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Tiirkiye’deki ilk Maymun Sitmas:
Bir Plasmodium knowlesi Olgusu

The First Monkey Malaria in Turkey:
A Case of Plasmodium knowlesi
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insanda sitma etkeni olarak bilinen dért Plasmodium tiiriine (P.vivax, P.falciparum, P.malariae, P.ovale),
son zamanlarda 6zellikle Glineydogu Asya lkelerinde bildirimi artmaya baslayan Pknowlesi de eklen-
mistir. Pknowlesi makak maymunlarinin (Macaca fascicularis ve M.nemestrina) sitma etkeni olup, insana
6zellikle Anopheles leucosphyrus ve An.hackeri sivrisinekleri ile bulasmaktadir. ik kez Malezya’da ortaya
cikan P.knowlesi sitmasi olgularinin sayilari giderek yiikselmis; Tayland, Filipinler, Burma (Myanmar), Sin-
gapur ve Vietnam gibi bircok Glineydogu Asya (lkesinden de olgular rapor edilmis; bati iilkelerinde ise
sadece az sayida gezginde tanimlanmistir. Bu raporda, lilkemizde ilk kez tanimlanan yurtdisi kaynakli bir
P.knowlesi sitmasi olgusunun sunulmasi ve bundan sonra da goriilebilecedi konusuna dikkat cekilmesi
amaclanmistir. Burma’dan llkemize muilteci olarak gelmis 33 yasinda erkek hasta, 24 saate bir yiikselen
ates, kas ve eklem agrilar, halsizlik, bas agrisi, istahsizlik, bogaz agrisi ve okstriik sikayetleriyle bir saghk
kurulusuna basvurmustur. Olguya Ust solunum yolu enfeksiyonu 6n tanisi konulmus; ancak periyodik
ates ve yurtdisi dykiisi olmasi nedeniyle hazirlanan ince yayma ve kalin damla kan preparatlari ileri in-
celeme icin laboratuvarimiza génderilmistir. ince yayma kan preparatlarinin mikroskobik incelemesinde,
P.knowlesi‘ye uyan eritrositer formlar (bir eritrosit icinde li¢c adet biylik genc¢ trofozoit formu, kompakt
g6riniimli Gg adet olgun trofozoit ve bant formunda li¢ adet olgun trofozoit) gorilmustir. Bunun Gze-
rine Plasmodium cinsine ait kiiciik altlinite ribozomal RNA (SSU-rRNA) genini hedefleyen gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) ve ayrica Pknowlesi'nin rRNA bolgesine DNA dizi analizi uygulan-
mistir. Boylece mikroskobik olarak stiphelenilen P.knowlesi tanisi, Rt-PCR ve dizi analizi sonucunda dogru-
lanmustir. Olguya klorokin ve primakin kombine tedavisi uygulanmis ve yedi glin sonra yapilan kontrolde
parazitemisinin kayboldugu ve sikayetlerinin gectigi gérilmistir. Ulkemizde daha 6nce, farkli Plasmodi-
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um tirlerinin tespit edildigi yurtdisi kaynakli bircok olgunun bildirilmesine ragmen, P.knowlesi sitmasina
hi¢ rastlanmamustir. Bu raporda sunulan ilk olgu, 6zellikle artan gocler nedeniyle bundan sonra P.knowlesi
sitmasinin da gorilebilecedini vurgulamaktadir.

Anahtar sozciikler: Sitma; Plasmodium knowlesi; Tiirkiye.

ABSTRACT

Plasmodium knowlesi is now added to the known four Plasmodium species (P.vivax, Pfalciparum,
P.malariae, P.ovale) as a cause of malaria in humans because of the recent increasing rate of cases reported
from countries of southeastern Asia. Pknowlesi which infects macaque monkeys (Macaca fascicularis
and M.nemestring) is transmitted to humans especially by Anopheles leucosphyrus and An.hackeri
mosquitos. First human cases of Pknowlesi malaria have been detected in Malaysia which have reached
high numbers in recent years and also have been reported from countries of Southeast Asia such as
Thailand, Philippines, Myanmar, Singapore and Vietnam. However the number of cases reported from
western countries are rare and limited only within voyagers. This report is the first presentation of an
imported case of Pknowlesi malaria in Turkey and aims to draw attention to the point that it could also
be detected in future. A 33-year-old male patient from Myanmar who has migrated to Turkey as a
refugee, was admitted to a health center with the complaints of fever with a periodicity of 24 hours,
headache, fatigue, cough, sore throat, anorexia, myalgia and arthralgia. He was prediagnosed as upper
respiratory tract infection, however because of his periodical fever and background in Myanmar, thick
and thin blood films were prepared and sent to our laboratory for further examinations. Microscopic
examination of the thin blood films revealed erythrocytic stages compatible with P.knowlesi (three large
early trophozoites in an erythrocyte, three late trophozoites with compact view, and three late band-form
trophozoites). Upon this, both real-time polymerase chain reaction (Rt-PCR) targeting the small subunit
ribosomal RNA (SSU-rRNA) genes of Plasmodium genus and DNA sequence analysis targeting P.knowlesi
rRNA gene were performed. As a result, the suspected identification of P.knowlesi by microscopy was
confirmed by Rt-PCR and DNA sequencing. The patient was treated with chloroquine and primaquine
combination and in the follow-up on the seventh day after the treatment, his parasitemia and symptoms
had ceased. Although there were some previous reports concerning about imported patients infected
with different Plasmodium species in our country, no cases of P.knowlesi have been reported. This first
case presented here emphasizes the occurence of Pknowlesi malaria in Turkey hereinafter due to the
increasing number of refugees.

Keywords: Malaria; Plasmodium knowlesi; Turkey.

GiRiS

Sitma, tropikal ve subtropikal bolgelerde sik gorilen ve glinimizde diinyada en sik
0lime neden olan paraziter bir hastaliktir. Diinyada her 30 saniyede bir cocugun sitma
nedeniyle hayatini kaybettigi, diinya niifusunun %40’inin sitma riski altinda oldugu, her
yil 300 milyon insanin sitma ile enfekte oldugu ve yaklasik 1-3 milyon kisinin sitma ne-
deniyle 6ldiigi bildiriimektedir'. Diinya Saglik Orgiitii sitmay1 6nemli bulasici hastaliklar
kapsaminda tiiberkiloz ve AIDS ile birlikte ilk li¢ icinde degerlendirmektedir.

Sitmaya neden olan Plasmodium cinsi icinde, giiniimiize kadar memeli, kus ve su-
riingenleri enfekte eden 150’den fazla tiir tamimlanmistir?. insan-disi primatlarda sit-
ma etkenleri olan P.cynomolgi Gliineydogu Asya’da; P.brasilianum ve P.simium ise Gliney
Amerika’da sivrisinekler ile insanlara bulasan 6nemli ve potansiyel zoonozlardir'2, insan-
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da sitmaya neden oldugu bilinen dort Plasmodium tirtine (P.falciparum, P.vivax, P.malaria
ve Povale) ilaveten, 2004 yilinda Borneo (Malezya)'da Pknowlesi enfeksiyonlarina ¢ok
sayida rastlanmasi ve Gilineydogu Asya Ulkelerinde de insan olgulari ile karsilagiimasi
nedeniyle, Pknowlesi'nin insanlarda sitmaya neden olan besinci tiir oldugu bildirilmis-
tir’#. Sitmanin ilk dogal konaklarinin Malezya ve Singapur’da yasayan makaklar (Macaca
fascicularis ve Macaca nemestrina) oldugu belirtilmektedir®. Dagilim alanlari makaklarla
kesisen ormanlarda yasayan Anopheles leucosphyrus ve An.hackeri sivrisinekleri, P.knowlesi
sitmasinin vektorleridir ve deneysel enfeksiyonlarda P.knowlesi sitmasinin insandan in-
sana, maymundan insana ve insandan maymuna gegisinde rol aldiklari saptanmistir>~’.
Pknowlesi sitmasina genellikle ciftciler, avcilar ve orman iscileri gibi orman ve orman
kenarlarinda zaman geciren yetiskinlerde yiiksek oranda rastlandigi bildirilmistir®.

insanlarda P.knowlesi olgularinin ilk olarak 2004 yilinda Borneo’da ortaya ¢ikmasinin
ardindan, benzer olgular Tayland, Filipinler, Burma (Myanmar), Singapur, Vietnam, En-
donezya, Brunei ve Kambocya’da da gériilmiistiir’ 6. Pknowlesi enfeksiyonlarinin mik-
roskobik olarak dogru teshis edilememesi ve molekiiler tani yontemlerini uygulayan mer-
kezlerin az olmasi nedeniyle Giiney Asya Ulkelerinde P.knowlesi'nin yayginhigi kesin olarak
belirlenmis degildir. Pknowlesi sitmasi ile ilgili olarak epidemiyolojik ve klinik tablolari
hakkinda veriler sinirli sayidaki arastirmalara dayanmaktadir®*®:'>7_ Bu olgu, ilkemizde
yurtdisi kaynakli ilk maymun sitmali olgu olmasi ve bundan sonra da rastlanabilecegini
vurgulamak amaciyla sunulmustur.

OLGU SUNUMU

Avrupa’ya milteci olarak gecmeyi planlayan 33 yasinda erkek olgu, Burma (Myitkyina,
Myanmar)'dan Ulkemize geldiginin 12. gliniinde, dort giindur siiren 24 saatte bir yuk-
selen ates, kas ve eklem agrilar, halsizlik, bas agrisi, istahsizlik, bogaz agrisi ve oksuriik
sikayetleri ile bir saghk kurulusuna bagvurmustur. Olguya bu sikayetleri nedeniyle Ust
solunum yolu enfeksiyonu 6n tanisi konulmustur. Kan preparatlarinda Plasmodiumara
benzer yapilar goriilmesi, ates ve yurtdisi oykusii olmasi nedeniyle ince yayma ve kalin
damla preparatlari laboratuvarimiza gonderilmistir. Laboratuvarimiza ulasan ince yayma
kan preparati metanol ile tespit sonrasi, kalin damla preparati ise direkt olarak Giemsa
ile boyandiktan sonra 15tk mikroskobunda (100X biyutme) Plasmodium varligi agisindan
degerlendirilmistir. ince yayma preparatlarin mikroskobik incelemesinde Pknowlesi'ye
uyan eritrositer formlar gorilmus (Resim 1), bunun tzerine Plasmodium cinsine ait kuiglik
altinite (small-subunit) ribozomal RNA (SSU-rRNA) genini hedefleyen gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) uygulanmistir.

Materyalden DNA izolasyonu icin, ince yayma ve kalin damla preparatlari steril bir
petri kabi icerisine steril bistiiri ile kazinmis ve Gzerine 200 pl serum fizyolojik konularak
materyal pipet yardimiyla ependorf tlp icerisine aktarnlmistir. Plasmodium DNA'si, High
Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, ABD) ile kit kullanim klavuzuna gore izole
edilmistir. Pfalciparum, Povale, Pmalariae ve Pvivax'in molekiler tanisi icin Rougemont
ve arkadaslarinin'® kullandigi 18S rRNA gen bolgesine 6zgiil primer ve prob kullaniimis;
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Resim 1. Olgunun ince yayma kan preparatinda P.knowlesi, geng trofozoit (a-c), olgun trofozoit (d-f), geng
sizont (g), Olgun sizont (h), (x100 biiyiitme, bar 10 pym).
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P.knowlesi icin prob tarafimizdan tasarlanmistir. Buna gore, ileri primer GTTAAGGGAGT-
GAAGACGATCAGA; ters primer AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA ve prob FAM-
AGAGTTTTTCTTTTCTCTCCGGAGATTAGAAC-TAMRA olarak kullanilmistir. iki mikrolitre
DNA, primer, prob ve LightCycler Tagman Master Mix’den (Roche, ABD) 7 ul kullanila-
rak, PCR ile amplifiye edilmistir. Genotiplendirme 5’ ekzoniikleaz aktivitesi yontemiyle Rt-
PCR’da (LightCycler 480) amplifikasyonun belirlenmesi ile yapilmistir. Ayrica ayni primerler
kullanilarak ¢ogaltilan amplikona Sanger dizilemesi de uygulanmugtir.

Molekiiler inceleme sonunda, tir ayrimi icin yapilan Pfalciparum, Pvivax, P.ovale ve
P.malariae Rt-PCR negatif sonug verirken, P.knowlesi’'nin SSU-rRNA genini hedefleyen Rt-
PCR pozitif bulunmustur. PCR uriintine yapilan gen dizi analizinin de P.knowlesi ile uyum-
lu oldugunun saptanmasi tizerine, etken P.knowlesi olarak tanimlanmustir.

Olguya klorokin+primakin tedavisi (1 ve 2. glinlerde, giinde 600 mg klorokin baz, 3.
glin 300 mg klorokin baz; bu tedaviye ek olarak 1. glinden baslayarak klorokin’le birlikte
14 gin, glinde 15 mg baz primakin) uygulanmistir. Tedavi bitiminden sonra yedinci
glinde incelenen kontrol preparatlarinda parazitemisinin kayboldugu ve sikayetlerinin
gectigi gorilmdustar.

TARTISMA

insanda bildirilen ilk P.knowlesi enfeksiyonuna baglh sitma olgusu'®, 1965 yilinda
Malezya’dan Amerika’ya dénen bir turist olup, son 10 yil icerisinde bildirilen 120 insan
olgusunun da biiyiik cogunlugu Borneo (Malezya) kaynaklidir>2%21, Son yillarda Giiney
Asya’da P.knowlesi enfeksiyonlarinin insandaki sikliginda bir artis gorildigu bildirilmek-
le birlikte, bati iilkelerinde Pknowlesi enfeksiyonu 10 kadar turistte tanimlanmistir®22,
Malezya’da P.knowlesi sitmasi olan hastalarda, 24 saatte bir ates ve tslime belirtilerinin
goruldigu; 6zgul olmayan bir febril hastalik tablosu ile bas agrisi, titreme, halsizlik, kas
agrisi, karin agrisi, nefes darligi ve oksuriigiin de diger yaygin bulgular arasinda yer aldi-
g1 bildirilmistir?%2324, Sunulan bu olguda da P.knowlesi sitmasina ait bulgular gériilmiis
olmakla birlikte, olguya her glin yiikselen ates, kas ve eklem agrilar, halsizlik, bas agrisi,
istahsizlik, bogaz agrisi ve 6ksurik sikayetleri nedeniyle Gst solunum yolu enfeksiyonu 6n
tanisi konmustur.

P.knowlesi'nin eritrositer formlari, morfolojik olarak Pmalariae ve Pfalciparum’un
eritrositer formlarina blytk benzerlik gostermektedir. P.knowlesi gen¢ trofozoitlerinin
P.falciparum’ave diger tim agsamalarinin Pmalaria’ya benzemesi nedeniyle, mikroskobik in-
celemede yanlis olarak P.malaria tanisinin kolaylikla konulabildigi bildirilmektedir2%22-26,
Bizim olgumuzun ince yayma kan preparatinin incelenmesinde, P.falciparum’un geng
trofozoitlerine benzer morfolojik yapiya sahip, bir eritrosit icerisinde birden fazla geng
trofozoitin bulundugu, ancak bu formlarin Pfalciparum geng trofozoitlerine oranla daha
biyik oldugu gozlenmistir. Ayrica olgun trofozoit formlarinin, Pmalaria’'nin olgun tro-
fozoit formlarinda oldugu gibi bant seklinde g6zlenmesi ve olgunun Giiney Asya’dan
gelmis olmasi nedeniyle Pknowlesi enfeksiyonundan siiphelenilmistir. Dolayisiyla, ince
yayma kan preparatinda; bir eritrositte P.falciparum’dan blyik Ug¢ adet geng trofozoit
formunun olmasi (Resim 1.b), kompakt goriinimli ¢ adet olgun trofozoitin bulunmasi

488 MIiKROBIYOLOJi BULTENI




Ozbilgin A, Cavus |,
Yildinm A, Gundiz C.

(Resim 1.d) ve eritrositi boydan boya kat eden kusak seklinde lic adet olgun trofozoitin
gorilmesi (Resim 1.f), bu parazitin P malaria ve P. falciparum’dan farkli olarak P.knowlesi
olabilecegini diisiindiirmiistiir?®. Kisacasl, bizi P.falciparum ve P.malaria stmasindan uzak-
lastiran noktalar; periferik kanda Pfalciparum’un geng trofozoit ve gametosit formlarinin
disinda normalde diger formlarinin gériilmemesi ve bir eritrositte tcli yogun boya alan
yapida ve yine liclii bant seklindeki geng trofozoitlerin gériilmesi'” olmustur. Kesin tan
amaciyla Rt-PCR ve gen dizi analizi yapilarak olguya P.knowlesi'ye bagl maymun sitmasi
tanisi konmustur.

P.knowlesi sitmasinin tedavisinde ilk olarak klorokin kullanilmis'®, ancak Malezya’dan
bildirilen olgularda, baslica gametosidal etkili ilag olarak bilinen primakin ile klo-
rokin kombinasyonunun daha etkili oldugu bildirilmistir®?425, Bizim olgumuza da
klorokin+primakin oral tedavisi uygulanmis ve yedi gilin sonra yapilan kan preparatlarin-
da parazitemiye rastlanmamistir.

Bilindigi lizere, son yillarda gerek turistik seyahatlerde, gerekse komsu Ulkelerdeki i¢
karisikliklar ve savaslara bagh olarak gé¢lerde biiyiik artis yasanmaktadir. Ulkemiz, icinde
bulundugu cografi konum nedeniyle, go¢ edenler icin uygun bir gecis ve konaklama
noktasi olma durumundadir. Bu nedenle tlkemizde ilk defa goriilen bu olgu, bundan
sonra karsilasilabilecek bu tiir sitma enfeksiyonlarinin da Pknowlesi'ye bagh olabilecegi-
nin akla getirilmesi amaciyla sunulmustur.
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