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SITMA TANILI HASTALARIN ARSIVLENMIS ORNEKLERI
KULLANILARAK PCR YONTEMI iLE Plasmodium falciparum GENETIK
TUR TAYININ YAPILMASI VE DIRENC GENLERININ ARASTIRILMASI

OZET

Amac: Calismamizda mikroskobik incelemeyle sitma tanisi almis hastalarin
arsivlenmis  Orneklerinde antimalaryal ilag diren¢ genlerinin arastirilmasi
amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamiza arsivlenmis P. falciparum tanili ve Bati, Orta ve
Dogu Afrika kaynakli olarak siniflandirilmis, ince-kalin yayma ve EDTA’lln kan
ornekleri dahil edilmistir. DNA izolasyonu sonrasi real-time PCR ile P. falciparum tiir
tayini; nested-PCR/klasik PCR yontemleriyle direng marker bolgelerinin (Pfcrt,
Pfmdrl, PfK13) amplifikasyonu amaglanmistir. Amplifiye 6rneklerin tek niikleotid
polimorfizminin (SNP) arastinlmas1 amaciyla sekans analizi Macrogen
Laboratuvarinda (Macrogen, Kore); referans P. falciparum clone 3D7 izolatiyla
kiyaslamali SNP analizi ise SBU Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda Geneious R9
programiyla saglanmustir.

Bulgular: Calismadaki 100 P. falciparum 6rneginin 45°i yayma, 55’1 EDTA’l1 kan
Ornegiydi. Yayma oOrneklerinin %82,2°si, EDTA’li Orneklerin tamami real-time
PCR’la P. falciparum olarak tanimlandi. Sekans verileri incelendiginde, en yiiksek
mutasyon orani1 Pfmdrl bolgesinde gozlenmistir (%74,5). Pfmdrl bolgesinde Y184F
mutasyonu 91 6rnegin 68’inde (%74,7); N86Y ve N1042D mutasyonu sirasiyla 3 ve
16 ornekte (%3,3 ve %17,4) saptanmistir. Pfcrt mutasyonu 11(%12,2), PfK13
mutasyonu sadece iki ornekte saptanmigtir. Tim Afrika bolgelerinde Y184F orani,
Pfcrt ve N1042D’den istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksekti (p<0,01). Pfmdrl
icin degisen prevalans oranlarinda olmak iizere bes farkli haplotip; NYN (Yabanil),
NFN (%56,2), NYD (%2,2), NFD (%15,7) ve YFN (%3,4) saptanmustir. Pfcrt ve
Pfmdrl geni kombine olarak incelendiginde yedi haplotip (MNKNFN, MNKNFD,
MNKYFN, IETNYD, IETNFN, IETNYN, IETYFN) olusturdugu goézlenmis ve
MNKNFN ve MNKNFD en sik 2 haplotip olmustur (%51,7 ve %15,7). Hem Pfcrt ve
Pfmdrl mutasyon haplotiplerinin birlikteligi %7,9 oranindayd.

Sonug: Tirkiye’de, antimalaryal direngle ilgili molekiiler belirteglerin siirveyansi

hakkindaki ilk ¢alisma olan bu ¢alismada, en yiiksek mutasyon olarak Pfmdrl ve

viii



Pfmdr1 kodonlari iginde de Y184F mutasyonu basta olmak tizere N86Y ve N1042D
SNP’leri; 2.siklikta ise Pfcrt mutasyonu ile sadece 2 6rnekte PfK13 geninde E602D
mutasyonu saptanmistir. Antimalaryal ila¢ direnci ve genetik SNP siirveyansinin
diizenli olarak yapilmasi, kiiresel sitma eliminasyon stratejilerinin belirlenmesine

onemli katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Plasmodium falciparum, Sitma, PCR, Ilag¢ Direnci



ABSTRACT

Aim: In our study, we aimed to investigate antimalarial drug resistance genes in

archived samples of patients diagnosed with malaria by microscopic examination.

Material and Methods: Archived P. falciparum thick/thin smear and EDTA Bloodd
samples, originating from East, West, and Central Africa, were included in this study.
After DNA extraction we aimed to identify P. falciparum by real-time PCR and
amplify resistance marker regions (Pfcrt, Pfmdrl, PfK13) using nested-PCR/classical
PCR methods. Amplified PCR products were sequenced commercially (Macrogen,
Korea) in order to investigate single nucleotide polymorphism (SNP) by comparing
with reference P. falciparum clone 3D7 isolate. Data analysis was done using
Geneious R9 software in Department of Medical Microbiology of University of Health

Sciences.

Results: Of the studied 100 samples, 45 were preserved as thick/thin smear, while 55
of them were archived in EDTA blood tubes. While all of the EDTA samples were
identified as P. falciparum by real-time PCR, only 82.2% of the Smear samples could
be identified. When the sequence data were analyzed, the highest mutation rate was
observed in the Pfmdrl region (74.5%). Y184F mutation in the Pfmdrl region in 68
of 91 samples (74.7%); N86Y and N1042D mutations were detected in 3 and 16
samples (3.3% and 17.4%), respectively. Y184F ratio was statistically significantly
higher than Pfcrt and N1042D in all African regions (p<0,01). Five different
haplotypes for Pfmdrlwith varying prevalence rates; NYN (wild-type), NFN (56.2%),
NYD (2.2%), NFD (15.7%) and YFN (3.4%) were detected. When Pfcrt and
Pfmdrlgene were examined in combination, it was observed that they formed seven
distinct haplotypes (MNKNFN, MNKNFD, MNKYFN, IETNYD, IETNFN,
IETNYN, IETYFN) and among the detected haplotypes, MNKNFN and MNKNFD
were found to be most common. The prevalence of the combination of both Pfcrt and
Pfmdrimutation was found as 7.9%.

Conclusion:

In this study, which is the first study on the surveillance of molecular markers related
to antimalarial resistance in Turkey, N86Y and N1042D SNPs, especially Y184F
mutation, are found in Pfmdrl and Pfmdrl codons as the highest mutation; E602D

mutation in PfK13 gene was detected in only 2 samples with Pfcrt mutation in the



second frequency. Regular surveillance of antimalarial drug resistance and genetic

SNPs will contribute significantly to the determination of global malaria elimination
strategies.

Key words: Plasmodium, Malaria, PCR, Drug Resistance.
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1. GIRIS VE AMAC

DSO’niin 2021 Diinya Sitma Raporu’na gére 2020 yilinda sitma acisindan
endemik olan 85 iilkede 241 milyon sitma vakasi bildirilmistir. 2019 yilinda 227
milyon olan vaka sayis1 2020 yilinda artmistir. 2020'deki artis, genel olarak Afrika
Bolgesi kaynaklidir. Afrika Bolgesi, tahmini 228 milyon ile vakalarin yaklagsik
%95’ini olusturmaktadir. Vaka sayilarindaki artisin sebeplerinden biri antimalariyal
tedavilere direngli Plasmodium suslarinin ortaya ¢ikmasidir. Ik antimalaryal direng
1950'lerde malaria eradikasyon programi ile kullanilmaya baslanan klorokine (CQ)
kars1 1960'larin basindan itibaren gelismistir (1). CQ direnci ilk olarak Dogu Afrika'da
tanimlanmustir (2). P. falciparum'daki CQ direnci diinyanin ¢ogu yerine yayilarak
milyonlarca 6liime neden olmustur. CQ yerine farkli antimalaryal ilaglarin kullanimi
sonrasi bagka cesitli antimalaryal ilaglara kars1 da direngler ortaya ¢ikmigtir. Bu durum
son yillarda yetersiz tedavi, niiksler, komplikasyonlar gibi tedavide gozlenen
basarisizliklara sebep olmaktadir. Afrika Bolgesi'nde artemisinin kismi direncinin
ortaya c¢iktigina dair son kanitlar kiiresel endiseye sebep olmaktadir ve direncin
terapotik etkinlik ve genotipik siirveyans kapsammi belirleme calismalari, DSO
tarafindan acil bir 6ncelik olarak tanimlanmistir (3).

Sitma tamisinda molekiiler yontemler son yillarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemler ile sadece enfeksiyonun tanisi degil, etken parazitin
tiiriiniin belirlenmesi, tedaviye yanitin izlenmesi ve ila¢ direncinin saptanmasi da
miimkiin olmaktadir (4).

Antimalaryal ilag direng markerlar, antimalaryal ila¢ direnci ile iliskili
genlerdir. Bunlar Pfcrt (P. falciparum chloroquine resistance transporter), Pfmdrl (P.
falciparum multidrug resistance 1), Pfdhfr (P. falciparum dihidrofolat rediiktaz),
Pfdhps (P. falciparum dihidropteroat sentetaz), Pfmrp (P. falciparum multidrug
resistance protein), PfATPaz 6 (P. falciparum ATPaz 6) ve PfK13’tiir (P. falciparum
kelch 13) (1,5).

Calismamizda kalin damla ve ince yayma preparatlarinin mikroskobik
degerlendirilmesiyle sitma tanis1 almig hastalarin arsivlenmis ince ve kalin yayma ile
EDTA’l1 kan 6rnekleri kullanilmistir. Bu 6rneklerde PCR yontemi ile P. falciparum
tiir tayinin yapilmasi ve antimalaryal ila¢ direng genlerindeki (Pfcrt, Pfmdrl, PfK13)
SNP’lerin (Single niicleotide polymorphism, tek niikleotid polimorfizmi) saptanarak



analizi amacglanmistir. Direncin yayilmasinin ciddi sonuglari olacagindan genetik
mutasyonlarin saptanmasinin sitma tedavisinde etkili olan ilaglarin, dolayisi ile kiiresel
sitma eliminasyon stratejilerinin  belirlenmesine 6nemli veriler saglayacagi

distiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1.SITMA TARIHi

Tiirkiye’de sitma olarak bilinen hastalik, diinyada daha ¢ok malarya olarak
adlandirilir. Sitma, tarih boyunca milyonlarca insanin hastalanmasina ve Oliimiine
neden olan tibbin tanimladig ilk hastaliklardandir.

Sitma tilkemizde ele alinan biiyiik bir saglik problemidir. 1925 yilindan itibaren
sitma savast ¢aligmalar1 baslamustir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ile yapilan isbirligi
ile 1957 yilindan itibaren, iilkemizden sitmanin eradikasyonu c¢aligsmalarina
baglanmistir (6). 2006 yilinda da iilkemiz eliminasyon programina dahil edilmistir (7).

2.2. EPIDEMIYOLOJI

DSO’niin 2021 Diinya Sitma Raporu’na gore 2020 yilinda sitma endemik olan
85 iilkede 241 milyon sitma vakasi bildirilmis ve 2019 yilinda 227 milyon olan vaka
sayist ile kiyaslandiginda ciddi bir artis oldugu gozlenmistir. 2020 yilinda goézlenen bu
deki artis, COVID-19 salgin1 sirasinda hizmetlerin kesintiye ugramasiyla
iligskilendirilmistir. Vakalardaki artis genel olarak Afrika Bolgesi kaynaklidir. Afrika
Bolgesi, tahmini 228 milyon vaka ile vakalarin yaklasik %95’ini olusturmaktadir.
Yirmi dokuz iilke diinya genelinde sitma vakalarinin %96’sindan sorumludur ve alt1
tilke kiiresel olarak tiim vakalarin yaklagik %355’ini olusturmaktadir: Nijerya (%27),
Demokratik Kongo Cumhuriyeti (%12), Uganda (%5), Mozambik (%4), Angola
(%3,4) ve Burkina Faso (%3,4). Tim diinyada sitmaya bagli 6liim 2000 yilinda
896.000 iken, istikrarli bir sekilde azalarak 2019 yilinda 558.000 6liim bildirilmistir.
2020'de sitma dliimleri, 2019'a kiyasla %12 artarak tahmini 627.000'e yiikselmistir (3).
Korunmaya yonelik kiiresel ve ulusal ¢abalara ragmen COVID-19 salgiinin,
beklenenden daha yiiksek oranda sitma morbiditesine yol agmis olmas1 muhtemeldir
(3,8).

Sitma hastaligina 1liman ve tropikal bolgelerde daha sik rastlanmaktadir (5).
Plasmodium falciparum diinyada en fazla goriilen sitma etkeniyken, P.vivax ikinci
onemli tiirdiir (9). Plasmodium falciparum sitma 6liimlerinin %90'dan fazlasinin etken
tiiri olarak belirlenmistir (1). Afrika’da, P. falciparum baskinken, P. vivax ise Asya,

Orta ve Giiney Amerika, Orta Dogu ve Okyanusya’da yaygindir. Plasmodium ovale



sadece Bat1 Afrika'da yayginken, P. malaria ¢ogu bolgede bulunur, ancak Afrika
disinda nispeten nadirdir. Son on yil igerisinde Giiney Dogu Asya’nin ormanlik
bolgelerinden simian paraziti olan P. knowlesi’nin etken oldugu pek ¢ok insan sitma
vakasi bildirilmistir (5,10). Tirkiye’de P. vivax endemik olup en sik Akdeniz ve
Giineydogu Anadolu bélgelerinde goriiliir (11). Ulkemizde baslatilan eliminasyon
programi ile sitma olgularinda dramatik azalma izlenmistir. DSO verilerine gére 2010
yilindan bu yana Tiirkiye’de yerli olgu saptanmamistir ve Tiirkiye sitmanin elimine
edildigi tilkeler arasinda yer almaktadir. Giiniimiizde Tiirkiye’de saptanan olgularin
tamami yurtdist kaynakli olup, 2017 yil1 verilerine gore toplam 214 vaka goriilmiis,
bunlarin 148’1 P. falciparum olarak raporlanmistir (8).

2.3. ETIYOLOJI

Plasmodium mparazitleri, Sporozoa smifinda, Apicomplexa subesi,
Eucoccidiida takiminda ve Plasmodidae familyasinda yer alir (12). Bes farkli
Plasmodium tiirti hastalikla iliskilendirilmistir, bunlar; P. falciparum, P. vivax, P.
ovale ve P. malariae, P. knowlesi dir (13).

2.3.1. Plasmodium falciparum

Diinyadaki sitma olgularinin  %85’inden sorumludur. Total eritrosit
popiilasyonunun % 10’dan fazlasini enfekte eder. Her yastan eritrositi enfekte edebilir.
Bir eritrosit i¢ine birden fazla parazit gozlenebilir. Geng trofozoitin niikleusu siklikla
iki adettir (2 tagh yliziik goriiniimii). Sizontlar periferik kanda nadir goriiliir. Serbest
kalan merozoitler diizensiz araliklarla yeni eritrositleri enfekte eder. Bu sebeple ates
ndbetleri aras1 36-72 saat olarak degisebilir. Gametositler uzun ve hilal/orak seklinde
(muz seklinde) morfoloji gosterir. Sitma pigmenti hemozin mavi renge boyanan
bazofilik yapida, kaba goriiniimlii ve az sayidadir ve Maurer tanecikleri ad1 verilir. Bu
pigment gametositin niikleusu etrafina toplanma egilimindedir (14).

2.3.2. Plasmodium vivax ve Plasmodium ovale

Her eritrosit i¢ine sadece bir parazit olacak sekilde immatiir-geng eritrositleri
enfekte ederler. Total eritrosit popiilasyonunun %1’inden daha azin1 enfekte ederler.
Eritrosit igindeki Giemsa ile koyu kirmizi-kahverengi ince kiigiik asidofilik graniillere
Schiiffner graniilleri denir (14). Plasmodium vivax ile enfekte eritrositler, normal
eritrosit boyutundan biiytiktiir. Parazit eritrositleri hemen hemen tiimiiyle dolduracak

biiyiikliiktedir (14).



Plasmodium ovale ile enfekte eritrositler neredeyse hig biiyiimedigi i¢in normal
eritrosit boyutundadir. Ayrica enfekte bazi eritrositlerin membraninda testere agzi

seklinde tirtiklanma goriiliir ve gametositleri yuvarlaktir (12).

Sekil 2.1. Plasmodium falciparum eritrositer hayat dénemleri (1-14 trofozoitler; 15-19 sizontlar; 20
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2.3.3. Plasmodium malaria
Yash eritrosileri enfekte eder. Total eritrosit popiilasyonunun % 0,2 kadarini

enfekte ederler. Enfekte eritrositler genislemez ve normal eritrosit boyutundadir.

Parazit eritrosit i¢inde bir bant seklinde goriiliir. Pigmentler, Ziemann graniilleri olarak

adlandirilir ve gametositleri yuvarlaktir (14).



2.3.1.4. Plasmodium knowlesi

Eritrosit igerisinde bant benzeri gériiniime sebep olur bu yiizden P. malariae
ile sik karigtirilir. Endemik bolgelerde P. malariae tanisi konulan pek ¢ok olgunun
nested PCR ile P. knowlesi oldugu anlagilmistir (14).

2.4. KLINIK BELIRTI VE BULGULAR

Sitma ndbeti, i donem ile karakterize bir tablodur; iisiime-titreme, yiiksek
ates, terleme (12). Tiim sitma tiirleri i¢inde en agir seyredebileni P. falciparum’ un yol
act1g1 sitmadir. P.falciparum ile enfekte eritrositlerin yiizeyinde parazite ve insana ait
proteinlerden meydana gelen yumrumsu ¢ikintilar olusur. Bu yumrumsu ¢ikintilar ile
endotele baglanan enfekte eritrositler kilcal damarlara sekestre olur, mikrovaskiiler
kan akim1 bozuklugu ve tikanikliklara sebep olur (16). Plasmodium falciparum’un her
yastaki eritrositi enfekte edebilmesi ve bu sebeple parazitemi seviyesinin fazla olmasi
ayrica sitoaderans yeteneginden dolayi, serebral sitma, akciger 6demi, malabsorbsiyon
ve enterokolit, bobrek yetmezligi gibi komplikasyonlara daha sik rastlanir (14,17). En
fazla goriilen komplikasyon karasu hummasi olarak bilinmektedir. Hastada normal
sitma nobeti ve belirtileri devam ederken, birkag giin sonra siddetli karin agrisi,
bulanti, kusma, ishal baslamakta, belirgin hemolitik sarilik, hemolitik anemi
gelismekte, idrar dnce hematiiri nedeniyle kirmizi, sonra hemoglobiniiri nedeniyle
siyah renkte goriilmekte, hastada bobrek yetmezligi ve hipertansiyon ile kollaps
olusmaktadir. Hastalarda transflizyon ve diyaliz ihtiyaci olabilir. Karasu hummasinin
mortalitesi %30’dur (12).

Rekiirrens (Depresme); Hastalik siiresince gozlenen klinik diizelmeler
sirasinda, hasta yeni bir parazit ile yeniden enfekte (re-enfeksiyon) edilmedigi halde
sitma kliniginin depresmesidir. iki sekilde goriiliir; Relaps ve recrudescence.

1. Relaps: P. vivax ve P. ovale sporozoitlerinin bir kismi karaciger parankim
hiicrelerinde  gelisme gostermeksizin, latent halde wuzun bir siire
kalabilmektedir. Hipnozoit denilen bu yapilar bir siire sonra (8-24 hafta ya da
aylar sonra) aktive olup ¢ogalmaya baslar. Gelisimini tamamlayan her bir
hipnozoit yeni bir eritrositer donemi baslatir. Latent durumdaki hipnozoitlerin
aktivite kazanmasina bagli olarak goriilen bu sitma depresmesine relaps denir.

2. Recrudescence: Hipnozoit donemi goriilmeyen P. malariae, P. falciparum

tiirlerinin neden oldugu olgularda, ilk enfeksiyonun yetersiz ya da yarim



birakilmis tedavileri sonrasinda kanda ¢ok diisiik seviyede parazit popiilasyonu

kalir. Bunlar enfekte bireylerde belirti olusturmazlar. 30-50 yil bu sekilde

kalmis olgular rapor edilmistir. Dalak fonksiyon bozuklugu gibi bazi

durumlarda kandaki parazit popiilasyonunda artis olur ve hastalik semptomlari

ortaya ¢ikar. Bu sitma depresmesine recrudescence denir (14).

2.5. TANI ve ANTIMALARYAL DIiRENC TAYINi

Sitmada uygun tedavinin zamaninda baslanabilmesi ve komplikasyonlarin
engellenebilmesi i¢in taninin hizli konulmasi gerekir. Tani i¢in periferik kanda parazit
aranmasi, serolojik ve molekiiler tan1 yontemleri kullanilmaktadir (17).

2.5.1. Mikroskobi

Sitma tanisinda hastanin periferik kan o6rneginin mikroskobik incelemesi
giinlimiizde halen altin standart olarak kabul edilmektedir. Mikroskobik
degerlendirmenin avantajlar1 olarak sunlar sayilabilir; ucuz bir yontem olmasi, parazit
cesitliliginin  saptanabilmesi, parazit yogunlugunun degerlendirilebilmesi,
antimalaryal tedavinin sonucunun izlenebilmesi. Ote yandan, mikroskobik incelemede
tan1 duyarliligi; alinan 6rnegin ve hazirlanan yaymalarin kalitesi, boyamanin kalitesi,
personelin egitimi, tecriibesi gibi pek ¢ok faktorden etkilenebilir. En yaygin kullanilan
yontem “kalin damla ve ince yayma” preparatlarin Giemsa ile boyanarak mikroskobik
olarak incelenmesidir, referans yontem olarak kabul edilmektedir. Kalin damla kan
preparati bir yogunlastirma yontemi olup parazitin olup olmadigini saptamada
kullanilir. Ince yayma kan preparati ise parazitin tiiriinii belirlemek amaciyla yapulir.
Kalin damlada kan elemanlar1 ve eger varsa parazit dahil, ayn biiyiikliikte bir ince
yayma preparata gore yaklagik 15-20 kat halinde bulunurlar. Boylece parazitin
saptanmasinda duyarlilig1 ¢ok daha yiiksektir. Ancak parazit morfolojisi konusunda
yeterli bilgi vermediginden tiir ayirimi kalin damla preparat ile miimkiin degildir
(4,12,17).

2.5.2. Antikor Saptayan Yontemler

Sitma parazitine karst olusan antikorlar, ozellikle eritrositik evredeki
enfeksiyonlara kars1 olusan antikorlar; indirekt floresan antikor testi (IFA), indirekt
hemagliitinasyon (IHA), immiinpresipitasyon ve enzim isaretli antikor testi (ELISA)

yontemleri ile saptanabilir. Fakat antikorlar ge¢ donemde saptanabilir seviyeye geldigi



icin sitmanin akut tanisinda yararli degildir. Daha ¢ok epidemiyolojik ¢alismalarda,
transfiizyona bagli sitma olgularinda kullanilabilirler (12,13).

2.5.3. Antijen Saptayan Yontemler

Hizl tani testleri (HTT), "Rapid Diagnostic Tests" (RDT), parazitlerin hedef
antijenine karsi olusmus monoklonal ve poliklonal antikorlarin kullanildigi, antijen-
antikor birlesmesi esasina dayali testlerdir. Uygulanmasi kolay, uzmanlik
gerektirmezler. Yaklasik 10 dakika i¢inde sonu¢ vermektedirler. HTT, uzman
gerektiren mikroskobik incelemenin geciktigi durumlarda fayda saglayabilir. Fakat tiir
belirlenememesi, paraziteminin hesaplanamamasit HTT’ nin dezavantajlarindandir.
HTT pozitif oldugunda bile, taniy1 tiir diizeyinde dogrulamak ve parazitemi diizeyini
tahmin etmek i¢in mikroskopi endikedir (11,13,16,17). Mevcut testler, P. falciparum ‘a
Ozgii antijen olan histidine rich protein-2 (HRP-2), P. falciparum’a spesifik
Plasmodium laktat dehidrogenaz (pLDH-Pf), tim Plasmodium tiirlerinde bulunan
Plasmodium laktat dehidrogenaz (pLDH-pan) ve aldolaz antijenlerinin saptanmasina
dayanmaktadir (18).

Sekil 2.2. Hizli Antijen testi
2.5.4. Molekiiler Yontemler

Sitma tamisinda molekiiler yontemler son yillarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemler ile sadece enfeksiyonun tanisi degil, etken parazitin
tiiriiniin belirlenmesi, tedaviye yanitin izlenmesi ve ila¢ direncinin saptanmasi da
miimkiin olmaktadir (4).

Ik defa 1984 yilinda Franzen ve ark. P. falciparum hastasi olan bir hastanin
kan 6rneginde DNA sarmali {izerinde tekrar eden bir bolge saptamiglardir. Daha sonra
DNA” nin baz1 boliimlerinin Plasmodium tiirleri igin spesifik oldugu ve bu boliimlerin
izolasyonu ile parazitin taninabilecegi diisliniilmiis ve DNA hibridizasyon ydntemi
bildirilmistir. Sonraki ¢alismalarda hiicre i¢indeki diger RNA ve DNA’lardan 10-50
kat daha fazla olan ribozomal RNA (rRNA) gen bolgesini hedefleyen 6zel primerler



gelistirilmistir. Snounou ve ark. DNA ekstraksiyonu sonrast agaroz jel elektroforezi
ile Plasmodium DNA’simi tespit ederek, 1-11 parazit/ul yogunlugundaki parazit
yikiinii dahi saptayabilen polimeraz zincir reaksiyon (PCR) yontemleri
gelistirmislerdir (12).

PCR son derece duyarli bir tan1 yontemidir; mikrolitrede sadece 4 parazit
oldugunda dahi tanit konulabilmektedir ki bu, 9%0,0015 parazitemiye karsilik
gelmektedir. Donmus 6rneklerin 3 yila kadar ¢ogaltilip PCR ile tanimlanmasi miimkiin
olabilmektedir. Molekiiler yontemlerde hedef, venéz kandan veya filtre kagidina
emdirilmis kan 6rneginden DNA ekstraksiyonu, geleneksel ya da real-time PCR ile
sitma tanisinin  konulmasi ve sonraki basamakta Plasmodium tiir tayininin
yapilmasidir. Coklu (multipleks) PCR yontemi ile ayni anda birden fazla Plasmodium
tirtiniin saptanmas1 miimkiindiir (4).

PCR’a dayali yontemler teknik agidan karmasik oldugu igin rutin tan1 yontemi
olarak kullanilmamaktadir. Fakat epidemiyolojik, genetik, immiinolojik ¢alismalarda,
sitmaya karsi as1 gelistirilmesinde, ila¢ direncine neden olan genlerin saptanmasinda
kullanilmaktadir (12). PCR, bir DNA molekiilinde hedef dizilere oligoniikleotid
primerin baglanmasi ve isiya dayanikli bir DNA polimeraz olan Taq polimeraz ile
ipliklerin uzamasi temeline dayanir. PCR’1n temel bilesenleri, kalip olarak kullanilan
DNA molekiilii, DNA polimeraz enzimi, primerler, dNTP karisimi, tampon ve
MgCl.’diir. Bir PCR doéngiisii (siklus) denatiirasyon, primerin baglanmasi (annealing)

ve uzama (extension) olarak adlandirilan {i¢ asamadan olusur (19).
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Sekil 2.3. PCR siklusunun basamaklari (20)

Denatiirasyon asamasinda 95-100°C’de birka¢ dakika isitilarak ¢ift zincirli

hedef DNA’nin birbirinden ayrilmasi saglanmaktadir. Baglanma asamasinda



DNA’nin sentezi i¢in baslangi¢ noktasi olarak gorev yapacak olan primerler baglanir.
Baglanma sicakligi ve siirenin uzunlugu; primerlerin niikleotid yapisina, uzunluguna
ve PCR soliisyonundaki konsantrasyonlarma baglidir, genellikle primerlerin erime
sicakliklarinin 5°C altinda olup 55-65°C’lerde en iyi sonucu vermektedir. Uzama
asamasinda ise 1stya dayanikli bir DNA polimeraz olan Taq polimeraz, niikleotitleri
ekleyerek hedef DNA’nin iki zincirli bir kopyasint olusturur. Taq polimerazlarin
aktivitesi i¢in en uygun sicaklik derecesi 72°C’dir.

Her PCR dongiisii DNA molekiilii lizerinde istenilen bolgenin iki katina
cikmasi ile sonuglanir. Teorik olarak her dongiiniin %100 verimle gerceklestigi
varsayilirsa, 6rnegin 20 dongii sonucu 22° kat iiriin meydana gelir. Toplam dongii
sayist genellikle 25-35 arasindadir. Dongii sayisinin arttirilmas: halinde istenmeyen
tirtinler fazlalasirken, istenen iiriinlerde bir artis meydana gelmez. Bu yiizden 40’dan
fazla dongliden olusan PCR reaksiyonlari genellikle basarili bir sonu¢ vermez.
Amplifikasyondan sonra PCR iiriinleri genellikle jel tizerindeki kuyucuklara ytiklenir
ve daha sonra elektroforeze tabi tutulur (19).

2.5.4.1. Nested PCR

Ozgiil olmayan iiriinlerin olusumunu engelleyen, yiiksek dzgiilliikte bir PCR
yontemidir. Bu yontemde art arda iki PCR yapilir. Ilk asama PCR’da iki adet dis
(outer) primer kullanilarak hedef molekiil {izerinde uzunca bir bdlgenin
amplifikasyonu ile 6zgiil olmayan iiriinler olusturulur. Ikinci PCR ise, ilk PCR sonucu
cogaltilmis DNA nin i¢ kisimlarina ait dizileri igeren ikKi i¢ (inner) primer ile yapilir.

HEDEF DNA

ilk Primer Seti (Di5) ilk Primer Seti (Dig)

— A —
tk Amplifikasyon

ikindi Primer Seti (ic) \ * / ikind Primer Seti (ig)
[l ——]

\

Hedef DNA'nin Spesifik Amplifikasyonu

Sekil 2.4. Nested PCR akis1 (21)
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[k PCR iiriinleri ikinci PCR igin kalip olarak kullanilir ve istenilen hedef bolge
cogaltilarak 6zgiil iirlinler elde edilir. Tek bir hedef DNA molekiilii bulunsa bile, iki
asamal1 olarak yapilan nested PCR amplifikasyonlari ile ¢ok sayida DNA elde
edilebilmektedir. Nested PCR'in en biiyiik dezavantaji, ikinci tur amplifikasyon igin
birinci tur driinlerinin ikinci tiipe aktarimi sirasinda meydana gelebilecek yiiksek
kontaminasyon oranidir (19,22).

2.5.4.2. Real-Time PCR

Real-time PCR, klasik PCR ve gen analizlerinde kullanilan diger yontemlere
gore oldukca onemli avantajlara sahiptir. Hedef bolgenin ¢ogaltimi ve kantitasyonu
ayni alette yapilabilmekte boylelikle elektroforez asamasi ortadan kalkmaktadir. Bu
da zaman tasarrufu sagladig gibi kontaminasyon riskini de azaltmaktadir. Temelinde
PCR’a dayanan bu yontem floresan teknolojisindeki ilerlemelere bagli olarak 1990’1
yillarda gelistirilmistir. PCR {iriinleri olustuklari andan itibaren DNA’ya baglanan
floresan boyalar sayesinde izlenebilmekte ve eszamanli olarak oOlgiilebilmektedir.
Floresan sinyali iki yoldan biriyle olusturulabilir. Ik yéntem, yalmizca ¢ift zincirli
DNA’ya baglandiklarinda floresans veren boyalar (SYBR green 1, etidyum bromiir
gibi) kullanilarak, cogalmaya bagli DNA artisi, ortaya ¢ikan floresansin miktariyla
Ol¢iilmesidir. PCR {iriinlerindeki artisa bagl olarak daha fazla baglanma gdsterir ve
daha fazla floresans yayar. Diger yontemde de hedefe 6zgiil problar kullanilmaktir.
Proba dayali en iyi bilinen ornek ise TagMan probe sistemi olarak adlandirilan
tekniktir. FRET hibridizasyon problari, molekiiler ‘beacons’ yontemleri de
bulunmaktadir. TagMan sisteminde, 5’ ve 3’ u¢larindan florokrom (floresans veren)
maddelerle isaretli prob kullanilmaktadir. Probun 5’ ucunda raportor (reporter)
florokrom, 3’ ucunda ise baskilayici (quencher) florokrom bulunmaktadir. TagMan
probu hedef DNA bdlgesine baglanir. Probla hedef molekiil arasindaki hibridizasyon
devam ettigi slirece raportor florokrom maddenin sinyal olusturmasi, 3’ uctaki
baskilayict florokrom tarafindan engellenmektedir. Primerlerin hedef niikleik asite
baglanmasini takiben baslatilan primer uzamasi probun baglandigi noktaya kadar
geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢in Taq DNA polimeraz enzimi 5°—3’
niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5° uctan yikmaya baslar. Bdylece raportor
florokrom serbest hale geger ve sinyal olusturur. Her siklusta iiretilen amplikon

miktarma paralel olarak sinyal siddeti de artmaktadir (23,24).
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Sekil 2.5. TagMan Yontemi (25)

Kantifikasyon i¢in, amplifikasyon egrilerinin degerlendirilmesi gerekmektedir.
Bu egrilerin 3 6nemli evresi mevcuttur.
1.Lag (Lineer) fazi: Bu fazda saptanabilir {iriin ortaya ¢ikmaz.
2.Eksponensiyal faz: Bu evrede kopya iiriin sayist logaritmik olarak artis
gostermektedir. Uriin miktar1 saptanabilir duruma gelmeye baslar.
3.Plato fazi: Bu fazda ortamdaki deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTP), primerlerin
bitmesine bagli olarak iirline baglanmasi azalir. Olusan iiriin say1st azaldigi i¢in bu faz
bir diizliikk seklinde gozlemlenmektedir. Bu nedenle Plato Fazi olarak adlandirilir. Lag
fazindan, eksponensiyal faza gegerken miithis bir artisin gézlendigi ilk basamaga ya
da baska bir deyisle kullanilan proba bagli olarak reportdr sinyalinde 6nemli artigin
gozlemlendigi ilk degere Esik Degeri (Threshold Cycle; CT) denir. Hassas
kantifikasyon hesaplanabilirligi i¢in amplifikasyonun nerede basladiginin bilinmesi
onemlidir (23,24). CT’nin literatiirde crossing point (Cp), take-off point (TOP),
quantification cycle (Cq) olarak farkli isimlendirmeleri bulunmaktadir. MIQE
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(minimum information for publication of quantitative real-time PCR experiments)

rehberinde standardize edilebilmesi igin Cq kullanimini 6nermektedir (26).

10 A
Plateau Phase
. 1
) E‘G __________________________________________
5» Linear Phase
= 0.1 Cycle Threshold = 0.03
= J
S 0.01
< 0.001 [ e e
Exponential Phase
0.0001 = >
0 10 15 20 25 30 35 40
Cycles

Sekil 2.6. PCR egrisinin agamalari (27)

2.6. TEDAVI

Sitma tedavisi planlanirken enfekte eden Plasmodium tiirli, hastanin klinik
durumu, enfeksiyonun edinildigi cografi bolge goz oniinde bulundurulmalidir. Tedavi
belirlenirken tiir ayriminin yapilmasi 6nemlidir. Plasmodium tiirii belirlenemediyse,
etken P. falciparum olarak diisiiniilerek hemen tedaviye baglanmalidir. Plasmodium
vivax ve P. ovale sitmalarinda hipnozoitlere etkili tedavinin gerekliligi, P. falciparum
enfeksiyonlarmin ciddi hastaliga ve hatta 6lime neden olabilmesi, Plasmodium
tiirlerinin farki cografyalarda farkli antimalaryal ila¢ direng 6zelliklerine sahip olmasi
tir ayriminin Onemini gostermektedir. Sitma klinik bulgulara goére °‘komplike
olmamis sitma’” ve ‘‘ciddi sitma’’ olarak ikiye ayrilir. Komplike olmayan sitmada
tedavinin amact hastaligin ilerlemesini Onlemek iken, ciddi sitmada amag
komplikasyonlari ve 6liimii engellemektir (9).

Komplike olmayan sitma teshisi konan hastalar, oral antimalaryallerle etkili bir
sekilde tedavi edilir. Ancak biling bozuklugu/koma, siddetli anemi (hemoglobin <7
g/dL), akut bobrek yetmezligi, akut solunum sikintis1 sendromu (ARDS), dolasim
bozuklugu/sok, dissemine intravaskiiler koagiilopati (DIC), asidoz, sarilik (siddetli

sitmanin en az bir baska belirtisiyle birlikte), hiperparazitemi (parazit yogunlugu
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>%>5) kriterlerinden biri veya birkag1 varsa komplikasyonlu/ciddi sitma olarak kabul
edilir. Intravendz antimalaryal tedavi ile tedavi edilmelidirler (28).

Tedaviye baslandiktan sonra hastanin klinik ve parazitolojik durumu
izlenmelidir. P. falciparum, P. knowlesi veya klorokin direngli P. vivax ile enfekte
hastalarda tedaviye parazitolojik yanit1 izlemek igin her 12-24 saatte bir kan yaymasi
tekrarlanmalidir (28).

2.6.1. Antimalaryal Ilaglar

Sitma tedavisinde kullanilan ilaglar, parazitin tiim evrim sekillerine etkili
olamadiklarindan etki yerlerine gore siniflandirilmaktadirlar. Kanda eritrositler i¢inde
bulunan trofozoit, sizont ve merozoitlere etkili ‘‘kan sizontosidal’’, karaciger
parankim hiicreleri icinde gelisen sizont sekillerine etkili ‘‘doku sizontosidal’’, yine
karaciger hiicreleri iginde bulunan P. vivax ve P. ovale hipnozoitlerine etkili
“‘hipnozoitosidal’’, kanda bulunan gametositlere etkili ‘‘gametosidal’’, ve

sporozoitlere etkili ‘‘sporozoisidal’’ ilaglar olarak ayrilmaktadirlar (12).
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Tablo 2.1 Antimalaryal ilaglarin Etki Yerleri (11)
Etki Yeri Ilag

Kan Sizontosidleri Kinin, Klorokin, Artemisinin ve tiirevleri,
Meflokin, Primetamin, Lumefantrin,
Fansidar, Doksisiklin, Atovakuon,
Dihidrofolat rediiktaz inhibitdrleri,

Dihidropteroat sentetaz inhibitorleri

Primer Doku Sizontosidleri Primakin, Proguanil

Sekonder Doku Sizontosidleri Primakin

Gametosidler Artemisinler, AKT, Primakin
Sporozoisidler Primakin, Proguanil, Dihidrofolat rediiktaz

inhibitorleri, Atovakuon

AKT: Artemisinin kombine tedavisi

Sitma oOnleyici ilaglarin yaygin olarak uygunsuz kullanimi, sitma parazitleri
tizerinde glicli bir secici baski uygulayarak, yliksek diizeyde direng gelisimine sebep
olabilir. Farkli diren¢ mekanizmalarina sahip farkli ilaglar bir arada kullanilarak,
direncin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi yavaslatilabilmektedir (9).

2.6.1.1. Kinolin Deriveleri

Klorokin (CQ): Bir 4-aminokinolin derivesidir. P. vivax, P. ovale, P. malariae
sitmalarinin tedavisinde etkili bir ilagtir fakat P. falciparum sitmasinda yaygin direng
olmasi nedeniyle tercih edilmez. CQ, esas olarak parazitin biiylik halka bigiminde ve
olgun trofozoit asamalarinda etki eder. Hipnozoitlere etkisizdir. CQ, Plasmodium
tiirlerinin hemoglobin iceren sindirim vezikiillerinde konsantredir. Intravezikiiler
pH’y1 yiikseltir ayrica hem polimerazi inhibe eder. Bdylece parazitin eritrosit icindeki
hemoglobini sindirmesiyle ortaya ¢ikan toksik ara bilesenlerin yikilmasin1 engellerler
ve paraziti oldiiriirler (5,29).

Kinin: En eski antimalaryal ilagtir. CQ gibi hem polimerazin aktivitesini
inhibe ettigi diisiiniilmektedir. Bu grubun en 6nemli iiyeleri kinin, kinidin, ¢inkonin,
¢inkonidindir (5,29).

Primakin: Hipnozoitlerin tedavisinde kullanilan bir 8-aminokinolindir.
Gametosidal etkileri de vardir. Plasmodium’un eritrositer asamasina karsi etkili
degildir ve P. vivax veya P. ovale enfeksiyonlarini tedavi etmek igin CQ veya diger
ilaclarla birlikte kullanilmalidir (5,29).
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Meflokin: Kinin analogu olan bir kinolin metanol tiirevidir. Komplike
olmayan ¢ok ilaca direngli P. falciparum sitmasinin tedavisinde tercih edilebilir.

Halofantrin: Kinin veya meflokinden daha etkili bir ilagtir ancak, 6liimciil
ventrikiiler tasikardilerle iliskili oldugundan kullanimi kisithidir.

Amodiyakin: CQ’ya benzer etki sekline sahip bir kinolin analogudur. P.
falciparum’un direngli izolatlarmma karsi daha aktiftir. Artemisin kombine tedavisi
(AKT) olarak artesunat ile kombine edilir.

Piperakin: Coklu ilaca direngli P. falciparum'a kars1 etkilidir.
Dihidroartemisisin ile kombine kullanilir. Piperakin, QT araligini1 biraz uzatmasina
ragmen CQ’dan daha giivenli bulunmustur (5).

2.6.1.2. Anti-Folatlar

Primetamin: Dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimini geri doniisiimsiiz olarak
inhibe eder. Yapica trimetoprime benzer. DHFR, DNA sentezi agamalarindan biri olan
folik asitten tetrahidrofolat sentezini saglar. DHFR inhibitorleri ile niikleik asit sentezi
bloke olur. DHFR inhibitorleri ile aseksiiel parazitin olgun trofozoit evresinin
gelisimini  engellemenin yam1 sira  sporontosidal aktiviteye de sahiptir.
Sulfonamid/sulfonlar ile kombine olarak kullanilirlar (5,29).

Sulfonamid/Sulfonlar: Dihidropteroat sentetaz (DHPS) enzimini inhibe
ederler. DHPS, DNA sentezi asamalarindan biri olan PABA’dan folik asit sentezini
saglar. Inhibisyonu ile DNA sentezi bloke olur, primetamin ile kombine kullanilirlar.
Sulfonamidlerden sulfadoksin ve sulfadiazin, sulfonlardan dapson antimalaryal olarak
kullanilir (5,11).

2.6.1.3. Artemisinin ve Tiirevleri

Qinghaosu veya artemisinin, Cin’de yetisen Artemesia annua (Qinghao)
calisinin yapraklarindan elde edilen bir terpenlakton peroksit tlirevi bir ilagtir.
Artemisininin tiirevleri artesunat, artemeter ve dihidroartemisinindir. Bu ilaglar,
bilinen sitma ilaglart arasinda parazit yogunlugunu azaltmada en hizli etki
gosterenlerdir ve halka formlarindan erken sizontlara kadar en genis antimalaryal etki
spektrumuna sahiptirler. Hemoglobin metabolizmasini inhibe ederek, hem sizontlarin
hem de gelismekte olan gametositlerin seksiiel evrelerine etki ederler. Ek olarak, bu
ajanlar Ca**-ATPaz ve bir glutatyon-S-transferaz gibi parazit proteinlerini

alkilleyebilen serbest radikaller iireterek parazitleri tahrip ederler. Artemisinin ve
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tiirevlerinin, direng gelisimini engellemek ve ilag etkinligini arttirmak amactyla sitma
tedavisinde farkli mekanizmalar ile etki eden antimalaryaller ile kombine
kullanilmalar1 6nerilir. Bu kombinasyona artemisinin kombine tedavisi (AKT) denir.
AKT, hizli etkili bir artemisinin tiirevi ile daha yavas ve uzun etkili bir antimalaryal
ilacin kombinasyonudur. Artemisinin tiirevi, aseksiiel parazit sayisini her 48 saatte
10.000 azaltir. Daha uzun etkili kombinasyon ilag ise, kalan parazitleri temizler ve
artemisinin tiirevine kars1 direng gelisimine kars1 koruma saglar. DSO su anda bes
AKT  Onermektedir;  artemeter+lumefantrin -~ (AL),  artesunat+amodiakin,
artesunat+meflokin, artesunat+sulfdoksin-primetamin, dihidroartemisinin+piperakin.
AL, ¢oklu ilaca direngli P. falciparum sitmasina karsi etkinligi yiiksek olan bir
kombinasyondur ve diinyada en yaygin kullanilan AKT'dir (5,9,29).

2.6.1.4. Atovakuon-Proguanil

Atovakuon, parazit mitokondriyal elektron transportunu inhibe ederek,
pirimidin biyosentezi i¢in kofaktdr olarak gerekli olan ubikinon kaybiyla sonuglanir.
Proguanil, pirimetamin gibi bir dihidrofolat rediiktaz-timidilat sentetaz inhibit6rii olan,
sikloguanile doniisen bir 6n ilagtir. Atovakuonun etkisi proguanil tarafindan
giiclendirilir. Sonug olarak, hem karacigerde hem de kanda DNA replikasyonu inhibe
edilir. Coklu ilaca direngli olan parazitlerin tedavisinde kullanilir (5,29).

2.6.1.5. Antimalaryal Aktiviteye Sahip Antibakteriyeller

Protein veya niikleik asit sentezi lizerinde etkili olan antibakteriyeller siklikla
onemli antimalaryal aktiviteye sahiptir. Ancak sitmayi1 tedavi etmek i¢in tek basina
kullanilacak kadar aktif degiller. Tetrasiklinler, tiim sitma tiirlerine kars1 stirekli olarak
aktiftir. Doksisiklin hem profilaksi hem de tedavi i¢in en yaygin kullanilanidir.
Klindamisin, tetrasiklinler kadar etkilidir ayrica ¢ocuklarda ve hamile kadinlarda
kullanilabilme avantajina sahiptir. Makrolidler in vitro olarak aktiftir ancak in vivo
olarak genellikle yetersizdir. Azitromisin daha aktiftir ve hem profilaksi hem de
tedavide degerlendirilmistir. Rifampisin in vivo olarak zayif bir antimalaryal etkiye
sahiptir. Bu ilaglarin tiimii nispeten yavas etki ederler, bu nedenle daha hizli etki eden
ajanlarla kombinasyon halinde kullanilirlar (5).

2.6.2. Sitma Etkenine Gore Tedavi Sec¢imi

2.6.2.1 P. falciparum Sitmasinda Tedavi
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Tiim sitma hastalar1 yakindan takip edilmelidir, tedavide gecikme ile morbidite
ve mortalite riski artacagindan tedavi acilen baslanmalidir. P. falciparum sitmasi
(veya P. falciparum iceren mikst enfeksiyonlar) komplikasyonsuz hastalik ve
siddetli/komplikasyonlu hastalik olarak iki grupta degerlendirilmektedir (9).

Komplikasyonsuz P. falciparum vakalari i¢in CQ direnci olan bolgelerde dort
tedavi secenegi vardir:  artemeter-lumefantrin, atovakuon-proguanil,  kinin
kombinasyonlar1  (kinin-doksisiklin/tetrasiklin,  kinin-klindamisin),  meflokin
(Gilineydogu Asya'nin bazi bolgelerinde edinilen enfeksiyonlar i¢in meflokin
onerilmemektedir). Komplikasyonsuz P. falciparum vakalari i¢in, Panama Kanali'nin
batisindaki Orta Amerika, Haiti ve Dominik Cumhuriyeti gibi klorokine direncli
suslarin bulunmadig1 bolgelerde hastalar CQ veya alternatif olarak hidroksiklorokin
ile tedavi edilebilir (28). DSO, P. falciparum’un monoterapilerine kars: direng
gelistirmesini Onlemek igin birinci trimesterdeki gebeler haric AKT ile tedaviyi
onermektedir. Birinci trimesterdeki gebeler komplikasyonsuz P. falciparum
enfeksiyonunda oral kinin ve klindamisin ile tedavi edilmelidir (9).

P. falciparum sitmasinda tekrarlama; yeni enfeksiyon, rekiirrens veya ilk tanida
atlanan mikst enfeksiyon nedeniyle olmaktadir. Yeniden sitma endemik bdlgeye gitme
Oykiisii varsa yeni enfeksiyon ile tedavi basarisizligini ayirt etmek miimkiin degildir.
Ayrim, yalmizca 1ilk ve tekrarlayan enfeksiyonlardaki parazitlerin PCR
genotiplenmesiyle yapilabilir. Fakat PCR rutin olarak kullanilmadigindan tedaviden
sonraki 4 hafta icerisinde atesin ve paraziteminin devam etmesi tedavi basarisizligi
olarak degerlendirilmektedir. ilk 4 hafta icerisinde parazitemi ve ates goriilmesi
durumunda bolgede etkili oldugu bilinen farkli bir AKT rejimi onerilir. Kinin igeren
tedavi rejimleri genel olarak 6nerilmemektedir. 4 hafta sonra tekrarlayan P. falciparum
enfeksiyonlarmin nedeni yeni enfeksiyon olarak degerlendirilip AL ile tedavi
edilmelidir (9).

Komplikasyonlarla seyreden siddetli sitma vakalarinin tiimii hastaneye
yatirilarak takip edilmelidir. Siddetli sitma olasiligi varsa parenteral antimalaryal
ilaglara gecikmeden baslanmalidir, tiirden bagimsiz olarak ilk tercih olan artesunattir.
IV veya IM olarak verilebilir. 24 saatten sonra hasta oral ilag alabiliyorsa ve parazit

yogunlugu %1’in altindaysa parenteral tedavi sonlandirilarak oral tedaviye baglanir.

18



Aksi durumda hasta oral ila¢ alimin1 tolere edebilene kadar veya parazit yogunlugu
%1’in altina inene kadar parenteral tedaviye devam edilmelidir (9,28).

2.6.2.2. P. ovale, P. vivax, P. malariae, P. knowlesi Sitmalarinda Tedavi

P. malariae ve P. knowlesi tiirlerinde klorokin direncine dair yaygin bir kanit
bulunmamaktadir; bu nedenle, bu enfeksiyonlarin her ikisi i¢in de CQ (veya
hidroksiklorokin) hala kullanilabilir (28).

P. vivax ve P. ovale enfeksiyonlarinda (klorokin direngli P. vivax'in
prevalansinin yiiksek oldugu Papua Yeni Gine veya Endonezya'daki P. vivax
enfeksiyonlar1 disinda) CQ (veya hidroksiklorokin), etkili bir se¢im olmaya devam
etmektedir. Klorokine direngli P. vivax vakalari Myanmar, Hindistan ve Orta ve Giiney
Amerika'da nadiren de olsa raporlanmigtir. CQ tedavisi sonrasi klinik semptomlarin
devam etmesi veya parazit yogunlugunda azalma olmamasi gibi durumlarda, CQ
direngli P. vivax enfeksiyonlari i¢in onerilen AL, atovakuon-proguanil veya kinin-
doksisiklin/tetrasiklin/klindamisin rejimlerinden birine baslanmalidir. Eritrositer
dongiiye etki eden bu ilaglara ek olarak P. vivax ve P. ovale enfeksiyonlarinda
hipnozoit formlar igin tedaviye primakin eklenmelidir (28). Gebelerin ve emziren
kadinlarin primakin kullanmamasi onerilmektedir. Primakin tedavisi emzirme sona
erene kadar ertelenebilmektedir.

Glincel diren¢ durumunun bilinmedigi durumlarda parazitin klorokine kars1
direng gelistirdigi kabul edilerek tedavinin buna gore diizenlenmesi uygun olacaktir.
DSO, P. vivax, P. ovale, P. malariae ve P. knowlesi sitma tedavisinde AL tablet (ilk
trimesterdeki gebeler harig) kullanilmasini énermektedir. Ilk trimesterdeki gebelerde
P. vivax sitmasinda kinin kullanilmalidir (9).

2.6.3. Antimalaryal ila¢ Direnci

DSO, 1950'lerde malaria eradikasyon programimi, CQ ve dikloro-difenil-
trikloroetan (DDT) ile agiklamistir. Ancak 1960'larin basinda CQ direnci ortaya
cikmustir (1). CQ direnci ilk olarak Dogu Afrika'da tanimlanmistir (2). Daha sonra da
baska ¢esitli antimalaryal ilaglara kars1 direncler ortaya ¢ikmistir. Orta Amerika harig
tiim cografi bolgeler antimalaryal ilag direncinden etkilenmistir. Giineydogu Asya
bolgesi, antimalaryal ila¢ duyarliligi ¢ok azalmis oldugundan en c¢ok etkilenen
bolgedir. P. falciparum'daki CQ direnci diinyanin ¢ogu yerine yayilarak milyonlarca

O6lime neden olmustur. CQ direncinin sadece birkag durum hari¢ yayilimi
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siirlanmigken, anti-folat ilaglara ve atovakuona direng siklikla ortaya ¢ikmaktadir. P.
falciparumda artemisinin direnci ilk olarak 2008'de Kambogya'da rapor edilmistir
(30). P. falciparum'daki artemisinin direnci su anda Kambogya, Lao Demokratik Halk
Cumhuriyeti, Myanmar, Tayland ve Vietnam'in bazi bdlgelerinde yaygindir (3,9).
Afrika Bolgesi'nde Ozellikle Ruanda ve Uganda ve Eritre’de artemisinin kismi
direncinin ortaya ¢iktigina dair kanitlar bulunmaktadir. Fakat Ruanda ve Uganda'daki
tedavi basarisizlik oranlari, AKT etkili olmaya devam ettigi i¢in %10'un altinda
kalmaktadir (3). Kambogya'da AKT yerine atovakuon-proguanil kullanimi
atovakuona karsi ¢cok hizli bir direng ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Ayrica
Kambogya'da piperakin direnci de ortaya ¢ikmaya baslamistir ve bu direng P. vivax'ta
da goriilebilmektedir. Kambogya'da, su anda 6nerilen tedavi rejimlerinin higbiri kabul
edilebilir kiir oranlart (> %90) saglamamaktadir ve etkisiz ilag rejimlerinin siirekli
kullanimi direncin yayilmasini hizlandirmaktadir. CQ’ya kars1 yliksek diizeyde direng
Endonezya ve Papua Yeni Gine'de yaygindir, Asya ve Amerika'nin bazi bolgelerinde
daha disiik direng diizeyleri bildirilmistir. P. vivax'ta anti-folat ilag direnci de
yaygindir. P. malariae veya P. ovale parazitlerindeki antimalaryal direng iizerine
yapilan ¢ok az calisma bulunmaktadir ve bu caligmalarda diisiik diizeyde direng
saptanmistir (9).

Antimalaryal ila¢ direnci, hastanin tolere ettigi konsantrasyonlardan daha
yiiksek konsantrasyonlarda ilacin emilmesinden sonra parazitin hayatta kalma
yetenegidir. Antimalaryal ilaglara direng, genetik degisikliklere (mutasyonlar veya gen
amplifikasyonlar1) sahip parazitlerin se¢ilmesi nedeniyle ortaya ¢ikar. Artemisinin
tiirevleri de dahil olmak {izere tiim sitma Onleyici ila¢ siniflarina direng belgelenmistir
ve bu durum sitma kontroli igin bilyiik bir tehdittir (10). Sitma parazitleri, diger
parazitlerden lateral transfer yoluyla direng genleri kazanmazlar. Direng, spontan
kromozomal nokta mutasyonlarindan veya gen duplikasyonlarindan kaynaklanir.
Direngli mutantlar, antimalaryal ilaglarin varliginda hayatta kalma avantajina
sahiptirler (5). Antimalaryal ila¢ direncinin ana sonucu tedavi basarisizligidir. Diisiik
direng seviyelerinde erken donemde tedavi basarisizlifi goriilmezken, ge¢ donemde
niiks olan hastalarin orani artar. Diren¢ seviyesi arttik¢a, niiksetme daha erken
gerceklesir veya parazitemi hi¢ azalmayip artmaya devam eder. Parazit klirensinin

yavaglamasi, artan direncin bir gostergesidir. Fakat tedavi basarisizliginda; yanlis
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dozda ilag kullanimi, uyum eksikligi, ila¢ kalitesi, diger ilaglarla etkilesimler, ilag
emiliminde azalma, ilac1 kusma veya hastaligin yanlis teshisi gibi diger nedenler de
g6z 6nitinde bulundurulmalidir (9). P. vivax antifolat grubu ilaglara kars1 yaygin direng
gelistirmistir fakat P. falciparum disindaki Plasmodium tiirleri genellikle antimalaryal
ilaglara P. falciparum'dan daha duyarldir. P. falciparum artik artemisinin tiirevleri de
dahil olmak {izere tiim antimalaryal ila¢ siniflarina kars1 direng gelistirebilmektedir
(5). P. falciparum’un en sik kullanilan antimalaryal ilaglara kars1 dahi
direncinin gelismesi ve yayilmasi, sitmanin Kontroliinde biiyiik zorluklara neden
olmaktadir. ilag direnci seviyesini belirleyici calismalarin diizenli olarak yapilmasi ile
sitmada etkili olan ilaglara erisim agisindan, sorumlu saglik yetkililerine 6nemli
bilgiler saglanir. Sitmada ilag direncini degerlendirmede in vivo ilag etkinligi
caligmalari, hasta izolatlarinin in vitro duyarlilik testleri ile degerlendirilmesi ve ilag
direncinin molekiiler belirteglerinin saptanmasi gibi birkag yontem kullanilmaktadir
(31). Antimalaryal ilag diren¢ markerlar1, antimalaryal ilag direnci ile iliskili genlerdir.
Bunlar Pfcrt (P. falciparum chloroquine resistance transporter), Pfmdrl (P. falciparum
multidrug resistance 1), Pfdhfr (P. falciparum dihidrofolat rediiktaz), Pfdhps (P.
falciparum dihidropteroat sentetaz), Pfmrp (P. falciparum multidrug resistance
protein), PfATPaz 6 (P. falciparum ATPaz 6) ve PfK13’tiir (P. falciparum kelch 13)
(1,5). Cografi bolgelere, iilkelere gore direng dzellikleri de degismektedir. Papua Yeni
Gine’de Pfcrt ve Pfmdrl'deki mutasyonlar yiiksek oranda saptanmisken (31), Haiti’de
Pfmdrl bolgelerinde sadece Y184F saptanmis, fakat Pfcrt bolgelerinde mutasyon
saptanmamuistir (32).

2.6.3.1. Anti-Folat Ila¢ Grubunda Direnc

Komplike olmayan sitmada genellikle birinci basamak tedavi artemisinin
kombinasyon tedavisidir (AKT). Bununla birlikte siilfadoksin-pirimetamin (SP), 5
kg'in altindaki ¢ocuklarda ve ayrica gebelerde tercih edilen tedavi olmaya devam
etmektedir (33).

P. falciparum ve P. vivax'ta proguanil ve pirimetamine karsi direng DHFR
genindeki mutasyonlar ile ortaya ¢ikar, enzim kompleksinin ilaca olan afinitesinin
azalmasi ile iligkilidir. Siilfonamid ve siilfon direnci, DHPS'yi kodlayan gendeki
mutasyonlarin edinilmesiyle ortaya ¢ikar. Pfdhps mutasyonlu parazitler genellikle
Pfdhfr mutasyonlarina da sahiptir. Bes mutasyon iceren (Pfdhfr S108N, N511 ve C59R
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ve Pfdhps A437G, K540E) P. falciparum sitmalari, siilfadoksin-pirimetamin (SP) ile
tedavi basarisizlig1 oranlarinin artmasina ve artesunat ile kombine SP tedavisine zayif
yanit verilmesine neden olmaktadir (1,5,33).

2.6.3.2. Kinolin fla¢ Grubunda Diren¢

En ucuz ve en yaygin antimalaryal ilag olan CQ’ya kars1 direng gelisimi ile
birgok iilkede artemisinin kombine tedavisi (AKT) kullanima girmistir (34). CQ
direnci, sindirim vakuoliindeki ila¢ konsantrasyonlarin azalmas: ile iliskilidir. Ilag
konsantrasyonun azalmasi influks (ige alim) pompa islevinin azalmasi, effluks (disa
atim) pompa islevinin artmasi ile olur. ABC (ATP-binding cassette) tasiyici protein,
ATP hidrolizine bagimli olarak c¢alisan ve gesitli ilaglarin, peptidler, aminoasitler,
polisakkaritler gibi ¢esitli endojen bilesiklerin membranlardan taginmasini saglayan
bir membran proteinidir. Bu tasiyicilar ilaglar1 sindirim vakuoliinden ¢ikararak
parazitte hiicre i¢i ila¢ birikiminin azalmasina yol agan bir effluks pompasi islevi
goriir. Direngli parazitler, ilaca duyarli parazitlerden 40-50 kat daha fazla, sindirim
vakuoliindeki Kklorokini azaltirlar. Sindirim vakuoliiniin zarinda yer alan, 7.
kromozomda kodlanan bir protein olan Pfcrt genindeki nokta mutasyonlar CQ ilag
direnci ile iliskilidir. 76. pozisyondaki tek kodon degisikligi, ana mutasyon olarak
kabul edilmektedir. 72, 73, 74, 75, 76. kodonlarda da mutasyon tanimlanmistir
(1,5,35). Al44F, 1194T, A220S, Q271E and N326S Pfcrt i¢in tanimlanmis diger
polimorfizmlerdir (1). Pfcrt tek basina veya Pfmdrl ile kombinasyon halinde
bulunabilir (36).

Pfmdrl, Pfcrt gibi sindirim vakuoliiniin zarinda bulunan 5. kromozomda
kodlanan bir ABC tasiyict proteindir.  Pfmdrl geni iizerinde yapilan
caligmalar, direngle iligkili 5 SNP tanimlamustir; N86Y, Y184F, S1034C, N1042D ve
D1246Y kodonlarindaki polimorfizmler; kinin, klorokin, meflokin, lumefantrin,
halofantrin, artemisinin grubu ilaglara kars1 antimalaryal direng ile iliskilidir (1).

Pfcrt ve Pfmdrl tasiyicilarindaki nokta mutasyonlarinin, parazitlerin CQ ve
lumefantrine duyarlihigini farkli sekilde etkiledigi bilinmektedir. Pfmdrl mutasyonu
ile CQ’nin sindirim vokuoliine tasinma aktivitesinin azaldigi, Pfcrt mutasyonuyla ise
sindirim vokuoliinden disar1 atiliminin arttigi disiiniilmektedir. CQ direncinin ana

belirleyicisi olarak Pfert i¢cin K76T, Pfmdr1 i¢in ise N86Y mutasyonu tanimlanmustir.
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Pfcrt ve Pfmdr1 mutasyonun beraber bulunmasi ilag direncinin fenotipik olarak ortaya

cikisini desteklemektedir (37).

PfMDR1
N86 N86Y

PfCRT
K76

K76T

Sekil 2.7. P. falciparum'un CQ (klorokin) ve LMF(lumefantrin) yanitinda Pfmdrl ve Pfcrt mekanizmasi
@37)

Pfmrp (P. falciparum multidrug resistance protein) de bir ABC tasiyici
proteindir. Pfmrpl ve Pfmrp2 parazitin tiim asekstiel evrelerinde plazma membraninda
eksprese edilir. CQ, kinin, artemisinin gibi ¢esitli antimalaryal ilaglara duyarlilig
arttiran glukuronid ve konjuge siilfat bilesiklerinin tasinmasii saglar. Effluks
mekanizmasi ile bu bilesiklerin atiliminin, antimalaryal ilag direncini olusturdugu
varsayilir. H191Y ve S437A kodonlarindaki mutasyonlar kinolin direnci ile iligkilidir
(2).

2.6.3.3. Atovakuon Ila¢ Grubunda Diren¢

Atovakuon, mitokondriyal elektron tasinmasina miidahale ederek parazitin
hiicresel solunumunu bloke eder. Bu ilag grubunda direng, sitokrom b' yi kodlayan
gendeki tek nokta mutasyonlarindan kaynaklanir. 133. kodondaki ilk mutasyonun
diisiik dirence neden oldugu gosterilmistir fakat 272. kodondan 280. kodona kadar ek
bir mutasyon ile direng seviyesi artabilir. Tek bagina atovakuon ile tedavi edildiginde,
hastalarin = %33'linde niiks saptanmigtir.  Atovakuon kombinasyon halinde

kullanildiginda ise kiir oranlar1 artmaktadir. Fakat atovakuon ve pirimetamin
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tedavisinden sonra niikseden birka¢ hastada P. falciparum sitokrom bci geninde,
kodon 268. kodonda mutasyon gosterilmistir (38).

2.6.3.4. Artemisinin Ila¢ Grubunda Direng

Artemisinin en iyi antimalaryal ilaclardan biri oldugu i¢in, AKT komplike
olmayan sitmanin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Artemisinin ile
tedaviden sonra P. falciparum klirensinin gecikmesi artemisinin direnci olarak rapor
edilmistir. Artemisinin i¢in birka¢ antimalaryal diren¢ markerindan s6z edilebilir.
PfATPaz 6 veya PfSERCA (Sarkoplazmik/Endoplazmik retikulum Ca*2- ATPaz)
kalsiyum iyonunu tasiyan aktif bir pompadir. Bu proteini kodlayan gen 1.
kromozomda bulunur. PFATPaz 6 geninde, S769N, Y243H, K431E, G110A, A2694T,
E623A gibi ¢esitli mutasyonlar bildirilmistir. Bu mutasyonlarin 6zellikle artemisinin
direnci ile iliskili oldugu bildirilmistir (1,39). Yukarida agiklanan Pfmdrl ve Pfmrp
markerlar1 da artemisinin direncinde rol oynamaktadir.

Son zamanlarda birgok ¢alismada PfK 13 polimorfizmleri identifiye edilmistir.
PfK13 artemisinin direng¢ geni olarak tanimlanmistir ve parazit klirensinin in vivo ve
in vitro olarak gecikmesi ile iliskili oldugu bulunmustur. Bugiine kadar P. falciparum
izolatlariin PfK13 geninde 200'den fazla SNP tespit edilmistir; bunlardan 9 SNP'nin
in vitro ve in vivo verilerle direng mutasyonlari ile iligkili oldugu dogrulanmistir:
F4461, N458Y, M4761, Y493H, R539T, 1543T, P553L, R561H, C580Y. 26 SNP ise
parazitin temizlenmesinde gecikmeye neden olmasi ile dirence aday mutasyonlar
olarak bildirilmistir. PfK13 mutasyonlari Giineydogu Asya’da daha sik saptanmistir.
Afrika’da hala nadirdir (40). Afrika Bolgesi'nde 6zellikle Ruanda (R561H) ve Uganda
(C469Y ve A675V) ve Eritre’de (R6221) artemisinin kismi direncinin ortaya ¢iktigina
dair kanitlar bulunmaktadir (3). Afrika'da en sik goriilen allel ise A578S olmustur (40).
Ayrica, bu mutasyonlarin tek basina hareket etmedigi, cogu zaman sinerjistik olarak
hareket ettigi de ortaya ¢ikmustir. Direng, Pfdhfr genindeki anti-folat direnci gibi tek
bir gende ardigik mutasyon birikimi yoluyla ortaya ¢ikabilir veya farkli genlerdeki
mutasyonlar da sinerjik olarak hareket edebilir (31).

Mevcut direng seviyelerinde, artemisinin tiirevleri hala 6énemli antimalaryal
aktivite saglar; bu nedenle mevcut veya yeni kombinasyonlarla daha uzun siireli

tedaviler veya yeni ilaglarla kombinasyon (6rn. artesunat + pironaridin) tedavide etkili

24



olabilir. Artemisinin direngli sitma vakalari i¢in en iyi tedavileri belirlemeye yonelik
calismalara acil ihtiya¢ duyulmaktadir (9).

2.7. KEMOPROFILAKSI

Kemoprofilaksi rejimleri, parazitin edinildigi bolge, diren¢ durumuna gore
degiskenlik gostermektedir. Tercih edilecek profilaktik ilaglarin etkinlikleri agisindan
belirgin bir fark bulunmamaktadir ayrica koruyuculuklari %100 olmadigindan dolay1
atesli bir hastalik durumunda sitma agisindan degerlendirilme yapilmalidir. CQ direnci
olmayan iilkeler i¢in CQ onerilebilmektedir. CQ direngli P. falciparum olan bolgelere
seyahat edeceklere meflokin onerilir. Meflokin direnci de mevcutsa veya siiphe
ediliyorsa atovakuon-proguanil veya doksisiklin segceneklerinden biri 6nerilebilir. Bu
ilaglar P. vivax ve P. ovale’nin hipnozoit formlarinin relapslarini engelleyemeyecegi
icin, endemik bolgeye gidenlere primakin gerekebilir fakat primakinin profilaksideki

etkinligi konusunda veriler sinirlidir (17,41).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul izni, Proje Fonu

Arastirma protokol kodu 2021/374 olan bu ¢alisma, Bakirkdy Dr. Sadi Konuk
Egitim ve Arastirma Hastanesi (BEAH) Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
02.08.2021 tarihinde, 2021-15-05 Karar Numaras ile etik olarak uygun goriilmiistiir.
Tez calismasi, TUBITAK tarafindan “1002-B Acil Destek Modiilii’’® kapsaminda
2225036 numarali1 proje olarak kabul edilmis ve desteklenmistir. (Bkz. EKLER).

3.2. Orneklerin Toplanmasi ve Degerlendirilmesi

Calisma i¢in 01.10.2017-01.08.2022 tarihleri araliginda BEAH Enfeksiyon
Hastaliklart ve Klinik Mikrobiyoloji Klinigi’nde takip edilen sitma tanili hastalarin
arsivlenen ince yayma ve/veya kalin damla preparatlari ve Istanbul Halk Saglhig
Miidiirligii Sitma Savas Birimi’nde sitma tanist konulan hastalarin ince yayma
velveya kalin damla preparatlart/EDTA’l tiipte saklanan tam kan Ornekleri
toplanmistir. HTT ve/veya mikroskobik degerlendirme ile P. falciparum tanisi almis
olan 100 hastanin 6rnegi retrospektif olarak planlanan ¢alismaya dahil edilmistir.
Orneklerin ilk 45 tanesi kalin damla ve/veya ince yayma olup 1°den 45’e kadar, 55
tanesi ise EDTA’l1 tam kan 6rnegi olup 46’dan 100°e kadar numaralandirilmstir. P.
falciparum disindaki Plasmodium tiirlerinin saptandigi Ornekler ¢alisma dis1
tutulmustur. Hastalarin seyahat ettigi iilkeler retrospektif olarak kayitlardan
arastirilarak kaydedilmistir.

3.3. DNA izolasyonu

Arsivlenmis olan ince yayma ve/veya kalin damla preparatlar1 isleme
alinmadan 6nce x100’likk objektif ile 151k mikroskobunda incelendikten sonra lam
tizerindeki icerik steril bistiiri ucu yardimi ile lam {izerinden kazinmistir. DNA
esktraksiyonu i¢in High Pure PCR template izolasyon kiti (Roche, Fransa) kullanilmis
ve {iretici firma talimatlart dogrultusunda DNA ekstraksiyonu yapilmistir.

1. Lam iizerindeki kazinan igerik 1.5 ml’lik steril santrifiij tlipline (eppendorf)
aktarildiktan sonra 6rnek hacmi 200 pl’ye tamamlanacak sekilde distile su eklenmistir.
EDTA’l1 tiipte saklanan tam kandan ¢alisilacak Orneklerden ise 200 pl alinarak

eppendorf tiipline eklenmistir.
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2. Ependorf tiiplerdeki ornekler iizerine 200 ul binding buffer ve 40 pl
proteinase K eklendikten sonra kapagi kapatilarak hemen vortekslenmis ve +70°C’de
10 dakika inkiibe edilmistir.

3. Ornek iizerine 100 pl isopropanol eklendikten sonra yeniden 10 saniye

vortekslenmistir.

Sekil 3.1: Lam {izerindeki 6rnegin edilde edilmesi A: Lam tizerindeki igerik steril bistiiri ucu
yardimi ile lam iizerinden kazmir. B-C: Lam iizerinde biriken icerik santrifiij tiipline aktarilir, 6rnek
kalintisinin kalmamasina 6zen gosterilir. D: Ornek hacmi 200 ul’ye tamamlanacak sekilde distile su

eklenir ve DNA izolasyonuna hazir hale gelir.

4. Tiipteki igerigin tamamu filtreli silika toplama tiipiine (high pure filter tube)
aktarilmistir, kapagi kapatilarak 8.000xg hizda 1 dakika santrifiij edilmistir. Filtreli
silika tliptiniin yerlestigi toplama tiipti i¢indeki atik ile atilmigtir. Silika tiip temiz bir
toplama tiipline yerlestirilmistir.

5. 500 pl inhibitor removal buffer eklenip kapag: kapatilarak 8.000xg hizda 1
dakika santrifiij edilmistir. Filtreli silika tiipiin yerlestigi toplama tiipi, icindeki atik ile
beraber atilmistir. Silika tiip temiz bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.
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6. 500 pl wash buffer eklenip kapagi kapatilarak 8.000xg hizda 1 dakika
santrifiij edilmistir. Filtreli silika tiipiin yerlestigi toplama tiipii i¢indeki atik ile beraber
atilmistir. Silika tlip temiz bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.

7. ikinci kere 500 pl wash buffer eklenip kapagi kapatilarak 8.000xg hizda 1
dakika santrifiij edilmistir. Filtreli silika tiipiin yerlestigi toplama tiipiiniin igindeki atik
atildiktan sonra silik tiip yeniden ayn1 toplama tiipiine yerlestirilmistir.

8. Filtreli silika toplama tiipiiniin kapag1 kapatilarak 13.000xg hizda 10 saniye
santrifiij edildikten sonra toplama tiipli atilarak silika tiip yeni bir eppendorf tiipe
yerlestirilmistir.

9. +70°C’ye 1s1tilmis 200 pl elution buffer eklenip kapagi kapatilarak 8.000xg
hizda 1 dakika santrifiij edilmistir. Silika tiip atilmistir. izole edilen DNA -20°C’de
saklanmustir.

3.4. Real-Time PCR

Izolasyon sonrasi elde edilen DNA’da, yiiksek hassasiyet giicii olan minor
groove binder (MGB) probe sistemi ile dizayn edilmis P. falciparum tiir spesifik
primerler kullanilarak tiir tayini gergeklestirilmistir. Calismada kullanilmasi planlanan
primer ve MGB probe dizileri sentetik oligo dizayn yontemi ile caligma 6ncesinde test
edilmis ve kullanilabilirligi degerlendirilmistir. Aym1 zamanda Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Ana Bilim Dali’ndan temin edilen pozitif kontrol DNA
ornegi kullanilarak real-time PCR protokolii test edilmis ve kullanilabilirligi
degerlendirilmistir.

PCR asamasindan 6nce PCR i¢in gerekli malzemeler hazirlanmstir.

[Ornek sayis1 (N)+Pozitif Kontrol (PK)+ Negatif Kontrol (NK)+pipet hatasi] X
15 pl miks formiilii ile pipet hatasi da goéz oniinde bulundurularak, her bir 6rnek
reaksiyonu i¢in 2 pl primer prob, 10 pl mastermix, 3 pl su (toplam 15 pl) olmak tizere
reaktan hazirlanmasi planlanmistir.

Tablo 3.1. P. falciparum Tiir Spesifik Primerler
CCGACTAGGTGTTGGATGAAAGTGTTA

Forward Primer:

Reverse Primer AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA

MGB Probe: FAM-TCTAAAAGTCACCTCGAAAGA-MGBNFQ
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1. PCR i¢in gerekli olan ANTP karisimi, tampon ve MgCl. ve enzimleri igeren
Xpert Taqg Mastermix (2x) soliisyonu oda sicakliginda ¢oziilmiistiir. Yukaridaki

formiil ile hesaplanarak (N+PK+NK-+pipet hatasi)) 100 o6rnek igin reaktan

hazirlanmistir.
Primer prob .................. 2ulx 110
Mastermix ................... 10 pul x 110
Distilesu ..................... 3ulx110

2. Miks tiipiinde hazirlanan primer prob, mastermix ve su karisimindan 15 pl
cekilerek 100 adet PCR reaksiyon tiiplerine dagitilmistir.

3. 15 ul PCR bileseni igeren her bir PCR reaksiyon tiipiine, izole edilen
DNA’lardan 5 pl eklenmistir. Pozitif kontrol tiipiine P. falciparum DNA’sindan 5 ul
eklenmistir. Reaksiyon tiipleri sikica kapatilmistir.

4. PCR cihazina yerlestirmeden 6nce kisa stireli olarak santrifiij edilmistir.

5. PCR karisimi ve izole edilen Plasmodium DNA’s1 eklenerek olusturulan
toplam 20 pl hacimli tiiplerden P. falciparum’un saptanmasi i¢in real-time PCR
yontemi kullanilmigtir. Tiipler Biorad C1000 Touch Thermal Cycler (BioRad, ABD)
cihazina yiiklenmistir. Cihaz {reticisinin talimatlarina uygun seckilde ayarlamalar

yapilarak cihaz galigtirilmistir.

1. Basamak: Denatiirasyon ...................c..c.... 95°C’de 1 dakika
2. Basamak: Annealing (baglanma) .................. 55°C’de 2 dakika
3. Basamak: Ekstansiyon (uzama) .................. 72°C’de 2 dakika

Real-time PCR islemi sonrasinda erime egrisi analizi ile P. falciparum oldugu
kanitlanan Ornekler antimalaryal ilag direng markerlar1 igin test edilmek {izere
saklanmustir.

3.5. Nested PCR ve Klasik PCR

3.5.1. Tla¢ Direnci ile Tliskili Genlerin Primerlerinin Sulandirilmasi

Antimalaryal ilag direnci markerlarindan Pfcrt’deki SNP’ler igin bakilmasi
planlanan 74, 75, 76. lokuslarin primerleri; Pfmdrl’deki SNP’ler igin bakilmasi
planlanan 86, 184, 1034, 1042, 1246. lokuslarin primerleri ve PfK13 primerleri temin
edilmistir. Temin edilen firmanin Onerileri dogrultusunda primerlerin sulandirma

asamasi tamamlanmistir.
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1. Her oligo tiipiine (19 adet oligo tiipii) liretici firmanin o primer i¢in belirlemis

oldugu miktarda steril su eklenmistir ve voliim, her tiip i¢cin 100 pM’e tamamlanmustir.

2. Calisma asamalarinda oligo tiiplerindeki kontaminasyonu da azaltmak

amaciyla 10 pM’liik 2 adet farkli tiip hazirlanmasi planlanmaistir ve her oligo tiip i¢in

2’ser adet eppendorf tiipii hazirlanmistir.

3. 10 uM i¢in 10 kat sulandirma yapilarak her eppendorf tiipiine 30 uM primer

ve 270 uM steril su eklenmistir. Kapaklar1 kapatilarak kisa bir siire santrifiij edildikten

sonra ¢alismaya baslanana kadar -20°C’de saklanmustir.

Tablo 3.2. Antimalaryal ilag direnci i¢in kullanilan primerler (2)

Gen/Lokus | Asama | Primer Sekans
Nested 1 | CRT1-F CCGTTAATAATAAATACACGCAG
Pfert CRT1-R CGGATGTTACAAAACTATAGTTACC
(74,75,76) Nested 2 | CRT2-F TGTGCTCATGTGTTTAAACTT
CRT2-R CAAAACTATAGTTACCAATTTTG
Nested 1 | MDR1-1F | TTAAATGTTTACCTGCACAACATAGAAAATT
Pfmdrl MDR1-1R | CTCCACAATAACTTGCAACAGTTCTTA
(86,184) Nested 2 | MDR1-2F | TGTATGTGCTGTATTATCAGGA
MDR1-2R | CTCTTCTATAATGGACATGGTA
Nested 1 | 1042-A GTCGAAAAGACTATGAAACGTAGA
Pfmdrl 1042-C CTCAAATGATAATTTTGCAT
(1034,1042) | Nested 2 | 1042-B GATCCAAGTTTTTTAATACA
1042-C CTCAAATGATAATTTTGCAT
Nested 1 | 1246-A GTGGAAAATCAACTTTTATGA
Pfmdr1l 1246-B TTAGGTTCTCTTAATAATGCT
(1246) Nested 2 | 1246-C GACTTGAAAAATGATCACATT
1246-D GTCCACCTGATATGCTTTT
Nested 1 | K13-1-1 | CGGAGTGACCAAATCTGGGA
PfK13 K13-1-2 | GGGAATCTGGTGGTAACAGC
Nested 2 | K13-2-1 | GCCTTGTTGAAAGAAGCAGA
K13-2-2 | GCCAAGCTGCCATTCATTTG

3.5.2. Klasik PCR

Pfcrt icin CRT1-F ve CRT1-R primerleri ile nested l.asama PCR

amplifikasyonu gerceklestirilmistir fakat, jelde yiirlitme sonrasi saglikli bant
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goriiniimleri elde edilememis oldugundan Pfcrt i¢in dogrudan CRT2-F ve CRT2-R
primerleri kullanilarak klasik PCR amplifikasyonu gergeklestirilmistir.

PfK13 igin K13-1-1 ve K13-1-2 primerleri ile nested 1. asama PCR {iriinii
2063 bp (2) oldugu i¢in dogrudan K13-2-1 ve K13-2-2 primerleri kullanilarak klasik
PCR amplifikasyonu gergeklestirilmistir.

3.5.2.1. Pfcrt Gen Bolgesi

1. Ince yayma ve/veya kalin damla preparat 6rnekleri ve EDTA’ll kan
orneklerinin toplami olan 100 6rnek igin pipet hatasi da hesaplanarak 110 6rnek

hacimli reaktan santrifiij tiipiinde hazirlanmistir.

Forward primer .................. 2ulx 110=220 pul
Reverse primer .................. 2ulx 110=220 pl
Fast Start Enzim.................. 12,5ul x 110 = 1375 pl
Distile su  .....cooiiviiininnnnn. 7,5 ul x 110 =825 ul

2. Santriflij tiipiinde hazirlanan karigimdan 20 pl ¢ekilerek 100 adet PCR
reaksiyon tiiplerine dagitilmistir. Her bir PCR reaksiyon tiipline, izole edilen
DNA’lardan 5 pl eklenmistir. Reaksiyon tiipleri sikica kapatilmistir.

3.5.2.2. PfK13 Gen Bolgesi

1. Ince yayma ve/veya kalin damla preparat &rnekleri ve EDTA’ll kan
orneklerinin toplam1 olan 100 6rnek ig¢in pipet hatasi da hesaplanarak 110 6rnek

hacimli reaktan santrifiij tiipiinde hazirlanmistir.

Forward primer .................. 2ulx 110=220 ul
Reverse primer ................... 2 ulx 110 =220 wl
Fast Start Enzim .................. 12,5ul x 110 = 1375 pl
Distile Su..........ccoiiiiiiiinn 7,5ul x 110 =825 nul

2. Santriflij tiipiinde hazirlanan karigimdan 20 pl ¢ekilerek 100 adet PCR
reaksiyon tiiplerine dagitilmistir. Her bir PCR reaksiyon tiipline, izole edilen
DNA’lardan 5 pl eklenmistir. Reaksiyon tiipleri sikica kapatilmistir.

3.5.3. Nested 1. Asama PCR

Pfmdr1 (86,184) icin MDR1-1F ve MDR1-1R primerleri, Pfmdrl (1034,1042)
icin 1042-A ve 1042-C primerleri, Pfmdr1 (1246) i¢in 1246-A ve 1246-B primerleri

ile nested 1. asama PCR amplifikasyonu gerceklestirilmistir.
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1. ince yayma ve/veya kalin damla preparatindan izole edilen 45 6rnek igin
pipet hatas1 da g6z Oniine alinarak 50 6rnek hacimli reaktan santrifiij tlipiinde

hazirlanmistir. DNA miktarinin yogunlastirilmasi adina su eklenmemistir.

Forward primer .................. 2 ulx 50 =100 pl
Reverse primer .................. 2 ulx 50 =100 pul
Fast Start Enzim .................. 12,5 ul x 50 =625 pl

2. EDTA’l kan tiiplerinden izole edilen 55 6rnek igin pipet hatasi da g6z 6niine

aliarak 60 6rnek hacimli reaktan santrifiij tiiplinde hazirlanmistir.

Forward primer .................. 2 ul x 60 =120 pl
Reverse primer .................. 2 ulx 60 =120 pl
Fast Start Enzim .................. 12,5 pl x 60 = 750 pl
Distile st .....ovviiiiiiiiiis 3,5ulx 60 =210 pl

3. Ince yayma ve/veya kalin damla preparatindan izole edilen drnekler igin
santrifiij tliplinde hazirlanan karisimdan 16,5 pl g¢ekilerek 45 adet PCR reaksiyon
tiiplerine dagitilmistir.

4. EDTA’lh kan tiliplerinden izole edilen ornekler igin santrifiij tiipiinde
hazirlanan karisimdan 20 pl ¢ekilerek 55 adet PCR reaksiyon tiiplerine dagitilmistir.

5. PCR bileseni i¢eren her bir PCR reaksiyon tiipiine, izole edilen DNA’lardan
5 pl eklenmistir. Reaksiyon tiipleri sikica kapatilmistir.

6. PCR cihazina yerlestirmeden 6nce kisa siireli olarak santrifiij edilmistir.

7. PCR karisimi ve izole edilen P. falciparum DNA’s1 eklenerek olusturulan
tiipler Biorad C1000 Touch Thermal Cycler (BioRad, ABD) cihazina yiiklenmistir.

Her bir diren¢ marker1 i¢in farkli amplifikasyon reaksiyonu basamaklar

uygulanmustir (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Nested 1. Asama PCR (Pfmdrl) /Klasik PCR (Pfcrt, PfK13 Amplifikasyon

Reaksiyonu Basamaklari

Nested-1(N)/ CRT-2(K) MDR1-1(N) 1042-A/C(N) | 1046-A/B(N) | K13-2(K)

Klasik(K)

1.Basamak 95°C’de 3dak. | 95°C’de 3 dak. | 95°C’de 3 dak. | 95°C’de 3 dak. | 95°C’de 3 dak.

(Baslangic

Denatiirasyon)

2.Basamak 95°C’de 15sn | 95°C’de 15sn | 95°C’de 15sn | 95°C’de 15sn | 95°C’de 15 sn

(Denatiirasyon)

3.Basamak 52°C’de 15sn | 56°C’de 15sn | 54°C’de 15sn | 53°C’de 15sn | 52°C’de 15 sn

(Baglanma)

4.Basamak 72°C’de 3 sn 72°C’de 3 sn 72°C’de 3 sn 72°C’de 3 sn 72°C’de 3 sn

(Uzama)

5.Basamak 2-4 2-4 2-4 2-4 2-4
Basamaklarin | Basamaklarin | Basamaklarin | Basamaklarin | Basamaklarin

tekrari tekrart tekrart tekrari tekrar1
(40 dongii) (40 dongii) (40 dongti) (40 dongti) (40 dongii)
6.Basamak 72°C’de 3dak. | 72°C’de 3 dak. | 72°C’de 3 dak. | 72°C’de 3 dak. | 72°C’de 3 dak.

(son uzama)

7.Basamak

Reaksiyon, 1sinin 4°C’ye diigiiriilmesiyle tamamlanmustir.

3.5.4. PCR Uriinlerinin Elektroforez ile Analizi
1. TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponunun hazirlanmasi:
Adim 1: 93,05 gram EDTA disodyum tuzu tartilarak (MW=372.24 g/mol), 400

mililitre (ml) deiyonize suda ¢ozdiirilmistir. pH sodyum hidroksit (NaOH) ile

ayarlanmistir, EDTA, pH’s1 yaklasik 8’e ayarlanana kadar tamamen ¢6zelti haline

gelmemektedir. Cozelti 500 ml nihai hacme kadar doldurulmustur. 500 m1’lik, 0,5 M

EDTA stok ¢ozeltisi hazirlanmastir.
Adim 2: 242 gram Tris-baz1 (MW = 121,14 g/mol) tartilmistir ve yaklasik 700
ml deiyonize suda ¢ozdiiriilmistiir. Dikkatlice 57,1 ml %100 asetik asit ve 100 ml 0,5

M EDTA (pH 8) eklenmistir. Soliisyon 1 litrelik son hacme ayarlanmigtir. 1 litrelik,

50x TAE tamponu hazirlanmistir. Bu tamponun pH’s1 yaklasik 8,5 olmalidir. Jelde

kullanilan 1X’lik TAE tamponu hazirlamak i¢in, stok soliisyonu deiyonize suda 50 kat
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seyreltilir (20 ml 50x’lik TAE soliisyonu, deiyonize su ile 1 litrelik hacme
tamamlanir). Stok soliisyonu kullanilana kadar oda sicakliginda saklanmistir.

2. Jelin hazirlanmasi: %2’lik agaroz jel hazirlanmistir. 250 ml hazirlanmasi
planlandig1 i¢in 5 mg agaroz tartilmistir. 1x’lik TAE tamponu ile 250 ml’ye
tamamlanmistir. Mikrodalga firinda eritilmistir. Eritilen soliisyona 1,5 pl Greenview
DNA gel stain eklenmistir. Hazirlanmig agaroz jel soliisyonu, elektroforez kabina
taraklar yerlestirildikten sonra dokiilmistiir ve oda 1sisinda katilasmasi beklenmistir.
Daha sonra tarak cikarilarak ve 1x’lik TAE tamponu ile doldurulmus elektroforez
tankina jel yerlestirilmistir.

3. Bir parafilm iizerinde her bir 6rnek igin ayr1 ayri1 2 ul loading dye ve 5 pl
PCR iiriinii kanstirildiktan sonra pipetle cekilerek elektroforez cihazindaki jel
kuyucuklara bosaltilmistir.

4. Jeldeki birinci kuyucuga 50 pg DNA Ladder yiiklenmistir.

5. Elektroforez islemi 100 voltta yaklasik 1,5-2 saat siirdiikten sonra, jeldeki
PCR iirlinlerine ait bantlar UV 151k altinda goriintiileme sistemiyle bilgisayar ortamina
aktarilmistir.

3.5.5. Nested 2. Asama PCR Amplifikasyonu

Calismada kullanilmasi planlanan nested 2. asama primerleri ile segilen birkag
yayma ve EDTA’l 6rneklerin nested 1.asama PCR amplifikasyon iirlinleri ¢aligsma
oncesinde test edilmis ve kullanilabilirligi degerlendirilmistir.

Nested 2. asama PCR amplifikasyonu 6ncesi PCR igin gerekli malzemeler oda
sicakliginda ¢6ziinmiistiir. Bu asamada PCR i¢in gerekli olan dNTP karigimi, tampon
ve MgClz ve enzimleri igeren fast start enzim soliisyonu kullanilmistir.

3.5.5.1. Pfmdr1 (86,184) Gen Bolgesi

Pfmdrl (86,184) icin MDR1-2F ve MDR1-2R primerleri kullanilarak nested 2.
asama PCR amplifikasyonu gerceklestirilmistir.

1. Ince yayma ve/veya kalin damla preparatindan izole edilen 45 6rnek igin

pipet hatasi da hesaplanarak 50 6rnek hacimli reaktan santrifiij tiiptinde hazirlanmistir.

Forward primer .................. 2 ul x50 =100 pul
Reverse primer .................. 2 ul x50 =100 pl
Fast Start Enzim ..................... 12,5 ul x 50 = 625 pl
Distilesu  ......coovviiiiiinnnnn. 7,5 wl x 50= 375 pl
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2. Ince yayma ve/veya kalin damla preparati drnekleri i¢in santrifiij tiipiinde
hazirlanan karisimdan 24 pl c¢ekilerek 45 adet PCR reaksiyon tliplerine dagitilmistir.
Her bir PCR reaksiyon tiipiine, nested 1. asama PCR amplifikasyon iirlinlerinden 1’er
pl eklenmistir. Reaksiyon tiipleri sikica kapatilmistir.

3. EDTA’lW kan tiiplerinden elde edilen 55 6rnek igin pipet hatasi da

hesaplanarak 60 6rnek hacimli reaktan santrifiij tiptinde hazirlanmustir.

Forward primer .................. 2 ul x 60 =120 ul
Reverse primer .................. 2ulx 60=120 pul
Fast Start Enzim .................. 12,5 ul x 60 =750 pl
Distile st ...ooovviiiiiiiiiii, 3,5u x60=210pl

4. EDTA’lh kan tiiplerinden elde edilen Ornekler icin santrifiij tiipiinde
hazirlanan karisimdan 20 pl ¢ekilerek 55 adet PCR reaksiyon tiiplerine dagitilmistir.
Her bir PCR reaksiyon tiipiine, izole edilen DNA’lardan 5 pl eklenmistir. Reaksiyon
tiipleri sikica kapatilmistir.

3.5.5.2. Pfmdr1 (1034,1042) Gen Bolgesi

Pfmdrl (1034,1042) i¢in 1042-B ve 1042-C primerleri kullanilarak nested
2.asama PCR amplifikasyonu gerceklestirilmistir.

1. ince yayma ve/veya kalin damla preparat &rnekleri ve EDTA’Il kan
orneklerinin toplam1 olan 100 6rnek ig¢in pipet hatasi da hesaplanarak 110 6rnek

hacimli reaktan santrifiij tiipiinde hazirlanmigtir.

Forward primer .................. 2ulx 110 =220 ul
Reverse primer ................... 2 ulx 110 =220 wl
Fast Start Enzim .................. 12,5ul x 110 = 1375 pl
Distile su ......coveiiiiiiiin, 7,5ulx 110 =825 pl

2. Santriflyj tiipiinde hazirlanan karigimdan 20 pl cekilerek 100 adet PCR
reaksiyon tiiplerine dagitilmistir. Her bir PCR reaksiyon tiipiine, izole edilen
DNA’lardan 5 pl eklenmistir. Reaksiyon tiipleri sikica kapatilmistir.

3.5.5.3. Pfmdr1 (1246) Gen Bolgesi

Pfmdrl (1246) i¢in 1246-C ve 1246-D primerleri kullanilarak nested 2.asama
PCR amplifikasyonu gerceklestirilmistir.

1. ince yayma ve/veya kalin damla preparatindan izole edilen 45 6rnek igin

pipet hatas1 da hesaplanarak 50 6rnek hacimli reaktan santrifiij tiiplinde hazirlanmigtir.
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Forward primer .................. 2 ul x50 =100 pl

Reverse primer .................. 2 ul x50 =100 pl
Fast Start Enzim .................. 12,5 ul x 52 =650 pl
Distile su .......cooovviviiiiiii 7,5 ul x 52=390 ul

2. Ince yayma ve/veya kalin damla preparati érnekleri igin santrifiij tiipiinde
hazirlanan karisimdan 24 pl c¢ekilerek 45 adet PCR reaksiyon tiiplerine dagitilmistir.
Her bir PCR reaksiyon tiipiine, nested 1.asama PCR amplifikasyon tiriinlerinden 1’er
ul eklenmistir. Reaksiyon tiipleri sikica kapatilmistir.

3. EDTA’IW kan tiiplerinden elde edilen 55 6rnek icin pipet hatasi da

hesaplanarak 60 6rnek hacimli reaktan santrifiij tiiptinde hazirlanmustir.

Forward primer .................. 2 ulx 60=120 pl
Reverse primer .................. 2ulx60=120 pul
Fast Start Enzim .................. 12,5 ul x 60 = 750 pl
Distile su ...ooovviiiiiiiiiis 3,5u x60=210pul

4. EDTA’lh kan tiiplerinden elde edilen oOrnekler icin santrifiij tiipiinde
hazirlanan karisimdan 20 pl ¢ekilerek 55 adet PCR reaksiyon tiiplerine dagitilmistir.
Her bir PCR reaksiyon tiipiine, izole edilen DNA’lardan 5 pl eklenmistir. Reaksiyon
tiipleri sikica kapatilmistir.

Bes farkli direng marker gen bolgeleri i¢in hazirlanan PCR reaksiyon tiipleri
farkli seferlerde Biorad C1000 Touch Thermal Cycler (BioRad, ABD) cihazina
yuklenmistir.

Nested 1 asamasindaki gibi elektroforez asamalari sonrasi jeldeki PCR
tiriinlerine ait bantlar UV 1s1k altinda goriintiileme sistemiyle bilgisayar ortamina
aktarilmistir. Basarili amplifikasyon gozlenen ornekler ileri agamalarda kullanilmak
tizere -20°C’de saklanmistir.

3.6. Sekans Analizi

Basarili amplifikasyonlarin jel-elektroforez yontemi ile gosterilmesinden sonra
her bir 6rnek 20 pl hacimde olacak sekilde Sanger sekans yontemi ile analiz edilmek
tizere hazir hale getirilmistir. Bu asamadan sonra Orneklerin sekanslama islemi
Macrogen (Seoul, Kore) firmasi1 laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Sekans
verilerinin tarafimiza iletilmesinden sonra SBU Hamidiye tip Fakiiltesi Tibbi

Mikrobiyoloji Laboratuvarinda GenBank NCBI sisteminde kayitli referans izolat olan
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P. falciparum clone 3D7 nolu izolat ile kiyaslamali SNP analizi ger¢eklestirilmistir.
Yabanil tip (wild-type) olarak adlandirilan referans izolata ait sekans verisi ticretli bir
biyoinformatik yazilimi olan ve Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda kullanim lisans
hakki1 bulunan Geneious R9 programi sayesinde incelenmistir. Sekans verilerinin elde
edilmesi ve ilgili yazilimmn kullanimi ile ¢aligma kapsaminda bulunan orneklerin
(Pfert, Pfmdrl, PfK13 refseq verileri kullanilarak) hedef gen bolgeleri kiyaslanmis ve
mevcut mutasyonlar aminoasit diizeyinde tespit edilmistir.

3.7. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler icin NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007
Statistical Software (Utah, USA) programi kullanilmistir. Calisma verileri
degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metodlarin (siklik, oran) yanisira niteliksel

veriler i¢in Fisher—Freeman Halton (p<0.05) ve Ki Kare testi (p<0.01) kullanilmustir.
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4. BULGULAR
4.1. Orneklerin Dagihm

HTT ve/veya mikroskobik degerlendirme ile P. falciparum tanisi almis olan ve
arsivlenen orneklerin ilk 45 tanesi ince yayma ve/veya kalin damla 6rnekler olup 1°den
45’¢ kadar, 55 tanesi ise EDTA’li tam kan Ornegi olup 46’dan 100’¢ kadar
numaralandirilmistir. Hastalarin seyahat ettigi iilkeler retrospektif olarak kayitlardan
arastirilmistir.  Ornekleri incelenen 78 hastanin seyahat ettigi iilke verisine
ulagilabilmistir. Hastalarin 43’{iniin Bat1 Afrika, 18’inin Orta Afrika, 17’°Sinin de Dogu
Afrika iilkeleri olmak iizere sadece Afrika’ya seyahatlerinin oldugu 6grenilmistir.

Afrikaya seyahat ettigi bilinen 22 hastanin ise iilke bilgisine ulagilamamistir.

. Kuzey Afrika
[:l Bati Afrika
[ Orta Afrika
[ ] Dogu Afrika
M Guney Afrika

Sekil 4.1. Afrika Kitas1 Orneklerin Dagilimi

4.2. Mikroskobi Bulgular:

Ince yayma ve/veya kalin damla olarak saklanmis olan Giemsa boyali 6rnekler
151k mikroskobunda immersiyon objektifi (x100) altinda incelenmistir. Ince yayma
preparatlarinda eritrositler i¢inde, yer yer tek hiicrede 2 tane de olabilen tash yiiziik
hiicre goriiniimiinde trofozoitler goézlenmistir. Ince yayma preparatlardaki parazit

goriintiileri Sekil 4.2.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.2. Mikroskopi 6rnegi. Ince yayma preparatlarinda P. falciparum formlari (Giemsa),
Parazit yiikiiniin daha fazla (A) ve daha az (B) oldugu yaymalardan 6rnekler

En eskisi 4 yi1l dncesine ait olan preparatlar arasinda bazi preparatlarda parazit
yiikiiniin daha fazla bazilarinda ise daha az oldugu gozlenmistir.

4.3. Real-Time PCR Analiz Bulgular

Calismada kullanilmasi planlanan P. falciparum tiir spesifik primerler ve MGB
probe dizileri sentetik oligo dizayn yontemi ile ¢alisma Oncesinde test edilmistir, ayn1
zamanda pozitif kontrol DNA 6rnegi kullanilarak real-time PCR protokolii test
edilerek kullanilabilir olduklar belirlenmistir. Real-time PCR islemi uygulanan 55
EDTA’l 6rnegin amplifikasyon egrilerinde Cq degerleri 15-25 arasinda bulunmustur.
Yayma seklinde olan 45 6rnegin 8 tanesinde (%17,7) amplifikasyon sinyali elde
edilememistir. Kan yayma orneklerinde real-time PCR’in duyarliligi %82,2 olarak
saptanmigtir. Ancak real-time PCR ile amplifiye edilemeyen 8 6rnek nested PCR
yontemiyle ile elde edilebilmistir. EDTA’1 6rneklerimizin hepsinde ise amplifikasyon

olusmustur (PCR duyarliligi %100).

Amplification

RFU

Cycles

Sekil 4.3. P. falciparum tiir spesifik primerler ile belirlenen amplifikasyon egrileri
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Amplifiye edilebilen 37 yayma ve 55 EDTA’l1 6rnegin Cq degerleri 19-35
arasinda degismekteydi.

4.4. Nested PCR Analiz Bulgulari

4.4.1. Nested 1. Asama PCR Analiz Bulgular:

Pfmdr1 (86,184) i¢in MDR1-1F ve MDR1-1R primerleri, Pfmdrl (1034,1042)
icin 1042-A ve 1042-C primerleri, Pfmdr1 (1246) i¢in 1246-A ve 1246-B primerleri
kullanilarak 100 6rnegin nested 1. asama PCR amplifikasyonu gergeklestirilmistir ve
PCR fiiriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir.

Pfmdrl (86,184) Nested 1. Asama PCR Analiz Bulgular:

Pfmdrl (86,184) i¢in nested 1. asama PCR iirtiniinde bant 612 bp’dir. Nested
l.asamada EDTA’lr Orneklerin jel-elektroforez goriintiilerinde sinyal kaybi
gozlenmemistir fakat yayma Orneklerinden 17 tanesinde gozle goriiliir bant

olusmamustir (Sekil 4.4).

5 67 8 9 101112 13 141516 17 18 19

39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 55 56 57
mos o L8 S bl . 5

58 59 60 61 62 63 64 65
W v . Pt

Sekil 4.4. Pfmdr1(86,184) nested 1.asama PCR iiriiniiniin jel-elektroforez ile goriintiilenmesi
(DNA ladder 100 bp)

Pfmdrl (1034,1042) Nested 1. Asama PCR Analiz Bulgular::

Pfmdrl (1034,1042) i¢in nested l.asama PCR iriiniinde bant 390 bp’dir.
Nested 1.asamada EDTA’l1 6rneklerin jel-elektroforez goriintiilerinde sinyal kaybi
gozlenmemistir fakat yayma Orneklerinden 13 tanesinde gozle goriiliir bant

olusmamustir (Sekil 4.6).
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1 2 34 5 67 8 9 1011 1213141516 1718 19
L Ll o L - — 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57
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20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
- ey oW -

DNA Ladder 100bp
Pfindrl (1034,1042)

Sekil 4.5. Pfmdr1(1034,1042) nested l.asama PCR {iriniiniin jel-elektroforez ile
gorilintiilenmesi

Pfmdrl (1246) Nested 1. Asama PCR Analiz Bulgulari:

Pfmdrl (1246) i¢in i¢in nested 1.asama PCR tiriiniinde bant 410 bp’dir. Nested
l.asamada 60 nolu 6rnek disinda EDTA’l1 6rneklerin jel-elektroforez goriintiilerinde
sinyal kayb1 gézlenmemistir fakat yayma 6rneklerinden 9 tanesinde gozle goriiliir bant

olusmamustir (Sekil 4.6).

39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57
12 3 45 6 7 8 9101121314 151617 18 19

.

. e

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 3637 38 58 59 60 61 62 63 64 65

ew wwew smea- L

Pfmdrl (1246)

DNA Ladder 100 bp

Sekil 4.6. Pfmdr1(1246) nested 1. asama PCR iiriiniiniin jel-elektroforez ile goriintiilenmesi

4.4.2. Nested 2.Asama PCR Analiz Bulgulari

Pfmdrl (86,184) Nested 2. Asama PCR Analiz Bulgular:

Pfmdr1 (86,184) i¢in MDR1-2F ve MDR1-2R primerleri, Pfmdrl (1034,1042)
icin 1042-B ve 1042-C primerleri, Pfmdrl (1246) i¢in 1246-C ve 1246-D primerleri
ile l.asama nested PCR iriinleri kalip olarak kullanilarak nested 2.asama PCR
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amplifikasyonu rastgele EDTA’l1 4 6rnek ile denenmistir ve %?2’lik agaroz jelde

yiiriitiilerek goriintiilenmistir (Sekil 4.7)

Pfmdrl (86,184) Pfmdrl (1246) Pfmdrl (1034,1042)

DNA ladder 100 bp

Sekil 4.7. Pfmdrl (86,184), Pfmdrl (1034,1042), Pfmdrl (1246)’de 1.asama nested PCR {irlinleri ile

2.asama nested PCR denemesi

Pfmdrl (86,184)’nin bu rastgele 6rnekler ile denenmesinde tistte silik bant
goriintimleri olugsmustur. Yeniden ayni numarali 6rneklerin hem 1.asama nested PCR
tirtinleri hem de DNA numuneleri ile nested 2.asama PCR’1 ¢alisilmistir. DNA ile
calisilan 6rneklerde tistte silik bant goriiniimii gézlenmediginden 55 EDTA’11 6rnegin
2.asama nested PCR’lar1 l.asama PCR fdiriinleri ile degil DNA numuneleri ile
calisilmigtir. Yayma Orneklerinde ise 1.asama nested PCR iirtinleri kalip olarak
kullanilmastir.

Pfmdrl (86,184)’in 2.asama nested PCR {iriiniinde bant 460 bp’dir. Nested 2.
asamada EDTA’li Orneklerin jel-elektroforez goriintiilerinde sinyal kaybi
gozlenmemistir fakat yayma Orneklerinden 9 tanesinde gozle goriiliir bant
olusmamustir. Ik asama nested jel-elektroforez goriintiisiinde 17 6rnekte bant olusumu
yok iken, 10,11,12,17,31,32,33,34,36 nolu bu 9 6rnekte 2.asama nested ile bant
goriinlimii elde edilmistir. 41 nolu 6rnek ise ilk asama PCR’da silik bant vermis
olmakla birlikte son asama PCR’da bant olusturmamuistir. Nihai olarak 2. asama nested

ile 9 6rnekte bant olusmamustir. (Sekil 4.8)
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DNA Ladder 100 bp

Sekil 4.8. Pfmdr1 (86,184)’in 2.asama nested PCR jel-elektroforez goriintiisii

Pfmdrl (1034,1042) Nested 2. Asama PCR Analiz Bulgulari:

Pfmdrl (1034,1042) ig¢in 1042-B ve 1042-C primerleri ile 1.asama nested PCR
triinleri kalip olarak kullanilarak nested 2.asama PCR amplifikasyonu rastgele
EDTA’l1 4 6rnek ile denenmistir ve %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiillenmistir.
Pfmdrl (1034,1042) nin rastgele 6rnekler ile 1.asama nested PCR iiriinleri kalip olarak
kullanilarak nested 2.asama PCR denemesinde {i¢ serit seklinde farkli bp degerlerinde
bant goriiniimleri olusmustur (Bkz. Sekil 4.7). Ilk asama PCR iiriinleri kalip olarak
kullanildig1 i¢in 1042-A ve 1042-C primerlerinin artmis olabilecegi ve 2. asama PCR
(seminested PCR) i¢in 1042-B ve 1042-C primerleri de eklenince A-B/B-C/A-C
bolgelerinin amplifikasyon bantlarinin bu {i¢ seridi olusturmus olabilecegi
digtintilmistir. Pfmdrl (1034,1042) PCR’inda hem yayma hem de EDTA’I
orneklerde, 1042-B ve 1042-C primerleri ile birlikte kalip olarak 1. asama nested PCR
tirtinleri kullanilmamig sadece DNA ile galisilmustir.

Pfmdrl (1034,1042)’in PCR iiriiniinde bant 318 bp’dir. EDTA’l1 6rneklerin jel-
elektroforez goriintiilerinde sinyal kayb1 gézlenmemistir fakat yayma orneklerinden 6
tanesinde gozle goriiliir bant olusmamustir. ilk asama nested jel-elektroforez
goriintiisiinde 3,8,11,12,14,17,22,25 nolu 6rneklerde bant olusumu gozlenmemis iken

2. PCR’da bu 7 6rnekte bant goriiniimii elde edilmistir (Sekil 4.9)
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Pfmdr] (1034,1042)
DNA Ladder 100 bp o

Sekil 4.9. Pfmdrl (1034,1042)’in 2.asama nested PCR jel-elektroforez goriintiisii

Pfmdrl (1246) Nested 2. Asama PCR Analiz Bulgular::

Pfmdrl (1246) i¢in 1246-C ve 1246-D primerleri ile 1. asama nested PCR
triinleri kalip olarak kullanilarak nested 2.asama PCR amplifikasyonu rastgele
EDTA’l1 4 6rnek ile denenmistir ve %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir.
Bu PCR denemesinin jel-elektroforez goriintiisiinde tek serit seklinde bant
goriinlimleri olusmustur (Bkz. Sekil 4.8). Fakat EDTA’lh orneklerde yayma
orneklerine nispeten DNA yiikii fazla oldugu icin ve l.asama nested PCR ile
amplifikasyon boélgeleri daha da artmis olacagindan; EDTA’l1 drnekler i¢cin bu
asamada kalip olarak DNA numuneleri, yayma 6rnekleri i¢in ise kalip olarak 1. asama

nested PCR amplifikasyon iiriinleri kullanilmugtir.

3 45 6 7 8 9 1011121314151617 1819

L L P R Ty T
41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
e
FHaembti N . MTNUGeEaRaY -

DNA Ladder 100 bp

Sekil 4.10. Pfmdrl (1246)’in 2.asama nested PCR jel-elektroforez goriintiisii
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Pfmdrl (1246)’in PCR firiiniinde bant 372 bp’dir. Hem EDTA’l1 hem de yayma
orneklerin 2. asama PCR firiinlerinin higbirinin jel-elektroforez goriintiilerinde sinyal
kayb1  gozlenmemistir ilk asama nested jel-elektroforez  goriintiisiinde
10,11,17,21,22,25,28,43,45,60 nolu orneklerde bant olusumu gozlenmemis iken 2.
PCR’da bu 10 6rnekte bant goriiniimii elde edilmistir (Sekil 4.10)

4.5. Klasik PCR Analiz Bulgular:

Pfcrt igin CRT2-F ve CRT2-R primerleri, PfK13 igin ise K13-2-1 ve K13-2-2
primerleri kullanilarak klasik PCR amplifikasyonu gerceklestirilmistir.

Pfcrt Klasik PCR Analiz Bulgular:

Pfcrt igin nested 1. asama PCR iiriiniinde bant 537 bp’dir. EDTA’l1 6rneklerin
jel-elektroforez  goriintiilerinde  sinyal kaybi1 g6zlenmemistir fakat yayma
orneklerinden 8§ tanesinde gozle goriiliir bant olusmamastir.

PfK13 Klasik PCR Analiz Bulgular:

PfK13’tin K13-2-1 ve K13-2-2 primerleri ile PCR iiriiniinde bant 801 bp’dir.
EDTA’l 6rneklerin jel-elektroforez goriintiilerinde sinyal kayb1 gézlenmemistir fakat

yayma Orneklerinden 8 tanesinde gozle goriiliir bant olusmamustir (Sekil 4.11).

39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52

-—
—— -

53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 65

- — - — - ——— — — — o,

PfK13

DNA Ladder 100 bp

Sekil 4.11. PfK13’{in PCR amplifikasyon iirlinlerinin jel-elektroforez goriintiisii

4.6. Sekans Analiz Bulgular:
4.6.1. Pfert Sekans Analiz Bulgular
Antimalaryal ilag direnci markerlarindan Pfcrt’deki SNP’ler i¢in 74, 75 ve 76.

kodonlarda mutasyon analizi yapilmistir. GenBank NCBI sisteminde kayith referans
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izolat olan P. falciparum clone 3D7 nolu izolat (yabanil tip—wild type olarak
adlandirilan referans izolat) ile kiyaslamali1 olarak incelenmistir.

Pfcrt  geninin  amplifiye edilemedigi 10 oOrnekte sekans analizi de
yapilamamistir. Basari ile sekanslanan 90 6rnegin (90/100-%90) 74,75 ve76. kodonlar
icin veriler GenBank NCBI sisteminde kayitli yabanil izolat ile kiyaslamali olarak
incelenmistir. Yabanil izolatta 74. kodon; 220, 221 ve 222. niikleotidlerindeki ‘ATG’
bazlarina denk gelmektedir ve M (metiyonin) aminoasitini kodlamaktadir. 75. kodon;
223, 224 ve 225. nikleotidlerindeki ‘AAT’ bazlarina denk gelmektedir ve N
(asparajin) aminoasitini kodlamaktadir. 76. kodon; 226, 227 ve 228. niikleotidlerindeki
‘AAA’ bazlarma denk gelmektedir ve K (lizin) aminoasitini kodlamaktadir. Pfcrt
primeri ile amplifiye edilebilen 90 6rnegin 11 tanesinde (%12,2) 74, 75 ve 76.
kodonlarda SNP tespit edilmistir. 74. kodondaki ‘ATG’ kodonu ‘ATT’ye degiserek
metiyonin yerine izolosin kodlamaya baslamistir. 75. kodonda ‘AAT’ kodonu ise
‘GAA’ya degiserek asparajin yerine glutamik asit kodlamaya baslamigtir. 76.
kodondaki ‘AAA’ kodonu da ‘ACA’ya degiserek lizin yerine treonin kodlamaya
baslamistir. Aminoasit degisimi ile 11 6rnekte M741, N75E, K76 T anlamli mutasyonu

saptanmistir.
Congansus ARG IATN AT T TAT T TAA TS TAT G- TAAT-AATARAATTTTT-ETAAR,
Framt W s FIEIT Y Eme = pWE O EWOmEm B K I FOA FK
C# 26 Hasla Mool [ploy 1002 Galgma... (AAGIATTA T
Frame a I I

C 37, Hagta Moo3Z (o 1002 Galigma ... [AA
T

T T
T T
Cw 20, Hagla Mo:33 (o 1002 Gahgma .. :.l..'--.-' ATTAT LT "':' AzT .-G'.;.l_l' -G'J.-_—i'.l.
1 T
e 20, Hagla Mo:d4 oy 1002 Galigma .., | T T
: T T

w30, Hagla Mo IS (plorty 1002 Galigma .., 'AAGTA

P 31, Hagla Mo 28 (pley 1002 Caligma ., A AL
L '-; Hagla Me AT [pledy 1002 Caligma

i *':I. FHusla Mo 38 (plody 1002 Caligra

e BE Pl Mo 36 [pledy 1007 Caliga

Ii' A5 Husla Mo &0 [pledy 1002 Caligma G \ I i kg

1 ) { j :
Lk 30 (HEES Plasmedivm falciparam 207 |
Frami i o L L x L 2 ) = L K

Sekil 4.12. Pfcrt geninin 74,75,76. kodonlarindaki anlamli mutasyon 6rnekleri (Sondaki
ornek: Referans izolat)

4.6.2. Pfmdr1 Sekans Analiz Bulgulari

Antimalaryal ilag direnci markerlarindan Pfmdrl’deki SNP’ler i¢in Pfmdrl
(86,184), Pfmdrl (1034,1042), Pfmdrl (1246) primerleri ile amplifikasyon sonrasi
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sekans analizinde 86,182,184,1034,1042 ve 1246. kodonlarda mutasyon analizi
yapilmaistir.

Pfmdrl (86,184) geninin amplifiye edilemedigi 9 ornekte sekans analizi de
yapilamamistir. Basari ile sekanslanan 91 6rnegin (%91) 86, 182 ve 184. kodonlar igin
veriler GenBank NCBI sisteminde kayitli yabanil izolat ile kiyaslamali olarak
incelenmistir. Yabanil izolatta 86. kodon; 256, 257 ve 258. niikleotidlerindeki ‘AAT’
bazlarina denk gelmektedir ve N (asparajin) aminoasitini kodlamaktadir. Amplifiye
edilen 91 6rnegin Sudan, Cad, Sierre-Leone’den gelen hastaya ait 3 tanesinde (%3,3)
86. kodonda SNP tespit edilmistir. ‘AAT’ kodonu ‘TAT’ye degiserek asparajin yerine
tirozin (Tyr) kodlamaya baslamistir. Aminoasit degisimi ile 3 6rnekte N86Y anlamli

mutasyonu saptanmistir (Sekil 4.13).

40 200
1sUs = A A @mgmm A T G A P R I Y X
1 N N |
Hasta No:12 (mdr) 1002 Caligma ... =) A A [ A T =3 A A T T T A
1 T M N L
Hasta No:14 {mdr) 1002 Caligma ... =) A A c A T =) A A T T T A
1 T M i) L
Hasta No:15 (mdr) 1002 Galigma ... =4 A A c A T G A A T T T A
1 I M N L
Hasta No:16 (mdr) 1002 Calisma =) A A c A T G A A T T T A
1 o M N L
Hasta No:17 (mdr) 1002 Galigma ... = A A (s A T = A A T T T A
1 T M N L
Hasta No:18 (mdr) 1002 Caligma ... =) A A [ A T =3 A A T T T A
1 T M 1) L
Hasta No:21 {mdr) 1002 Caligma ... =) A A c A T = A A T T T A
1 n M N L
Hasta No:22 (mdr) 1002 Caligma ... = A A [ A T cC N ~ T T T A
1 I M b L
Hasta No:23 {mdr) 1002 Calisma =) A A c A T G A A T T T A
1 o M N L
Hasta No:24 (mdr) 1002 Galisma ... 4] A A c A T G NN A T T T A
1 T M b4 L
Hasta No:25 (mdr) 1002 Galigma ... =4 A A c A T G A A T T T A
1 T M 1) L
Hasta No:26 (mdr) 1002 Calisma =) A A c A T G A A T T T A
1 n M N L
Hasta No:28 (mdr) 1002 Galigma ... = A A (s A T = A A T T T A
1 I M N L
Hasta No:28 (mdr) 1002 Caligma ... =) A A [ A T =3 A A T T T A
1 T M N L

Sekil 4.13. Pfmdr geninin 86. kodonlarindaki anlamli mutasyon 6rnekleri

Yabanil izolatta 102. lokus; 304., 305. ve 306. niikleotidlerindeki ‘GGT’
bazlarina denk gelmektedir ve G (Gly-glisin) aminoasitini kodlamaktadir.
Taramalarimizda Nijerya, Cad ve Sierra-Leone kaynakli 3 6rnekte rastlantisal olarak
‘GGT’ bazindaki timinin sitozin ile degiserek ‘GGC’ye doniistiigii saptanmistir.
‘GGC’ kodonu da glisin aminoasitini kodladig1 i¢in 102. lokusta aminoasit degisimine
neden olacak bir mutasyon saptanmamis olup, gézlenen SNP (G102G) sinonim yani

sessiz mutasyondur (Sekil 4.14).

E % me 1o .
denity S I
C# 1. (REF)} Plasmodium falclparum 307 AATAT TATCATTAGTATC TATAGH
o | L g W g g | X Q F L

ET_."\ GTACAATTTATATTATCAA
i A = - 1

D 2, Hasta MosB0 rrde (B6,102182088) SATAT TATCAT TAGTATC TATAGGET TAGTACAATTTATATTATCAN
Frarm: 1 | 5 Vo5 Gl | U F | T !
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Sekil 4.14. Pfmdr1 geninin 102. kodonundaki sessiz mutasyon 6rnekleri
Yabanil izolatta 182. lokus; 544, 545 ve 546. niikleotidlerindeki ‘GGT’

bazlara denk gelmektedir ve G (glisin) aminoasitini kodlamaktadir. 91 6rnegimizin
hi¢birinde 182. kodondaki bu bazlarda SNP saptanmamustir.

Yabanil izolatta 184. lokus; 551, 552 ve 553. niikleotidlerindeki ‘TAT’
bazlarina denk gelmektedir ve Y (tirozin) aminoasitini kodlamaktadir. Pfmdrl
(86,184) primeri ile amplifiye edilebilen 91 6rnegin 68 tanesinde (%74,7) 184.
kodonda SNP tespit edilmistir. “TAT’ kodonundaki adenin timin ile degiserek ‘TTT’
ye dontismistir. ‘TTT’ kodonu da F (fenilalanin) aminoasitini kodladig: igin, 68

ornekte Y184F anlamli mutasyonu saptanmustir (Sekil 4.15).

3 & 51 ; 7 :
identiy I - S
[ 1. (REF) Plazmodium falciparum 307 ACATATGCCAGTTCCTTTT TAGGT T TATATATT TGGTLA AATAARAANTLLACGT T TGS
e g " T ¥ g F L G ¥ I f 5 I . I f E [
B¢ 2 Hases Noc35 mdr (B6,102,182,186) ACATATGCCAGTTCCTTTT TAGGTT TATA TATTTGAT i TGCACGTT
Fame T ¥ & F l 1 ¥ | i ] | M 38 I
I+ 3. Hassa No:36 mar (86,102,182,186) \CATATGCCAGTTCCTTTT TAGGTT TATATATTTEGTCAT TAATAAAAAATGCACETTT
rame I ¥ : | ¥ | | K M / H |
ANTAAAAANTGCACETTTG

[# 4, Hasta No:37 mdr (B6,102,182,186) ZWCATATECCAGTTCL 'l_l'l_ _l' T GTCA
T Y A 5 : I K M R

I
L
I
l
I~
|
—
¥ L
T+ 5, Hasra NowdD rndr (86,102,182,186) T-.T GCC -'x'.':'l'l'l. C T I -. GTCAT TAATAAAAAATGECACS G
T ¥ A 5 L
—
L
I
|

| E MH A I< L
AT T A AT A AR
X | K
AT A
I

_|
o

[:1- 6. Hasra Ne:50 mdr (86,102 182, 186) ';I_-'-T-"-_' =_' AGTT

[ 7. Hasta No:31 mdr (B6,102,182,1868) ACATATGLCOAGTTCOTTTT TAGGTT TA |'|' T TTGGTEA
Frame 1 T-.'-'1.|-|'1F|'1

Sekil 4.15. Pfmdr1 geninin 184. kodonundaki anlamli mutasyon drnekleri

Pfmdrl (1034-1042) geni i¢in PCR ile amplifikasyonun saglanamadigi 6
ornege ek olarak 8. ve 45. numarali 6rneklerle toplam 8 6rnekte sekans verileri elde
edilememistir. Basar1 ile sekanslanan 92 6rnegin (%92) verileri yabanil izolat ile
kiyaslamali olarak incelenmistir. Yabanil izolatta 1034. kodonun 3100, 3101 ve 3102.
niikleotidlerindeki ‘AGT’ kodonuna denk gelmektedir ve S (serin) aminoasitini
kodlamaktadir. 92 ornegin 1034. kodon verilerinin yabanil tip ile kiyaslamali
incelemesinde SNP saptanmamustir.

Yabanil izolatta 1042. kodonun 3124, 3125 ve 3126. niikleotidlerindeki ‘AAT’
bazlarmma denk gelmektedir ve N (asparajin) aminoasitini kodlamaktadir. Pfmdrl
(1034,1042) primer ile amplifiye edilebilen 92 6regin 16 tanesinde (%17,4) 1042.
kodonda SNP tespit edilmistir. ‘AAT’ bazindaki adenin guanin ile degiserek ‘GAT’
ye doniigsmiistiir. ‘GAT’ kodonu da D (aspartat) aminoasitini kodladigi i¢in, 16 6rnekte
N1042D anlamli mutasyonu saptanmistir (Sekil 4.16).
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3.100 ERR(H A 3,130 1180 3150
ety I S
AATAGT T

I+ 1. (REF} Plasmodium falciparum 307 SGGATTCAGTCAAAGEGETCAATTATTTAT FTTGCCTATTEG TT TRGATCCTTY
Frame 1 G F & & & A O Fol F & ¥ W F G F
[# 2. Hasta Mool (1042) GEATTCAGTCAAAGCGETCAAT TAT T TAT TRATAGT T TTGLCTATTGG TT TGEA TTY
Frame 1 G F % o 5% A 0o L F | |H F & ¥ W F G F
D¢ 3. Hasta Mo:? (1042) GEATTCAGTCAAAGCGETCAAT TAT T TAT TRATAGT T TTECCTATTGG TT TGGATCCTTY
Frarmea 1 [&] F L ) o A, (4 L F 1 N [= i Y i F [ ! F
O+ 4. Hasta MocE (1042) GGATTCAGTCAAAGCGCTCAAT TATT TAT TAATAGT T TTECCTATTGETT TGGATCOTTC
rame 1 G F & o & A @ Fol F & ¥ W F G f
[# 5, Hasta Mol 2 (10432) AEGATTCAGT CAAAGCGETCAAT TATT TAT TRATAGT T TTECCTATTGGETT TGGATOCTTL
rame 1 G F & O 5 A& Fol o F & ¥ W F G &5 F
[+ 6, Hasta Mol 3 (1042) AGGATTCAGTCAAAGCECTCA _l"'_l_'l—En-E" GTTITGECCTATTGETT TGGATOCTTC
rame 1 G F & @ 5 A Fol S F 4 ¥ W F G &
D+ 7, Hasta Modl4 (1042) AGGATTCAGTCAAAGCGCTCAATTA ATAG GCCTATTGGTT TGGATCCTTL”
rame 1 G OF &5 O & A Fool F oA ¥ W F G &5 |

Sekil 4.16. Pfmdr1 geninin 1042. kodonundaki anlamli mutasyon érnekleri

Pfmdrl (1246) geni orneklerin hepsinde amplifiye edilebildigi ig¢in tiim
orneklere sekans analizi yapilabilmistir. Referans izolatta 1246. kodonun 3736, 3737
ve 3738. niikleotidlerindeki ‘GAT’ bazlarina denk gelmektedir ve D (aspartat)
aminoasitini kodlamaktadir. 100 6rnegimizin hi¢birinde 1246. kodondaki bu bazlarda
SNP saptanmamuistir.

4.6.3. PTK13 Sekans Analiz Bulgulari

PfK13 geni 8 drnekte amplifiye edilememis olup 92 6rnegin sekans analizi
yapilmistir. Antimalaryal ilag direnci ile iliskili olan 446, 458, 476, 493, 539, 543, 553,
561 ve 580. kodonlar da dahil olmak tizere 440.’nc1 kodondan 700. kodona kadar
PfK13 geninde SNP taranmustir. Orneklerin Nijerya ve Fildisi Sahilleri kaynakli 2
tanesinde 602. kodonda baz degisimi saptanmistir. Referans izolatta 602. kodon; 1804,
1805 ve 1806. niikleotidlerindeki ‘GAA’ bazlarina denk gelmektedir ve E (glutamik
asit) aminoasitini kodlamaktadir. ‘GAA’ bazindaki adenin timine degiserek ‘GAT’ ye
doniismiistiir. ‘GAT’ kodonu da D (aspartat) aminoasitini kodladig: igin, 2 6rnekte

E602D anlamli mutasyonu saptanmistir (Sekil 4.17).

1 1,200 1810 1,820
CONgENSUS ATTAAATTCTATTGAAG TATATE AAGAAAAAAT .
Frame 1 BEEN N 3 PIDEEENS Y HEEEEN K BEE
Ce 1_Hasta NoB (<-13) 1002 Gallgma Gr.. ATTAAATTCTAT TGAAG TATATGAAGAAAAAAT G,
Frame 1 L N & I E L £
[ 2 Hasia Mool5 (H-13) 1002 Caligma .. ATTAAATTCTAT AR TATA' AACAARBRAAT =,
Frarme 1 L N ] I BEE V7
Ce 3 Hasla Mo32 (f-13) 1002 Galisma .. ATTAAATTCTATTCAAGTATAT
Frame 1 I M | I£
O+ 4 Hasta Moc38 (-13) 1002 Galgma ..  ATTAAATTCTATTGABGTATA
Frame 1 L H 2 I o Y
[ 5 Kelch Protein 13 (REF) AT TARRTT CTAT T i-AR G TATAT AL AR EA AT,
Frarmiz 1 L H ] I W

Sekil 4.17. PfK13 geninin 602. kodonundaki anlamli mutasyon drnekleri
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4.7. Istatistiksel Veriler
Tablo 4.1. Bolgelere Gore Tek Niikleotid Polimorfizm Sonuglarinin Dagilimi

BOLGE
TLKESI BELLI : : , i Mkaxi
OLMAYAN BATIAFRIKA  ORTAAFRIKA DOGUAFRIKA ’I;,:;‘i_
Olanlar}
N L N L N L2 N L0
GEN 74 (N:30) M (7%) 18 947% 32 80,0% 16 94.1% 13 92.9% 0,328
I(11) 1 33% 8 00 1 3.5% 1 7.1%
CEN 75 (N:90) N (75) 18 947% 32 800% 16 941% 13 92.8% 0,318
E{11) 1 5.3% ] 20,05 1 5,9% 1 7.1%
CEN 76 (N:90) E(79) 18 947% 32 800% 16 941% 13 92.8% 0,318
T(11) 1 33% 8 00 1 3.5% 1 7.1%
CEN 86 (N:91) M (83) 20 100% 38 974% 16 94.1% 14 93,3% 0,589
V(3 0 0,0% 1 5,5% 1 5,9% 1 6.7%
GEN 102 (N:01) G(83) 20 1000% 37 945% 16 941% 13 1000% 1,000
Gl02G(3) 0 0,0% 2 5,1% 1 5,5% 0 0,0%
GEN 184(N:91) Y (23) 5 2500 11 282% 6 355% 1 6,7% 0,150
F (68) 15 730% 28 718% 11 647% 14 93 3%
GEN 1042 (N:92) N (7€) 17 83.0% 33 815% 12 706% 14 93,3% 0,270
D(16) 3 15.0% 7 175% 3 294% 1 6.7%
CGEN 602 (N:92) E (30} 21 100,0% 39 973% 16 94.1% 14 100,0% 0,684
D) 0 0,0% 1 2,3% 1 3,5% 0 0,0%

Fizher Freeman Halton test

Bolgelere gore 74,75,76,86,102,184,1042 genlerinin dagilimlar1 ayr1 ayri
incelendiginde wild kodon ve SNP dagilimlar1 arasinda anlamlilik saptanmamistir
(p>0,05) (Tablo 4.1.)

Tablo 4.2. Bolgelere ve Ulkelere Gore Ornek Sayilar1 ve Mutasyonlarin Dagilimi

Bfert (IET) Y184F/ W1042D¢ P
Toplam Amplifive Amplifive Amplifive
TLKE edilebilen adilabilan adilshilan
ULEEST BELLT OLMAYAMN 12 V18(5.6%) 1520 (75%)  XI0(15%)  0,001%
BATI AFRIEA 43 B/40 (20%) 2830 (TLB%G) 740 (17.50%) 0,001+
BURKINA FASO 2 0 272 (100%) 0
FILDIgI sAHILT 5 ] 5 (4005 15 (2005
GANA 4 0 34 (75%) 1, (25%)
GINE 13 V11272  &10(RB0%) 111 (9,1%)
LIBERYA 4 14 (25%%) 24 (50°%) 0
MALI CUMHURIVETL 2 0 272 (100%) L (30%)
MALI-SENEGEAL 1 171 {100%) 0 0
MIER 2 0 4 (30%) 0
MITERYA 8 TE(III%) 6833 20603339
SIERR.A LEONE 4 1/3 (33,3%) 3/3 (100%) 173 (33,3%)

ORTA AFRIKA 18 V17(59%) 1218 (66,7%) S/17(25,4%) 0,001
CAD 10 09 10 (B0%)  20922.2%)
EAMERU 6 1(16,6%) 36 (50%4) 316 (305
KONGO 2 0 4 (30%) 0

DOGU AFRIKA 17 L147,1%)  1314(92,9%) L15(66%) 0,001
CIBUTI 1 ] 1/1 (100%) 0
ERITEE 2 0 11 (100%) 0
MOZAMBIE 1 ] 0 0
SUDAN 6 0 /6 (100%) 0
TANZANTA 3 L3 (33,3%) 23667 133,39
UGANDA 4 [ 3/3 (100%) ]

Genel Toplam 100 11789 (12,4%)  68/91 (T4,7%) 16/92 (174%) 0,001%*

i kare test Fhp (0]



Bolgelere gore ve genel toplamda Y184F/ Amplifiye edilebilen orani, Pfcrt
(IET) ve N1042D den istatistiksel olarak anlamli1 diizeyde yiiksek olarak saptanmistir
(p<0,01).

Pfmdrl genotiplendirmesinde 86, 184 ve 1042 kodonlarinda mutasyon
tanimlanmistir. 86, 184 ve 1042’nin en az birinin basari ile sekanslandigi 94 6rnekte
Pfmdrl ilag direnci prevalansi %74,5dir. Y184F mutasyonu %74,7 (68/91) prevalans
orani ile en sik saptanan mutasyon olmustur. Ikinci en sik saptanan mutasyon %17,4
(16/92) prevalans orani ile N1042D’dir. N86Y mutasyonunun prevalanst %3,3 (3/91)
bulunmustur. Pfcrt genotiplendirmesinde ti¢ mutasyon (M741, N75E, K76T) beraber
bulunmaktadir ve prevalansi %12,2 (11/90) saptanmistir. PTK13 geninde amplifiye
edilebilen 92 6rnegin sadece 2 tanesinde (%2,2) E602D mutasyonu saptanmustir.

SNP’lerin bolgesel dagilimlarina bakildiginda 11 6rnekte saptanan Pfcrt
mutasyonunun sekizi Bati Afrika Orneklerinde amplifiye edilmistir. Y184F
mutasyonunun prevalansi tiim Afrika’da %74,7 iken sadece Dogu Afrika 6rneklerinde
%92,9 olarak daha yiiksek bulunmustur. Bat1 Afrika, Orta Afrika, Dogu Afrika’da,
Y 184F orani, Pfcrt (IET) ve N1042D den istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
olarak saptanmistir (p<0,01) (Tablo 4.2.). Genel toplama bakildiginda da tiim
Afrika’da, Y184F/ Amplifiye edilebilen orani, Pfcrt (IET) ve N1042D den istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek olarak saptanmistir (p<0,01) (Tablo 4.2.).

Tablo 4.3. Bolgelere gore Pfcrt ve Pfmdrl SNP haplotipleri

BOLGE
ULKESI BELLI . ] . ]
OLMAYAN BATIAFRIKA ORTAAFRIKA DOGU AFRIKA
N T N t N T N T
PFCRT MNK (79) 18 947% 32 800% 16 04,1% 13 92,9%
(90) IET (11) 1 53% 8 20.0% 1 59% 1 7.1%
PFMDR NYN(20) 4 1% 10 25.6% 5 20.4% 1 7.1%
(39) NFN (30) 12 632% 11 53.8% 6 35.3% 11 78.6%
NYD (2 0 0,0% 1 2.6% 1 59% 0 0%
NFD (14) 3 15.8% 8 15.4% 4 23.5% 1 7.1%
YYN(0) 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
YFN (3) 0 0,0% 1 2,6% 1 59% 1 7.1%
YYD (0) 0 0.0% 0 0,0% 0 0.0% 0 0.0%
YFD (0) 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0.0%
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Pfmdr1 i¢in 5 haplotip saptanmistir; NYN, NFN, NYD, NFD, YFEN. Bunlardan
NYN yabanil haplotip olup, mutasyon olan NFN, NYD, NFD, YFN 4 haplotipin

prevalanslari sirasiyla %56,2, %2,2, %15,7, %3,4 olarak bulunmustur.

Tablo 4.4. Pfcrt ve Pfmdrl haplotip dagilimi

Pfmdrl
Ffcrt Sayn

73 75 76 76 124 1042 NI%)

i M i g ¥ n] a

M N < N F N 46 (%51,7)
M T 3 N F D 14 [%15,7)
M N < ¥ F N 7 (%2,2)

[ E T N Y D 2 [%2,2)

[ E T N F N 4 [%4,5)

| E T 3 F o a

[ E T N Y N 4 [%4,5)

| E T ¥ F T 1[%L,1)

Orneklerin 89’unda hem Pfcrt geni hem de Pfmdrl geni basarili bir sekilde

sekanslanmistir. Kombine 7 haplotip belirlenmistir:

MNKNFN, MNKNFD,

MNKYFN, IETNYD, IETNFN, IETNYN, IETYFN. Sirasiyla %51,7 ve %15,7
prevalans ile MNKNFN ve MNKNFD'nin baskin oldugu saptanmistir. Pfcrt mutasyon
haplotipi IET ve Pfmdrl mutasyon haplotipi olarak NYD, NFN, YFN’den birinin

oldugu kombinasyonun prevalansi %7,9 bulunmustur.
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5. TARTISMA

Sitma tanisinda mikroskopik degerlendirme hala altin standart test olarak
kullanilmaya devam etmektedir. Ote yandan epidemiyolojik ¢alismalar, as1
arastirmalari, antimalaryal ilag diren¢ analizi gibi durumlarda PCR bazl tetkiklere
gereksinim olmaktadir. PCR ile antimalaryal ilaglara karsi mutasyon genlerinin
saptanmasi, yayginliginin belirlenmesi, antimalaryal ilag¢ direng profillerinin ortaya
cikarilmasi ve bdylece tedavi protokollerinin belirlenebilmesi 6nem arz etmektedir.
Real-time PCR ile parazitin identifikasyonu diisiik diizey parazitemi (en az %0,01
veya 1 parazit/ul) seviyelerinde bile yiliksek duyarliliga sahiptir (42,43). Fakat bu
duyarlilik 6rnegin saklanma kosullarina gore degisebilmektedir. Kassaza ve ark.’nin
yaptig1 calismada, arsivlenmis kan yaymalarinin DNA ekstraksiyonu ile yapilan
PCR’m duyarliligi %93, son 72 saat i¢indeki kan ornekleriyle yapilan PCR’mn
duyarliligi ise %100 bulunmustur (44). Calismamizda yayma mikroskopik olarak P.
falciparum tanis1 konularak arsivlenmis olan 45 yayma 6rneginin 8 tanesinde (%17,8)
P. falciparum tiir spesifik primerler kullanilarak uygulanan real-time PCR ile
amplifikasyon sinyali elde edilememistir. Kan yayma orneklerinde real-time PCR’in
duyarliligi calismamizda %82,2 olarak saptanmistir. EDTA’l1 6rneklerimizin hepsinde
ise amplifikasyon olusmustur ve EDTA’li kan orneklerinde real-time PCR’mn
duyarliligi %100 olarak saptanmigtir. Bu farkliligin  muhtemel nedeni, kan
yaymalarina kiyasla EDTA’l1 orneklerdeki DNA miktarimin fazlaligi olabilir.
Calismamizda pozitif yaymalardan elde edilen DNA ekstraktlarinin bazilarinda
amplifikasyonun yetersiz olmasinin sebebi ise; 4 yila dek uzamis saklama stiresine
bagli Plasmodium DNA’sinda nitelik ve nicelik kaybi olabilir. Ayrica DNA izolasyon
prosediirlerinin islenmesi sirasinda da DNA kayb1 yaganabilir. Yaymalarin saklanma
kosullari, siireleri, DNA izolasyon prosediirleri gibi faktorler PCR islemlerinde testin
duyarliligini etkileyebilmektedir. Diren¢ markerlarinin amplifikasyonu ise klasik ve
nested PCR ile gergeklestirilmistir. Real-time PCR ile identifiye edilemeyen 8 6rnek
daha sonra antimalaryal ilag direng markerlar1 olan Pfcrt, Pfmdrl, PfK13 lokuslari
nested PCR ve klasik PCR yontemi ile ¢alisildiginda amplifiye edilebilmistir. Real-
time PCR ile amplifiye edilebilen yayma Orneklerininin bazilarinda, bazi direng
markerlar1 amplifiye edilememis ya da amplifiye edilmesine ragmen sekanslama

yapilamamistir. Plasmodium tanisi i¢in nested PCR ve real-time PCR duyarliliginin
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%100 olarak benzer oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir (45,46). Bu
calismalarla ¢alismamizdaki real-time PCR sonuglar arasindaki farkliligin nedeni,
real-time PCR’da tek bir hedef DNA molekiiliine kiyasla nested/klasik PCR’da
amplifiye edilecek Pfcrt, Pfmdrl, PfK13 genlerinin daha kiigiik bir bolge olmasi
yaninda, yaymadaki Plasmodium DNA’sinda nitelik ve nicelik kaybi1 olsa da iki
asamali nested PCR amplifikasyonlari ile ¢ok sayida amplikon elde edilebilmesi
olabilir. Bu verilere dayanarak tiipte saklanan tam kan 6rneklerinin PCR i¢in uygun
materyaller oldugu, yayma secklinde arsivlenen numunelerde ise, yanlis negatif
sonuglarin saptanabilecegi sdylenebilir. Yayma seklinde arsivlenen numunelerde;
uygun kosullarda ve siirede saklanmis olmasi, yiliksek parazit ve DNA igermeleri
halinde daha diisiik oranda yanlis negatif sonuglar goriilebilir.

DSO’niin 2021 Diinya Sitma Raporu’na gore 2020 yilinda sitma agisindan
endemik olan 85 iilkede 241 milyon sitma vakasi bildirilmistir. 2019 yilinda 227
milyon olan vaka sayist 2020 yilinda artmistir. 2020'deki artig, genel olarak Afrika
Bolgesi kaynakhidir. Afrika Bolgesi, tahmini 228 milyon ile vakalarin yaklasik
%95’ini olusturmaktadir. Son yillarda antimalariyal tedavilere direngli Plasmodium
suslarinin ortaya ¢ikmasi; yetersiz tedavi, niiksler, komplikasyonlar gibi tedavide
gbzlenen basarisizliklar yaninda istatistiksel verilerde gozlenen vaka artisinin da
sebebidir. Afrika Bolgesi'nde artemisinin kismi direncinin ortaya ¢iktigina dair son
kanitlar kiiresel endiseye sebep olmaktadir ve direncin terapétik etkinlik ve genotipik
siirveyans kapsamin1 belirleme ¢alismalari, DSO tarafindan acil bir éncelik olarak ileri
stirilmektedir (3). Calismamizda sitmanin elimine edildigi Tirkiye’ye, endemik
Afrika iilkelerinden seyahat ile gelerek tani alan vakalarin arsivlenmis numuneleri
kullamilmistir ve P. falciparum’un ila¢ direnci ile iliskili Pfcrt, Pfmdrl, PfK13
mutasyonlar1 ¢alisilmistir. Bugiine kadarki bilgilerimize gore calismamiz; {ilkemizde
bu tiirde klinik 6rneklerden izole edilen 6rneklerde genetik antimalaryal direng analizi
anlaminda yapilmis ilk ¢aligmadir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda analiz edilen direng
markerlar: icinden Pfmdrl %74,5 prevalans degeri ile en yiiksek mutasyon orani
olarak saptanmistir. Calismamizda Pfmdr1’de direngle iliskili olan 5 SNP’den (N86Y,
Y184F, S1034C, N1042D, D1246Y) sadece N86Y, Y184F ve N1042D tespit
edilmistir ve prevalans degerleri sirasi ile %3,3, %74,7 ve %17,4 olarak bulunmustur.

Bu polimorfizmler; kinin, klorokin, meflokin, lumefantrin, halofantrin, artemisinin
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grubu ilaglara kars1 antimalaryal direng ile iligkilidir (1). Y184F, Asya ve Afrika orjinli
izolatlarda daha sik goriiliirken, N1042D Giiney Amerika izolatlarinda daha sik
bulunur (37). Yabanil tip N86, D1246 ve mutant 184F, AL’yi birinci basamak
antimalaryal ilag olarak kullanan Afrika iilkelerinde yaygindir (47). CQ tedavisi yerine
AL kullanim1 ile N86Y mutasyonunda da yillar icinde azalma oldugu cesitli
calismalarda gosterilmistir. Wamae ve ark. Kenya'da 20 yil boyunca degisen
antimalaryal ilag¢ direng belirteglerinin allel frekanslarindaki degisiklikleri analiz
etmiglerdir. 1995/96 yillarinda N86Y frekans1 %57 iken yillar gectikge bu frekans
azalmig ve 2017/18 yilinda %1,2 olarak saptanmistir (48). Mbogo ve ark. Pfmdrl
polimorfizmleri i¢in 2003-2012 yillar1 arasinda toplanan 982 arsivlenmis 6rnegin
genotiplendirmesi ile zaman i¢inde Pfmdrl N86Y ve D1246Y allellerinde dramatik
bir azalma bildirmislerdir (49). Calismamiz sonuglarina gore D1246Y mutasyonu
saptanmamis ve N86Y mutasyon prevalansi diisiik (%3,3) saptanmis oldugundan,
sonuclarimizin benzer ¢alismalar ile uyumlu oldugu soylenebilir. Afrika’da sitma
tedavisinde CQ kullaniminin azalip AL kullaniminin yayginlasmasi da yabanil tip olan
N86 oranlarinin artisiyla sonuglanmistir. Ayrica sonuglarimiza gore, drneklerimizde
Y 184F mutasyonlu izolatlarin yabanil tipe gore daha baskin bulunmasi (prevalans
%74,7), N1042D mutasyonlu izolatlarin ise yabanil tipe gore daha az oranda
saptanmasi, diger ¢alismalardaki Pfmdr1 genetik profil sonuglariyla uyumludur.
Pfmdrl ve Pfcrt sindirim vakuoliiniin zarinda bulunan bir ABC tasiyici protein
olup Pfmdr1 mutasyonu ile CQ’in sindirim vokuoliine taginma aktivitesinin azaldigi,
Pfcrt mutasyonuyla ise sindirim vokuoliinden disart atiliminin arttig1 diisiiniilmektedir.
Boylece Pfmdrl ve Pfcrt allellerinin kombinasyonu ile ilag direng fenotipleri daha
belirgin hale gelebilir (37). Literatiirdeki ¢ogu ¢alisma sinerjik olarak hareket edebilen
birden fazla belirte¢ yerine 6ncelikle tek genlere ve belirteglere odaklanmigtir. Fakat
ilag direncini farkli belirtegler sinerjik olarak etkileyebildigi i¢in tiim bu belirteglerin
tek basma degerlendirilmesi gergek verileri tam anlamiyla yansitmayabilir.
Dolayisiyla bu allellerin haplotip sikliklarinin belirlenmesi, antimalaryal ilag direng
profilinin tanimlanmasinda daha dogru ve kuvvetli veriler saglayacaktir.
Calismamizda Pfmdrl ve Pfert igin 7 kombine haplotip (MNKNFN, MNKNFD,
MNKYFN, IETNYD, IETNFN, IETNYN, IETYFN) belirlenmistir. MNKNFN ve
MNKNFD haplotiplerinin %51,7 ve %15,7 prevalans oranlariyla baskin oldugu
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saptanmistir. Pfcrt mutasyon haplotipi IET ve Pfmdrl mutasyon haplotipi olarak
NYD, NFN, YFN’den birinin oldugu kombinasyonun prevalans: ise %7,9 idi.
Calismalar Pfmdrl (6zellikle N86Y, Y184F mutasyonlar1) ile Pfcrt mutasyon
birlikteliginin CQ direncinde énemli bir rol oynayacagini gostermistir. Pfmdrl Y184F
mutasyonu varliginda antimalaryal ila¢ direncinin ortaya ¢ikmasinda N86Y'nin esligi
ve Pfcrt mutasyonlart ile kombinasyon faktorlerinin de belirleyici oldugu
distiniilmektedir (32,37). Calismamizda Y184F’nin tek basina prevalansi %74,7
olmasina ragmen, N86Y esligi olmadan Pfcrt ile IETNFN haplotipi sadece 4 drnekte
(%4,5) saptanmistir. Bu nedenle N86Y olmadan Pfmdrl Y184F ile Pfcrt birlikte
mutasyonunun yaygin olmadigi diistintilebilir. Y184F’e sadece N86Y 'nin eslik ettigi,
Pfcrt mutasyonunun bulunmadigi MNKYFN haplotipi sadece iki 6rnekte (%2,2);
Y184F’e N86Y ve Pfcrt’nin birlikte eslik ettigi IETYFN haplotipi ise sadece bir
ornekte saptanmigtir. CQ kullaniminin azalmasi ve birinci basamak tedavi olarak
AL'nin kullanilmasi ile Afrika’da Pfert K76 yabanil tip ve Pfmdrl N86 ve D1246
yabanil tip prevalanslarmin arttigi, ayrica CQ direncinde de azalma oldugu
gosterilmistir (50). Bu nedenle elde ettigimiz bulgular, Pfcrt'de yaygin K76T
mutasyonlarmin olmayig1 veya Pfmdrl'de destekleyici ek mutasyonlarin azligi veya
olmayisi ile tek basina Y184F mutasyonunun varliginin antimalaryal ilag direncine
biiyiik olglide katkida bulunmayacagini diisiindiirmektedir. Ayrica elde ettigimiz bu
veriler CQ direncindeki azalmay1 genotipik olarak destekleyici bulgulardir.

Nijerya’da 2020 yilinda yapilan bir calismada N86Y, Y184F ve D1246Y
SNP’lerinin haplotiplerinden NFD %69,81 prevalans ile en yiiksek haplotip olarak
saptanmigtir (47). Calismamizda ise NFD haplotip prevalanst %74,7 bulunmustur.
Bazi yaymlarda NFD (N86, 184F, 1246D) haplotipi tasiyan izolatlarda piperakine
kars1 onemli bir direng gosterilmistir (37,51). Calismamizda NFD prevalansi diger
caligmalara gore daha yiiksek bulunmus olup (2) tedavide birinci basamak sitma
onleyici ilaglardan olan dihidroartemisinin-piperakin kombinasyonu kullaniliyorsa, bu
vakalarin izleminin dikkatle yapilmas1 6nerilir.

N86Y mutasyonunun; parazitleri lumefantrin, meflokin, halofantrin ve
dihidroartemisinine daha duyarli hale getirdigi, CQ ve amodiakine karsi ise daha
direngli hale getirdigi calismalarda gdosterilmistir (37,52). Pfmdrl SNP
calismalarindan elde edilen sonuglar, CQ direncinde N86Y nin diger Pfmdrl SNP
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varyantlarina gore daha belirgin rol oynadigini géstermistir (47,53). N86Y mutasyonu
ile karsilastirildiginda, Y184F mutasyonunun in vivo antimalaryal etkinlik ile daha
zayif bir iligkisi oldugu gosterilmistir. Y184F nin CQ direncindeki rolii konusunda
literatiirde bir fikir birligi bulunmamaktadir fakat lumefantrin ve/veya artemisinine
kars1 duyarlilik azalmast ile iliskilendirilmistir (47). Bu ¢alismada elde edilen Pfmdrl
Y 184F'nin yiiksek, N86Y nin diisiik prevalans degerleri, Afrika’da AL tedavisinin
yaygin kullaniminin yansimasi olarak mutasyon se¢ilimini destekliyor olabilir.

Sahraalt1 Afrika iilkelerinde de ilk basamak ila¢ olarak yaygin kullanilmaya
baglanan AL tedavisi sonrasi rekiirrenslerin oldugu soylenmistir (54,55). N86Y
mutasyonunun parazitleri artemisinin kombine tedavisinde siklikla kombinlenen
dihidroartemisinin, lumefantrin ilaglarina daha duyarli hale getirdigi gozlenmistir
(37,55). Diger caligmalar N86 yabanil tip allelinin AL tedavisi sonrasi niikslerde daha
baskin oldugunu bildirmistir (2,50,56) Calismamizda N86Y mutasyonunun azligi AL
kullaniminin artmasi sonucu yabanil tipin se¢ilimini diisiindirmektedir. Pfcrt K76T
mutasyonu tasiyan izolatlarda lumefantrine dolayisiyla AL’ye duyarliligin arttigi
gosterilmigtir. AL ile tedavi sonrasi rekiirrensin, K76T tasiyan izolatlarin
prevalansindaki azalma ile iliskisi kurulmustur (50,54). Calismamiz sonuglar1 ve
literatiirdeki bilgilerle uyumlu olarak Pfcrt K76T nin ve Pfmdrl N86Y mutasyon
oranlarmin genel olarak azalmasinin; artemisin ve lumefantrinin antimalaryal
aktivitesinde bir miktar azalma ile, birinci basamak tedavi rejimi olan AL'nin
antimalaryal tedavideki roliinii tehdit edebilecegi diisiiniilmektedir. Bu durum AL
kombinasyon tedavileri sonrasi1 gézlenen niikslerin artigini da agiklayabilir. Kiiresel
sitma eliminasyon stratejileri i¢in bu iliskinin incelenecegi daha biiytlik caligmalarla
konuyu aydinlatici daha giivenli veriler saglanacaktir.

Calismamizda %17,4 prevalans orani ile saptadigimiz Pfmdrl N1042D
mutasyonunun Kinin ve onun tiirevi kinidine kars1 direngte 6nemli bir rolii oldugu fakat
CQ direnci tizerine minimal etkisinin oldugu bilinmektedir (37,52). Sitma tedavisinde
kullanilmas: gereken ilk ilaglardan olmamakla beraber DSO tarafindan gebelik gibi
0zel durumlarda oOnerilen kinin ile iligkili N1042D mutasyonunun siirveyansi
onemlidir. 1034 ve 1042 kodonlarindaki mutasyonlarin, meflokin direncini ortadan
kaldirdig1 veya azalttigi bildirilmistir (57). Sidhu ve ark.’nin yaptig1 calisma ile
S1034C, N1042, D1246Y mutasyonlarinin parazitin meflokine duyarliligini daha da
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arttirdigini, 6zellikle N1042D mutasyonunun S1034C ve D1246Y’ye gore meflokin
duyarliligin1 arttirici  etkisinin  daha fazla oldugu gosterilmistir (52). CDC
komplikasyonsuz P. falciparum vakalar1 i¢in CQ direnci olan boélgelerde meflokini
alternatif ila¢ olarak onermektedir. Caligmamiz verilerine gére N1042D sikliginin
%17,4 seklinde nispeten diisiik Saptanmasi sebebiyle, meflokin kullaniminda dikkatli
olunmasi gerektigi diisiiniilebilir.

Calismamizda Nijerya, Cad ve Sierra-Leone kaynakli 3 6rnekte 102. kodonda
‘GGT’ bazindaki timin sitozin ile degiserek ‘GGC’ ye donilismiistlir. Fakat ikisi de
glisin aminoasitini kodladigi i¢in 102. lokusta bulunan mutasyon sinonim yani sessiz
mutasyon olup aminoasit degisikligi olusturmamistir. Kenya'da 20 yil boyunca
degisen antimalaryal ilag direng belirteclerinin allel frekanslarindaki degisikliklerin
analiz edildigi bir ¢alismada, 1995°ten 2013’¢ kadar Pfmdrl 102. kodonda mutasyon
saptanmamis olup 2015/16 yilinda frekans1 %1,9, 2017/18 yilinda ise frekans1 %7,4
olarak G102G mutasyonu raporlanmistir ve belirtilen mutasyonlarin hepsi Sessiz
mutasyondur (48). Literatiirde de ¢alismamizla benzer sekilde 102. kodonda aminoasit
degisimine neden olan SNP bulunamamustir.

CQ direncinin ana belirleyicisi olarak Pfcrt K76T mutasyonu birgok ¢aligmada
tammmlanmistir.  CQ, Pfcrt K76T mutasyonlu  vakalarim  tedavisinde tercih
edilmemektedir (2,31,36,58). Pfcrt'nin CQ disindaki kinin, Kinidin, amodiakin,
halofantrin, meflokin gibi antimalaryal ilaglara direnci etkiledigini destekleyen giiclii
kanitlar vardir (59). Ayrica potansiyel olarak lumefantrin duyarliligi ile iliskisi
bildirilmistir (60) Dimbu ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada tedavi basarisiz
vakalardan alman oOrnekler Pfert acgisindan genotiplendirildiginde; artesunat-
amodiakin ile tedavi sonrasi tedavi basarisiz 6rneklerin %92’sinde, AL ile tedavi
sonrasi tedavi basarisiz 6rneklerin ise sadece %16'sinda K76 T mutasyonu saptanmistir
(60). Calismamizda K76T mutasyon oranmin diisiik oranda (%12,2) saptanmasi
sebebiyle, amodiakin ile kombine tedavilerle sitma tedavisinde basari sansinin yiiksek
olacag1 6ngoriilebilir.

Afrika'da en yaygin bulunan klorokin direngli haplotip CVIET'tir (1,2,61).
1996 ve 2001 yillar1 arasinda Ariey ve ark.’nin Afrika’nin farkli bolgelerinden 249
ornekle yaptiklari ¢alismada 124 (%50) CQ duyarli yabanil haplotip olan CVMNK
izolat1, 125 (%50,2) CQ direngli haplotip CVIET izolati saptanmistir (62). Bizim

58



caligmamizda ise 2 gesit Pfcrt haplotipi bulunmustur: IET ve MNK. IET haplotip
prevalanst %12,2 olup wild tip MNK %87,8 ile baskin haplotip olarak saptanmuistir.
Yayilan CQ direnci sonras1 artemisinin kombine tedavisi, komplike olmayan P.
falciparum sitmasinin birinci basamak tedavisi olarak belirlenmis, CQ kullanimi
azalmistir. Son ¢alismalarda, CQ ila¢ kullaniminin azalmasi ile CQ direncinde azalma,
CQ duyarh fenotiplere geri doniis oldugu vurgulanmistir (51,63). Wamae ve ark.
Kenya'da 20 yil boyunca degisen antimalaryal ila¢ diren¢ belirteglerinin allel
frekanslarindaki degisiklikleri analiz etmislerdir. 1995/96 yillarinda IET frekansi
%62.3 iken yillar gectikge bu frekans azalmis ve 2017/18 yilinda %]1,1 olarak
saptanmistir (48). Mbogo ve ark. Pfcrt K76T polimorfizmi igin 2003-2012 yillari
arasinda toplanan 982 arsivlenmis ornegin genotiplendirmesi ile zaman iginde ciddi
bir azalma bildirmislerdir (49). Calismamiz kapsaminda MNK prevalansinin yiiksek
saptanmasi; diger calismalara benzer sekilde yabanil tipe geri doniisii destekler
niteliktedir. Bu sonug ile Afrika’da direncin goriillmedigi CQ duyarli P. falciparum
varliginin arttigr pekistirilmistir. Afrika popiilasyonunda dolasan CQ'ya duyarh
parazitlerin artmasi, gelecekte sitma tedavisi igin CQ'nun kombinasyon tedavisine
yeniden dahil edilebilecegini diistindiirmektedir. CQ kullanim1 yaygin olmasa da Pfcrt
molekiiler diren¢ siirveyans c¢alismalarinin devam etmesi, bu durumun tespiti
acisindan Onem arz etmektedir. Daha onceki calismalarda Pfcrt K76T allelinin
prevalansinin yiiksek olmasi dolayisi ile bu SNP'nin AL direncine olas1 katilimi ile
ilgili herhangi bir sonuca varilamamistir (54). Artemisinin ilag kombinasyonunun
Pfcrt allellerinin segilimindeki etkisini, Pfcrt’'nin CQ disindaki ilaglara in vitro
duyarlilik etkisini saptayabilmek i¢in daha ileri caligmalarin yapilmasi gereklidir.
Calismamizda Y184F orani, Bati Afrika, Orta Afrika, Dogu Afrika’da ve
totalde tiim Afrika’da, Pfcrt (IET) ve N1042D den istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek olarak saptanmistir (p<0,01). Bu sonug¢ AL’yi birinci basamak antimalaryal
ilag olarak kullanan Afrika’da Y184F seg¢ilimini desteklemektedir (47). Birkag
epidemiyolojik ¢alisma, Y184 allelinin agirlikli olarak Dogu ve Orta Afrika ile sinirh
oldugunu, mutant 184F allelinin ise Bat1 Afrika'da baskin oldugunu gostermistir (47).
Dogu Afrika menseli amplifiye edilebilen 14 6rnegin 13 tanesinde (%92,9) mutant
184F saptanmistir. Bu saptanma yiizdesi Bat1 Afrika’da %71,8 (28/39), Orta Afrika’da
%66,7(12/18) bulunmustur. Caligmamizda Y184F’in Dogu Afrika bolgesinde diger
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bolgelere nazaran daha yiiksek oranda oldugu gozlenmistir. Pfcrt mutasyonu ise Bati
Afrika menseli 6rneklerde daha fazla sayida (amplifiye edilen 40 6rnegin 8 tanesinde-
%20) bulunmustur. Bu saptanma yiizdesi Orta Afrika’da 9%5,9 (1/17), Dogu Afrika’da
%7,1 (1/14) bulunmustur. Bolgelere gore 74,75,76,86,102,184,1042 genlerinin
dagilimlar1 ayr1 ayr1 incelendiginde wild kodon ve SNP dagilimlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamuistir (p>0,05) Mutasyonlarin yiizdesel olarak
bolgelerdeki kiimelenme farkliliklarina ragmen istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanamayisi, olgularimizin smirli 6rneklem biiyiikligli ve bolgeler arasindaki
orneklem esitsizligi ile iliskili olabilir. Calismalarda 6rnek sayisinin artirilmasi ve
bolgeler arasi esitligin saglanmasi epidemiyolojik veriler ve klinige yansiyacak etkileri
ac¢isindan onemlidir.

PfK13 mutasyonlarinin; sitma tedavisinde birincil ilag olan artemisinin parazit
Klirensinin in vivo ve in vitro olarak gecikmesine neden oldugu ve artemisin direncinde
rol oynadig1 belirlenmistir. Bugiine kadar P. falciparum izolatlarinin PfK13 geninde
200'den fazla SNP tespit edilmistir; bunlardan 9 SNP'nin in vitro ve in vivo verilerle
diren¢ mutasyonlari ile iligkili oldugu dogrulanmistir. Glineydogu Asya’da daha sik
saptanan PfK13 mutasyonlar: Afrika’da hala nadir goriilmektedir (40). Dogu Afrika
Bolgesi'nde Ruanda (R561H) ve Uganda (C469Y ve A675V) ve Eritre’de (R6221)
artemisinin kismi direncinin ortaya ¢iktigina dair kanitlar bulunmaktadir (3).
Artemisinin direnci ile iligkisi heniiz raporlanamamis olmasina ragmen Afrika'da en
sik goriilen allel ise A578S olmustur (40). Farkli calismalar ile Afrika'da bildirilen bu
mutasyonlar, Afrika Plasmodium popiilasyonlarinda heniiz yayginlasamamuistir.
Calismamizdaki orneklerde PfK13 geninin 440.’nc1 kodondan 700. kodona kadar
sekans verileri incelenmistir ve sadece Nijerya ve Fildisi Sahilleri kaynakli 2 drnekte
602. kodonda SNP saptanmistir. Kamerun’da E602D’nin tanimlandigi bir 6rnekte
dihidroartemisinin in vitro ICso (the calculation of 50% inhibitory concentration)
degerinin saptandigi bir calismada E602D’nin artemisinin direncindeki rolil
belirlenememistir. Ayrica bu ¢alismada kullanilan 6rnek 2003 yilina ait oldugundan
ve Kamerun’da AKT kullanimina 2004 yilindan sonra baslandigindan AKT’nin bu
E602D secilimi tizerindeki etkisi bilinmemektedir (30). Tanzanya’da AKT terapotik
etkinligin degerlendirildigi bir caligmada E602D’nin saptandigi bir Ornekte

artemisinin direnci goriilmemistir (64). Calismamizin verileri de gostermektedir ki,
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AKT’lerinin yaygin kullanimina ragmen artemisinin direncinde rol alan PfK13
mutasyonlar1 Afrika’da heniiz se¢ilime ugramamistir. Afrika’da Asya’ya gore PfK13
mutasyonlarinin yayiliminin daha az olmasinin altinda yatan sebeplerden biri DNA
onarim genlerindeki mutasyonlarin eksikligi olabilir. Xiong ve ark.’nin artemisinin
direncinin daha fazla goriildiigii Glineydogu Asya’da direngli suslar iizerine yaptiklari
calismada artemisinine direng gelisimini destekleyecek DNA hasar onarim genlerinde
genetik farkliliklar bildirilmistir. Bu ek mutasyonlar ile artemisinin kaynakli olusan
DNA hasarmin onarilabilmesi, mutant suslarin canliligin1 devam ettirebilmelerinde
etkilidir (65). Stokes ve ark.’nin calismasinda ise Afrika’daki PfK13 mutantlar
Asya’daki mutantlarla karsilagtirildiginda, ¢cogu Afrika susunda in vitro “fitness costs-
parazitin direng gostermesine gerekli enerji gereksinimi’’ daha yiiksek saptanmistir ve
bu da Afrika’daki artemisinine direncin daha yavas yayilmasiin nedenlerinden biri
olabilir (66). Artemisinin direncinin Afrika’da yayilim sonuglari agir olacagindan
Asya’daki ve Afrika’daki diren¢ suslarinin olasi farkliliklarinin ¢aligmalarla
gosterilmesi gerekmektedir.

Calismamizin sonuglar1 ile de desteklenen, artemisinin direncine sebep
olabilecek PfK13 mutasyonlariin Afrika’da yaygin olmayisi ile artemisinin kombine
tedavisi; hala sitma tedavisinde en etkin ilag olma 6zelligini korumaktadir. PfK13
mutasyonlarm1 saptayan genetik analizler ile artemisinin direncinin takibi
kolaylasacaktir. Ancak bu mutasyonlarin tek basina hareket etmedigi, ¢ogu zaman
farkli genlerdeki mutasyonlar ile sinerjistik olarak hareket ettigi de goz Oniinde
bulundurulmalidir (31). Artemisinin kombine tedavisinde artemisininin partner
ilaglarina kars1 ek polimorfizmler de, P. falciparum ilag direncine aracilik etmektedir
(50). Bu sinerjik iliskinin netlestirilebilmesi i¢in de terapdtik etkinlik ve genotipik
slirveyans kapsamini belirleme ¢alismalarinin beraber yiiriitilmesi gerekmektedir. Bu
calismada, sadece laboratuvar orneklerindeki diren¢ mutasyonlariin irdelenip; klinik
verilerle terapotik etkinlige isaret edecek verilerin bulunmamasi g¢alismamizin
kisitliliklarindandir. Klinik ayagi olan bu tiir calismalarin yapilmasi, artemisinin
direncindeki mekanizmalar1 aydinlatarak tedavi politikalarinda zamaninda gerekli

degisikliklerin yapilabilmesine imkan saglayacaktir.
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6. SONUC

Sitmanin elimine edildigi Tirkiye’ye, endemik olan Afrika iilkelerinden

seyahat ile gelerek tan1 alan vakalarin arsivlenmis olan numunelerinin kullanildigi bu

tez ¢alismamizda, P. falciparum’un ilag¢ direnci ile iligkili Pfcrt, Pfmdrl, PfK13

mutasyonlar1 analiz edilmistir.

1.

2
3.
4

Pfmdrl %74,5 prevalans degeri ile en yiiksek mutasyon oran1 olarak saptanmustir.
Pfcrt prevalanst %12,2 saptanmistir.

PfK13 geninde ise sadece 2 6rnekte E602D mutasyonu saptanmastir.

Calismamiz kapsaminda Afrika kitas1 orneklerinde 1246. kodonlarda mutasyon
saptanmamasi ve Y 184F mutasyonlu izolatlarin yabanil tipe gore daha baskin
bulunmasi (prevalans %74,7), N86Y, N1042D ve Pfcrt mutasyonlu izolatlarin ise
yabanil tipe gore daha az oranda Saptanmasi, diger ¢alismalardaki genetik profil
sonuclarini desteklemektedir.

CQ kullaniminin azalmasi ve birinci basamak tedavi olarak AL'nin kullanilmasi
zaman i¢indeki CQ duyarli fenotiplere geri doniisii vurgular niteliktedir. Ayni
zamanda AL kullaniminin artmasi ile bu kombinasyondaki ilaclart duyarlilastiran
mutasyonlarin azalmasi yoniindeki segilim ilerleyen donemde AKT ile tedavi
sonrast basarisizlik oranlarinin artisini giindeme getirebilir.

Calismamizda artemisin ilag direnci ile iliskilendirilemeyen E602D SNP’sinin
sadece 2 6rnekte saptanmasi yaninda; artemisinin ilag direnci ile iligkili olan PfK13
mutasyonlarinin saptanamamis olmast bu mutasyonlarin, Afrika kaynakl
Plasmodium falciparum popiilasyonunda heniiz yaygin olmadigim ve AKT
tedavilerinin hala en etkin ilag olma 6zelligini korudugunu gostermektedir. PfK13
mutasyonlarini saptayan genetik analizlerin devami, artemisinin direncinin takibi
ve tedavi politikalarinda da zamaninda degisiklikler yapilabilmesini saglayacaktir.
Calismamizda Y184F’in Dogu Afrika bolgesinde diger bolgelere nazaran daha
yiiksek oranda oldugu gozlenmistir. Pfcrt mutasyonu ise Bati Afrika menseli
orneklerde daha fazla sayida  bulunmustur. Bolgelere gore
74,75,76,86,102,184,1042 genlerinin dagilimlar1 ayr1 ayri incelendiginde wild
kodon ve SNP dagilimlar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamugtir.
Mutasyonlarin yiizdesel olarak bolgelerdeki kiimelenme farkliliklarina ragmen

istatistiksel olarak anlaml farklilik saptanamayisi, olgularimizin sinirli 6rneklem
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biiylikliigii ve bolgeler arasindaki orneklem esitsizligi ile iligkili olabilir.
Calismalarda Ornek sayisinin artirilmasi ve bolgeler arasi esitligin saglanmasi
epidemiyolojik veriler ve klinige yansiyacak etkileri a¢isindan énemlidir.
Antimalaryal ilag diren¢ markerlarinda bulunan SNP cesitliligi, kullanilan
kombine ilaglar ve SNP’lerin bu ilaglarin terapétik etkinlikleri ile iliskileri animalaryal
ila¢ direng calismalarini komplike hale getirmektedir. Direncin yayilmasmin ciddi
sonuglari1 olacagindan bu analizin bir ayagini olusturan SNP’lerin saptanmasi ve bu
calismalarin diizenli olarak uygulanmasi; sitma tedavisinde etkili olan ilaglarin
dolayist ile kiiresel sitma eliminasyon stratejilerinin belirlenmesine onemli veriler

saglayacaktir.
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