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Sitma, tropikal ve subtropikal bolgelerde yaygin olarak gorilen ve hayati tehdit eden bir hastaliktir.
Sitmanin endemik olarak goriildiigu bolgelere seyahat 6ykuist olan ve tipik klinik belirtileri olan hastalarda
on tani olarak sitma dusiinilmektedir. Sitmanin laboratuvar tanisinin temelini boyali preparatlarin
mikroskobik incelemesi olusturmaktadir. Fakat mikroskobik inceleme ile tani ve Plasmodium tiir ayriminin
yapilmasinda zorluklar yasanabilmektedir. Birinci olguda; ates, tGsiime-titreme sikayetleri olan ve Nijerya
seyahati 6ykusl bulunan 26 yasindaki erkek olguda, ince yayma kan preparatinda %71 oraninda saptanan
enfekte eritrositlerde klasik Plasmodium vivax eritrositer formlarindan farkli goériinim saptanmuistir.
Parazitin cekirdekleri belirgin olmayip, kromatin veya boya tanesi seklinde diizensiz olarak sitoplazmada
yer almis, bazi eritrositlerde daginik ve grandiler, sitoplazmada noktalar seklinde Schiffner graniillerine
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benzer niikleus parcalari, bazi Plasmodium eritrositer formlarinin sitoplazmalarinin diizensiz oldugu
ve nikleuslarinin olmadigi gozlenmistir. Enfekte olan eritrositlerin hicbirinde Schiiffner grandillerine
rastlanmamistir. Hastanin periferik kan érneginde Plasmodium tiirlerine ait antijenleri saptayabilen hizli
tani testi (OptiMAL, DiaMed, Isvicre) ile olgumuzda Pvivax saptanmustir. Multipleks gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu ile Pvivax 18S rRNA geni gosterilmistir. Hastanin serum 6rneginde Pan
Malaria Antibody CELISA (CelLabs, Pty Ltd, Brookvale, Avustralya) kiti kullanilarak Plasmodium tiirlerine
karsi antikor aranmis ve hasta 6rneginin optik dansite (OD) degeri pozitif kontroliin OD degerinin
bes kati olarak &l¢iilmiistiir. ikinci olgu ise 31 yasinda Nijerya’da calistigi 6grenilen erkek hasta olup,
dismeyen ates, siddetli bas agrisi, kulaklarda ve gozlerde agr sikayetleriyle bagvurmus ve ince yayma
kan preparatinda %12 oraninda saptanan enfekte eritrositlerde klasik P.falciparum eritrositer formlarindan
farkl goriniim saptanmustir. Bazi Plasmodium trofozoitlerinin, P.vivax gibi eritrositin 1/3' biyukliginde
ve graniler olmayan sitoplazmaya sahip olduklari, bazi eritrositer formlarin yuvarlak oldugu ve niikleus ve
sitoplazmasinin zor ayrildigi, bazilarinin ise hilal seklinde goriliip niikleuslarin sitoplazmanin ortasina yakin
yer aldig1, bazi eritrositer formlarin Pvivax’in olgun trofozoitlerine benzer sekilde tek niikleus ve daginik
bir sitoplazma ile karakteristik bir goriinimde oldugu saptanmistir. Plasmodium geng trofozoitlerinin
biykluk olarak Pvivax’'a benzemesine ragmen 6zellikle niikleuslarinin eritrosit ceperine yapismis formlar
cok miktarda gozlenmistir. Pfalciparum gametosit formlarina rastlanilmamistir. Yapilan dért yaymanin
sadece birinde P.falciparum benzeri geng trofozoite rastlanilmistir. Hizli tani testi ile Pfalciparum saptanmis
ve multipleks gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu ile P.falciparum 18S rRNA geni tespit edilmistir.
ELISA testinde Plasmodium tirlerine karsi antikor saptanmamistir. Bu olgu sunumunda dig kaynakl iki
sitma olgusunun laboratuvar tanisi ve Plasmodium tiir ayrminda antijen saptayan hizli test, serolojik ve
molekiiler ydntemlerin mikroskobik taniya desteginin 6nemi ortaya konulmustur.

Anahtar sézciikler: Plasmodium; polimeraz zincir reaksiyonu; hizli tani testi.
ABSTRACT

Malaria is a widespread and life-threatening disease in tropical and subtropical regions. In patients
with typical clinical symptoms, malaria is considered as a preliminary diagnosis if there is a travel history
to malaria-endemic areas. The basis of the laboratory diagnosis of malaria is the microscopic examination
of Giemsa stained smears. On the other hand, the diagnosis and differentiation of Plasmodium species
with microscopic examination may have some difficulties. In the first case, adifferent appearance
from the classical Plasmodium vivax erythrocytic forms in infected erythrocytes were detected in 1%
of all erythrocytes in thin smear blood preparations of a 26-year-old male with complaints of fever and
chills and a story of travel to Nigeria. It was observed that parasitic nuclei were not prominent, and
were located in the cytoplasm irregularly as chromatin or dye particles, nucleus fragments similar to
Schiiffner’s granules in the form of scattered and granular spots were present in some erythrocytes, the
cytoplasm of some Plasmodium erythrocytic forms were irregular and nuclei were not seen. There were
no Schiiffner’s granules in any of the infected erythrocytes. P.vivax was detected by the rapid diagnostic
test (OptiMAL, DiaMed GmbH, Switzerland), which searches for the antigens of Plasmodium species,
in the peripheral blood sample of the patients. The Pvivax 18S rRNA gene was also detected by the
multiplex real-time polymerase chain reaction. Antibodies against Plasmodium species were searched by
using the Pan Malaria Antibody CELISA (CelLabs Pty Ltd, Brookvale, Australia) kit in the patient’s serum
sample and the optical density (OD) value of the patient sample was measured five times the OD value of
the positive control. In the second case, adifferent appearance from the classical P.falciparum erythrocytic
forms in infected erythrocytes were detected in 12% of all erythrocytes in thin smear blood preparations
of a 31-year-old male who has been suffering from persistent fever, severe headache, pain in the eyes
and was known to be working in Nigeria. It was observed that some Plasmodium trophozoites have 1/3 of
the size of erythrocytes such as Pvivax and have non-granular cytoplasm, some erythrocytic forms were
round and the nucleus and cytoplasm were hardly distinguished, some of them were seen as crescent
and close to the nucleus of the cytoplasm and some erythrocytic forms had characteristically a single
nucleus and a scattered cytoplasm, similar to mature trophozoites of Pvivax. Although the Plasmodium
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young trophozoites were similar to P.vivax in means of magnitude, the forms in which the nuclei adhered
to the erythrocyte wall were common. There were no Pfalciparum gametocyte forms. Pfalciparum like
young trophozoite was observedonly in one of the four smears. Pfalciparum was detected by the
commercial rapid diagnostic test and Pfalciparum 18S rRNA gene was also detected by the multiplex
real-time polymerase chain reaction. Antibody formation against Plasmodium species was not detected in
the ELISA test. In these case reports, the importance of the support of rapid diagnostic tests, serological
and molecular methods to microscopic diagnosis and species determination of two imported malaria
cases were demonstrated.

Keywords: Plasmodium,; polymerase chain reaction; rapid diagnostic test.

GIRi$

Sitma, etkili tedavilere ragmen halen tropikal ve subtropikal bolgelerde en 6nem-
li mortalite nedenleri arasinda bulunan bir hastaliktir'. Klinik belirti ve bulgularin tipik
oldugu olgular ve endemik bolgelere seyahat 6ykisi varliginda 6n tani olarak sitma
distnulmektedir fakat sitmanin kesin tanisi laboratuvar incelemeleriyle konulmaktadir.
Laboratuvar tanisinin esas ve ilk asamasini boyali preparatlarin mikroskopta incelenme-
si olusturmaktadir. Ancak mikroskobik inceleme ile sitma tanisinda ve Plasmodium tur
ayriminin yapiimasinda zorluklar yasanabilmektedir?. Bu calismada dis kaynakl iki sitma
olgusunda etkenlerin laboratuvar tanisi ve tir ayriminda antijen saptayan hizl test, sero-
lojik ve molekdiler yontemlerin mikroskobik taniya desteginin énemi ortaya konulmustur.

OLGU SUNUMLARI
Olgu 1

Yirmi alti yasinda erkek hasta 16.09.2016 tarihinde ates ve titreme sikayetleriyle Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklari Poliklinigine basvurdu. Yakin dénemde
Nijerya'ya seyahat ettigi ogrenilen hasta daha 6nce sitma hastaligi gecirdigini belirt-
ti. Hastanin tetrasiklin kullandigi 6grenildi. Karaciger enzimleri normal sinirlarda olan,
trombosit sayisi 53.000/mm? ve total bilirubin seviyesi yiiksek &lciilen hasta sitma 6n
tanistyla enfeksiyon hastaliklari servisine yatirildi. Oncelikle Giemsa ile boyali kalin damla
ve ince yayma kan preparatlari incelendi. ince yayma kan preparatlarinda %1 oranin-
da saptanan enfekte eritrositlerde klasik Plasmodium vivax eritrositer formlarindan farkli
goruniim saptandi (Resim 1F). Parazitin ¢ekirdeklerinin belirgin olmayip, kromatin veya
boya tanesi seklinde diizensiz olarak sitoplazmada yer aldi§i gézlendi (Resim 1A). Bazi
eritrositlerde daginik ve graniiler, sitoplazmada noktalar seklinde Schiffner grandllerine
benzer nikleus pargalari izlenirken (Resim 1B,1C) bazi Plasmodium eritrositer formlarinin
sitoplazmalarinin duzensiz oldugu ve niikleuslarinin gériilmedigi (Resim 1D,1E) tespit
edildi. Enfekte olan eritrositlerin hicbirinde Schiiffner graniillerine rastlanmadi. Hastanin
periferik kan 6rneginde Plasmodium tiirlerine ait antijenleri saptayan hizl tani testi (Op-
tiMAL, DiaMed GmbH, isvicre) iretici firma 6nerileri dogrultusunda uygulandi. Bu test
ile Pvivax saptandi (Resim 2). Multipleks gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(Rt-PCR) Sahar ve arkadaslarinin® calismasinda tarif edildigi sekilde uygulandi. Multipleks
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Resim 1. (A-E) Olgu 1’e ait Giemsa ile boyali ince kan yaymasi preparati
gortinttileri (x1000 bliytitme), (F) tipik P.vivax geng trofozoiti.

Rt-PCR ile Pvivax 18S rRNA geni saptandi (Resim 3A). Hastanin serum orneginde ti-
cari ELISA kiti (CeLLabs Pty Ltd, Brookvale, Avustralya) kullanilarak Plasmodium turlerine
kargi antikor arandi. Uretici firma &nerileri dogrultusunda gerceklestirilen ELISA testinde
450 nm dalga boyunda hasta 6rneginin optik dansite (OD) degeri pozitif kontroliin OD
degerinin bes kati olarak ol¢lildii. Hastaya kinin-stilfat 300 mg/gtin, primakin 100 mg/
glin ve doksisiklin 100 mg/gun tedavileri 14 giin streyle uygulandi.

Olgu 2

Otuz bir yasinda erkek hasta 03.10.2016 tarihinde diismeyen ates, siddetli bas
agnisi, kulaklarda ve gézlerde agr sikayetleriyle Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon
Hastaliklari Poliklinigine bagvurdu. Hasta glinde sekiz kez parasetamol (4 g/giin) kul-
lanmasina ragmen atesinin diismedigini belirtti. Hastanin bir yildir Nijerya’da calistigi
égrenildi. Karaciger enzimleri normal sinirlarda, trombosit sayisi 53.000/mm? olan hasta
sitma on tanisi ile enfeksiyon hastaliklari servisine yatirildi. ince yayma kan preparat-
larinda %12 oraninda saptanan enfekte eritrositlerde klasik P.falciparum eritrositer form-
larindan farkli goriinim saptandi (Resim 2H). Bazi Pfalciparum trofozoitlerinin, P.vivax
gibi eritrositin 1/3’G buyukluiginde ve graniler olmayan sitoplazmaya sahip olduklari
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gorildi. Yapilan dort yaymanin sadece birinde Pfalciparum benzeri geng trofozoide
rastlandi (Resim 2A-2C). Bazi eritrositer formlarin yuvarlak oldugu ve niikleus ve sito-
plazmasinin zor ayrildigi, bazilarinin ise hilal seklinde olup niikleuslarin sitoplazmanin
ortasina yakin olarak yer aldigi gézlendi (Resim 2D, 2E,2F). Pfalciparum genc trofozoitleri
blyuklik olarak P.vivax'a benzemesine ragmen &zellikle niikleuslarinin eritrosit ceperine
yapismis formlarinin cok miktarda oldugu gozlendi (Resim 2G). Bazi eritrositer formlarin

X SORAT el o, D .
Resim 2. (A-G) Olgu 2’ye ait Giemsa ile boyali ince kan yaymasi

preparati gériintiileri (x1000 bliyiitme), (H) tipik P.falciparum geng
trofozoiti.

Resim 3. Olgu 1 ve olgu 2°ye ait hizli tani testi sonuclari.
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Resim 4. (A) Olgu 1’e ve (B) olgu 2’ye ait multipleks Rt-PCR sonuglari.

Pvivax'in olgun trofozoitlerine benzer sekilde tek niikleus ve daginik bir sitoplazma ile
karakteristik bir goriinimde oldugu saptandi. Yayma preparatlarinda P.falciparum game-
tosit formlarina rastlanmadi.

Olgu 1’de uygulanan hizli tani testi ile Pfalciparum (Resim 3) saptanan hastada yine
olgu 1’de uygulanan multipleks Rt-PCR ile P.falciparum 18S rRNA geni saptandi (Resim
4B). Olgu 1’de de uygulanan ELISA testinde Plasmodium tiirlerine karsi antikor saptan-
madi. Hastaya doksisiklin 700 mg/gtin 14 giin sureyle ve artemether 480 mg/gun intra-
muskiiler olarak 5 giin siireyle uygulandi. Tedavinin ticlinci giiniinde trombosit sayisinin
34.000/mm?’e diismesi nedeniyle intravendz immiinglobulin tedavisi 1T mg/kg dozunda
verildi. Tedavinin 4. glintinde hastanin atesi disti.

TARTISMA

P.vivax sitmasi Turkiye'de ¢ok uzun yillar endemik olmasina ragmen, Diinya Saghk
Orgiitii’'niin 2012 raporunda Tiirkiye sitmadan arindirilmis olarak gosterilmis ve 2016
raporunda yer almamustir*>. Ancak 2012 yilinda Mardin ili Savur ilcesinin Baskavak
kdyiinde mikroskopi ile dogrulanmig 206 P.vivax olgusunu iceren bir salgin gérilmiistir®.
Pfalciparum sitmasi ise Tiirkiye’de sadece yurt disi kaynakl olgular olarak gérilmiistiir’.
GunumizdeTurkiye'de yerli olgu rapor edilmemekle birlikte, P.knowlesi, P.vivax ve P.falci-
parum tiirleri yurt disi kaynakli sporadik olgular olarak bildirilmistir®1°,

Sitmanin kesin tanisi ve tiir ayrnimi periferik kandan hazirlanan ve Giemsa ile boyanan
kalin damla ve ince yayma preparatlarinin mikroskobik incelenmesiyle konmaktadir.
Gelismis Ulkelerin cogunda molekiiler ve serolojik yontemler mikroskobik incelemenin
yerine kullaniimaktaysa da yiiksek maliyet, teknolojik alt yapinin gerekliligi ve saha kosul-
larina uyum saglanmasinda yasanan sikintilar bu yontemlerin kullanimini kisitlamaktadir.
Sitmanin mikroskobik tanisinda yasanabilecek sikintilarin en basinda 6rnegi hazirlayan
ve/veya inceleyen personelin bu alanda yeterli deneyime sahip olmamasi gelmektedir.
Mikroskop tanisinda ortaya ¢ikabilecek bagka bir sorun ise Plasmodium tirlerinin boyal
mikroskobik incelemede atipik morfolojide gériilebilmesinden kaynaklanmaktadir''-'2.
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Atipik morfolojiye sahip tirlerin goriilmesinin sebepleri arasinda olasi genotipik degisik-
likler, yetersiz/uygunsuz tedavi, hastadan Ornegin tedavi sirasinda alinmis olmasi
gibi faktérler yer almaktadir'®. Atipik morfoloji nedeniyle Plasmodium tiir ayriminin
yapilamadigi durumlarda antijen varligini gosteren hizli testler ve/veya molekdiler yon-
temlere bagvurulmalidir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde gerceklestirilmis cok merkezli bir
calismada, mikroskopi ile sitma tanisi konmus 43 sitma olgusunun sonuglan OptiMal
hizli tani testiyle karsilastinlmis ve testin duyarlihgr %98, 6zgulligu %100, pozitif pre-
diktif degeri %100, negatif prediktif degeri %99 olarak bildiriimistir'*. Gana’da yapilan
bir baska calismada ise OptiMal hizli tani testinin hamile kadinlardaki duyarliigi %50.5,
0zgillugl %82.5, pozitif prediktif degeri %75.7, negatif prediktif degeri %60.6 olarak
saptanmistir'>,

Sitmanin akut tanisinda serolojik yontemlerle antikor tayini dnerilmemektedir an-
cak antikor saptanmasi retrospektif sitma tanisinda, kronik sitma tablolarinin takibinde
ve dondrlerin taranmasinda kullanilabilmektedir. CelLabs Pan Malaria Antibody CELISA
(CellLabs, Pty Ltd, Brookvale, Avustralya) kitinin immunfloresan antikor ile karsilastirildigi
bir calismada, s6z konusu kitin duyarlihgi %95.5, 6zgiilligii %92.2 olarak bildirilmistir'6.
Sunulan ilk olgumuzda daha once de sitma hastaligi gecirdigini belirten hastanin tibbi
0zgecmisi ile uyumlu olarak, ELISA testinde OD degeri pozitif kontroliin OD degerinin
bes kati degerinde saptanmustir. ikinci olgumuzda ELISA testinde Plasmodium tiirlerine
karsi antikor saptanmamasi enfeksiyon tablosunun akut oldugu ve hastanin daha 6nce
Plasmodium tiirleri ile karsilasmadigi seklinde yorumlanmustir.

Sitmali hastada, sitma tanisinin yani sira tiir tayini yapilmasi ve tanimlanan tirin
ilaclara karsi direncinin hasta anamnezi temel alinarak belirlenmesi, tedavi yaklasiminin
sekillenmesinde ve prognozda temel kriterdir'”. Sitmada ilag direnci, &zellikle Pfal-
ciparum sitmasinda gortlen ilag direnci, diinyada belli bolgelerde mevcut tim sitma
ilaclarina karsi gelisen bir direng varligini géstermektedir'®. P.vivax sitmasinda ise klorokin
direnci guin gectikce artmakta, 6zellikle karisik enfeksiyonlarin tedavisinde ciddi sorunlara
yol acabilmektedir'®. Sunulan olgularda saptanan Plasmodium tiirlerinin atipik morfoloji
gOstermesi ve alinan anamnezler g6z onlinde bulundurularak ve hizh test, serolojik ve
molekiiler testlerin sonuclariyla birlikte degerlendirilerek; P.vivax ile enfekte hastaya kinin
slilfat, primakin ve doksisiklin, Pfalciparum enfeksiyonu olan hastaya ise doksisiklin-ar-
temether kombine tedavisi uygulanmigtir. Her iki hastada da tam iyilesme gorilmis ve
tedavi sonrasinda gecen bes aylik siirede relaps saptanmamistir.

Turkiye'de gorulen sitma olgularinin tamaminin dis kaynakli olgu olmasi yaninda, sit-
manin morbidite ve mortalitesi yiiksek bir hastalik olma 6zelligi g6z 6niinde bulunduru-
larak, kliniklere basvuran hastalardan ayrintili bir seyahat 6ykiisti alinmasinin sitma tanisi
konmasinda temel bir 6neme sahip oldugu gorilmektedir.

Ulkemizde sitmada temel tani yontemi olarak kullanilan Giemsa boyali ince yayma kan
preparatlarinin mikroskobik incelenmesi gerek yetismis personel sikintisi gerekse de olgu
sunumumuzda belirtildigi gibi atipik morfolojideki sitma etkenlerinin varli§i nedeniyle,
tek bagina sitma tanisi konmasi ve tir tayini icin yetersiz olabilmektedir. Bu nedenle,
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taninin serolojik ve/veya molekdiler yontemlerle desteklenmesi tanisal 6zgullik ve du-

yarlh@i artirarak dogru tedavi stratejisinin belirlenmesine katki saglayacaktir
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