisinin yasamini kaybetmesine
neden olmakta, tedavi maliyetleri ve is glicii kaybi nedeniyle lilke ekonomilerine biiyiik yiik getirmekte-
dir. Bu ¢alismada, Plasmodium spp., Leishmania spp. ve Toxoplasma gondii'nin Gergek Zamanli
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR) ile klinik 6rnedin mikrolitresinde belirlenebilecek en diisiik parazit
sayisinin belirlenmesi, test validasyonlarinin yapilmasi ve GZ-PZR testinin rutin laboratuvarlara ddhil
edilmesi amaglanmustir.

Yéntem: Leishmania tropica (promastigot ve amastigot), L. infantum (promastigot ve amastigot),
T. gondii Thoma lami ile mikroskop altinda sayilarak P. falciparum ve P. vivax ise yayma preparatlar
hazirlanip Giemsa ile boyandiktan sonra mikroskop altinda incelenerek parazitemi yogunlugu saptan-
mustir. Daha sonra bu parazitlerin PBS soliisyonu ile mikrolitrede 1, 5, 10, 25, 50, 100, 500, 1.000, 2.500,
5.000 ve 10.000 parazit olacak sekilde diliisyonlari yapilmistir. Tim parazit siispansiyonlarindan DNA
izolasyonu yapilarak GZ-PZR ile pozitif sonug alinan en diisiik parazit stispansiyonu belirlenmistir. Daha
sonra da negatif sonug alinan siispansiyon ile bir énceki pozitif siispansiyon arasi yine diliisyon yapilarak
testin saptayabildigi en diisiik parazit sayisi belirlenmistir.

Bulgular: GZ-PZR testinde P. falciparum ile L. tropica ve L. infantum’un promastigot ve amastigot form-
larinda en diisiik parazit sayisi 10, P. vivax ve T. gondii parazitlerinde ise 12 olarak bulunmustur.
Tartisma: Leishmania spp., Plasmodium spp. ve T. gondii’nin GZ-PZR ile tanisinda ¢ok diisiik sayidaki
parazitlerin basari ile saptanmasi, bu testin her lg¢ parazitin molekiiler tanisinda giivenle kullanilabile-
cegini diisiindirmiistiir.

Anahtar kelimeler: GZ-PZR, Leishmania spp., Plasmodium spp., Toxoplasma gondii
ABSTRACT

Objective: Parasitic diseases that involve blood and tissues pose a significant threat to human health
worldwide. Malaria, leishmaniasis and toxoplasmosis kill thousands of people worldwide annually, and
impose a great burden on national economies due to treatment costs and loss of labour. The aim of this
study are to determine the lowest number of parasites detectable by Real Time Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) for Plasmodium spp., Leishmania spp. and T. gondii and to validate the RT-PCR test,
and integrate RT-PCR in routine laboratories applications.

Methods: Leishmania tropica (both promastigotes and amastigotes), L. infantum (both promastigotes
and amastigotes) and T. gondii were counted using a hemocytometer, while Giemsa-stained smears of
P. falciparum and P. vivax were examined under the microscope to define their parasitic load. Then,
dilutions as 1, 5, 10, 25, 50, 100, 500, 1.000, 2.500, 5.000 and 10.000 parasites/ul were prepared in PBS
solutions. DNA isolation was performed from all parasite suspensions and the lowest parasite
suspension which was positively detected by RT-PCR method was identified. This was followed by
further dilutions between the previous negative and last positive dilutions, to further determine the
lowest number of parasites that RT-PCR could eventually identify.

Results: Our assessments showed that the lowest number of parasites necessary for positive RT-PCR
were 10 for P. falciparum and amastigotes and promastigote forms of L. tropica/L. infantum, while 12
for P. vivax and T. gondii.

Conclusion: These results show that RT-PCR is a reliable diagnostic option to be used successfully for the
detection of Leishmania spp., Plasmodium spp. and T. gondii, even for infections with low parasitemia.

Keywords: Leishmania spp., Plasmodium spp., Toxoplasma gondii, RT-PCR
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GiRiS

Leishmaniasis, Dinya Saglik Orgiiti tarafindan alti
onemli tropikal hastaliktan biri olarak kabul edilen ve
diinyada her yil tahminen 1.3 milyon yeni olgu ve
200-300 bin kisinin 6limine yol actigi sanilan 6nem-
li bir enfeksiyondur. Leishmania turleri memelilerin
zorunlu hiicre igi paraziti olup, enfekte Phlebotomus
veya Lutzomyia cinsi tatarciklar (yakarca) tarafindan
kan emme sirasinda bulastiriimaktadir™?. Sitma,
leishmaniasis ve toksoplazmoz tiim diinyada insan
saghgini etkileyen 6nde gelen paraziter hastaliklar
arasindadir. Yapilan arastirmalar, diinyada her yil
yaklasik 2 milyon kisinin ve her 30 saniyede bir cocu-
gun sitma nedeniyle yasamini kaybettigini; diinya
nifusunun %40’ Inin sitma riski altinda oldugunu ve
her yil 300-350 milyon insanin enfeksiyonu aldigini
gostermektedir. Bunun yani sira, 6zellikle immunsip-
resif hastalar ile gebeler igin ciddi bir saglik tehdidi
olan toksoplazmoza diinya nifusunun %13’Gnde
rastlanilmaktadir®®,

Bu U¢ parazitin neden oldugu enfeksiyonun tani yon-
temleri incelendiginde, deri leishmaniasis’inde sag-
lam deri ile lezyonun birlestigi bélgeden igne aspiras-
yonu ile alinan materyalin, viseral leishmaniasis (VL)
hastalarinda ise dalak veya kemik iligi aspirasyon
materyalinden yapilan yayma preparatlarinin, Wright
veya Giemsa boyama yontemi ile boyanarak amasti-
gotlarin gorilmesi veya bu materyallerin NNN besi-
yerine ekilerek promastigotlarin uretilmesiyle tani
konulmasi altin standarttir™”. Sitmada ise altin stan-
dart parmak ucundan alinan kandan ince yayma ve
kalin damla preparatlari hazirlanarak parazitin mikros-
kopta gorulmesidir. Toksoplazmoz igin seroloji en ¢ok
tercih edilen tani yontemidir. Bununla birlikte, 6zellik-
le serolojik sonuglarin stipheli olarak saptandigi gebe-
lerde amniyon sivisindan yapilan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) glivenle kullanilmaktadir®1),

Paraziter hastaliklarin tanisinda mikroskobik incele-
meden serolojiye, kiiltirden PZR’ye ¢ok sayida farkh
yontem kullanilmaktadir®?, Son yillarda mikrobiyolo-
jinin ¢ogu alaninda oldugu gibi parazitolojide de PZR

gibi molekiler tani yontemleri yaygin olarak tercih
edilmeye baslanmistir. Bunun baslica nedenleri ara-
sinda PZR’nin yiksek duyarhhk ve 6zgulligl, hastala-
ra hizl sonug verilebilmesi ve az miktarda érnekle
dahi iyi sonug alinabilmesi sayilabilir. Bununla birlik-
te, gelismekte olan Ulkeler i¢in PZR halen diger yon-
temlerden daha pahalidir. Ayrica PZR’nin 6zel bir
laboratuvar, cihazlar ve 6zel egitimli personel gerek-
tirmesi gibi dezavantajlari da bulunmaktadir.

Bu calismada, Plasmodium spp., Leishmania spp. ve
T. gondii'nin gercek zamanl PZR (GZ-PZR) tepkimesi
ile klinik 6rnegin mikrolitresinde belirlenebilecek en
duslik parazit sayisinin belirlenmesi, test validasyon-
larinin yapilmasi ve GZ-PZR testinin rutin laboratu-
varlara dahil edilmesi sirasinda yardimci olmasi
amagclanmistir. Bu ¢alismayla olusturulacak standart-
lar ile gelecekte patentli bir tani kiti gelistirilmesi
hedeflenmektedir.

GEREC ve YONTEM

Parazit siispansiyonlarinin hazirlanmasi: Calismada,
Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Parazitoloji Ana Bilim Dali’nda, sivi azot iginde saklan-
makta olan parazit suslari kullanilmistir. Leishmania
tropica (promastigot ve amastigot), Leishmania infantum
(promastigot ve amastigot), Toxoplasma gondii Thoma
lami ile mikroskop altinda sayilarak Plasmodium
falciparum ve Plasmodium vivax ise yayma preparat-
lar hazirlanip Giemsa ile boyandiktan sonra mikroskop
altinda incelenerek parazitemi yogunlugu saptanmis-
tir. Daha sonra bu parazitler PBS sollisyonu ile mikro-
litrede 1, 5, 10, 25, 50, 100, 500, 1.000, 2.500, 5.000
ve 10.000 parazit olacak sekilde diliisyonlari yapilmis-
tir. Pozitif ¢ikan son dillisyon ile ondan sonraki ilk
negatif cikan dilisyon arasi yine dillisyon yapilarak
calisilmistir. Tim calismalar 3 kez tekrarlanmis ve cikan
sonuglarin ortalamasi alinmistir.

DNA izolasyonu: Hazirlanan her bir parazit sispansi-
yonundan DNA izolasyonu ticari kit (High Pure PCR
template preparation kit, Roche) kullanilarak dretici
firmanin talimatlar dogrultusunda yapilmistir.
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GZ-PZR: Her bir parazit icin kullanilan primer ve
problar Tablo 1'de verilmistir. GZ-PZR analizinde her
bir parazit icin “PCR grade” su, ileri ve geri yonla
primerler, problar ve QuantiTect Probe PCR Master
kit (Qiagen) iceren reaksiyon karisimindan 20 pl ve 5
ul genomik DNA kullaniimistir. PZR karisimlari 0.2
ml’lik ependorf tupleri igerisinde hazirlandiktan
sonra GZ-PZR cihazinda ¢alisiimistir.

Tablo 1. GZ-PZR igin kullanilan primer ve problar.

Parazit Primer-Prob Kaynak
FP: 5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3’ 13
L. tropica RP: 5’-GAAGCCAAGTCATCCATCGC-3’

L.infantum  P1: 5’-CCGTTTATACAAAAAATATACGGCGTT
TCGGTTT-Fluo-3’
P2: 5’-LCRed-640-GCGGGGTGGGTGCGTGT
GTG-Pho-3’

FP: 5’-GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA-3" 14
RP: 5’-AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA-3’

P. falciparum P:5’-6FAM-AGCAATCTAAAAGTCACCTCGAA

P. vivax AGATGACT-TMR (Pf)
P: 5’-6FAM-AGCAATCTAAGAATAAACTCCGA
AGAGAAAATTCT-TMR (Pv)

FP: 5’-CTCGCCTGTGCTTGGAGC-3’ 15
RP: 5’-CCTCGCCTTCATCTACAGTCCT-3’

P: 5’-6FAM-TCTGTAGTCCCCTTCGACTTCTG
TCCC-BHQ1

T. gondii

FP: Forwardprimer, RP: Reverseprimer, P:Prob, ITS: Internal trans-
cribed spacer-1, Pf: P. falciparum, Pv: P. vivax

Bu calisma, Manisa Celal Bayar Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2015-090 numa-
rali proje ile desteklenmistir.

BULGULAR

Yapilan GZ-PZR testinde P. falciparum, L. tropica (pro-
mastigot), L. infantum (promastigot), L. tropica
(amastigot), L. infantum (amastigot) parazitlerinde
en dislik parazit sayisi mililitrede 10 olarak bulunur-

Tablo 2. Parazit tiirlerine gére GZ-PZR saptanan en diisiik parazit
sayisi.

GZ-PZR Saptanan En Diisiik
Parazit Sayisi (parazit/ml)

Parazit Tiirii

Plasmodium falciparum 10
Plasmodium vivax 12
Leishmania tropica (promastigot) 10
Leishmania infantum (promastigot) 10
Leishmania tropica (amastigot) 10
Leishmania infantum (amastigot) 10
Toxoplasma gondii 12
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ken, P. vivax ve T. gondii iginse 12 olarak saptanmistir
(Tablo 2) (Sekil 1-3).
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TARTISMA

Paraziter hastaliklarin tanisinda farkl duyarliliga ve
ozglllige sahip bircok yontem kullanilmakta, her biri
icin tanida altin standart farklilik gosterebilmektedir.
Cogu bakteri ve virls enfeksiyonunda PZR rutin tani-
da kullanilmaktayken, paraziter hastaliklara yonelik
PZR uygulamalari daha ge¢ baslamistir. Yapilan galis-
malarda, PZR’nin tanisal duyarhhginin hafif enfeksi-
yonlu olgularin tanisinda ¢ok etkili oldugu, diger
yontemlerle saptanamayan bircok etkenin PZR ile
saptandigi bilinmektedir. Buna en iyi 6rneklerden biri
Dientamoeba fragilis isimli bagirsak protozoonudur.
Trikrom boyali preparatlar ile kiltiir yonteminin kul-
lanildig1 6zel bir ¢alismada, insidansi %5’in altinda
saptanan bu protozoonun PZR ile Ustelik Danimarka
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gibi genel olarak intestinal parazitlerin insidansinin
disuk oldugu bir ilkede dahi %43 olarak saptanmasi
dikkat cekici bulunmusture),

Leishmaniasis olgularini tanimlamada PZR protokol-
leri uzun vyillardir kullanilmaktadir. Bu protokoller
arasinda kinetoplast DNA’si (kDNA), ribozomal
RNA’nin kiguk alt Gnitesi (ssRNA) ve ITS-1 bolgesine
yonelik olanlar en sik kullanilanlardir?”. Ozellikle
oldiirici olabilen VL olgularinda, hizli ve etkin tani
olanagi sunan, hatta semptomsuz olgularin bile sap-
tanmasina olanak saglayan bu yontemler ile dislk
parazit sayisina sahip olgularda dahi tani konulabildi-
gi bildirilmektedir*®. VUnin yaygin goéruldugu bir
Afrika tlkesi olan Etiyopya’da yapilan bir ¢alismada,
VLU'nin tanisi icin en duyarli yéntemin kDNA'ya yone-
lik GZ-PZR protokolii oldugu ve testin saptama esigi-
nin mililitrede 10 parazit oldugu bildirilmistir®”. Bu
sonuglarla karsilastinldiginda, Leishmania belirleme
sinirinin uyguladigimiz PZR protokoli ile paralellik
gosterdigi gortilmektedir. Yapilan farkh bir calismada
Ceccarelli ve ark.“® kDNA’yi hedef alarak uyguladik-
lar kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu yontemin-
de, L. amazonensis DNA’sini 1 ile 1x10-4 araliginda
dilie ederek belirlenebilir en diisik DNA miktarini
0.1 pg olarak bulmus ve bu miktarin 1.3 parazite esit
oldugunu bildirmislerdir. Buna karsilik, Eberhardt ve
ark.®% yaptiklari bir calismada, L. infantum ile enfek-
te edilmis hamster organlarindaki amastigot belirle-
me sinirlarini, yeni gelistirdikleri RNA tabanli ve
Spliced-leader RNA saptama metodu olarak adlandi-
rilan yontem ile arastirmislardir. Bu ¢calismada arasti-
ricilar, hamster karaciger ve dalaklarindaki amastigot
miktarlarini sirasiyla 0.005 ve 0.002 parazit/mg ola-
rak saptamislar ve bu yontemin 18sRNA ve kDNA
bolgelerini hedefleyen yontemlerden daha duyarh
oldugunu bildirmislerdir(°,

Sitmanin tanisinda tim diinyada en yaygin kullanilan
yontem mikroskopidir. Son yillarda molekiler yon-
temlerin sitma tanisinda da yaygin olarak kullanima
girmesiyle sitma tanisinda daha etkili tani yontemleri
uygulandigi goriilmektedir. Sonug olarak, yakin zama-
na kadar insani enfekte eden dort Plasmodium spp.

oldugu bildirilirken P. knowlesi’'nin de insanlari enfek-
te ettigi son yillarda gerceklestirilen DNA dizi analizi
calismalariyla ortaya konulmustur???, Sitmanin PZR
ile tanisinda, diger enfeksiyonlarda oldugu gibi para-
zitin DNA’s| arastirildigindan canli/6lu parazit ayrimi
yapilamamaktadir ki bu durum, PZR’nin en 6nemli
dezavantajlarindan biri kabul edilir. Bununla birlikte,
Jarra ve Snounou®) 1998 yilinda yayimlanan calisma-
larinda, yalnizca canli parazitleri saptayan bir PZR
protokoll tanimlamislardir. Ayni anda tim sitma tir-
lerinin birlikte arastirilabildigi bir GZ-PZR panelinde
birden fazla etkenin yol agtigi sitma enfeksiyonlari da
belirlenebilmektedir. Sonug olarak, deneysel calis-
malarla sitma tanisinda PZR duyarhligindaki alt limi-
tin 5-10 yeni izole edilmis sporozoit oldugu
bildirilmektedir®. Imwong ve ark.?® yaptigi bir calis-
mada, sitma tanisinda kullanilan PZR’nin pl'de en az
22 parazit oldugunda pozitif sonug verdigi bildirilmis-
tir. Calismamizda saptadigimiz alt limit olan en az 12
parazit bu bakimdan basarili bir sonug olarak kabul
edilebilir. Hizla gelisen teknoloji ve parazit genomun-
da daha duyarh yeni hedef bolgelerin saptanmasi ile
belirleme limitleri oldukca asagi cekilmistir. Raju ve
ark.?® sitmanin molekiler tanisinda “identical multi-
repeat sequences” (IMRSs) olarak adlandirilan bir
dizi 6zdes hedef bolgenin primer potansiyelini aras-
tirmis ve bu bolgeye 6zgl primerlerin 18sRNA gen
bolgesine gore tasarlanan primerlerden 100 kat daha
disik miktarda paraziti saptayabildigini gostermis-
lerdir. Yine Almeida-de-Oliveira ve ark.?” tarafindan
yapilan bir calismada, SYBR™ ve TagMan™ prob sis-
temleri kullanilarak uygulanan GZ-PZR yénteminde P.
vivax icin limit saptama performansi 0.01 parazit/ul
olarak bulunmustur.

Toksoplazmoz igin uygulanan diger tani segenekleri-
ne kiyasla ¢ok daha etkin, hizl ve kontaminasyon
riski distik bir yontem olan GZ-PZR ile yalnizca kan-
dan degil, her tiirlu vicut sivisi ve doku drneginde
de T. gondii DNA’sI aranabilmektedir. Yapilan cals-
malarda, incelenen 6rnekte az sayida T. gondii taki-
zoiti bulundugunda dahi sonug alinabildigi gosteril-
mektedir. Giinimuzde 6zellikle gebelerde toksoplaz-
moz kuskusu duyuldugunda amniyon sivi 6rneginden
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yapilan GZ-PZR, yiksek duyarhhg ve ozgullGgi ile
guvenle kullanilmaktadir?®?), Parazit yukinin az
oldugu olgularda erken donemde tani koymak o6zel-
likle gebelerde 6nemli oldugundan, gelistirilen test-
lerde olabildigi kadar az sayida parazitin varliginda
pozitif sonug veren protokoller deger kazanmistir.
Ozellikle Fransa’da yapilan cok sayida calisma ile
bugiin amniyon sivisindan alinan érnekte tek bir T.
gondii takizoiti olsa bile pozitif sonug veren ve bu
sayede dogru tani koyduran PZR ve GZ-PZR protokol-
leri bulunmaktadir?®?®. Ayrica, deneysel olarak doku-
lardan alinan orneklerde T. gondii varligini saptayan
PZR protokolleri de gelistirilmistir®®. Ender goriilse
de ciddi sorunlar doguran organ nakliyle bulasan
toksoplazmoz gibi olgularda bu tip testler blylk
yarar saglayacaktir. Calismamizda, 12 parazit/ml PZR
protokoliimuzin alt siniri olarak belirlendi. Yapilan az
sayidaki benzer calismalardan birinde, Japon arastir-
maci Asai®®¥, Toksoplazma ensefaliti tanisinda PZR’nin
etkinligini arastirmis ve 1x10® ng/ul oldugunu belirt-
mistir. Kedi diskisindaki ookistleri saptayabilmek icin
gelistirilmis ticari tani kitlerinin karsilastirildigi bir
diger calismada ise, en duyarli kitin 1 gram diskida 50
ookist oldugunda tani koyabildigi belirlenmistir®?.
Farkli bir calismada ise, Escotte Binet ve ark.®® top-
rak érneklerinde T. gondii ookistlerini PZR ile hizli ve
duyarh bir yontemle arastirmis ve minimum ookist
saptama limitini 1 ookist/g olarak bildirmislerdir.
Sroka ve ark.®¥ ise T. gondii ookistlerinin belirlenme-
sinde GZ-PZR ile ¢ift turll polimeraz zincir reaksiyonu
(CT-PZR-nested PCR) yontemlerini kiyaslayarak mini-
mum ookist saptama limitini arastirmislardir. Bu ¢alis-
mada, ookist iceren su ve kedi diskisi 6rnekleri hem
GZ-PZR ile hem de CT-PZR yontemleri ile galisiimistir.
Minimum ookist limitleri, su 6rneklerinde GZ-PZR ve
CT-PZR igin sirasiyla 1-50 ve 2-20 ookist olarak belirle-
nirken, diski érnekleri icin ise 1-50 ve 50 ookist olarak
bildirilmistir. Diger bir calismada, Rahimi Esboei ve
ark.®® okiiler toksoplazmozlu hastalarin kan 6rnekle-
rinde T. gondii belirlenmesi icin RE ve B1 genlerini
hedefleyerek minimum belirlenme limitini sirasiyla bir
takizoit ve bes takizoit olarak saptamislardir.
Calismamizda elde ettigimiz verilerin diger ¢alismala-
rin verileri ile kiyaslanabilir oldugu distnilmektedir.
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Turkiye, cografi konumu geregi Asya, Afrika ve Avrupa
arasinda bir gecis noktasi oldugundan ulkemizdeki
parazit suslarinin ileri derecede ¢esitlilige sahip oldu-
gu tahmin edilmektedir. Bu ¢alisma ile P. falciparum
disinda tlkemizden elde edilen yerli parazit suslarin-
dan L. tropica, L. infantum, T. gondii ve P. vivax (Ulke-
mizdeki sitma eliminasyonundan 6nce elde edilmis)
ile PZR denemeleri yapilip uygun test kosullari igin
pozitiflik limitleri ilk kez ortaya konulmustur. icerigi
ve sonuglari gz 6niine alindiginda bu ¢alisma 6zgiin-
dir ve llkemizdeki calismalara katki saglayacagi ve
rehber olabilecegi duslinilmektedir. Bu g¢alismanin
verileri ile yapilacak sonraki ve ileri ¢calismalar Glke-
mizde bu (g parazit hastaliginin tanisi i¢in uygulana-
cak PZR testlerinin duyarlilik ve 6zglnlGgliniin gelisti-
rilmesine katki saglayacak, Glkemize 6zgii izolatlar ile
hazirlanacak tani kitleriyle bu konudaki disa bagimh-
lig1 da azaltabilecektir. Bu bilgilerin isiginda daha
fazla sayida o6rnek ve ileri ¢alismalar ile galismada
arastirilan parazitlerin GZ-PZR ile saptanmasina yéne-
lik yerli tani kitlerinin gelistirilmesi ve patent alinma-
st da planlanmaktadir.
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