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Turkiye Parazitoloji Dergisi, 1976 yilindan bu yana ¢ikan,
Tip, Veterinerlik ve Biyoloji alanlarinda yapilan Parazito-
loji konulu klinik ve deneysel calismalar, ilging olgu bil-
dirimlerini, davet edilmis derlemeleri, Editére mektuplari
yayinlayan; yayin dili Tiirkce ve ingilizce olan, bagimsiz
ve Onyargisiz gift-kor hakemlik ilkelerine dayanan uluslar-
aras bir dergidir.

Dergi, Turkiye Parazitoloji Derne@i'nin bilimsel icerikli
resmi yayin organi olup, Mart, Haziran, Eylil ve Aralik
aylarinda olmak Uzere yilda 4 sayi yayinlanmakta ve Tur-
kiye Parazitoloji Dernegi tarafindan finanse edilmektedir.

Derginin hedefi, klinik ve bilimsel acidan uluslarara-
si dizeyde nitelikli ve Ust diizeyde 6zglin arastirmalari
yayinlamaktir. Dergide ayrica, tip egitimi ile ilgili temel
yenilikleri kapsayan derlemeler, Editéryel yazilar, olgu su-
numlari ve 6zgiin goériintiler de yayinlanmaktadir.

Derginin hedef kitlesi, tibbi ve veteriner parazitoloji alan-
larinda ve biyoloji bilim dalinin ilgili birimlerinde ¢alisan
tim bilim insanlari ve bu alanlardaki ylksek lisans 6gren-
cileridir. Bu kapsamda dergi, Turkiye Parazitoloji Derne-
gi Uyelerine ve yurt capinda parazitoloji'yle ilgili kisi ve
kuruluslara diizenli olarak ulastirlmaktadir. Derginin tim
sayilarinin igerikleri tam metin olarak www.tparazitol-
derg.org adresinde Ucretsiz erisime aciktir.

Derginin Editoryel sirecleri ve yayin isleyisi ICMJE,
WAME ve COPE standartlar cercevesinde yiritilmek-
tedir.

Turkiye Parazitoloji Dergisi; Index Medicus/Medline/
PubMed, BIOSIS-Zoological Record, BIOSIS Previews
Biological Abstracts, CABI Abstracts and Bibliographic

Databases, Index Copernicus, Tubitak/Ulakbim Turk Tip
Dizini ve Turkiye Atif Dizini tarafindan indekslenmektedir.

Abone islemleri/Baski izinleri ve Tekrar Baskilar/Reklam
Dergide basilan yazilarin tam metinlerine Ucretsiz ola-
rak www.tparazitolderg.org adresinden ulasilabilir. Basili
dergi aboneligi, baski izinleri, tekrar baskilar ve reklam
icin Editor ofisine basvurulmalidir.

Editor Ofisi

Editor: Prof. Dr. Yusuf Ozbel

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

Tel.: +90 232 390 47 24

Faks: +90 232 388 13 47

E-posta: yusuf.ozbel@ege.edu.tr

Yayinci

AVES-ibrahim Kara

Adres: Kizilelma Cad. 5/3 34096 Findikzade-istanbul
Tel.: +90 212 589 00 53

Faks: +90 212 589 00 94

E-posta: info@avesyayincilik.com

Yazarlara Bilgi
Yazarlara Bilgi sayfasi derginin basili versiyonunda ve
www.tparazitolderg.org web sayfasinda yayinlanmaktadir.

Materyal Sorumluluk Reddi

Turkiye Parazitoloji Dergisi'nde yayinlanan tum yazilar-
daki gorus ve raporlar yazarlarin gérisidir. Editorler ve
Yayinci bu yazilar i¢in herhangi bir sorumluluk kabul et-
memektedir.

Dergimiz asitsiz kagida basiimaktadir.
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The Turkish Journal of Parasitology has been published
since 1976. The journal publishes clinical and experimen-
tal studies, interesting case reports, invited reviews and
letters to the editor on biological, medical and veteri-
nary parasitology. The Turkish Journal of Parasitology is
an international journal which is based on independent
and unbiased double-blinded peer-review principles. The
publishing language of the journal is Turkish and English.

The Turkish Journal of Parasitology is the scientific and
the official publication of the Turkish Society for Parasi-
tology and is published four times per year; in March,
June, September and December, and is financed by the
Turkish Society for Parasitology.

The aim of the journal is to publish original articles with
highest clinical and scientific quality at the international
level. The Turkish Journal of Parasitology also publishes
reviews covering fundamental innovations in medical edu-
cation, editorial articles, case reports and original images.

The target audience of the journal is scientists working
on medical and veterinary parasitology, and relevant
disciplines of biology, as well as PhD and MSc students
studying on these topics. In this context, the journal is
sent regularly to the members of the Turkish Society for
Parasitology as well as to the organizations and individu-
als who are interested in parasitology countrywide. The
contents of all issues in full text can be accessed free
of charge through the web site www.tparazitolderg.org.

The editorial and publication processes of the journal are
conducted in accordance with the ICMJE, WAME and
COPE standards.

The Turkish Journal of Parasitology is indexed in Index
Medicus/Medline/PubMed, BIOSIS-Zoological Record,

BIOSIS Previews Biological Abstracts, CABI Abstracts and
Bibliographic Databases, Index Copernicus, Tlbitak/Ulak-
bim Turkish Medical Database and Turkiye Citation Index.

Subscriptions/Permissions and Reprints/Advertisements
The full texts of the published articles can be accessed free
of charge through the web site www.tparazitolderg.org.
Applications for subscriptions, permissions, reprints and
advertisements should be made to the editorial office.

Editorial Office

Editor: Yusuf Ozbel, MD, Prof.

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

Phone: +90 232 390 47 24

Fax: +90 232 388 13 47

E-mail: yusuf.ozbel@ege.edu.tr

Publisher

AVES-ibrahim Kara

Address: Kizilelma Cad. 5/3 34096 Findikzade-istanbul
Phone: +90 212 589 00 53

Fax: +90 212 589 00 94

E-mail: info@avesyayincilik.com

Information for Authors
Information for authors is published in the journal and is
available on the web site www.tparazitolderg.org.

Material Disclaimer

All opinions and reports in the articles published in the
Turkish Journal of Parasitology are those of the authors.
The editors and the publisher do not accept any respon-
sibility for these articles.

The journal is printed on acid-free paper.
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Genel Kurallar

Turkiye Parazitoloji Dergisi, tibbi ve veteriner parazitoloji alanlarinda deneysel,
gozlemsel arastirma, klinik denemeler, olgu sunumu ve derleme niteligindeki,
biyoloji bilim alanindan ise parazitoloji konularini kapsayan makaleleri yayinlar.

Yazilar sadece www.tparazitolderg.org adresinden elektronik olarak génderilmelidir.

Tum yazarlar bilimsel katkilarini, sorumluluklarini ve cikar catismasi olmadigini
bildiren toplu imza ile yayina katilmalidir.

Aragtirmalara yapilan kismi de olsa nakdi ya da ayni yardimlarin hangi kurum,
kurulus, ilag-gerec firmalarinca yapildigi dip not olarak bildirilmelidir.

Makalelerin formati “Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Bio-
medical Journals: Writing and Editing for Biomedical Publication (http://www.
icmje.org/)" kurallarina gére diizenlenmelidir.

Deneysel, klinik ve ilag arastirmalar icin insan ve hayvan haklar ile ilgili uluslara-
rasi anlasmalara uygun etik kurul raporu (Helsinki Declaration of 1975, revised
2002-http://www.wma.net/e/policy/b3.htm ve “Guide for the care and use of
laboratory animals - www.nap.edu/catalog/5140.html) ve hastalarin calisma
hakkinda bilgilendirildiklerine ve olurlarinin alindigina dair onay formu gereklidir.

Makale génderim asamasinda, makalenin dergimizde yayinlanmasiyla ilgili bi-
tin yazarlarin onayini belirten bir mektubun eklenmesi gereklidir. Ayrica maka-
lenin yayina kabul edilmesi halinde biitiin yazarlarin Yayin Hakki Devir Formu'nu
imzalayip postayla dergi adresine géndermeleri gereklidir.

Etik kurul karan gereken calismalarda onay belgesinin eklenmesi gerekmektedir.

Yazilarin hazirlanmasi

Yazilar A4 boyutunda, iki satir aralikli olarak ve tim sayfalarda sayfa numara-
si bulunacak sekilde génderilmelidir. Toplam sayfa sayisi resim ile sekiller dahil
aragtirma yazilarinda 15'i, olgu sunumlarinda ise 6'yi gegmemelidir.

Baslik sayfasinda sadece makalenin Tiirkge ve ingilizce tam ve kisa basliklan ve
varsa makalenin daha énce teblig edildigi toplanti ve kongreler yaziimalidir. Ya-
zar adlan ve calistiklan kuruma ait bilgiler sadece makale derginin on-line siste-
mine yuklenirken girilmeli, makale ana metninde yazara ait bilgiler olmamalidir.

ikinci sayfada yalnizca Tiirkge ve ingilizce &zetler ile anahtar sézciikler yer alma-
lidir. 200 kelimeyi gegmeyen 6zet kismi, Amag, Yontemler, Bulgular, Sonug sek-
linde bdlumli olmalidir. Anahtar sézciikler ise 5 kelimeyi gegmeyecek sekilde
Tiirkge zetin altina Tiirke, ingilizce Gzetin altina ingilizce olarak eklenmelidir.

Arastirma yazilarinin tam metin bolimi Giris, Yontemler, Bulgular, Tartisma, So-
nug, Cikar Catismasi Beyani, Kaynaklar, Tablo, Sekil ve Resimleri (aciklama ya-
zllanyla birlikte) icerecek sekilde diizenlenmelidir. Olgu sunumlarinda ise Giris,
Olgul(lar), Tartisma, Sonug, Kaynaklar, Tablo, Sekil ve Resimler (agiklama yazilariy-
la birlikte) seklinde olmalidir.

Tablo, sekil ve resimler ayn bir sayfada olmali ve yazinin icinde gegmesi gereken
yeri ciimlenin sonuna parantez icinde yazilmalidir.

Siyah-beyaz veya renkli fotograflanin yiksek ¢ozinurlikli jpg formatinda gon-
derilmesi gerekmektedir.

Makale icinde ve kaynaklarda gegen parazitlerin cins ve tur isimleri italik ve sade-
ce cins isminin ilk harfi blyuk olarak yaziimalidir.

Kisaltmalar ilk kez kullanildiginda agik olarak yazilmali daha sonra makale icinde
hep ayni kisaltma kullanilmalidir.

Yazi icinde belirtilen tim kaynaklar makale icindeki gegis sirasina gére liste ha-
linde numaralandirilarak verilmelidir. Kaynaklar yazilirken noktalama isaretlerine
asagidaki 6rneklerde gosterildigi sekilde dikkat edilmeli ve yazi icinde her kay-
naga ait numara ilgili cimlenin sonunda parantez icinde mutlaka belirtilmelidir.
Dergi kisaltmalan Index Medicus tarafindan gésterildigi sekilde yapiimalidir. Alti
ve daha az yazarli olan kaynaklarda tim isimler yazilmali, yedi ve daha fazla ya-
zarli kaynaklarin ise ilk alti yazar ismi yazilip Tiirkge makalelerde “ve ark.” , ingiliz-
ce makalelerde “et al” ilave edilmelidir.

Kaynak yazimi icin rnekler

Siireli Yayinlar

Githeko AK, Service MW, Mbogo CM, Audi FK, Juma PO, Mousier WJ, et al.
Plasmodium falciparum sporozoite and entomological inoculation rates at the
Ahero rice irrigation scheme and the Miwani sugar belt in Western Kenya. Ann
Trop Med Parasitol 2002; 52: 561-79.

Editorli Kitapta Bolim

Hornbeck P. Assay for antibody production. Colign JE. Kruisbeek AM, Margui-
les DH, editors. Current Protocols in Immunology. New York: Greene Publishing
Associates; 1991. p. 105-32.

Tek Yazarl Kitap
Fleiss JL. Statistical Methods for Rates and Proportions. Second Edition. New
York: John Wiley and Sons; 1981.

Yazar olarak Editérler
Balows A. Mousier WJ, Herramaflfl KL, editors. Manual of Clinical Microbiology.
Fifth Edition. Washington DC: IRL Press.; 1990.

Kongre Bildirileri

Entrala E, Mascaro C. New stuructural findings in Cryptosporidium parvum
oocysts. Eighth International Congress of Parasitology (ICOPA VIII); Octo-
ber,10-14; lzmir-Turkey: 1994. p. 1250-75

Tezler
Erakinai G. Dondrlerde parazitlere karsi olusan antikorlarin aranmasi. izmir: Ege
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitisti. 1997.

Elektronik Formatta Makale

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

Yayin Kurulu, génderilen yazilarda bu kurallara uymayan yerlerin bulunmasi du-
rumunda bilimsel icerige dokunmadan teknik agidan gerekli degisiklikleri yap-
maya yetkilidir.

Derleme yazilar, sadece yayin kurulu tarafindan davet edilen yazarlar tarafindan
hazirlanir ve yayinlanir. Davetsiz olarak dergiye génderilen derleme yazilan dik-
kate alinmayacaktr.

Editor: Prof. Dr. Yusuf OZBEL

Adres: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali, 35100
Bornova-lzmir, Turkiye

Tel.: +90 232 390 47 24

Faks: +90 232 388 13 47

E-posta: yusuf.ozbel@ege.edu.tr
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General Rules

The Turkish Journal of Parasitology publishes experimental and observational
research articles, clinical reviews, case reports and review articles on medical
and veterinary parasitology, and publishes articles on parasitology in the bio-
logy field.

Manuscripts must be submitted online at www.tparazitolderg.org.

All submissions must be accompanied by a signed statement of scientific cont-
ributions and responsibilities of all authors and a statement declaring the absen-
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2013 yilinin ilk sayisinda 10 orijinal arastirma, 2 derleme yazisi ve 5 olgu sunumu yer almaktadir. Ulkemizde
ozellikle blyik sehirlerde bagirsak parazitlerinin profilinin gittikce degistigi gézlenmektedir. Bagirsak parazitleri
ile ilgili gerceklestirilen caligmalar ve retrospektif aragtirmalar bu durumu ortaya koymaktadir. Bu sayimizda da
Cryptosporidium, Blastocystis gibi gittikge daha yaygin olarak saptanmaya baslanan parazitlerle ilgili makalelere
yer verilmistir. Toxoplasmosis ile ilgili derlemede bu parazitin dondurularak saklanmasi konusu, Echinococcosis
ile ilgili derlemede ise hastaligin Diinya’daki yayginligi ele alinmistir. Olgu sunumlarinda ise gesitlilik g6z 6niine
alinmisg, leishmaniasis, strongyloidosis, visseral larva migrans ve echinococcosis ile ilgili vak'alarin ayrintilari
sunulmustur.

Bekleme siiremiz doldugdu i¢in bu yil icinde yeniden SCl igin basvuruda bulunacagimizi belirtir, bu sayimizin da

bilimsel calismalariniza ve birikimlerinize yararli olmasi umuduyla saygilar sunarim.

Prof. Dr. Yusuf ®ZBEL
Bas Editér

Ten original articles, 2 review articles and 5 case reports are included in this first issue of the year 2013. A
profile shift is observed in the intestinal parasites in our country, especially in metropolitan areas. Studies on
intestinal parasites and retrospective studies indicate this situation. With this issue, we have tried to include
manuscripts on parasites like Cryptosporidium and Blastocystis which are detected more commonly day by
day. The review article on Toxoplasmosis focuses on freezing the parasite to preserve it while the review article
on Echinococcosis focuses on the extensity of the disease over the World. To maintain the diversity of the
case reports, details of cases of leishmaniasis, strongyloidosis, visceral larva migrans and echinococcosis were
presented.

| would like to state that our waiting period is over and that we can now apply for inclusion in SCl and | would
like to present our respects with hopes that this issue will be useful for both your studies and archives.

Prof. Dr. Yusuf ®ZBEL
Editor-in-Chief
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Investigation of in vitro Antileishmanial Activity of Moxifloxacin,
Linezolid and Caspofungin on Leishmania tropica Promastigotes

Leishmania tropica Promastigotlart Uzerine Moksifloksasin, Linezolid ve Kaspofunginin
)/ 8 g

in vitro Antileishmanial Etkisinin Arastirilmasi

Mehmet Emin Limoncu’, Bayri Erac?, Tugba Giirpinar®, Ahmet Ozbilgin?, I. Ciineyt Balcioglu®,
Mine Hosgor-Limoncu?

"Wocational School of Health Services, Celal Bayar University, Manisa, Turkey

2Department of Pharmaceutical Microbiology, Faculty of Pharmacy, Ege University, izmir, Turkey
3Department of Pharmacology, Faculty of Medicine, Celal Bayar University, Manisa, Turkey
‘Deparment of Parasitology, Faculty of Medicine, Celal Bayar University, Manisa, Turkey

ABSTRACT

Objective: This study aimed to evaluate the potential in vitro anti-leishmanial activities of moxifloxacin, linezolid and caspofungin against
Leishmania tropica.

Methods: In vitro effects of all agents were studied by using the microdilution method. For this purpose, serial dilutions of the aforementioned
agents were prepared in concentrations between 4096 pg/mL-0.008 ug/mL. Afterwards, promastigotes incubated in suitable medium were
counted with the hemocytometer and adjusted as having a last concentration of 2.5x10° cells/mL in wells containing medium+antibiotic or
antifungal. After incubation live promastigotes were counted with the hemocytometer and inhibitor concentrations (IC,) were determined
by comparing with the control that contained no antibiotics or antifungal.

Results: IC, values of moxiloxacin, linezolid and caspofungin were found as 194.7 ug/mL, 896 pg/mL and 235.7 pug/mL, respectively.
Conclusion: As a result, moxifloxacin was found to be effective in lower concentrations than the other studied agents against L. tropica
promastigotes. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 1-3)

Key Words: Leishmania tropica, antileishmanial activity, moxifloxacin, linezolid, caspofungin
Received: 05.06.2012 Accepted: 16.01.2013

OZET

Amag: Bu calismada, Leishmania tropica Gzerine moksifloksasin ve linezolid ile kaspofunginin, potansiyel anti-leishmanial etkilerinin in vitro
olarak arastinlmasi amaclandi.

Yéntemler: Tum ajanlarin in vitro etkisi mikrodilisyon yéntemiyle aragtinldi. Bu amacla moksifloksasin, linezolid ve kaspofunginin 4096 pg/mL-0.008
pg/mL arasindaki konsantrasyonlarda seri diliisyonlari yapildi. Ardindan uygun besiyerinde inkiibe edilen promastigotlar hemositometre ile sayildi
ve besiyeri+antibiyotik veya antifungal iceren kuyucuklardaki son konsantrasyonlan 2.5x10¢ hiicre/mL olacak sekilde ayarland. inkilbasyondan
sonra canli promastigotlar hemositometre ile sayildi ve ajanlarin %50 inhibitér konsantrasyonlari (IK,) kontrollerle kargilastinlarak belirlendi.
Bulgular: Moksifloksasin, linezolid ve kaspofunginin in vitro IK,  degerleri sirasiyla 194.7 ug/mL, 896 pg/ml ve 235.7 ug/mL olarak bulundu.
Sonug: Moksifloksasinin, L. tropica promastigotlarina karsi calisilan diger ajanlara gére daha distk konsantrasyonlarda etkili oldugu
sonucuna varildi. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 1-3)

Anahtar Sézciikler: Leishmania tropica, antileishmanial activite, moxifloxacin, linezolid, caspofungin
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INTRODUCTION

Leishmaniasis is an important tropical disease which influences
20 million people in 80 countries worldwide and 350 million
people are at risk. Cutaneus leishmaniasis (CL) is being reported
in many areas of our country, especially from Southeast Anatolia,
Mediterranean and Aegean Regions of Turkey (1). Currently, the,
first choice of treatment for the disease is still pentavalent anti-
mony compounds. Recently, increase in the number of resistant
cases for these compounds and inefficacy of the treatment in
immunosuppressive individuals have been observed. It is deter-
mined that pump mediated multiple drug resistance has a part
in resistance development (2). Alternative treatment options
have been investigated, because current drugs have only limited
effect on leishmaniasis and are toxic and expensive (3, 4).

Nowadays, effects of intracellularly active antibiotics and antifu-
gal agents have been researched on Leishmania amastigotes
and promastigotes (5, 6). Quinolones are synthetic antibacterial
drugs and nalidixic acid is a prototype antibiotic of this class. It
acts by inhibiting DNA topoisomerase type Il (girase) or topoi-
somerase type IV, that are responsible for DNA replication,
recombination and repair in bacteria. Moxifloxacin is a broad
spectrum fluoroquinolone and is active against Gram-positive,
Gram-negative and atypical pathogens. In addition,it can be
taken once daily.

Linezolid is the first oxazolidinone derivation that is used clini-
cally. It deteriorates the tRNA binding site by bonding the 50S
ribosomal subunit and therefore formation of 70S initiation com-
plex is prevented (7). Echinocandins are semisynthetic lipopep-
tide compounds which inhibit 1,3-B-glucan synthesis, an impor-
tant component of thefungus cell wall. They show selective tox-
icity because mammalian cells do not include 1,3-B-glucan. The
most known member of this group is caspofungin and others are
also available (8).

In this study, we aimed to evaluate the potential in-vitro anti-
leishmanial activities of moxifloxacin, linezolid and caspofungin
against Leishmania tropica (MHOM/TR/10/CBU52).

METHODS

Parasite
In our study, L. tropica promastigotes (MHOM/TR/10/CBU52),
isolated in Manisa were used.

Agents and Methods

In this study, in vitro effects of moxifloxacin (Bayer, Turkey), line-
zolid (Pfizer, Turkey) and caspofungin (Merck Sharp & Dohme,
Turkey) were studied by using the microdilution method accord-
ing to Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) recommen-
dations (9). For this purpose, serial dilutions of mentioned
agents were prepared in concentration between 4096 ug/
mL-0.008 pg/mL. Afterwards, promastigotes that had been incu-
bated in RPMI-1640 medium (Sigma), including 5% fetal-calf
serum (FCS), were counted with the hemocytometer and adjust-
ed as having a final concentration of 2.5x10° cells/mL in wells
containing 200 pL RPMI+5% FCS +antibiotic or antifungal.
Microplates were incubated for 48 hours in 27°C. Live promasti-
gotes were counted with the hemocytometer after 48 hours and

inhibitor concentrations (IC,)) were determined by comparing
with the control which does not contain antibiotics or antifungal.
Amphotericin B (Sigma) (100 pg/mL- 0.0002 pg/mL), that is used
for CL treatment, was used as control. The procedure was per-
formed in triplicate and mean values of the results were calcu-
lated.

RESULTS

IC,, values of moxiloxacin, linezolid and caspofungin were found
as 194.7 pug/mL, 896 ug/mL and 235.7 pg/mL, respectively. IC,,
value of amphotericin B was detected as 0.026 ug/mL. IC, values
of studied agents and the number of live promastigotes are
shown in Table 1.

DISCUSSION

Cutaneus leishmaniasis is common in many regions of the world,
including our country. Today, the increasing number of patients
with immune deficiency increases the incidence of opportunistic
Leishmania infections. Use of pentavalent antimony compounds,
that is the first choice of leishmaniasis treatment, was restricted
due to several side effects and resistance development (10).
Thus, new treatment options are being considered.

One of the groups among the alternative treatment choices is
antifungal agents. Amphotericin B is the most commonly used
one in this group and it was approved by Food and Drug
Administration (FDA) for the treatment of visceral leishmaniasis.
Efficacy of azoles such as ketoconazole, itraconazole and flucon-

Table 1. The in vitro effects of various agents on L. tropica

Agents IC,, Concentrations | Number of
(ng/mL) (ng/mL) Promastigots
(x10%)
Moxifloxacin 194.7 4096 0
2048 0
512 1
256 12
128 25
16 35
Linezolid 896 4096 6
2048 14
512 25
256 30
128 35
16 35
Caspofungin 235.7 4096 0
2048 0
512
256 16
128 20
16 30
Amphotericin B | 0.26
Growth control: 35x10* cell/mL
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azole that inhibit ergosterol synthesis in fungus was tested on
leishmania species (11). Caspofungin is a new antifungal agent
and prevents fungus cell wall synthesis. A limited number of
studies were made researching the efficacy of caspofungin
against some species of protozoa. For example, it is found that
caspofungin is effective in 250 mg/L concentration against
Acanthomoeba species (12). In the present study, efficacy of
caspofungin was investigated in concentrations between 4096-
0.008 pg/mL on L. tropica, and the IC, value was found as 235
pg/mL. Studies on in vivo efficacy of caspofungin in different
Leishmania species will establish a better evaluation of possibil-
ity for using this agent in leishmaniasis treatment.

There are a limited number of studies evaluating the efficacy of
linezolid on protozoa. In a study regarding to efficiency of line-
zolid on Plasmodium falciparum, protein synthesis inhibitor
drugs such as doxycycline and azithromycin were used as con-
trols and antimalarial effects of these antibiotics was attributed
to being active against prokaryote organelles such as mitochon-
dria and apicoplast. However, it was found that linezolid is not as
efficient as others (13). In an immunodeficient patient wtih acute
granulomatous Acanthamoeba encephalitis, combination thera-
py with linezolid, meropenem, moxifloxacin and fluconazole
were found effective in survival (14). In the present study, the IC,,
value of linezolid, studied in concentrations between 4096-0.008
pg/mL, was found as a very high value of 896 ug/mL. The low
efficacy of linezolid against Leishmania was attributed to the dif-
ferent ribosome structure between parasites and bacteria.

Studies investigating the efficacy of fluoroquinolon antibiotics in
treatment of clinical leishmaniasis, are available (5, 15). It was
stated that DNA topoisomerase enzymes of trypanosomatide
parasites (Leishmania spp. and Trypanosoma spp.) are potential
targets in terms of selective inhibition. These enzymes have sig-
nificant structural and biochemical differences compared to their
homologues present in humans (5, 10). It was also found that
topoisomerase |l inhibitors are effective against Trypanosoma
cruzi and L. donovani amastigotes (16). In our study, IC, value of
moxifloxacin was found 194.7 ug/mL and this is the lowest value
among the studied agents. It was reported that some newly
synthesized fluoroquinolone derivations are effective against
Toxoplasma gondii and blood phases of P. falciparum (17). Also,
it was detected that fluoroquinolones are efficient against
Leishmania species in animal models and human macrophages
cell lines (10, 15, 16). Van Der Vliet et al. (15) reported a suppura-
tive Pseudomonas aeruginosa otochondritis along with CL ulcer-
ation and it is determined that ciprofloxacin is effective for treat-
ment of this infection. Hence, fluoroquinolones can be used
both for Leishmania infections and for secondary bacterial infec-
tions that may occur.

CONCLUSION

Moxifloxacin was found to be effective in lower concentrations
than the other studied agents against L. tropica promastigotes
and it was considered that it can be used as an alternative treat-

ment agent. Evaluation of the in-vivo effects of linezolid, caspo-
fungin and especially moxifloxacin is required for providing
more detailed information.
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Adana [li Gida Cahsanlarinda Giardia ve Cryprosporidium
Prevalanslarinin Farkli Yontemler ile Arastirilmasi

Investigation of Giardia and Cryptosporidiuum Prevalence with Different Methods in Adana

Food Workers

Ozlem Bayramoglu, Deniz Pekmezci, Fesem Basari

Adana Hifzissihha Enstitist Mudurligu, Adana, Turkiye

OZET

Amag: Giardia ve Cryptosporidium spp.'nin gida kaynakli salginlarda baglica etken olmalarindan dolayr gida ¢alisanlarda tasiyicihidgin
tespiti halk saghgini korumak agisindan oldukga énemlidir. Ancak tasiyicilarda nativ-lugol, asit-fast boyama gibi rutin yéntemler ile yalanci
negatif sonuclar rapor edilebilmektedir. Calismamizda gida calisanlarinda Giardia ve Cryptosporidium tanisinda kullanilan farkli analizlerin
karsgilagtirmasini yaparak portér taramasina uygun olan yéntemi tespit etmek amaclanmustir.

Yéntemler: Laboratuvarimiza portdr taramasi icin bagvuran 500 gida calisaninin digki rneklerinden nativ-lugol ve Kinyoun asit fast boyama
yontemleri ile mikroskobik inceleme, Direkt flouresan antikor testi (DFA) ve immunokromatografik test ile Giardia ve Cryptosporidium
antijen aramasi yapilmistir.

Bulgular: Calisma sonucunda Giardia spp. nativ-lugol inceleme yontemi immunokromatografik test ve DFA testi ile sirasiyla érneklerin
13'Unde (%2.6), 8'inde (%1.6), 24'inde (%4.8) saptanirken, Cryptosporidium spp. tespit edilmemistir. DFA testi referans yontem olarak
alindiginda Giardia spp. tespitinde, nativ-lugol yontemi ile immunokromatografik ydntemin duyarliigi ve 6zgulligi sirasiyla %54.1, %100 ile
9%33.3, %100 olarak bulunmustur.

Sonug: Calismamizda immunokromatografik yéntemin duyarliligini diisiik bulmamiz gida calisanlarinda tasiyiciligin tespiti icin uygun bir test
olmadidi dustindirmstir. Nativ-lugol ydonteminin diger parazitleri de tespit edebilmesi sebebiyle portér taramasinda mutlaka uygulanmasi
gerektigi ve bu yéntem ile Giardia ve Cryptosporidium igin negatif bulunan hastalarin, duyarliligi daha ytksek olan bir immunodiagnostik
test ile dogrulanmasi gerektigi sonucuna varilmistir. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 4-8)

Anahtar Sozciikler: Gida calisani, Giardia, Cryptosporidium
Gelig Tarihi: 05.03.2012 Kabul Tarihi: 30.11.2012

ABSTRACT

Objective: Carriage detection in food workers is very important in protecting public health from Giardia and Cryptosporidium infections
which are two of the major causes of food borne outbreaks. However, false negative results can be reported with routine methods such
as native-lugol and acid-fast staining in the carriers. In this study, we aimed to determine the appropriate method for carrier screening by
comparison of the different analyses used in the diagnosis of Giardia and Cryptosporidium in food workers.

Methods: Stool specimens of 500 food worker who applied to our laboratory for carrier screening were investigate by routine microscopic
examination with native-lugol and Kinyoun acid-fast stain method and searched for Giardia and Cryptosporidium antigens with Direct
Fluorescent Antibody (DFA) and immunochromatographic assay.

Results: As a result of the study, Giardia spp. was detected with native-lugol staining method, immunochromatographic assay and DFA
assay as 13 (2.6%), 8 (1.6%), 24 (4.8%) respectively of specimens whereas Cryptosporidium spp. was not determined. When DFA assay was
considered the reference method, sensitivity and specificity of the native lugol method and immunochromatographic assay were found to
be 54.1%, 100% and 33.3%, 100% respectively.

Conclusion: In our study, we were found low sensitivity of immunochromatographic method and it is inappropriate as a test for detecting
carriers in food workers. We concluded that, to be able to detect other parasites, the native-lugol method must be performed for screening
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carriers, and patients who were found Giardia and Cryptosporidium negative by this assay should be confirmed with more sensitive

immunodiagnostic method. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 4-8)
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GiRiS

Giardia ve Cryptosporidium tim dinyada diyarenin baslica et-
keni olmalarinin yanisira su ve gida kaynakli enfeksiyona en ¢ok
neden olan protozoonlardir (1). Enfeksiyonlari az gelismis ve ge-
lismekte olan Ulkeler basta olmak Uzere dnemini halen korumak-
tadir. Toplumda sporadik vaka olarak siklikla gérilmekle birlikte,
cok dnemli salginlara da yol agabilmektedirler (2).

Baslica fekal-oral yol ile bulasan Giardia ve Cryptosporidium akut
dénemde karnn agrisi, diyare, bulanti kusma gibi semptomlar ile
gorllmektedirler. Giardia spp.'nin kronik enfeksiyonunda gelisen
malabsorbsiyon 6zellikle cocuklarda biyime ve gelisme geriligi-
ne sebep olmaktadir. Cryptosporidium spp. ise sagdlikl kisilerde
asemptomatik veya hafif enfeksiyonlara sebep olurken immun-
sUpresyonlu veya yasl kisilerde agir seyirli diyare, pankreas, safra,
solunum yolu enfeksiyonlarina neden olarak 6limle de sonlana-
bilmektedir (3, 4).

Ulkemizde parazit prevalansinda yillara gére diisiis goriilmekle
birlikte dnemli bir halk saghgr sorunu olarak varligini devam et-
tirmektedir (5). Giardia ve Cryptosporidium spp. ile enfekte olan
kisilerde asemptomatik tasiyicilik gelisebilmektedir ve bu kisiler
surekli kist yayarak enfeksiyonun insanlara ve ¢evreye bulagma-
sinda 6nemli rol oynamaktadirlar (4, 6, 7). Parazitlerin bulagma-
si ve yayllmasi agisindan gidalarin Uretim, tasima, satis islerinde
calisan kisilerdeki tasiyicilik, bu kisilerde semptom olmadigindan
dolayi gizli kalmakta ve toplum saghgr icin dnemli bir tehdit olus-
turmaktadir (8). Bu parazitlerin enfeksiyona yol agan kist veya
ookist sayilarinin distk olmasi ve dis ortamda aylarca canli kala-
bilmeleri nedeniyle tasiyicilarin gida kaynakli bulagma ve salgin-
lar dnlemek icin mutlaka tespit edilerek tedavilerinin yapilmasi
gereklidir (9, 10). Ulkemizde gida sektoriinde calisanlarin 6 ay ara
ile barsak parazitleri agisindan diizenli olarak kontrollerinin yapil-
masi yasal bir zorunluluktur (11).

Giardia ve Cryptosporidium halk sagligi agisindan énemli pro-
tozoonlar olmakla birlikte asemptomatik tasiyici olan kisilerde
tespiti icin kullanilan rutin tani metodlan yetersiz kalmaktadir
(12). Giardia kist formunun aralikh olarak ve farkli sayilarda digkiya
salinmasi nedeniyle nativ-lugol incelemesi ile %10-50 oraninda
yanlis negatif sonug verilebilmektedir. Cryptosporidium ookistle-
rinin sayisinin asemptomatik bireylerde oldukga az olmasi, degis-
ken boyanmalari ve kiclk boyutlu olmalarindan dolayi Kinyoun
asit fast boyama ile saptanmasi oldukga farklilik géstermektedir
(3, 13). Son yillarda yiksek duyarlilik ve 6zgillige sahip olmalan
nedeni ile antijen tarama testleri olan Direct Flouresan Antibody
(DFA) testi, Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) ve im-
munokromatografik testler gibi immunodiagnostik testler en cok
tercih edilenler arasinda yer almistir (3, 7, 14). Ancak tlkemizde
bu yéntemler semptomatik olan hastalarda tani amach kullanil-
makta, portdr analizi amaciyla diskida parazit incelemesi sadece
nativ lugol yontemi ile yapilmaktadir (15-17).

Biz bu ¢alismada portér taramasi icin bagvuran kisilerde Giardia
ve Cryptosporidium spp. tanisinda kullanilan nativ-lugol boyama,

Kinyoun asit fast boyama, DFA ve imminokromatografik yon-
temlerin kargilagtirmasini yaparak rutin ¢aligmalara uygun olan
yontemi tespit etmeyi amacladik.

YONTEMLER

Calismaya 01.04.2011 ve 30.06.2011 tarihleri arasinda laboratu-
varimiza portdr taramasi icin bagvuran Adana ilinin farkli bolge-
lerinden gelen ve hicbir semptomu olmayan 500 gida sektori
calisaninin digki érnekleri alinmistir. Calisma hakkinda kisilere
s6zIU bilgi verilip géndlld katiimlan saglanmistir. Alinan diski or-
neklerinden nativ-lugol boyali preparat ile rutin mikroskobik in-
celeme, Kinyoun asid fast boyama yontemi ile Cryptosporidium
spp. arastirlmasi, DFA testi (Crypto/Giardia cel, Cellabs Pty Ltd,
Australia) ve immUnokromatografik test (Certest Crypto-Giardia
Blister test, Certest Biotec, Spain) ile Giardia ve Cryptosporidium
antijen aramasi yapilmistir (18-21).

Orneklerin Hazirlanmasi

Vida kapakli digki kaplarina alinan érnek 30 dakika icinde isleme
alinmistir. Digki 6rneginin bir kismi formol iceren parazit yogun-
lagtirma tlplne (DiaSys Ltd,UK) aktariimis ve Gzerine 1/3 oranin-
da eter eklenerek formol eter ¢oktirme yontemi ile konsantre
edilmistir (22). Ornegin diger bir kismi immiinokromatografik test
icin kit icerisinde bulunan érnek toplama tipine konulmustur.

Nativ-Lugol Boyali Preparat

Formol eter ¢oktlrme yéntemi ile konsantre edilen 6rnek ile ha-
zirlanan preparat 1sik mikroskobunda x10 ve x40 buyltmeli ob-
jektif ile incelenmistir.

Kinyoun Asid Fast Boyama

Konsantrasyon sonrasi sedimentten hazirlanan preparatlar sk
mikroskobunda x100 objektif ile incelenerek 4-6 pm pembe-kir-
mizi boyanan Cryptosporidium ookistleri arastirilmigtir.

immunokromatografik Test

Calismaya alinan digki érneklerinde kalitatif olarak Giardia ve/
veya Cryptosporidium antijenlerini saptayabilen test ile analiz
yapilmistir. Kit icinde bulunan 6rnek toplama tiplne alinan dig-
ki numunesi Uretici firmanin 6nerileri dogrultusunda caligilmigtir.
Test sonuglar ¢aligma bittikten sonra 10 dakika icinde okunmus-
tur. Kontrol bélgesinde bulunan yesil renkte bant olusumu g6z-
lendikten sonra mavi renkte Giardia sonug c¢izgisi, kirmizi renkte
Cryptosporidium sonug ¢izgisinin olusmasi gézlenmistir (20).

DFA Testi

Analiz Giardia kist ve Cryptosporidium ookistlerini birlikte sapta-
yabilen DFA kiti ile yapilmigtir. Caligma igin 3 kuyucuklu teflonlu
lamlar kullanilmistir. 10 pL konsantre 6rnek ince bir tabaka ha-
linde kuyucuga yayilarak tretici firmanin énerileri dogrultusunda
test uygulanmigtir. Tm kuyucuklar kapatma sollsyonu ile kap-
landiktan ve lamel ile kapatildiktan sonra 2-8°C'de karanlikta
saklanarak 1 saat icinde incelemeye alinmistir. Her bir kuyucuk
flouresan mikroskopta (490 nm eksitasyon, 530 nm emisyon filt-
releri ile) x10 ve x100 objektifte taranmistir. Siyah zeminde parlak
yesil flouresan veren 2-6 um boyutunda oval veya yuvarlak sekil-
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Tablo 1. DFA yéntemine gore diski drnegdinde Giardia spp. saptamasinda tani testlerinin performans degerlendirme sonuglari

Testler Duyarlilik (%) Ozgiilliik (%) | Pozitif prediktif deger (%) | Negatif prediktif deger (%)
Nativ-lugol 54.1 100 100 97.7
immunokromatografik test 333 100 100 96.7

de olan kistler Cryptosporidium ookisti, 8-12 pm boyutlarinda ve
elips seklinde olan kistler Giardia kisti olarak degerlendirilmistir.
Kit icerisinde bulunan pozitif kontrol slaydi ile agilan her yeni ku-
tudan calisma uygulanarak kitin kalite kontroli yapilmistir (21).

Direct Flouresan Antibody analizi sirasinda 10 pL érnegin konul-
dudu kuyucudun tim alaninda gérilen toplam Giardia kistleri
sayllmis ve her hasta icin kaydedilmistir. Hastalar, tespit edilen
kist sayisina gére 1-10 arasinda ise 1 pozitif, 11-20 ise 2 pozitif, 21-
30 arasinda ise 3 pozitif, >30 ise 4 pozitif olarak siniflandinlmigtir
(23). Ayni hastalarin diger yontemler ile de elde edilen sonuglan
kaydedilmistir. Duyarlilik ve 6zgullik hesaplamalarinda DFA testi
referans yontem olarak alinmigtir (3, 13, 24).

BULGULAR

Caligmaya alinan 500 gida ¢alisaninin 1511 (%30.2) bayan, 349'u
(%69.8) erkek ve yas ortalamalari 32 (18-55) olarak belirlenmistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda Giardia spp. direkt mikroskobik in-
celeme ile 13'linde (%2.6), immunokromatografik test ile 8'inde
(%1.6), DFA testi ile 24'linde (%4.8) saptanirken, Cryptosporidium
spp. orneklerin hicbirinde tespit edilmemistir.

Direct Flouresan Antibody test referans yéntem olarak alindi-
Jginda diski érneginde Giardia spp. tespitinde nativ-lugol yonte-
minin duyarliigr %54.1, 6zgulligu %100, immunokromatografik
yontemin sirasiyla %33.3 ve %100 olarak bulunmustur. Testlerin
pozitif prediktif deger ve negatif prediktif degerleri Tablo 1'de
gOsterilmistir.

Direct Flouresan Antibody testi ile 10 pyL 6rnegdin bulundugu
kuyucukta tespit edilen Giardia kist sayisina gore siniflandirma
yapildiginda; 1-10 kistin gorildigu ve 1 pozitif olarak degerlen-
dirilen 7 hasta diger iki yontem ile negatif olarak bulunmustur.
immunokromatografik test ile sadece 4 pozitif olan 10 hasta sap-
tanabilmistir. Yapilan siniflandirmada diger yontemler ile tespit
edilen hasta sayisi Tablo 2'de verilmistir.

TARTISMA

Yapilan caligmalarda DFA testi giardiazisde referans yontem ola-
rak tanimlanmistir ve diger parazitler ile capraz reaksiyon tespit
edilmemistir. Ayni zamanda DFA testi ile Giardia ve Cryptospo-
ridium birlikte arastinlabildidi icin kisa stirede iki parazite iligkin
sonug verilebilmesinin avantaj oldugu belirtilmistir (3, 13, 25).

Calismamizda 500 gida calisaninin digki 6rnegdinde nativ lugol
preparat incelemesi ile 13'Unde (%2.6), immunokromatografik
test ile 8'inde (%1.6), DFA testi ile 24'Unde (%4.8) Giardia spp.
saptanmistir. Cryptosporidium spp. drneklerin hicbirinde tespit
edilmemistir. Aragtirmamizda DFA testi referans yontem olarak
kabul edildiginde Giardia spp. tanisinda direkt mikroskobik ince-
leme yénteminin duyarlihdi %54.1 6zgulligi %100 olarak belir-
lenmistir. Kustimur ve ark. (26) duyarliidi %30,8 6zgulligu %99.8,
Alles ve ark. (27) sirasiyla %66.4, %100 olarak tespit etmiglerdir.

Tablo 2. DFA testi ile Giardia kisti yogunluguna gore ayrilan
gruplarda diger yontemler ile pozitif bulunan hasta sayis

Hasta* DFA | Nativ- lugol | immunokromatografik
test

1 pozitif 7 - -

2 pozitif 3 1 -

3 pozitif 4 2 -

4 pozitif 10 10 8

Toplam 24 13

*DFA testi ile 6rnege ait kuyucuktaki tim alanda;

1 pozitif-1-10 kist

2 pozitif-11-20 kist

3 pozitif-21-30 kist

4 pozitif->30 kist

Ozkan ve ark. (25) DFA testi ile pozitif olarak saptadiklan 29 digki
orneginin sadece 17'sinde nativ-lugol yéntemi ile pozitiflik bul-
muslardir. Benzer olarak aragtirmamizda DFA testi ile 24 digki 6r-
negini pozitif olarak bulurken bu hastalarin 13'Gnde nativ-lugol
yontemi ile Giardia spp. tespit edilmistir. Giardiazisli hastalarda
nativ lugol gibi rutin tani metod|ari bu organizmayi tespit etmek-
te yetersiz kalmaktadir.

Portdr taramasi igin kurumumuza bagvuran ve sikayeti olmayan
kisilerde Giardia spp. tespiti i¢in uyguladigimiz immunokroma-
tografik testin duyarlihigininin %33,3, 6zgulligunin %100 oldugu
calisgmamizda belirlenmigtir. Gastrointestinal sistem sikayeti olan
hastalarda yapilan caligmalarda Oster ve ark. (28) %58 ve %99,
Johnston ve ark. (13) %81.3 ve %99.5, Weitzel ve ark. (29) %44.4
ve %100 olarak bulmuglardir. Calismamizda immunokromatogra-
fik test ile duyarlih@in disik olma sebebinin calisma grubunun
asemptomatik kisilerden olusmasindan kaynaklandigi dislnul-
mustlr. Kist sayisinin az olmasi testin duyarliligini azaltmakta ve
yalanci negatifliklere sebep olmaktadir.

Bagirsak parazitlerinin bulagsmasi agisinda gidalarin Gretim, isle-
me, saklama ve sunma zincirinde en 6nemli halkayi gida calisan-
lari olusturmaktadir. Ulkemizde gida calisanlarinda Giardia spp.
prevalansi bdlgelere gore oldukca degiskenlik géstermektedir.
Direkt mikroskobik inceleme yontemi ile Malatya'da %2, Aydin'da
%1.7, Mersin'de %3.2, Ordu’da %3.4, Tokat'da %2.8, Manisa'da
%24.6, Van'da %2.84, Sanlurfa’da %26.8 olarak gorilmustdr (8,
15-17, 30-33). Bolgeler arasindaki farkliligin sosyoekonomik di-
zey, kiltdr, altyapr gelismislidi ile ilgili oldugu distnilmektedir.
Ancak bu caligmalar duyarliligi distk olan direkt mikroskobik
incelemeye dayali oldudu icin prevalans sonuglan oldugundan
daha disik gérinmektedir. Calismamizda nativ-lugol yontemiile
saptadigimiz %2.6 Giardia spp. pozitiflik sonucunun bélgemiz ve
cevresi ile uyumlu oldugu gorilmustir. DFA testi ile ayni calisma
grubunda saptadigimiz %4,8 orani rutin diski baki yontemi sira-
sinda hastalarin bir kismina yalanci negatif sonug verilmesinden
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dolayi tedavi olmadiklarini ve bu kisilerin toplumu riske etmeye
devam ettiklerini digtindirmustir.

Aragtirmamizda digki érneklerinden Cryptosporidium tanisi igin
yapilan Kinyoun asit fast boyama, DFA ve imminokromatog-
rafik yontemler ile pozitiflik saptanmamistir. Garcia ve ark. (12)
Cryptosporidium spp. ile enfekte semptomatik bireylerin dis-
kisinda cok sayida ookist bulundugunu ve akut enfeksiyonun
iyilesme ddéneminde veya hastalar asemptomatik olduklarinda
bu sayinin dramatik bir sekilde azaldigini belirtmislerdir. ishal si-
kayeti olan hastalar ile yapilan arastirmalarda modifiye asit fast
boyama ile %1.95-%11.8, semptomatik olmayan kisilerde ise
%1.14-%3.1 arasinda prevalans bildirilmistir (6, 34-36). Tamer ve
ark. (37) 16semi ve lenfomali cocuklarda cryptosporodiasis preva-
lansi arastirmasinda ishali olan grupta Kinyoun asit fast boyama
ile %7.86 ELISA ile %12.35 saptarken, ishali olmayan kontrol gru-
bunda tespit etmemiglerdir. Farkli bir ¢aligmalarinda ishali olan
eriskin grupta Kinyoun asit fast boyama ile %3.8 ELISA ile %6.25
bulunmus, kontrol grubunda goérilmemistir (38). Calismamizda
Cryptosporidium pozitifligi saptamama nedeni olarak arastirma
grubumuzun hicbir semptomu olmayan kisilerden olugmasindan
kaynaklandigi sonucuna vardik. Ayrica, mikroskobik yéntemle
Cryptosporidium spp. tanisi koymak 6zellikle digskida az sayida
ookist oldugunda zordur. Ozkan ve ark. (25) 272 diski ornegin-
de DFA testi uyguladiklarinda 4'inde (%1.5) Cryptosporidium
ookistleri saptarken, mikroskobik inceleme yoénteminde tespit
etmemiglerdir.

Yapilan arastirmalarda Cryptosporidium spp. tanisi icin modifiye
asit fast boyama ydnteminin duyarlihgi %54.8-%88.3 arasinda, 6z-
gullugiu %98.7-%100 olarak bulunmustur (12, 13, 27). immunokro-
matografik tani testlerinin ise sirasiyla %67.6-%75 ve %98.5-%98.7
arasinda oldugu bildirilmistir (13, 29).

Galismamiz sirasinda DFA analizinde 10 pL digki 6rneginde goru-
len toplam Giardia kist sayisina gére gruplandirma yapildiginda
bu gruba giren hastalann mikroskobik inceleme ve immunokro-
matografik test ile saptanma oraninda farkliliklar oldugu gézlen-
mistir. DFA testi ile 1 pozitif (1-10 kist) olan 7 érnekte Giardia kisti
diger iki yontem ile tespit edilmemistir. immunokromatografik
test yalnizca 4 pozitif olan gruptaki hastalarda pozitif sonug vere-
bilmistir. DFA testi ile pozitif bulunan hastalarin diski 6rneginde
Giardia kist sayisi azaldik¢a diger testler ile saptanma oraninin
distigu gorilmuistir. Bu duslts diskida kist sayisinin az oldugu
durumlarda mikroskobik inceleme ve immunokromatografik test
duyarliliginin neden az oldugunu da agiklamaktadir. Benzer ca-
lisgma olarak Johnston ve ark. (13), Garcia ve ark. (14) Giardia ve
Cryptosporidium spp. tanisinda 6rnekteki organizma sayisinin
mikroskobik inceleme ve immunokromatografik testin duyarlilid
icin cok nemli olduguna dikkat cekmiglerdir.

SONUC

Portér taramast icin bagvuran gida ¢alisanlarinda immunokroma-
tografik ydntemin uygun bir test olmadidi distnilmastir. Nativ-
lugol yonteminin diger parazitleri tespit edebilmesi sebebiyle
portor taramasinda mutlaka uygulanmasi gerektigi ve bu yéntem
ile Giardia ve Cryptosporidium igin negatif sonug bulunan hasta-
larin duyarliligi daha yiiksek olan immunodiagnostik test ile dog-
rulanmasi gerektigi sonucuna varilimistir.
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Cryptosporidiosis’in Serolojik ve Mikroskobik Tespiti ve [gme
Sulariin Ookist Yoniinden Incelenmesi

Investigation of Cryptosporidiosis by Serologic and Microscopic Method and Examination of

Tap Water Samples for Oocysts

Cihangir Akdemir

Dumlupinar Universitesi Saglik Yiiksekokulu, Kiitahya, Tiirkiye

OZET

Amag: Bu calismada Dumlupinar Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'ne karin agrisi, mide bulantisi, kusma ve ishal gibi cesitli gastrointestinal
sistem sikéyetlerle mlracaat eden hastalarda cryptosporidiosis arastirilmistir. Arastirma sliresince evlerden ve sehirdeki muhtelif cesmelerden
alinan su drnekleri Cryptosporidium spp. ookistleri ydniinden incelenmistir.

Yéntemler: Diskilar Kinyoun karbol fuksin boyasiyla boyanmis ve ookist yéninden incelenmistir. Mikroskobisi yapilan diskilardan birer
numune porsiyonlanarak usulline uygun muhafaza edilmistir. Digkida antijenik teshis icin dondurulmug érnekler, muhafaza edildigi ependorf
tuplerden cikarilarak bir defada ¢ozllmeleri saglanmis ve Elisa testi ile (Ridascreen® Cryptosporidium R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany)
Cryptosporidium spp. antijenleri yéniinden arastinlmistir. Calismada 30 adet 10 It'lik su érnegdi vakum pompasi ile (0.45 mp) slzllmis ve
filtratlar Kinyoun karbol fuksin boyasi ile boyandiktan sonra mikroskopta incelenmistir.

Bulgular: Toplam 146 hastaya ait digkilarin Kinyoun karbol fuksin ile boyanarak incelenmesiyle 4'linde (%2.7) ookist gdzlenmistir. Ayni
orneklerin ELISA ile arastinlmasinda ise 5'i (%3.4) pozitif degerlendirilmistir. Mikroskobik inceleme ile ookist bulunan 4 érnek ELISA
yontemiyle de pozitif belirlenmistir. Icme sularinin incelenmesinde sadece bir rnekte (%3.3) ookist tespit edilmistir.

Sonug: Kitahya'da cryptosporidiosis'in yayilimi %3.4 olarak belirlenmis, kullanilan teshis yéntemleri, cinsiyet ve yas faktéri (p>0.05)
anlamli bulunmamistir. Su érneklerinin %3.3'Unde (1/30) ookist tespit edilmis olmasi hastaligin epidemiyolojisine bagka faktérlerin de etkili
olabilecegini dustindirmustir. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 9-12)

Anahtar Sézciikler: Cryptosporidiosis, epidemiyoloji, su
Gelig Tarihi: 29.02.2012 Kabul Tarihi: 28.11.2012

ABSTRACT

Objective: This study surveyed the prevalence of cryptosporidiosis in patients who were treated in Dumlupinar University Medical Faculty
Hospital for various gastrointestinal complaints such as abdominal pain, nausea, vomiting and diarrhea. Water samples were taken from
various homes and fountains.

Methods: Stool samples were investigated for the presence of oocysts with Kinyoun's carbol fuchsin staining method. After miscroscopic
analysis, samples were preserved. These frozen samples were thawed promptly for antigenic diagnosis (Ridascreen®, R-Biopharm AG,
Darmstadt Germany). Thirty units of ten-liter water samples were filtered by a vacuum pump (45 um). Filtered materials were stained through
Kinyoun's carbol fuchsin staining method and examined.

Results: Stool samples taken from a total of 146 patients were examined for oocyst presence and 4 individuals (2.7 percent) were found to
be positive. Elisa tests of the same samples proved 5 individuals (3.4 percent) as positive for specific antigens. Only one water sample was
diagnosed as positive for oocysts.

Conclusion: Cryptosporidiosis was found to be present in 3.4 percent of this group of people, and the distribution of infection among
subjects was understood to be not statistically meaningful by gender, age and identification methods (p>0.05). Finding of oocysts in only one
sample out of 30 (3.3%) led to a need for reconsideration of other causal factors in the epidemiology. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 9-12)
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GiRiS

Cryptosporidium tirleri insanlarin da i¢inde bulundugu evcil-
yabani bir¢cok canlinin &ncelikle sindirim sistemi epitel hicre
mikrovilluslarina invaze olan, ookistleri yuvarlagimsi, yaklasik 4-7
pm ¢apinda, i¢inde 4 sporozoit bulunduran, monoxen, apikomp-
leksan protozoonlardir. immiin sistemi baskilanmis kisilerde akci-
Jer, 6zefagus, mide, karaciger, pankreas, safra kesesi, duode-
num, kolon, rektum, ortakulak ve konjuktivaya da yerlesebilmek-

tedir (1).

Parazitin zoonoz 6zelligi ve fekal-oral yol kullandigi bilinmekle
beraber insandan insana icme suyu ve gida maddeleriyle bulasa-
bilecegi ve salam, sucuk, sakatat ve ¢ig sut gibi tiketim madde-
lerinin de rolt oldugu bildirilmistir (2). Olgularin yaklasik %10'unun
gidalardan kaynaklandigi ve nazokomiyal enfeksiyon etkeni
oldugu da ifade edilmistir (3, 4).

GuUnUmUze kadar bildirilen Cryptosporidium tirlerinden en az
8'inin (C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis, C. canis, C.
suis, C. muris ve C. andersoni) ve 40'dan fazla genotipten 7'sinin
insanlar direkt, bir kisminin ise rastlantisal olarak enfekte ettigi
bildirilmistir (5). C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis, C.
canis ve C. rabbit genotipleri insanlarda patojen olarak deger-
lendirilmis, cografik sartlara gore dedismekle birlikte enfeksiyon-
larin ana unsuru olarak C. parvum ve C. hominis'e dikkat ¢ekil-
mistir. C. hominis insandan insana, C. parvum’un ise hem insan-
dan insana hem de hayvandan insana bulastan sorumlu tutul-
maktadir (6, 7).

Enfeksiyonun 10 ookist alimiyla baglayabilecegdi, ileum ve jeju-
num tutulumu ile birlikte siddetli diyare goérilebilecedi, hafif
ates, halsizlik, bas ve kas agrilan, kuvvet ve istah kayiplarinin da
hastaligin semptomlar arasinda oldudu ifade edilmistir (8, 9).
Cryptosporidiosis'den kaynakli diyarenin bol, sulu mukuslu oldu-
Ju, I8kosit ve eritrosit icermedidi ve tedavi olmaksizin da hasta-
igin klinik belirtilerinin birkag glin ve birkag hafta arasinda kendi-
liginden gecebilecedi bildirilmis olmasina karsin, immin yetmez-
lilerde kolesistit, hepatit, pankreatit ve solunum sistemi enfeksi-
yonlarina da neden olabilmektedir (1, 8).

Calisma Dumlupinar Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine
bulanti, kusma ve ishal gibi ¢esitli gastrointestinal sikayetlerle
miracaat eden hastalarda Cryptosporidium spp.'nin arastirilmasi
ve il merkezinden temin edilen igme sularinin ookist yéninden
incelenmesiyle gerceklestirilmistir.

YONTEMLER

Diski incelemeleri

Dumlupinar Universitesi Tip Fakdiltesi Hastanesi’'ne bulanti, kusma,
karin agnsi ve ishal gibi cesitli gastrointestinal sistem sikayetleriyle
2009 Mayis-2010 Eyldl aylan arasinda miracaat eden ve yaslan
1-79 arasinda degisen toplam 146 (893,572) hastaya ait digkilar
Cryptosporidium spp. ookistleri ydniinden incelendi.

Digki 6rneklerinin laboratuara kapakli sizdirmaz steril kaplar iceri-
sinde gelmesi sagland!. ishalli olanlar ince bir firca yardimiyla lama
yayildi ve havada kurumaya birakildi. Kivamli olanlarda ise formol
etil asetat yontemiyle coklastirma islemi uygulandi ve elde edilen
sedimentten yayma yapildi. Kuruyan preparatlar boyama sehpa-
sinda Uzerleri tamamen absolit metanol ile kapatilarak bir dakika

beklendi ve tespitin ardindan alkoliin stizilmesi saglandi. Kinyoun
karbol fuksin boyasiyla (bazik fuksin 4gr+etil alkol (%95) 20
mL+fenol 8 ml+distile su 100 mL) 5 dakika sireyle boyandi. Lam
Uzerinde kalan boyanin slzilmesi saglandiktan sonra %50'lik etil
alkolle boyanin fazlasi giderilerek hafif akan musluk suyu ile yikan-
di. Asit-alkolde (%1) 1-2 dakika bekletildi ve musluk suyu ile yika-
narak metilen mavisi bulunan salede bir dakika streyle boyandi ve
tekrar musluk suyu ile yikanarak kurumaya birakildi. Hazirlanan
preparatlarda mikroskobun (Nikon 80i) 100x objektifinde mavimsi
zeminde yaklasik 4-7um boyutlarinda pembe-kirmizimsi renkte,
yuvarlak ve ovale degisen boyutlarda etkenler arastirild.

Cryptosporidium spp. ookistlerinin digskida antijenik teshisi icin
porsiyonlanmig ve icine herhangi bir koruyucu madde konulma-
mig olan drnekler muhafaza edildigi ependorf tipler icinde
-80°C'lik dondurucudan (Revco®) cikarildi ve bir defada ¢ozilme-
leri saglandi. Test ureticisinin (Ridascreen® Cryptosporidium
R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany) belirttigi sekilde digk
ornekleri sulandirldi. Calkalayicida tamamen ¢oziinmesi saglan-
di ve 100 pL hacmindeki érnekler kuyucuklara ilave edildi. Pozitif
ve negatif kontrollerin ilavesi ve gerekli inkibasyon asama ve
strelerinin (konjugat ve substrat) tamamlanmasinin ardindan
stop sollsyonu ilave edilerek 450 nm’de ELISA okuyucusunda
okunarak sonuglar degerlendirildi.

icme Suyu incelemeleri

Hastaligin dnemli bulag yollarindan biri oldugu kabul edilen icme
sularinin incelenmesi icin Kitahya ilini érnekleyecek sekilde 30
ayri noktadan numuneler temin edilmistir. On litrelik temiz
bidonlara alinan &rnekler ayni gin icinde incelenmistir.
Numunelerin 20'si sebeke suyunu érneklemek icin evlerden, 10'u
ise farkli mahallelerde bulunan, Kitahya Belediyesine ait su tan-
kerleri ile depolarina dolumu yapilarak halkin kullanimina sunu-
lan ve yoresel adi ‘incik’ olan cesme sularnin incelenmesiyle
gerceklestirilmigtir. Tirkmen Dagi'nin (1826 m) bati eteklerinden
cikan kaynak suyunun ilimizdeki muhtelif cesmelerden su bidon-
larina alinarak tlketilmesi nedeniyle incelemeye dahil edilmistir.

Su 6rnekleri 0.45 pm godzenekli sellloz asetat membran filtresi
(Sartorius) monte edilmis vakum pompasindan gecirilerek stzil-
mustdr. Filtre Gzerinde kalan partikiller ayni érnedinin 20 mLsi
icerisinde yikanmis ve bu yikama suyu 2500 rpm’de 10 dakika
santriflj edilmistir. Dipteki ¢okintl lam Gzerine alinarak her bir
ornek icin 3 adet kalin yayma hazirlanmis ve Kinyoun karbol fuk-
sin boyasi ile boyanarak mikroskop altinda (100X) incelenmistir.
Elde edilen sonuglar SPSS.13 programi ile degerlendirilmistir.

BULGULAR

Laboratuara getirilen diski drneklerinin boyanarak mikroskop
altinda incelenmesiyle 4'inde (%2.7) ookist gdzlenmis, ayni
drneklerin ELISA ile test edilmesinde ise 5'i (%3.4) pozitif olarak
degderlendirilmistir. Mikroskobik incelemede 13-25 ve 26 ve lzeri
yas gruplarinda ikiser, spesifik antijen arastirlmasiyla ise 0-12 yas
grubunda bir, 13-25 ve 26 ve Uzeri yas gruplarinda ikiser olguda
ookist tespit edilmistir.

Mikroskobik inceleme ile ookist bulunan 4 &rnek ELISA ydnte-
miyle de pozitif degerlendirilmis, 0-12 yas grubunda ise bir érnek
ELISA ile pozitif tespit edilmis olmasina kargin mikroskobik yon-
temle ookist tespit edilememistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Cryptosproridium spp. ookisti saptanan hastalara ait yas, cinsiyet ve test sonuglari

Test Yontemi Cinsiyet
Yas Kinyoun Karbol F. Boyama ELISA Testi Kadin Erkek Toplam Olgu
Pozitif n=4 (%) Pozitif n=5 (%) n=2 n=3 n=5
0-12 - (00.00) ! (2800) 1 - 1
1395 2 (§O§OO) 2 (gOQ.OO) 1 1 )
26 ve istii 2 (50.00) 2 (40.00) B ) )
34 34
Toplam 4 5 2 3 5

Tablo 2. icme sularinda Cryptosporidium spp. ookisti aranmasi

Ornek Ornek Sayisi | Pozitif (n) | Negatif (n)
Sebeke Suyu 20 — 20 (%100)
incik Suyu 10 1(%10.0) 9 (%90.0)
Toplam 30 1 (%3.30) 29 (%96.7)

Sehir sebeke sularindan alinan érneklerin incelenmesinde ookist
bulunmamis, cesmelerden (incik Suyu) alinan &rneklerin ise bir
tanesinde (%10) olmak Uzere genel olarak toplamda da bir
numunede (%3.3) ookist tespit edilmistir (Tablo 2).

TARTISMA

Cryptosporidiosis'in yayilimi Ankara'da %1.6-5.6, Eskisehir'de ise
%3.6-4.5, oranlarinda bildirilmistir (10-14). Kocaeli'nde |6semi ve
lenfoma tanili cocuklarda mikroskobi ile %7.86 serolojik yéntemle
ise %6.25-12.35 oraninda saptanmistir (15, 16). Etken Bursa'da
%0.6, izmir'de ise %0.42 oraninda bildirmistir (17-19). Mersin'de
ilkokul 6grencilerinde %5.5 oraninda bulunmus, ayni ilde farkl bir
calismada ise prevalansi %2.8 belirlenmistir (20, 21). Adana’na
mikroskobik yontemle %5.2, ELISA ile ise %24.03 oraninda saptan-
mig, enfeksiyonlarin %67.6'sinin 0-12, %10.8'inin 13-30, %21.6'sinin
ise 30 ve Uzeri yas grubunda gorildigind bildirmistir (22).
Calismamizda olgulann %20'si 0-12 yas grubunda, %40'ar ise 13-25
ve 26 ve Uzeri yas gruplarinda gozlenmistir. Malatya'da ishalli olgu-
larda %1.6 oraninda belirlenmistir (23). Van'da, mikroskobik yon-
temle %1.95, ELISA ile %4.9 oraninda saptanmig ayni ilde mezba-
ha calisanlarinda ise %1.14 oraninda belirlenmistir (24, 25).

Ispanya’da seroprevalans %6.25, Filistin'de (Gazze) mikroskobik
%14.9, ELISA ile ise %16.3 belirlenmis ve kiz cocuklarinda enfek-
siyon anlamli sekilde ylksek bildirilmistir (26, 27). Arastirmada
parazitin varligi ile cinsiyet faktorl arasinda anlamli iliski bulun-
mamistir (p>0.05). Misir'da mikroskobi ile %5.11, imminokroma-
tografik olarak ise %5.88 oraninda tespit edilmistir (6).
Venezuella'da prevalans %89, Peru’'da ise enfeksiyon %1-2 ora-
ninda bildirilmistir (28-30). Peru'da C. hominis'den kaynakli ant-
roponotik cryptosporidiosisin predominant oldugu ifade edil-
mistir (30). Aragtirmamizda etkenler Cryptosporidium spp. olarak
belirlenmis tur tayini yapiimamustir.

Mersin'de icme sularinin %11.36's1, atik sularin %21'i ve deniz
suyu orneklerinin ise %2.85'inde ookist tespit edilmistir (31).
Van'da ylizeyel kaynak sularinin %1.57'si, sebeke i¢cme sularinin

%0.82'si, kirsal bolge sularinin %1.55'i ve sehir ve ilge merkezle-
rindeki icme sularinin ise %0.80'inde ookist oldugu bildirilmistir
(32). ilimizde sehir sebeke su érneklerinde ookist gdézlenmemis
ancak depolarina dolum yapilmak suretiyle halkin kullanimina
sunulan cesmelerden alinan bir drnekte tespit (%10) edilmistir.

SONUC

Kutahya'da Cryptosporidiosis mikroskobik yontemle %2.7, spesi-
fik antijen aranmasiyla %3.4 oraninda saptanmstir. Arastiricilarin
bildirdiklerine paralel olarak ELISA testinin duyarliliginin yiksek
olmasi bir olgunun (%0.68) fark edilmesini saglamistir.

flimizde hiikim siiren karasal iklim &zelliklerinin, etkenin canlihgi-
ni strdirebilecek sartlan kisitladigini ve yayilimi azaltan bir bari-
yer olusturdugunu dustindirmektedir. Sehir sebekesinden alinan
orneklerde ookist tespit edilmemis ancak halkin kullanimina agik
cesmelerden temin edilen drneklerin bir tanesinde (%10) ookist
saptanmis olmasinin alt yapi imkénlarinin nispeten iyi oldugunu,
hastaligin epidemiyolojisinde sehir merkezindeki muhtelif yerler-
de bulunan halk ¢esmelerinin roli olabilecedi ve icme suyu
disinda bagka faktorlerin de olabilecegini disindirmektedir.

Arastirmada sadece icme sularinin incelenmesi ve drneklerin il
merkezi ile sinirli olmasi oranlarin diigtik ¢itkmasini destekler nite-
likte olmakla birlikte konvansiyonel yéntem kullanilmig olmasinin
da bir dezavantaj olabilecegini akla getirmektedir.

Calismadan elde edilen bulgular arastincilarin bildirdiklerine
paralel dederlendirilmis, olgulardaki yas ve cinsiyet farkliliklari
anlamli bulunmamistir (p>0.05). Mikroskobik incelemede etken-
lerin gbzden kacabilme ihtimaline kargin, laboratuar imkanlarinin
elverdidi dlclide cryptosporidiosis'i diglindlren vakalarda digki-
nin serolojik yéntemle incelenmesinin uygun olacadi ve il gene-
linde butin su kaynak/atiklarinda, tiketilen yas sebze/meyvele-
rin yikama sularinda molekiler tabanli tani yontemleriyle ookist
saptayacak calismalarin planlanmasi gerektigi distnilmektedir.
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Blastocystis sp. Subtip 3 Small-subunit Ribozomal Geninin Klonlanmasi

Cloning of Blastocystis sp Subtype 3 Small-subunit Ribosomal DNA
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OZET

Amag: Blastocystis'in farkli alttipleri veya genetik varyasyonlarinin farkli klinik semptomlara sebep oldugu veya asemptomatik seyrettigi
dustintlmektedir. Bu calismada Blastocystis'in SSUrDNA gen kisminin klonlanmasi amaclanmistir.

Yéntemler: Calismada Blastocystis sp. ile enfekte bir hastanin diskisindan DNA izole edilmistir. SSUrDNA genomik kisminin ¢ogaltilmasi
icin Blastocystis spesifik primerler kullanilmigtir. Cogaltilan DNA parcasi plazmid spesifik primerler kullanilarak bir plazmid igine klonlanarak
sekanslanmistir. Elde edilen DNA dizisi BLAST ile analiz edildi ve MEGA yazilimi kullanilarak filogenetik agag olusturulmustur.

Bulgular: Calismamizda elde edilen Blastocystis izolatinin subtip 3 oldugu tespit edilmistir.

Sonug: Klonlanan ve sekanslanan hedef genomik bélgesinin filogenetik analiz calismalarinda kullanilabilecedi distintlmektedir.

(Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 13-8)

Anahtar Sézciikler: Blastocystis sp. SSUrDNA, klonlama, subtip
Gelig Tarihi: 15.08.2012 Kabul Tarihi: 08.12.2012

ABSTRACT

Objective: Different sub-types or genetic variations of Blastocystis sp. are thought to play a role in the differential symptoms caused by the
parasite or asymptomatic cases. In this study, it was aimed to clone a fragment of SSUrDNA gene of Blastocystis from a patient in order to
define its phylogenetic subtype.

Methods: In this study, DNA isolation from the stool of a Blastocystis infected patient was performed. Blastocystis specific primers were
used to amplify a SSUrDNA genomic fragment. The amplified DNA fragment was cloned into a plasmid and sequenced using plasmid
specific primers. The obtained DNA sequence was analyzed using BLAST and a phylogenetic tree was constructed using the software
MEGA.

Results: It was found that the Blastocystis isolate in our study is subtype 3.

Conclusion: Cloning and sequencing of the target genomic region is suggested for phylogenetic analysis studies.

(Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 13-8)
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GiRiS

Blastocystis, insan ve diger bir¢cok vertebrali canlinin alt gastroin-
testinal sisteminde yerlesebilen anaerobik, tek hiicreli, dkaryotik
bir parazittir. insan digki érneklerinde mantar diginda en sik rast-
lanan &karyotik organizmadir (1-4). Tim dlnyada yaygin olarak
bulunan bu parazitin insan digki érneklerindeki prevalansi, gelis-
mis Ulkelerde %7-20, gelismekte olan Ulkelerdeki ise %30-60
oraninda degismektedir (5-9).

Hayat déngustinde bazi tartismalarnn bulundugu Blastocystis'in
kesin olmamakla birlikte genel olarak fekal-oral yol ve kontamine
sularin icilmesiyle bulastigi kabul edilmektedir. Patojen olup
olmadigi tartismasi devam eden Blastocystis'in sebep oldugu
hastalik blastocystosis olarak isimlendirilmektedir (10).
Blastocystosis, ishal, karin agrisi, bulanti, kusma, siskinlik, kabizlik
ve ciltte kizariklik gibi semptomlar gdstermesinin yani sira tama-
men asemptomatik de olabilmektedir.

Ayrica 1996 yilinda yapilan gen sekanslarinin analizi sonucu
Stramenofiles grubuna ait oldugu bildirilmistir (11, 12). Parazitin
farkli semptomlara sebep olmasinin temelinde, genetik varyas-
yonlarin ve farkl alt tiplerin rol oynadidi duslnilmektedir. Bu
nedenle semptom ve parazit alt tipleri arasindaki iligki bir ¢cok
calismada ayrintili olarak incelenmistir (13-19). GUnUmUze kadar
insan ve hayvanlardan izole edilen parazitin small-subunit ribozo-
mal DNA (SSU rDNA)'sina gore 14 farkli alt tipe aynldigi gosteril-
mistir (20-22). Bu alt tiplerden en yaygini alt tip 3'tir (3).

Gunumizde gen klonlamasi calismalarn; gen izolasyonu, gen
bankalarinin olusturulmasi, genlerin glvenlik altina alinarak onla-
rin yapi ve fonksiyonlari Gzerinde aragtirmalar yapilmasi, klonla-
nan genlerin Uzerinde mutasyonlar yapilarak fonksiyonel bélge-
lerin belirlenmesi, DNA dizi analizlerinin kolaylastirnimasi, DNA
astlarinin gelistirilmesi ve rekombinant proteinlerin ekspresyonu
gibi amaclarla yapilmaktadir (23).

Bu ¢alismada, Kayseri'de bir hastadan elde edilen Blastocystis
sp.’nin SSUrDNA geninin klonlanmasi ve klonlanan genom bdl-
gesinin sekanslanarak filogenetik analizi amaclanmstir.

YONTEMLER

Parazit

Caligma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Gevher Nesibe Hastanesi
Gastroenteroloji bolimiine ishal sikayetiyle bagvuran 70 yasinda bir
kadin hastadan alinan digki 6rnedi ile yapilmigtir. Nativ, ligol yon-
temi ve formol-eter-konsantrasyon teknigi (FEKT) kullanilarak ince-
lenen drnekte Blastocystis sp. tespit edilmistir (24). Digki rnedi,
DNA izolasyonu yapilana kadar -20°C’'de saklanmustir.

DNA izolasyonu

-20°C'de saklanan digki drnegi ¢éziinmesi beklenmeden bistiri
ile kesilerek 200mg olacak sekilde tartildiktan sonra DNA izolas-
yonu, QlAamp stool kit (QIAGEN, ABD) prosediirline gore yapil-
mistir. Elde edilen DNA &rnekleri PZR icin -20°C'de saklanmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu'da (PZR), 1800 baz ¢iftlik SSU-rDNA
geninin 602 baz ciftlik boélimini c¢ogaltan RD5
(5'-ATCTGGTTGATCCTGCCAGT-3') ve BhRDr (5'-GAGCTTTTT-
AACTGCAACAACG-3') primerleri kullanilmistir (14).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu icin 5X Master mix (SolisBioDyne
FIREPol, Estonia), son konsantrasyonu 10 ug/ml Genomik DNA
ve 0.5 pM RD5 ve BhRDr primerlerinden olugan toplam 25 uL'lik
kanisim hazirlanmig ve 94°C de 5 dk’lik 6n isitma ile baslayan
sirastyla 94°C denatirasyon, 59°C baglanma, 72°C uzamadan
olusan 35 déngu sonrasi 72°C'de 10 dak’lik son uzama ile biten
PZR programi kullanilmistir. PZR sonrasi Griin, %1.5'luk agaroz
jelde yuratildu ve Gel Logic 212 Pro Jel gorintileme cihaziyla
(Carestream, ABD) goruntilenmistir.

Klonlama

Polimeraz Zincir Reaksiyonu trindnin klonlanmasinda CloneJET
PZR Clonning Kit (Thermo Scientific, ABD) kullanilmistir. Klonlama
reaksiyonu icin; 2X reaksiyon buffer, 1 uL DNA blunting enzim ve
PZR Griiniinden son konsantrasyonu 0.15 pmol olacak sekilde 18
uL'lik karigim hazirlanmigtir. Karigim vortekslenip santrifij edildik-
ten sonra 70°C'de 5 dk inklbe edilerek buzlu suya konulmustur.
Uzerine son konsantrasyonda 150 ng pJET1.2/blunt Cloning
Vector ve 5'i T4 DNA Ligaz eklenip 20 plye tamamlanmistir.
Karigim 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 5 pl'si transfor-
masyon i¢in kullaniimistir.

5 pllik ligasyon Griind buzlu suda bekletilen 100 pL JM109 E. coli
kompetan hicrelerine (Promega, ABD) eklendi ve 30 dk inkiibe
edilmistir. Karigim sirasiyla 42°C'de 1 dk ve buzlu suda 1 dk bek-
letildikten sonra Gzerine 250 pL ampisilinli LB besi yeri eklenmis-
tir. 37°C'de sallayici lizerinde 1.5 saat inkibe edilen transformas-
yon karigimi LB kati besiyerine ekilerek bir gece inkiibe edilmistir.

Klonlamanin PZR Tarama ile Dogrulanmasi

Lurie-Bertani (LB) kati besiyerinde olusan kolonilerin rekombi-
nant plazmiti icerip icermedigini tespit etmek icin PZR tarama
yapilmistir. PZR i¢in her biri 5 pL Master mix (SolisBioDyne
FIREPol, Estonia), birer uL RD5 ve BhRDr (20 pmol) primerleri ve
kati besiyerinde Ureyen kolonilerden steril kirdanla alinan érnek-
ler karigima bulastirlarak toplam 25 pl'lik karigimlar hazirlanmustir.
Yukarida belirtilen PZR programi kullanildiktan sonra PZR Grind
%1.5'luk agaroz jelde yiritilip gorintilenmistir.

Klonlamanin Miniprep ile Dogrulanmasi

Rekombinant plazmitin Uretilen kompetan hicrelerde varligini
dogrulamak i¢in Miniprep yapilmistir. Miniprep isleminde High
Pure Plazmid Isolation Kit (Roche Applied Science, Almanya)
kullanilmistir. Miniprep yapilmak UGzere LB kati besiyerinden,
Ampisilin’li LB sivi besiyerlerine ekim yapilarak 37°C’'de sallayici
lizerinde bir gece inkiibe edilmistir. Ureme gézlenen sivi besiye-
rinden alinan 5 mLlik 6rnek 6000g’'de 1 dk santriflj edildikten
sonra Ust sivisi dokilip plazmit izolasyonu igin kit prosediri
takip edilmistir. Elde edilen rekombinant plazmit pJET-
BISSUrDNA olarak isimlendirilmis ve 5 pLsi alinarak agaroz jelde
yUrGtdlmstar.

Klonlamanin Restriksiyon Enzim Kesimi ile Dogrulanmasi
Saflagtinlan rekombinant plazmitler, restriksiyon enzimleri ile
kesilerek klonlanan genin varligi arastirlmigtir. Enzim kesimi igin
Bglll ve Dral enzimleri kullanilmistir.

Bglll (Promega, ABD) uriini pJET1.2/blunt Klonlama Vektori'ni
2 yerden kesmektedir. Uriin bilgilerine uygun olarak 20 ul'lik
karigim hazirlanarak 37°C’de bir saat inkibe edilmistir.
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Dral (Fermantas, ABD) Grini pJET1.2/blunt Klonlama Vektori'nt 7
yerden kesmektedir. Uriin bilgilerine uygun olarak 20 ul'lik kangim
hazirlanarak 37°C'de bir gece inkiibe edilmistir. inkiibe edilen riin-
ler agaroz jelde yuritilerek klonlanan genin varligi incelenmistir.

Klonlamanin DNA Dizi Analizi ile Dogrulanmasi

DNA dizi analizi i¢in pJET1.2 Forward Sequencing Primer,
(5'-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3'), pJET1.2 Reverse
Sequencing Primer, (5'-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3')
primerleri ve Bigdye Cycle Sequencing kit v 3.1 (Applied
Biosystems, ABD) kullanilmistir. Sonuglar otomatik DNA dizi ana-
liz cihazi (ABI PRISM 3130XL Genetic Analyzer, ABD)'nda analiz
edilmistir. Elde edilen DNA dizisi ve GenBANK'daki Blastocystis
sp. DNA dizilerinin Biyoteknoloji Bilgi Ulusal Merkezi (NCBI)'nde
BLAST analizi yapilmistir. Elde edilen DNA dizisi GENBANK'a
JX448397 numara ile kayit edilmistir.

Filogenetik Analiz
Filogenetik analiz icin MEGA 5.0 programi kullanilmigtir (25). Bunun
icin elde edilen DNA dizisi ve GENBANK'ta depolanmig subtipler
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Sekil 1. SSUrDNA PZR Grintniin jel elektroforezde gérinima.
M-100 bp'lik marker (SolisBioDyne), 1- Blastocystis sp. 602 b¢'lik
SSUrDNA 2- Negatif kontrol

MEGA 5.0 programina girilmis ve bu programla neighbor-joining
(NJ) metodu kullanilarak Filogenetik aga¢ olusturulmustur.
Filogenetik analizde Blastocystis sp. disinda standart olarak; bir kam-
cil olan Preteromonas lacertae (GENBANK no. U37108) kullanilmig-
tir. Bootstrap degeri olarak ise 1000 replikasyon kabul edilmistir.

BULGULAR

Blastocystis sp. tespit edilen 70 yasindaki kadin hastanin digki
ornegdinden Blastocystis sp. DNAsI QlAamp stool kit (QIAGEN,
ABD) prosediriine uygun olarak izole edildi. 602 baz ciftlik PZR
UriinG agaroz jelde yuritilerek gérintilendi (Sekil 1).

Elde edilen 602 b¢'lik DNA érnegi CloneJET PZR Clonning Kit
(Thermo Scientific, USA) kullanilarak pJET1.2/blunt Klonlama
Vektérine yerlestirildi. Ligasyon Grinid JM109 kompetan hicre-
lere transforme edildi. Bir gece inkibasyon sonrasi olusan kolo-
niler tespit edildi (Sekil 2).

PZR-Tarama ile kolonilerin rekombinant plazmidi icerdigi goste-
rildi (Sekil 3). Rekombinant plazmit varligi tespit edilen iki koloni-
den miniprep yapilarak rekombinant plazmit saflastinldi ve PZR

Sekil 3. Kolonilerin rekombinant plazmit varliginin PZR-Tarama
ile dogrulanmasi. M-100 bp'lik marker (SolisBioDyne), 1, 2, 4 ve
7- PZR-Tarama sonucu negatif drnekler, 3, 5, 6 ve 8- PZR-Tarama
ariind 602 b¢'lik SSUrDNA'lk pozitif drnekler
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Tablo 1. pJET 1.2 vektorine klonlanan Blastocystis spp. SSUrDNA'sinin DNA dizisi
1 atctggttga tcctgecagt agtcatacgc tcgtctcaaa gattaagcca tgcatgtgta
61 agtataaata gttaactttg aaactgcgaa tggctcatta tatcagttat agtttatttg
121 atgaagaata ctaattggat aaccgtagta attctagagc taatacatgt ataaagtctt
181 gtagactgca tttattagaa tgaaaaccat aggtttcggce ctattcgtga gtaataataa
241 ctaatcatat cgtatgctta tgtaacgatg tgtctttcaa gtttctgeec tatcagcttt
301 cgatggtagt gtattggact accatggcag taacgggtaa Cgaagaattt gggttcgatt
361 tcggagaggg agcctgagag atggctacca catccaagga aggcagcagg cgcgtaaatt
421 acccaatcct gacacaggga ggtagtgaca ataaatcaca atgcggaaca atgttttgca
481 attggattga gaacaacgta caaaccttat cgataaacaa ttggagggca agtctggtgce
541 cagcagccgce ggtaattcca gctccaatag cgtatattaa cgttgttgca gttaaaaagc
601 tc

Sekil 4. Rekombinant plazmit DNAsI ve PZR sonucu. M-100
bp'lik marker (SolisBioDyne), 2, 5- miniprep sonucu kolonilerden
saflagtinlan rekombinant plazmit DNA'lar, 1, 4- saflagtinlan
rekombinant plazmit kaynakli 602 b¢'lik PZR Grind, 3- negatif
kontrol

ile klonlanan geni icerdigi gosterildi (Sekil 4). Saflastinlan rekom-
binant plazmitler, Bglll ve Dral restriksiyon enzimleri ile kesildi ve
klonlanan genin varligi dogrulandi (Sekil 5). Ayrica rekombinant
plazmit, DNA dizi analizi yapilarak, klonlanan genin DNA dizisi
ortaya cikanldi (Tablo 1). DNA dizi analizi MEGA 5 programina
girilerek filogenetik ada¢ olusturulan izolatin subtip 3 oldugu
tespit edildi (Sekil 6).

TARTISMA

Blastocystis sp. ile enfeksiyon etkeni olarak sik¢a karsilagiimakta-
dir (26). Blastocystis sp. tipleri ile vakalarin semptomatik ya da

Sekil 5. Saflastinlan rekombinant plazmitlerin restriksiyon
enzimleri ile kesimi. M-100 bp'lik marker (SolisBioDyne), 1-
kesilmemis rekombinant plazmit, 2- Bglll restriksiyon enzimi ile
kesim sonucu, 3- negatif kontrol, 4- Dral restriksiyon enzimi ile
kesim sonucu

asemptomatik olusu arasinda ve ayrica semptomatik vakalardaki
semptomlarla tipler arasindaki iligkiler incelenmistir (27). Ayrica
insan ve hayvanlardan elde edilen Blastocystis sp.’lerin incelen-
mesiyle de transmisyon aydinlatilmaya ¢alisilmistir (28). Bitin bu
calismalarda Blastocystis sp.’ler tiplendirilerek sorulara cevap
aranmisti. Bu nedenle calismada elde edilen izolat RD5 ve
BhRDr primerlerinin ¢cogalttigi gen ile tiplendirilmistir. Turkiye'de
elde edilen Blastocystis sp. izolatlari PZR ile molekiler olarak alt
tiplendirilmis, ayrica patolojik ve epidemiyolojik bulgular ortaya
konmustur. Bu ¢alismalara gére alt tip 3 en yaygin olarak tespit
edilmistir. Ayrica bir ¢calismada asemptomatik hastalarla alt tip 2
arasinda iliski bulunmus iken diger bir calismada ise semptoma-
tik hastalarin timinde alt tip 1 tespit edilmistir (29-32).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu trinlerinin DNA dizi analiz ¢aligma-
larinda ¢ogu zaman primerlerin baglanma bdlgesi ve yakini iste-
nen sekilde okunamamaktadir. Bunun icin PZR Grinlerinin klon-
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lanma sonrasi DNA dizi analizleri plazmit spesifik primerlerle
yapilmaktadir. Bu ¢alismada Blastocystis'in SSUrDNA geni pJET
1.2 plazmidine klonlanmig ve vektdr spesifik primerlerle DNA dizi
analizi yapilmistir.

Boylece gen klonlanmasiyla daha kesin bir DNA dizi analiz sonu-
cu elde etmenin yani sira plazmit DNA kitiphanesi de olusturul-
mus olmaktadir. Ayrica klonlanan Griin sonraki kantitatif caligma-
larda standart olarak kullanilabilmesi énemli bir avantaj sagla-
maktadir. Yapilan bir calismada farkli tirlerden izole edilen
Blastocystis spp. genomik DNA'lar kullanilarak SSUrRNA geni
PZR ile ¢ogaltiimis ve her bir PZR Grini plazmite klonlanarak
sekanslanmistir. Elde edilen sekanslar ile filogenetik analiz ger-
ceklestirilmistir (33). Bu calismada da ayni sekilde PZR ile cogal-
tilan Griin, pJET 1.2 plazmitine klonlanma sekanlanmis ve filoge-
netik analiz yapilmistir. Ayrica klonlanan bu sekans, olusturulacak
DNA kutiphanesinde saklanarak tlkemizde ve diinyada ileride
yapilacak calismalara kaynak teskil edebilecektir.
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Concomitant Immunity to Schistosoma mansoniin Mice

Farelerde Schistosoma mansonrye karsi konkomitant bagisiklik

Abdel-Moneim Salim, Abdel-Rahman Al-Humiany

Department of Medical Microbilogy, Taif University, Turaba, Saudi Arabia

ABSTRACT

Objective: The aim of the present study was to confirm observations on the concomitant immunity to Schistosoma mansoni in mice and
assess its effects on the resistance of mice to a challenge infection.

Methods: Cercariae from infected Biomphalaria glabrata were used to infect mice. Twenty mice were infected with a single dose of
S. mansoni cercariae. The animals were randomly divided into two groups: experimental group (Group A) and control group (Group B).
Group A mice were challenged with the same number of cercariae six weeks after the primary infection. Perfusion of all mice was done
9 weeks after infection in order to obtain worm burdens in relation to their initial cercarial dose. The livers of all mice were obtained for
parasitological and pathological assessments.

Results: Our results showed that all the exposed animals became infected with S. mansoni. After a challenge infection, Group A mice had
a 54.66% worm reduction rate, 41.45% liver egg reduction rate, and 51.76% granuloma size reduction rate compared to their respective
controls. This study shows that mice with persistent adult S. mansoni infection are able to mount a very strong regulatory response to a
challenge infection. It is concluded that concomitant immunity does occur in mice.

Conclusion: These results describe novel imaging methods that permit visualization of live schistosomes within their living hosts and
may help to elucidate mechanisms of infection and also be of value not only for epidemiological investigations, but also in designing
government control programs for schistosomiasis. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 19-22)
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OZET

Amag: Bu calismanin amaci farelerde Schistosoma mansoni'ye kargi konkomitant bagisiklik Uzerine gézlemleri dogrulamak ve meydan
okuyan bir enfeksiyona karsi farelerin direnci tizerindeki etkilerini degerlendirmekti.

Yoéntemler: Enfekte Biomphalaria glabrata’dan alinan serkaryalar fareleri enfekte etmek icin kullanildi. Yirmi fare tek doz S. mansoni
serkaryasi ile enfekte edildi. Hayvanlar rastgele iki gruba ayrildi: deneysel grup (Grup A) ve kontrol grubu (Grup B). Grup A fareleri birincil
enfeksiyondan alti hafta sonra ayni sayida serkarya ile sinandi. Baslangi¢ serkarya dozlanyla iligkili kurtguk yikini elde etmek icin tim
farelere enfeksiyondan 9 hafta sonra perflzyon yapildi. Butin farelerin karacigerleri parazitolojik ve patolojik degerlendirmeler igin alindi.
Bulgular: Sonuclarimiz maruz kalan tim hayvanlarin S. mansoni ile enfekte oldugunu gésterdi. Karsilagilan bir enfeksiyondan sonra ilgili
kontrolleriyle kiyaslandiginda, Grup A farelerde kurtguk azalma orani %54.66, karacigerdeki yumurta azalma orani %41.45, granilom
boyutundaki azalma orani %51.76 idi. Bu calisma gostermektedir ki persistant yetiskin S. mansoni enfeksiyonu olan fareler, meydan okuyan
bir enfeksiyona cok gli¢li bir diizenleyici cevap olusturabilmektedir. Farelerde konkomitant badisik olugtuguna karar verilmistir.

Sonug: Bu bulgular canli sistozomlarin yasayan konaklarinda gérintiilenmesini saglayan yeni gériintileme metotlarini tanimlamaktadir ve
enfeksiyon mekanizmalarini agiklamaya yardimei olabilir. Ayrica bu bulgular, sadece epidemiyolojik aragtirmalar icin degil, sistozomiyaz igin
devlet kontrol programlari tasarlamak i¢in de énemlidir. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 19-22)
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INTRODUCTION

Human schistosomiasis, caused by infection with trematodes
belonging to the genus fluke Schistosoma (blood flukes), is one
of the most common tropical diseases. Despite the fact that its
global distribution has changed significantly, the disease is still a
serious public health problem in many countries, affecting
between 200-250 million people in developing countries (1, 2). In
terms of control strategies for schistosomiasis, enormous efforts
have been made to develop effective anti-schistosome vaccines,
but none is available at the present time. This may be due to the
complexity of the schistosome and its life cycle, in addition to
the pathology and morbidity in this chronic disease, which result
from the host immune inflammatory response to parasite eggs
trapped in the liver and other organs (3, 4). A reduction in worm
numbers is the “gold standard” for anti-schistosome vaccine
development. Concomitant immunity (Cl) has received attention
in schistosomiasis and thus we shall motivate this paper with
reference to this disease.

Concomitant immunity is characterized by the ability of a host to
mount an effective defense against larval stages whilst being
unable to clear a persistent burden of adult worms (5). From the
parasite perspective, the generation of Cl may be beneficial as
it reduces intraspecic competition within the host. Even if it is
beneficial to established parasites, Cl may not be a parasite
adaptation. It may, alternatively, be an incidental effect of an
immunological reaction that is shaped by distinct host and para-
site adaptations. Smithers et al. (5) transferred adult schisto-
somes (Schistosoma mansoni) from infected to uninfected mon-
keys in a series of surgical transplant experiments and later
challenged the recipients with large numbers of cercariae. The
recipient monkeys were almost totally resistant to the challenge
infection, despite having no previous experience of larval schis-
tosome stages, yet were unable to reject the implanted adults.
Thus, a curious situation is exposed wherein adult worms are
exempt from the immune response that they themselves pro-
voke (6).

Schistosomal antigens are secreted and excreted into the blood
from the established adult worms and from the migrating eggs,
thereby providing a potent stimulus for the immune system. This
response was found against challenge infection in rhesus mon-
keys, hamsters rabbits and mice (5, 7, 8). Larval exposure appears
to be central to the Cl found in lymphatic filariasis (9). Thus, there
are two distinct sources of antigen that are acting to strengthen
immunity against larval challenge and form the mechanistic basis
of Cl: larval-triggered and adult-triggered Cl. From an evolution-
ary perspective, the latter is more unknowable. Adult-triggered
Cl may be interpreted as similar to vaccination; relatively long-
living adult worms vaccinate their host against subsequent chal-
lenge infection. Autopsy data on Schistosoma haematobium
infection in Egypt are suggestive of an even stronger impact of
parasite density on individual fecundity. Here the mean egg out-
put of a heavily infected host appeared to be lower than that of
a host with fewer worms, and this was assumed to result from
acquired immune responses to both past and current infection
(10). These studies thereby provided a strong immunological
basis for Cl. However, a few authors have suggested that the

mechanism of resistance may be related to the hepatic pathology
caused by the primary infection (11, 12). The vascular pathology
might enable the challenge schistosomula to escape from the
hepatic portal system, thus preventing normal parasite seques-
tration and maturation in the liver.

Objectives of the Present Study

The overall objective of this study was to test the effect of previ-
ous infection with S. mansoni on the resistance of mice to a chal-
lenge infection (Cl) by comparing the following parameters with
those obtained from age-matched control mice:

1. Parasitological parameters, such as the numbers of the
recovered adult worms and the numbers of eggs retained
in the liver in term of egg per gram (EPG) liver tissue.

2. Pathological parameters such as granuloma size.

The results of this study are expected to contribute towards the
development of effective control programs.

METHODS

Animals

BALB/c male, naive mice aged six to seven weeks were used in
all experiments. The animals were divided randomly into 3
groups of 10 animals each, housed in polypropylene cages
(445x280x125mm; Labotec, Johannesburg, South Africa) on
wood shavings, 10 mice per cage. Each cage is approximately
15M2 in area and is maintained under positive pressure, having
an average temperature of 25+2°C with 12 h/12 h light/dark
cycle, humidity of 50-600/0 and receiving 10-13 air changes per
hour. Tap water and standard rodent food pellets (Epol,
Pietermaritzburg, South Africa) were provided “ad libitum”.

Parasites and Snails Materials

The cercariae were obtained from laboratory raised and infected
Biomphalaria glabrata. Cercaria shedding was induced by sub-
jecting infected, water-immersed snails to light for 1.5 hours. The
cercariae were concentrated by cooling and low speed centrifu-
gation. After collecting from the infected snails, the cercariae were
placed on coverslips and the number of cercariae used for each
animal was accurately counted under a dissecting microscope.

Infection of Mice

Each animal was exposed to percutaneous infection by approxi-
mately 100+2 S. mansoni cercariae using the paddling method
(13). Briefly, animals were placed individually into 600 mL plastic
beakers containing 80 mL of dechlorinated tap water and the
appropriate number of cercariae. After 45 min, they were
returned to their cages. All animals were infected on the same
day within a period of 5 hours. The time between the primary
and the challenge infection was six weeks, except where stated
otherwise.

Experimental Design
After cercarial exposure, the animals were randomly divided into
two groups, each one with 10 mice, as follows:

(a) Group A (Concomitant mice, previously-infected): was designed
to evaluate the effect of the concomitant immunity to challenge
infection. Mice in this group were challenged with the same num-
ber of cercariae six weeks after primary infection.
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(b) Group B: Infected control-mice: these were mice with primary
infection. They were infected and given distilled water, daily , from
the 1%t day of infection till the end of the 9" week post-infection.

Adult Worm Recovery

Nine weeks after cercarial exposure, all mice were sacrificed by
cervical dislocation, and worms were recovered from the portal
system and mesenteric veins by the vascular perfusion tech-
nique. The perfused saline plus blood drained through the por-
tal vein was recovered in a beaker, and left to sediment. The
supernatant was discharged and the sediment washed out twice
with saline. After washings the recovered worms were counted
under a magnifying lens.

The percentage of reduction for each group and each experi-
ment was calculated according to the following formula:

% reduction=(mean of worms in control group - mean of worms
in control treated) x 100/ (mean of worms in control group).

Liver Egg Counts (EPG)

At the time of perfusion, whole livers of experimental and con-
trol mice were weighed and a known portion (0.5 g) was removed
to a screw cap glass tube and frozen until digestion. The frozen
sample of the liver was minced. For digestion 5 mL of 5% KOH
(Potassium hydroxide) was added to each tube and incubated at
37°C until the tissue was completely digested (10-12 hours). Egg
counts of three 1 mL portions of the suspension were deter-
mined by microscopic examination at 40 X. Total egg counts
were expressed for each group of mice as the mean number of
eggs /gram of mouse liver (the EPG liver).

Liver Granuloma Measurement

Granuloma diameters were measured in histological sections.
After portal perfusion, part of the liver tissue was immediately
fixed in 10% buffered formalin solution and processed in paraffin
blocks. Paraffin sections were routinely stained with hematoxy-
lin-eosin (HE) for microscopic examination. In each histological
section, 10 granulomas with visible central eggs were randomly
selected; their diameters were measured at 10 X magnification
using a calibrated ocular micrometer. Two perpendicular maxi-
mal diameters were measured, obtaining the mean diameter for
each granuloma and then calculating the mean granuloma
diameter for each mouse in a group and the sizes in a group
were averaged for statistical comparison.

Statistical Analysis 2.8.

Data were presented as mean=SD. Group means and standard
deviations for all groups were calculated and compared.
Statistical significance was assessed by Student's t-test. Values of
p<0.05 were taken to be significant.

RESULTS

In order to measure the degree of protection conferred by con-
comitant immunity, Group A mice were challenged with S. man-
soni normal cercariae. Worm burden, egg count in the liver, and
hepatic granuloma size were determined for each group. The
results are shown in Tables 1-3.

Worm Recovery
Infections were obtained in all mice. Immature worms were
recovered from mice in both groups. These immature worms

Table 1. Comparison of worm numbers recovered from
different groups

Group Infection Worm % P
status burden | Protection| value

A Challenge infection | 27.50+5.00| 54.66  |<0.001

B Primary infection | 60.66+5.85|  29.11

The number of cercariae used for primary / challenge infections was 100

Table 2. Mean number of tissue egg counts and the percentage
reduction in challenge egg deposition in the liver

Group Infection Mean Reduction| p
status EPG value
Challenge infection |468.75+42.69 | 41.45 |<0.001
B Primary infection |800.66+19.00

Table 3. Granuloma sizes in different groups of mice 9 weeks
after a single dose of 100 cercariae/mice

Group Infection Granuloma |Reduction p
status size (pm) value
Challenge infection | 49.30+6.68 51.76 | <0.01
B Primary infection | 102.2+17.14

were included in figures for total worm burdens. Statistical
analysis of the obtained data, presented in Table 1, showed that
the application of concomitant immunity evoked a highly signifi-
cant reduction (t=8.1012; p<0.001) in the mean worm count nine
weeks after cercarial exposure as compared to the primary
infected mice. This reduction was 54.66%.

Liver Egg Counts

The mean number of eggs deposited in the liver in the primary
control mice was found to be 800.66+19.00 EPG. It was
486.75+42.69 in Group A, showing a highly significant decrease
of 41.45% in the total liver eggs (t=12.34, p<0.001), Table 2.

Granuloma Size

In spite of the presence of lesions throughout the liver of all mice,
however, significant differences in the tissue response to schisto-
some eggs were noted. The mean granuloma sizes after the chal-
lenge infection were 49.30+6.68 um in group A, and 102.2+17.14
pm in the control group (group B). Thus, after a challenge infec-
tion, mice previously infected with S. mansoni developed lesions
that were, on average, 51.76 % smaller than those formed in mice
with primary infection (t=5.765, p<0.01), Table 3.

DISCUSSION

Infection with Schistosoma spp. in the rat has been extensively
studied, and offers several biological and immunological features
which render this host an ideal model for the study of this para-
site. This study confirms the possibility of the concomitant immu-
nity (Cl) as one of these features. Previous experimental studies
on Cl indicate that this feature is an immunological process and
is called ‘self-cure phenomenon’ (14, 15). It was observed
between the 4t and the 11t week, as measured by the liver perfu-
sion technique, or by the lung recovery method (16-19). The exact
mechanism of Cl as a phase of acquired immunity is still unclear,
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but many in vitro studies suggested the involvement of antibod-
ies and non-sensitized cells in this process (20-22).

This study indicates that we have successfully established a new
concomitant immunity model in mice with the following charac-
teristics:

Resistance in previously infected mice to a challenge infection
led to a 54.66% worm reduction rate, 41.45% liver egg reduction
rate, and 51.76% granuloma size reduction rate, as compared to
naive mice facing a similar challenge infection. Therefore, mice
with previous S. mansoni infection are able to mount a very
strong regulatory response to a challenge infection, which could
be termed concomitant immunity.

The development of CI found in mice could be due to the fol-
lowing reasons:

First, the inhibition of egg production eliminates the excretion of
soluble egg antigens (SEA) and, hence, the production of block-
ing antibodies as shown previously in NM mice, which may
explain the enhancement of Cl (23).

Second, comparing with the irradiated vaccine model, estab-
lished by McLaren et al. (24), the protection against reinfection
due to concomitant immunity is dependent on the living adult
worms in NM mice. This is supported by Brown et al. (25), who
concluded that adult worms might promote anti- larval immunity
via the release of antigens, thus creating a barrier against con-
tinuous infection and limiting burden size within the host. This
adult-triggered Cl may be interpreted as similar to vaccination;
relatively long-living adult worms “vaccinate” their host against
subsequent challenge infection.

From the above discussion, it seems that our results strongly
support the hypothesis first proposed by Smithers et al. (5) in
1969 that the resistance of the definitive host to schistosome
reinfection is related to concomitant immunity induced by adult
worms in vivo, which does not affect the established adult worms
but does affect reinfection with the parasite in the larval stage.

CONCLUSION

These results may have important implications not only for epi-
demiological investigations, but also in designing government
control programs for schistosomiasis including anti-schistosome
vaccine.
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ABSTRACT

Objective: In sero-diagnosis of parasitic infection, it is essential to inspect cross-reactivity between the target parasite and other parasites in
order to assess diagnostic performance. The aim of this study was to determine the cut-off value of antibody titer for diagnosis of F. hepatica
(FH) infection by using the micro-ELISA and diagnostic performance of this test.

Methods: The study population consisted of the following groups: FH group (n=42), Echinococcus granulosus (EG) group (n=27) and
control group (n=33). The micro-ELISA test for detection of anti-F. hepatica antibody was performed in all groups.

Results: The test was positive in all patients with FH, in 3 out of 27 (11%) patients with EG and in none of the control group. Mean antibody
titer was significantly higher in the FH group compared to the EG group (23.8+0.9 DU vs. 5.7+1.2 DU; p<0.001) and compared to the control
group (23.8+0.9 DU vs. 2.4+0.2 DU; p<0.001). When we used 11,5 DU as a cut-off value for sero-diagnosis of FH, the positive predictive value
was 93.3%, negative predictive value was 100%, sensitivity was 100%, and specificity was 95%.

Conclusion: Cross-reactions are an important issue in serological diagnosis of parasitic infections. The micro-ELISA test for FH antibody can
not definitely discriminate fascioliasis from hydatid disease. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 23-7)
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OZET

Amag: Paraziter hastaliklarin serolojik tanisinda kullanilan testin glivenirliligini saptayabilmek igin, hedef parazit ile diger parazitler arasindaki
capraz reaksiyonun gdz éniinde bulundurulmasi gerekir. Calismamizin amaci F. hepatica (FH) tanisinda kullanilan antikor titresinin esik
degerini saptamak ve testin guvenirliligini ortaya koymaktir.

Yéntemler: Calismaya asagidaki gruplar alindi: FH grubu (n=42), Echinococcus granulosus (EG) grubu (n=27) ve kontrol grubu (n=33). FH
antikorlarinin saptanmasi igin micro-ELISA testi tim gruplarda calisildi.

Bulgular: Micro-ELISA testi FH grubundaki tim hastalarda ve EG grubundaki 27 hastanin 3'inde (%11) pozitif saptanirken, kontrol grubundaki
hi¢ bir hastada pozitif saptanmadi. Ortalama antikor titresi FH grubunda EG grubuna gére (23.8+0.9 DU vs. 5.7+1.2 DU; p<0.001) ve kontrol
grubuna gore (23.8+0.9 DU vs. 2.4+0.2 DU; p<0.001) anlamli olarak daha yiiksek saptandi. Fascioliasisin serolojik tanisi igin 11.5 DU esik
deger olarak alindiginda, micro-ELISA testinin pozitif prediktif degeri %93.3 ve negative prediktif degeri %100; duyarliligi %100 ve 6zgulligu
%95 olarak saptandi.

Sonug: Paraziter enfeksiyonlarda ¢apraz reaksiyon énemli bir sorundur. FH enfeksiyonunun serolojik tanisinda kullanilan micro-ELISA testi
fascioliasisi hydatik hastaliktan ayirmada tek basina yeterli bir ydontem degildir. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 23-7)
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INTRODUCTION

Fascioliasis is an infection caused by a trematode of the liver,
F. hepatica, that particularly affects sheep, goats and cattle. The
disease is transmitted to humans via ingestion of metacercaria
from contaminated plants and after 3 to 4 months, the parasite
is lodged in the biliary ducts of the liver. Afterwards, the final
host releases the parasite eggs through the feces. Liver infection
involves two stages- hepatic and biliary (1, 2). Common signs
and symptoms of the hepatic phase are abdominal pain, fever,
eosinophilia and abnormal liver function tests (1-4). The biliary
phase usually presents with intermittent right upper quadrant
pain with or without cholangitis or cholestasis (4, 5). Diagnosis
may be delayed because of the wide spectrum of the differential
diagnosis and low incidence of F. hepatica infection (1).

Diagnosis of F hepatica infection has traditionally relied on
detecting the presence of eggs in fecal samples, but this meth-
od is unreliable and complicated (6, 7). At present, the routine
diagnosis of human fascioliasis is based on the detection of
antifluke antibodies in serum. Methods such as immunoelectro-
phoresis and counterimmunoelectrophoresis, although they are
very specific, have limited sensitivity (1, 8). Diagnosis was
improved by the development enzyme-linked immunosorbant
assay (ELISA) (9-11). The cross-reactivity between Echinococcus
granulosus (EG) and F. hepatica infection has been reported
previously (12-14). Parasitic helminths express some antigen
which often accounts for serological cross-reactions. In sero-
diagnosis, it is essential to inspect cross-reactivity between the
target parasite and other parasites in order to assess diagnostic
performance (14).

The aim of this study was: to determine the cut-off value of anti-
body titer by using micro-ELISA for diagnosis of F. hepatica infec-
tion, to determine the positivity rate of micro-ELISA test for EG in
patients with F. hepatica infection, to determine the diagnostic
performance of micro-ELISA test for F. hepatica infection (1-3).

METHODS

Study Population

This prospective study was conducted in the department of
Gastroenterology and General Surgery of Dicle University
Hospital between February 2010 and April 2012. The study
population consisted of the following groups: F. hepatica group,
Hydatid disease group and control group. All patients gave writ-
ten informed consent and the study was approved by the local
Ethics Committee.

In all subjects, initial complete clinical history, physical examina-
tion findings, routine laboratory results including complete
blood count and routine biochemical analysis were recorded.
Contrast enhancement abdominal computerized tomographic
(CT) examination was performed in all patients with F. hepatica
infection and hydatid disease. Abdominal ultrasound (US) exam-
ination was performed in all patients in the control group. All the
CT scans were obtained using a 4 channel multislice CT scanner
(Sensation 4, Siemens Medical Solutions, Erlargen, Germany). A
3.75-MHz convex probe (Toshiba SSA-270 A, Tokyo, Japan) was
used for US of the abdomen.

Micro-ELISA test using F. hepatica antigen from adult liver fluke
[DRG Instrument GmbH, Germany; cut-off: 11.5 DRG Units (DU)]
was used for serological diagnosis of fascioliasis. Titer of anti-
body was calculated according to the manufacturer’s instruction.

The diagnosis of F. hepatica infection with the hepatic phase was
based on: (a) The presence of previously described characteristic
findings on the abdominal CT examination and exclusion of all
known disease that cause hepatic lesions seen on CT examina-
tion; (b) and/or the presence of eggs of F hepatica in the fecal
examination (3, 4). The diagnosis of F. hepatica infection with the
biliary phase was based on the extraction of living F. hepatica dur-
ing endoscopic retrograde cholangio pancreaticography (ERCP).

The diagnosis of Hydatid disease was confirmed by characteris-
tic CT findings before surgery and typical hydatid cystic appear-
ance during surgery (15, 16).

Patients who were followed in the routine check-up department
and without any disease were included in the study as the con-
trol group.

Statistical Analysis

Mean and standard deviation (SD) were calculated for continu-
ous variables. The normality of the variables was analyzed by the
Kolmogorov-Smirnov test. The Chi-square (x?) test was used for
categorical variables. The one-way ANOVA test was used for
normal distributed numerical values. The Kruskal-Wallis test was
used for non-normal distributed numerical values. Two-sided p
values were considered statistically significant at p<0.05. Analyses
of nonparametric receiver operating characteristic (ROC) curves
were performed to calculate the cut-off values. Statistical analy-
ses were carried out by using the statistical packages for SPSS
17.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

RESULTS

Table 1 shows demographic features and laboratory results of all
groups. During the study period, 42 patients were diagnosed as
F. hepatica infection. In all patients, the diagnosis of fascioliasis
was based on positive micro-ELISA test (titers >11.5 DU) and
characteristic abdominal CT findings. The mean titer of micro-
ELISA for F. hepatica 23.85+0.99 (range: 13-38) DU. Forty-one
out of 42 patients were accepted as hepatic phase of fascioliasis.
The remaining one patient was accepted as biliary phase of fas-
cioliasis. The diagnosis of biliary phase of fascioliasis was con-
firmed by extraction of living mobile F. hepatica from extrahe-
patic biliary ducts during the ERCP procedure. Microscopic
examination of fecal specimen for eggs of F. hepatica revealed
positive results only in two out of 42 patients with the hepatic
phase of fascioliasis. After confirmation of fascioliais, triclaben-
dazole was administered at a dose of 10-12 mg/kg for 1 day in
all patients. Six months after treatment, there was significant
clinical, laboratory and tomographic improvement in all patients.

There were 27 patients in the hydatid disease group. Hydatid
cyst was located with the right lobe of the liver in 18 patients, left
lobe in 8 patients, and both lobes in 1 patient. The number of
cysts was one in 18 patients, two in 6 patients and three in 3
patients. According to Gharbi's classification (16), there were
type Il cysts in 5 patients, type Ill in 15 patients and type IV in 7
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Table 1. Shows initial demographic and laboratory features of all groups

Fasciola hepatica Hydatid disease Control P
group (F) group (H) group (C) value
Gender (M/F) 12/30 9/18 21/12 NS
Age (range) 41.9 (18-72) 41.7 (17-79) 31.4 (15-65) F-H: 0.726
H-C: 0.043
F-C: 0.001
Hb (g/dL) 12.4+0.26 12.5+0.3 13.1+0.3 NS
WBC (n/mm?) 10990+297 8420+552 6947 +297 F-H: 0.028
H-C: 0.05
F-C: p<0.001
Eosinophil (n/mm?3) 3276+628 406+189 154 +18 F-H: <0.001
H-C: 0.103
F-C: <0.001
ALT (U/L) 36+17 60+28 2024 F-H: <0.001
H-C: 0.011
F-C: 0.001
AST (U/L) 30+5.3 43+13 19+£2.4 F-H: 0.267
H-C: <0.003
F-C: 0.031
GGT (U/L) 64+13 83+30 27+4.6 F-H: 0.856
H-C: <0.001
F-C: <0.001
T. bilirubin (mg/dL) 0.47+0.03 0.9+0.18 0.61+0.05 F-H: 0.039
H-C: 0.898
F-C: 0.039
ESR (mm/h) 38+6 12+1 20+3 F-H: <0.001
H-C: 0.258
F-C:0.014
Micro-ELISA (DU) 23.8+0.9 57+1.2 2.4+0.2 F-H: <0.001
H-C: <0.001
F-C: <0.001
ALT: Alanine aminotransferase (range: 10-40 U/L), AST: Aspartat aminotransferase (range: 10-35 U/L), GGT: Gamma glutamyl transferase (range: 9-64U/L), ALP:
Alkaline phosphatase (range: 40-150 U/L), T. bilirubin: Total bilirubin (range: 0.2-1.2 mg/dL), ESR: Erythrocyte sedimentation rate, NS: Not-significant, F-H: Fasciola
hepatica group vs. Hydatid disease group, H-C: Hydatid disease group vs. control group, F-C: Fasciola hepatica group vs. control group. DU: DRG unite

patients. The mean cyst diameter was 8.35+0.68 (range: 34-122)
mm. The mean titer of micro-ELISA for F. hepatica was 5.7+1.2
(range 1-32). The micro-ELISA test was positive in 3 out of 27
(11%) patients. Of patients with positive anti- F. hepatica anti-
body, two patients were female, and all patients had one cyst
located in the right lobe of liver.

There were 33 subjects in the control group. Abdominal US
showed no mass lesion in any of the patients. The mean titer of
micro-ELISA for F. hepatica was 2.4+0.25 (range: 1-6) DU. The
micro-ELISA test was negative in all patients.

Comparison of Groups
The positivity rate of micro-ELISA was significanltly higher in the
fascioliasis group compared to the hydatid disease group (100%

vs. 11%; p<0.001) and compared to the control group (100% vs.
0%; p<0.001). Mean micro-ELISA titers were significantly higher
in the fascioliasis group compared to the hydatid disease group
(23.8+0.9 DU vs. 5.7£1.2 DU; p<0.001) and compared to the
control group (23.8+0.9 DU vs. 2.4+0.2 DU; p<0.001). When we
used 11.5 DU as a cut-off value for sero-diagnosis of F. hepatica,
the positive predictive value was 93.3%, negative predictive
value was 100%, sensitivity was 100%, specificity was 95%.

There was no significant difference between the three groups
regarding mean haemoglobin level. Mean eosinophil count was
significantly elevated in the F. hepatica group compared to the
hydatid disease group (p<0.001) and the control group (p<0.001).
Serum alanine aminotransferase (ALT) level was significantly
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lower in the fascioliasis group compared to the hydatid disease
group (p<0.001) and significantly higher in the fascioliasis group
compared to the control group (p=0.001). There were no signifi-
cant differences between the fascioliasis group and hydatid dis-
ease group regarding serum aspartate aminotransferase (AST)
and gama glutamyl transferase (GGT) levels. Serum total biliru-
bin level was significantly higher in the fascioliasis group com-
pared to the hydatid disease group and the control group
(p=0.039). Erythrocyte sedimentation rate was significantly high-
er in the fascioliasis group compared to the hydatid disease
group (p<0.001) and the control group (p=0.014).

DISCUSSION

Parasitic helminths express various antigenic carbohydrates
which often account for serological cross-reactions. In sero-
diagnosis, it is essential to inspect cross-reactivity between the
target parasite and other parasites in order to assess diagnostic
performance. Terminal Gal (1-6) Gall-motifs have previously
been shown to represent antigenic epitopes of neogala-series
glycosphingolipids from tape worms (17). The Gal ($1-6) Gal
sequence is a common epitope between EG and F. hepatica
(14). Wuhrer et al. (17) reported that F. hepatica exhibits mamma-
lian-type glycolipids as well as Gal (1-6) Gal-terminating glyco-
lipids that account for cestode serological cross-reactivity. Sera
with F. hepatica infection have cross-reacted at the highest fre-
quency (71.4%) against Echinococcus multiloculari antigen. In
patients with other parasitic infections, sera showed cross-reac-
tion against F. hepatica antigen bound to Echinococcus multi-
locularis antigen with a high frequency (23.7%) (14). In our previ-
ous study, we identified increased incidence of anti-Echinococ-
cus granulosus antibody positivity using indirect immunofluores-
cence assay (IFA) in patients with F. hepatica infection (18). Sakru
et al. (19) reported that 5 out of 226 (2,2%) Echinococcus granu-
losus suspected cases were found seropositive for F. hepatica
antibodies by an excretory secretory ELISA (ES-ELISA) test. In
this study, we showed that micro-ELISA test for F. hepatica is
positive in 11% of patients with EG infection and it is negative in
healthy control. The commercial DRG test was evaluated in cat-
tle, obtaining a sensitivity and specificity of 98% and 96% at a
cut-off value of 15% positivity, respectively. The sensitivity and
specificity of ELISA in-house assays using DRG test for F. hepatica
lgG antibody have been reported as 92.6% to 100% and 83.6% to
100% respectively (20-22). This IgG antibody may be in as 32 DU
at high titers. The sensitivity of micro-ELISA test in our study is
100%, but the specificity is significantly lower (50%) compared to
a previously reported study. Therefore, our findings are partially
compatible with previously reported results. The false positive
results of micro-ELISA test for F. hepatica in patients with hydatid
disease may be related to antigenic similarity between F. hepati-
ca and EG. The presence of cross-reactivity between parasites
can suggest that serological tests without additional confirmative
tests such as characteristic radiological findings are not reliable
methods for diagnosis of these infections.

Typical organ lesion(s) detected by imaging technique (e.g. ultra-
sonography, computed tomography), specific serum antibodies
assessed by high-sensitivity serological tests, histopathology or
parasitology compatible with EG and detection of pathogno-
monic macroscopic morphology of cyst(s) in surgical specimens,

confirm the diagnosis of EG (16). Routine laboratory tests are not
specific for diagnosis of Hydatid disease and may reveal normal or
abnormal values. Screening tests such as indirect hemagglutina-
tion, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and latex agglu-
tination use crude antigens and are associated with a high inci-
dence of false-negative and false-positive results. The parasitic
antigens of major diagnostic value are antigen 5 (arc-5) and anti-
gen B (15). Purified fractions enriched in antigens 5 and B and
glycoproteins from hydatid fluid yielded a sensitivity rate of 95%,
with a specificity rate of 100% (23). The diagnosis of Hydatid dis-
ease was confirmed in all our patients by positive IFA test, com-
puted tomography findings and pathognomonic surgical findings.

Diagnosis of fascioliasis may be delayed because of the wide
spectrum of the differential diagnosis and low incidence of F
hepatica infection (3). Similar abnormal laboratory and radio-
logical findings may represent viral hepatitis, liver abscess,
malignancy, cholecystitis, sclerosan cholangitis, and AIDS-
related cholangitis, ruptured hydatic cyst and parasites such as
ascariasis and clonorchiasis (1, 3). The sensitivity and specificity
of ELISA in-house assays using the DRG test for F. hepatica IgG
antibody are between 92.6% to 100% and 83.6% to 100%;
respectively (20-22).

Diagnosis is confirmed only by demonstrating the parasites or its
egg in the bile or feces (1, 3). Negative stool examinations do
not rule out the disease (3). A high index of suspicion and spe-
cific radiological findings including tunnel-like tracts extending
towards the capsule and multiple, hypodense, linear or branch-
ing lesions on CT are very helpful in the diagnosis of fascioliasis
(4). We suspected the possibility of fascioliasis in all patients with
hepatic phase because of eosinophilia and characteristic CT
findings. We found eggs in stool samples of two out of 42 (4.7%)
patients with hepatic phase. Complete clinical, laboratory and
radiological response after triclabendazole administration, asso-
ciated with positive result in high titer of micro-ELISA against F.
hepatica, confirmed the diagnosis in patients with hepatic phase
of F. hepatica infection. Diagnosis in the patients with biliary
phase was confirmed by extraction of living F. hepatica form bile
ducts. We can suggest that stool examination for eggs is not a
reliable method and both serological test and extraction of liv-
ing parasites from the bile ducts are very reliable methods for
diagnosis of fascioliasis.

CONCLUSION

Cross-reactions are an important issue in serological diagnosis
of parasitic infections. The micro-ELISA test for F. hepatica IgG
antibody is positive in a minority of patients with hydatid disease
and negative in healthy people. In clinical practice, the micro-
ELISA test for F. hepatica IgG antibody cannot reliably discrimi-
nate fascioliasis from hydatid disease
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Kistik Ekinokokkozis Siiphesiile 2005-2011 Yillart Arasinda Ondokuz

Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuvarma Génderilen
Orneklerin Degerlendirilmesi

Evaluation of Materials Sent due to Suspected Cystic Echinococcosis to the Parasitology

Laboratory of Ondokuz Mayis University Medical School between the Years 2005-201 1
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OzZET

Amag: Kistik ekinokokkozis (KE) (ilkemizde yaygin gériilen énemli bir saglik problemidir. Bu galismada Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakultesi Parazitoloji Laboratuvarina 2005-2011 yillarinda génderilen ve KE sipheli 454 hastanin serum 6rneklerinde anti- Echinococcus
granulosus IgG antikorlari aranmistir.

Yéntemler: IHA (Fumouze, France) ve ELISA (R-Biopharm, Germany) testleri es zamanli olarak ¢aligilmistir.

Bulgular: Caligilan 454 hastanin 81'i (%18) her iki test ile pozitif olarak bulundu. Her iki testte pozitif olgularin 401 (%49) kadin, 41'i (%51)
erkekti ve 25'i (%31) 31-50 yaglan arasindaydi. Hasta serumlarinin 328'i (%72) her iki test ile negatif iken, 81'i (%18) her iki test ile pozitif olarak
bulundu. Otuz lg (%7) hastada IHA negatif iken ELISA pozitif bulundu. iki (%0.4) hastada ise her iki testte distk pozitiflik saptandi.

Sonug: Yiiksek 6zgiillik ve duyarliga sahip bu iki testin birlikte kullanilmasi KE'in serolojik tanisinda &nerilebilir. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 28-31)

Anahtar Sézciikler: Kistik ekinokokkozis, seroloji, tani
Gelig Tarihi: 03.09.2012 Kabul Tarihi: 16.01.2013

ABSTRACT

Objective: Cystic echinococcosis (CE) is an important health problem common in our country. In this study, anti-Echinococcus granulosus
IgG antibodies were investigated in the serum samples of 454 patients who attended the Ondokuz Mayis University, Faculty of Medicine,
Department of Parasitology between 2005 and 2011.

Methods: IHA (Fumouze, France) and ELISA (R-Biopharm, Germany) tests were performed at the same time.

Results: While serum samples from 328 patients (72%) were negative with both tests, 81 samples (18%) were found to be positive with both
tests. Forty (49%) cases were female, 41 (51%) cases were male who were positive by both tests. 25 (31%) positive cases were between 31 and
50 years old. While IHA was negative for 33 patients (7%) ELISA was positive for the same samples. In 2 patients (0.4%), both tests revealed
low-positivity.

Conclusion: Using these two tests together for serologic detection of cystic echinococcosis could be recommended because of the high
sensitivity and specificity ratios. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 28-31)

Key Words: Cystic echinococcosis, serology, diagnosis
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GiRi§ dnemli bir saglik problemidir (2). Turkiye'de 1987-1994 yilla-

da, KE'li ol 21.303 olarak bildirilmistir (3).
Ekinokokkozis, sestod sinifi icerisinde yer alan ekinokok tir- i arasinaa, 1 Olgu sayis! olarak bildirilmistir (3

lerinin neden oldugu zoonotik bir hastaliktir (1). Kistik ekino-  E. granulosus’ a bagl hidatik kistlere, en ¢ok karacigerde
kokkozis (KE) ise Echinococcus granulosus'un sebep oldugu  (%44-%65) ikinci olarak akcigerlerde (%25-%31) ve daha az
ve bircok ilkede oldugu gibi lilkemizde de yaygin goriilen  siklikla beyin, kalp, kemik, bobrek ve dalak (%10-%25) gibi
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organlarda rastlanmaktadir (3, 4). KE'nin tanisinda kist sivisinin
incelemesi yaninda serolojik yontemler kullanilmaktadir (1, 5).
Ozellikle klinik ve radyolojik olarak belirsizligin oldugu vakalarda
seroloji oldukca degerlidir (6). invaziv olmayan gériintileme tek-
niklerinin, seroloji ile desteklenmesi gerekir. Tanida bilinen bitin
serolojik testler kullanilabilecedi gibi bunlar arasinda indirekt
Hemaglutinasyon (IHA) ve Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) testlerinin en c¢ok kullanilan ve guvenilir oldugu bildiril-
mistir (7).

Bu calismada, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiltesi
Parazitoloji Laboratuarina 2005-2011 yillarinda KE stphesi ile
gonderilen hastalarin seroloji sonuglarinin degerlendirilmesi
amaclanmistir.

YONTEMLER

Bu calismada KE &n tanili toplam 454 hastanin serum érnegdi IHA
yontemi ile ticari kit (Hydatidose, Fumouze Laboratoires, France)
test prosedirine uygun olarak caligildi. Serum dilisyonlar U
tabanli mikroplaklarda yapildi. Antijenli eritrosit stspansiyonu
eklendi ve oda isisinda 2 saatlik inklibasyon sonrasi digme iligi
seklinde ¢okelti olanlar negatif, kenar tirtikh dizensiz bir ¢cokelti
verenler veya c¢okelti olmayanlar pozitif olarak degerlendirildi.
ELISA ydnteminde ise (R-Biopharm, Germany) ticari kiti Uretici
firmanin prosediriine gére degerlendirildi.

BULGULAR

Calismaya alinan toplam 454 hastanin 258'i (%57) kadin, 196’
(%43) erkekti. Hasta serumlarinin 328'i (%72) her iki test ile nega-
tif iken, 81'i (%18) her iki test ile pozitif olarak bulundu. 33 (%7)
hastada IHA negatif iken ELISA pozititken, 2 (%0.4) hastada ise
her iki testte duslk pozitiflik saptandi (Tablo 1). KE stipheli hasta-
larin yas gruplarina, yillara ve cinsiyete gére dagilimlan Tablo 1,
2 ve 3'te sunulmustur. Her iki testi pozitif olanlarin 40" (%49)
kadin, 41'i (%51) erkekti ve bu olgularin siklikla 31-50 yaslari ara-
sinda oldugu dikkati ¢ekti.

TARTISMA

E. granulosus tim dinyada genis bir cografi bdlgeye yayilmistir
ve biitin kitalarda gérilmektedir. Ulkemizde KE'ye, veteriner
kontrolinde olmayan sokak kopeklerinin yayginligr ve gerekli
onlemlerin alinmamasi gibi nedenlerden dolayi oldukga sik rast-
lanmaktadir (8). Hastalik yavas seyirli olup, kist riptire olmadig
strece eger kiclk boyutlarda ise ¢ogunlukla asemptomatiktir.
Tedavi edilmedigi durumlarda riptire olan kist, gesitli kompli-
kasyonlara ve dlimle sonuglanan klinik tablolara neden olmakta-
dir. Erken tani ve tedavi ile olasi kéti sonuglarin éni alinabilmek-

Tablo 1. KE stipheli olgularin yas gruplarina gére dagilimi

tedir (9). Bir yas alti cocukluktan 75 ve Uzeri yas'a kadar her yasta
gorllebildigi bilinmektedir (10).

Cesitli calismalarda hastaligin cinsiyet ile baglantisi incelenmistir.
ic Anadolu Bélgesinde yer alan 13 ilde 2001-2005 yillar arasinda
yapilan bir calismada KE tanisi konmus 5346 olgunun 2998'inin
(%56) kadin, 2348'inin (%44) erkek oldudu belirtilmistir (11).

Canda ve ark. (12) KE'ye kadinlarda %60, erkeklerde ise %40
oraninda rastladiklarini, Aldemir ve ark. (13) Konya Numune
Hastanesinde cerrahi girisim yapilan KE olgularinin %68.52'sinin
kadin, %31.44'UnUn ise erkek oldugunu bildirmisglerdir. Tevfik ve
ark. (8) Malatya’da yaptiklari calismada KE olgularinin %57.75'inin
kadin, %42.25'inin ise erkek oldugunu saptamiglardir. Delibag ve
ark.’nin (7) Dokuz Eyliil Universitesi'nde 465 hastayi iceren calis-
malarinda olgularin %63.7'si kadin, %36.3'U erkek olarak bildiril-
mektedir.

Parazitin her iki cinsiyette esit oranlarda hastalik olusturdugunu
gosteren caligmalar da mevcuttur. Karaman ve ark. (14) Kars bélge-
sinde hidatik kist prevalansini inceledikleri caligmalarinda kadinlar-
da %35.6, erkeklerde %33.6 pozitiflik bulmug ve cinsiyet agisindan
anlamli bir fark olmadigini bildirmiglerdir. Gindogdu ve ark. (15)
calismalarinda KE tanisi konulan olgularin %49.6'sinin  erkek,
%50.4'tnitin kadin hastalardan olustugunu tespit etmislerdir.

Bizim calismamizda veriler yukarida sézl edilen bircok ¢alismada
oldugdu gibi kadinlarda gérilme sikliginin fazla olmasina ait sonug-
lar ile uyumlu degildir. Bizim serolojik verilerimize gore her iki cin-
siyette birbirine yakin oranda pozitiflik gérilmektedir. Calismalar
arasindaki bu farkliigin maruziyet agisindan kadinlarin, bélgeler
arasinda kirsal alanda calisma ve diger yasam alanlarinda bulunma
farkliliklarindan kaynaklanabilecedi dustincesindeyiz.

Tevfik ve ark. (8) Malatya'da yaptiklar ¢alismada kist vakalarinin
en sik olarak (%24.01) 21-30 yaslar arasinda oldugunu saptamis-
lardir. Aldemir ve ark.'da (13) vakalarin en sik (%23.7) 21-30 yasla-
rn arasinda olduklarini bildirmiglerdir. Delibag ve ark. (7) ise vaka-
larin en sik (%46) 20-40 yas grubunda oldugunu bildirmektedir.
Bizim calismamizda ise her iki testi pozitif olanlarin %31'lik oranla
en sik 31-50 yas arasinda oldugu saptandi. Olgulardan 0-15 yas
grubu arasindakilerin pozitiflik orani %14, 61 yas ve lzerindekile-
rin ise %16 olarak belirlendi. Bu farkliligin, hastaligin yavas seyirli
bir enfeksiyon olmasi nedeniyle kisisel imminite ve bélgesel
yasam sekli farkliliklarindan kaynaklanabilecegdi dustincesindeyiz.

Yapilan bazi caligmalar, duyarlilidi yiksek testler kullaniimasina
ragmen KE'li hastalann bir kisminda antikor tespit edilemedigini
gostermektedir. Beyinde ve gdzde yerlesen kistler ve kalsifiye

Test / Yas 0-15 16-30 31-50 51-60 >61 Toplam
IHA-ELISA Negatif 74 41 78 54 81 328
IHA Pozitif-ELISA Negatif 1 4 0 2 10
IHA-ELISA Pozitif 11 15 25 17 13 81
IHA-ELISA Dustk Pozitif 0 0 2 0 0 2
IHA Negatif-ELISA Pozitif 12 3 5 7 6 33
Toplam 98 62 114 78 102 454
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Tablo 2. KE stipheli olgularda her iki testi pozitif olanlarnn yas gruplarina gére dagilimi

Yas/Yl 2005 2006 2007 2008 2009 2010 201 Toplam
0-15 1 1 1 0 2 4 2 1
16-30 0 1 1 3 0 7 3 15
31-50 6 7 4 1 1 2 4 25
51-60 2 1 4 0 1 7 2 17
>61 1 0 3 2 2 4 1 13
Toplam 10 10 13 6 6 24 12 81
Toplam Sipheli Olgu Sayisi 32 48 99 35 40 117 83 454

Tablo 3. KE stpheli olgularin serolojik sonuglarinin cinsiyete

gore dadilimi
Test / Cinsiyet Kadin Erkek | Toplam
(%) (%) (%)
IHA-ELISA Negatif 186 142 | 328(72)
IHA Pozitif-ELISA Negatif 7 3 10 (2)
IHA-ELISA Pozitif 40 41 81(18)
IHA-ELISA Dusik Pozitf 1 1 2
IHA Negatif-ELISA Pozitif 24 9 33(7)
Toplam 258 (57) 196 (43) | 454

olmus kistler genellikle cok dislk, hatta hi¢ antikor olusturma-
maktadir. Antikor yaniti bazi insan populasyonlarinda ve ¢ocuk-
larda da dustk olabilmektedir (5). Calismamizda distk pozitif
olarak saptanan iki olgunun 31-50 yas araliginda olmasi bu yas
grubuna ait hastalarin diger yas gruplarindan fazla olmasi ya da
kistlerin anatomik yerlesimi, hastaligin erken evresi gibi durumla-
ra bagl olabilir.

Tanida énemli yeri olan radyolojinin yaninda, serolojik testler de
yaygin olarak kullaniimaktadir (2, 7, 9). Serolojik testler, operas-
yon &ncesi radyoloji ile birlikte basit kist, abse, timor gibi yer
kaplayan olgularla, ayinci taninin yapilarak taninin desteklenme-
si, operasyon sonrasi niikslerin daha sagdlikh bir sekilde degerlen-
dirilmesi ve tedavi basarisinin izlenmesinde son derece dnemli-
dir (2, 3, 9). Serolojik testlerin duyarlilik ve 6zgillagunin, kullani-
lan antijenin cinsi ve hazirlanma sekli, degisik pozitiflik kriterleri,
kistin canliigi ve lokalizasyonu, parazitin susu gibi bir¢cok etkene
bagl olarak farkli olabilecegdi bildirilmistir. Bu nedenle immuno-
lojik tanida duyarlilik ve 6zgulligu arttirmak igin, ayni hasta seru-
munun birden fazla serolojik yontemle caligilmasi 6nerilmektedir
(5, 11, 16). Caligmamizda bu durum g6z énlne alinarak IHA ve
ELISA testleri birlikte uygulanmistir. IHA'da tannik asitle duyarli-
lastinlan eritrositlerin ylzey gerilimlerinin degismesiyle antijen
tutmalan ozelliginden yararlaniimaktadir (16). Bugiine kadar KE
tanisinda IHA testinden pek ¢ok arastirici yararlanmig ve IHA ile
%52-93 arasinda degisen olumlu sonuclar alinmistir. Kistin yerle-
simi, konagdin biyolojik aktivitesi ve testin uygulanis seklinin bu
sonuglar tzerine etkili oldugu bildirilmistir (17). Polistren plaklara
emdirilmis antijen molekiillerine baglanan 6zel antikorlar tzeri-
ne, indirekt olarak enzim isaretli anti-insan immunglobdulinlerinin
baglanmasi ve bilesimindeki enzimin substrati ile renk vermesi
esasina dayanan ELISA testi, 1971 yilinda Engvall ve Perlmann

tarafindan gelistirilmistir. Duyarli, givenilir ve kolay uygulanabilir
olmasi, enzim isaretli kromojen substrat kullanilarak gérilebilir
ve okunabilir sonucglar vermesi ve c¢ok sayida serumun ayni
zamanda caligilabilmesi bu yontemin avantajlandir (18).

Altintas (19) tarafindan yapilan bir ¢alismada operasyon ile KE
tanisi kesin olarak dogrulanmig olgularda uyguladigi kompleman
birlesmesi testinde %62.7, IHA'da %93.3, Immundiffuzyon testin-
de %27.7, Immunelektroforez testinde %27.7 oraninda seropozi-
tiflik saptamigtir. Yazar ve Altintas, yaptiklan bir caligmada, KE
tanisi icin serolojik testlerin tek baslarina ve birlikte kullanilmalan
ile ilgili elde ettikleri sonuclari; IHA'da tek basina ézgullik %94.7,
duyarlihk %94.1, ELISA'da tek basina 6zgullik %96.7, duyarlilik
%92.6, IHA ve ELISA birlikte kullanildiginda &zgullik 9%96.7,
duyarlilk %91.9 olarak bildirmislerdir (20). Force ve ark. (21) ise
131 hastada E. granulosus'a bagl hidatik kist hastaliginin preope-
ratif tanusi icin 8 farkli serolojik test kullanmiglar, en duyarli (%94)
ve en 6zgul (%99) testin IgG ELISA oldugunu bildirmiglerdir.

SONUC

Kistik ekinokokkozisin tim diinyada ve tlkemizde oldugu gibi
Samsun ve cevresi icin de dnemini koruyan bir saglk sorunu
oldudu gérilmektedir. KE'nin serolojik tanisinda tek bir testin
yeterli olmadidi, birden fazla serolojik yontemle elde edilen
sonuclarin daha guvenilir oldugu goérilmektedir. Bu amag dog-
rultusunda, duyarlilidi yiksek ve uygulamasi kolay olmasi nede-
niyle IHA ve ELISA testlerinin birlikte kullaniimasinin, uygun ola-
cagi kanisindayiz.

Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemiglerdir.
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Head Lice Prevalence and Associated Factors in Two Boarding Schools
in Sivas

Sivas’ta Iki Yaul Okulda Bas Biti Yayginligi ve Etkileyen Faktorlerin Belirlenmesi

Serpil Degerli’, Erdogan Malatyali!, Kosta Y. Mumcuoglu?

'Department of Parasitology, Faculty of Medicine, Cumhuriyet University, Sivas, Turkey
?Department of Microbiology and Molecular Genetics, The Kuvin Centre for the Study of Infectious and Tropical Diseases, Jerusalem, Israel

ABSTRACT

Objective: The aim of the study was to determine the prevalence of head louse infestations and the factors affecting the rate of infestation
in primary school children in Sivas.

Methods: A total of 342 children (249 girls and 93 boys) were examined with a louse comb for the presence of head lice. A questionnaire
with 23 questions was distributed among the pupils and their parents.

Results: The overall infestation rate for head lice was 10.2% (n=35). The infestation rate was higher in girls (13.7%) than in boys (1.1%)
(p<0.05). Children who had been infested in the past (27.1%) were more likely to be infested than those who had not been infested
previously (7.2%) (p<0.05). The same was true for children whose family members were previously infested and those who were not (30% and
8.5%, respectively) (p<0.05). Head lice infestation was highest (20%) in children aged 6-11 and lowest (5.3%) in children aged 13-15 (p<0.05).
The frequency of bathing and washing their hair, sharing combs, beds and towels, the hair color, hair thickness and quantity of dandruff, the
number of family members and number of rooms per family member, were not significantly different between infested and non-infested
children, A significant difference was found in the infestation of long haired (15.1%) compared with short haired pupils (4.5%) (p<0.05).
Conclusion: Girls were more often infested than boys and children who were previously infested with lice, or came from families where there
had been previous infestation, had a greater chance of being re-infested. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 32-5)

Key Words: Pediculus humanus capitis, head louse, epidemiology, Sivas, Turkey
Received: 10.07.2012 Accepted: 30.11.2012

OZET

Amag: Bu calismada ilkdgretim cagdindaki cocuklarda bas biti gérilmesini etkileyen faktérlerin belirlenmesi amaclanmistir.

Yéntemler: Bu amagla yatili ilkdgretim bélge okullarinda (Merkez YIBO ve Pamukpinar YIBO) 6grenim géren, yaslari 6-15 arasinda degisen
249'u kiz ve 93'U erkek olmak Uzere toplam 342 cocuk bas biti acisindan degerlendirilmistir. 23 sorulu bir anket cocuklara dagrtilmistir.
Bulgular: Ogrencilerin 35'inde (%10.2) bit infestasyonu tespit edilmistir. Kiz 6grenciler arasinda (%13.7) bas biti goriilme oraninin erkeklere
(%1.1) gore daha fazla oldugu ve aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.05). Ankete gére, gecmiste bit
infestasyonu gegiren égrencilerin %27.1'inde tekrar bag biti saptanirken, daha &nce bit infestasyonu gegirmeyen 6grencilerin %7.2'inde yeni
bitlenme oldudu bulunmustur (p<0.05). Ailesinde bitlenen baska birinin oldugunu bildiren ¢cocuklarda bas biti yayginhidi (%30) olmayanlara
gore (%8.5) daha yiksek bulunmustur (p<0.05). Bit infestasyonu 6-11 yasindaki 6grencilerde (%20) digerlerine oranla daha ylksektir (p<0.05).
Uzun sagli 6grencilerin %15.1'inde ve kisa sagl 6grencilerin ise %4.5'inde bit tespit edilmistir (p<0.05).

Sonug: Kizlar, erkeklere nazaran daha fazla infeste olmakta, daha 6nce bitlenen ve diger aile Gyelerinde bitlenme durumu olan ¢ocuklarin,
tekrar bitlerle infeste olma sanslarinin daha yiksek oldugu gérilmistir. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 32-5)
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INTRODUCTION

Head lice are an ongoing public health problem for children and
their parents worldwide. The prevalence of the parasite can
greatly vary from country to country and between regions of the
same country, and it is usually higher among children aged 3 to
14 years (1-4). The socio-economic level of the examined popu-
lation, the season in which they were examined, and the hygien-
ic conditions under which children and their families lived, could
be of importance (5). Head lice spread rapidly in overcrowded
places such as nurseries, schools, prisons, and mental hospitals
(4). The gold standard in the diagnosis of head lice is the detec-
tion of living adults, nymphs and/or eggs on the scalp. Although
most of the studies are conducted by visual inspection of the
hair, using a louse comb is approximately 5 times more effective
in detecting lice than examination by hand (6, 7). Detection of
living lice indicates an active infestation, while the presence of
nits only indicates a past infestation (8).

The aim of the present study was to determine head lice preva-
lence in two boarding schools in Sivas, Turkey and to assess the
risk factors related to infestation.

METHODS

Locality of the Schools and Period of Examination

The present study was conducted during the period of February
to May 2011 in a boarding school in the center of the city of Sivas
and in Yildizeli, one of the 17 districts of Sivas. Sivas is located in
the eastern part of the central Anatolian region of Turkey and is
the capital of the second largest province of Turkey.

At the beginning of the study, teachers and pupils were informed
about head louse biology and control by a short power point
presentation. Before the physical examination, the hair color
(brown, black, blond), hair structure (straight, wavy, curly), hair
length (short, medium, long), hair thickness (thin, thick) and pres-
ence and quantity of dandruff was noted for each child. A total
of 249 girls and 93 boys were examined for the presence of head
louse adults, nymphs and eggs/nits. The hair of each child exam-
ined for at least 2-3 minutes with the help of a louse comb
(Sirma®, istanbul). After examination, the comb was given as a
present to the examined child. Collected lice and hair with nits/
eggs, which were cut from the infested child’s hair, were pre-
served in 70% ethyl alcohol and later brought to the laboratory
for more detailed examination under a light microscope.

Questionnaire

After the examinations, pupils were asked to complete a ques-
tionnaire with 23 closed-ended questions. Both parents and
teachers were requested to help pupils to fill in the question-
naire and to return it to the examiners. The survey included
questions related to the age of the child, the frequency of bath-
ing and washing hair, number of family members, number of
rooms per family member at home, and customs of sharing
combs, bed and towels.

Statistics Analyses

The collected data were evaluated using the SPSS for Windows
14 program. Results were considered to be of statistical signifi-
cance if the relevant p-value was <0.05.

RESULTS

The overall prevalence of head louse infestation in the two
boarding schools was 10.2%. No statistical difference was
observed between the two schools regarding louse infestation.
Out of 35 infested children, 16 were infested with nits alone, 11
with all stages of the parasite, 5 with nymphs and 3 with adult lice
only. Girls were significantly more infested (13.7%) than boys
(1.1%) (p<0.05). Schoolchildren who had been infested in the
past with lice were more infested (27.1%) than those who had not
been infested before (7.2%) (p<0.05). The same was true for
children whose family members were previously infested with
lice than those coming from families who had never had lice
(30% and 8.5%, respectively) (p<0.05) (Table 1). Head louse infes-
tations were highest (20%) in children aged 6-11 and lowest in
children aged 14-15 (p<0.05) (Table 2). The frequency of bathing
and washing hair, number of family members, number of rooms
per family member, habits of sharing combs, bed and towels,
hair color, hair thickness and quantity of dandruff, were not sig-
nificantly different between infested and non-infested children.
A significant difference was found between longhaired (15.1%)
and shorthaired pupils (4.5%) (p<0.05) (Table 3, 4). In the major-
ity of cases (81.1%), the mothers were responsible for the diag-
nosis and treatment of head lice.

DISCUSSION

A total of 342 schoolchildren were screened for the presence of
head lice and, in 35 of them (10.2%), head lice were detected. In

Table 1. Prevalence of head lice infestation in relation to
infestation in the past, infestation of another family member and
level of knowledge in pupils regarding head lice

Actually Statistical
infested analysis
n (%)
Infestation with lice in the past
Yes 13(27.7) %?=18.89
No 2(7.2) p<0.05
Infestation with lice of other
family members
Yes 9 (30) x°=13.61
No 26 (8.5) p<0.05
Knowledge of head lice
Yes 14 (9.7) x?=0.26
No 20 (10.3) p>0.05

Table 2. Prevalence of head lice by age in two primary boarding
schools

Age of the Number Positive for Statistical
examined examined head lice analysis
child n (%)

6-9 30 6 (20.0)

10-12 198 23 (11.6) x?=6.59
13-15 114 6(5.3) p<0.05
Total/Average 342 35(10.2)
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Table 3. Prevalence of head lice infestation in relation to hair
color, hair structure, hair length, hair thickness and quantity of
dandruff

Number Positive for | Statistical
examined he:?‘%l,i)ce analysis

Hair color

Brown 156 21 (13.5) =430

Black 143 9 (6.3) '

Yellow 42 5(11.9) p>0.05
Hair style

Straight 229 21 (9.2)

Curly 27 2(7.4) =210

Wavy 83 12 (14.5) p>005
Hair length

Short 132 6 (4.5)

Medium 123 16 (13) x'=1.89

Long 86 13 (15.1) p<0.05
Hair thickness

Thin 230 22 (9.6) x?=0.48

Thick 108 13(12) p>0.05
Dandruff problem

Yes 125 13 (10.4) %?=0.0

No 216 22 (10.2) p>0.05

Table 4. Prevalence of head lice infestation in relation to
frequency of bathing, washing hair, and sharing personal items

Number | Positive for |Statistical
examined |head lice (%) | analysis
Bathing frequency
Once a week 73 7 (9.6)
Twice a week 173 20(11.6) | X062
Three times a week 93 8 (8.6) p>005
Hair washing frequency
Once a week 70 8(11.4)
Twice a week 143 719 | X134
Three times a week | 128 00e | PO
Sharing combs, bed and/or towels
Yes 154 13(8.4) x?=0.62
No 153 1701.1) | p>005

Turkey, several studies of head louse epidemiology were con-
ducted and a wide range of infestation rates (0.7-59%) was
observed (9). Some of the important reasons for the different
outcomes obtained in these studies were the region’s socio-
economic position, age group studied, study period (year,
month), children’s gender, different examination modalities (visu-
al inspection vs. examination with a louse comb) and whether nits
were considered as a sign of infestation. In pupils coming from
families with higher socio-economic status in Konya, the infesta-

tion rate was 0.6%, while in children from the provinces of this city
with lower socio-economic levels, the infestation rates were 2.1-
13.2% (10). Prevalence studies conducted in school children from
Malatya in 2004 and 2007 demonstrated infestation rates of 1.1%
and 5.1%, respectively (4, 11). Uner et al. (12) examined 2,906
children in Izmir and reported an infestation rate of 1.5%. Gileg
et al., (13) who examined children from a low socio-economic
level in the Ankara region, found an infestation rate of 5.2%. In
Kayseri, 9.2% of 1,261 primary school children were positive for
head lice, while in Sakarya, a prevalence of 34.1% was reported
(3, 14). In epidemiological studies conducted in Sivas in the years
1990, 1993, 2002, 2006 and 2010 infestation rates of 7.3%, 3.6%,
1.1%, 9.5% and 5.9%, respectively, were found (15-19).

In the present study, girls were significantly more infested than
boys. Payzin reported an infestation rate of 54% in girls and
17.2% in boys (14). Daldal et al. (11) found lice in 2% of the girls
and in none of the boys examined. Artan et al. (3) reported a
prevalence of 2.1% in boys and 16.4% in girls. This phenomenon
could be explained by the fact that girls have longer hair, which
facilitates the transmission of lice from head to head, and they
are more sociable, frequently touching other girls’ hair. In addi-
tion, in long hair, nits remain attached as the hair grows and
accordingly, these signs of previous infestations, which had been
treated successfully, remain for months, while a short hair-cut in
boys, removes the nits.

In this study, no significant differences were found between dif-
ferent hair colour hair structure and hair density. Borges et al. (20)
reported that girls with long, dark and wavy hair were more
infested, while they found no differences between the different
hair colors and structures.

In the present study, children 6-10 years-old were more frequent-
ly infested than other age groups. This is in agreement with
Ozcelik et al. (18) who found that first grade students (6-7 years
old) were more infested than other age groups. Kamiabi et al.
(21) also reported that 9-year-old children were the most infested
age group.

Ciftgi et al. (22) stressed the importance of socio-economic sta-
tus and parental education related to head louse infestation,
emphasizing that children from lower socio-economic levels and
those who had parents with lower education were more fre-
quently infested. Heukelbach et al. (23) also reported that chil-
dren under the age of 15, who lived in rural areas, were more
often infested.

CONCLUSION

Girls were more often infested with head lice than boys were,
and children who were previously infested with lice, as well as
children from families where there had been previous infesta-
tions, had a greater chance of being re-infested.
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Kusadast, Aydin’da Dogadan Yakalanan Kum Sineklerinde ( Phlebotomus
tobbi) Saptanan Entomopatojen Nematod [EPN] ve Biyolojik Kontrol

Ajam Olarak Kullanimimin Degerlendirilmesi

Detection of Entomopathogen Nematode [EPN - Sand Flies (Phlebotomus tobbi)] Caught in

the Wild in Aydin, Kusadast Town and its Assessment as a Biological Control Agent

Mehmet Karakus', Suha K. Arserim’, Seray Ozensoy Toéz2, Yusuf Ozbel?

'Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiist, Biyoloji Anabilim Dall, izmir, Tiirkiye
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OZET

Amag: Arastirmada, kum sineklerinin direkt ydntem ile parazit ve diger organizmalarin varligi ydnlinden incelenmesi amaglanmistir.
Yéntemler: Aydin ili Kusadasi ilcesinde dogadan toplanan kum sineklerinde mide diseksiyonu yapilmis ve mide icerikleri isik mikroskobu ile
incelenmistir. Diseksiyon sonrasinda bas ve genital yapilarin bulundugu abdomenin son iki segmenti seffaflastinlarak kalici preparat haline
getirilen kum sinegi érneklerinin tir tayinleri yapilmistir.

Bulgular: Calismada toplam 1027 kum sinegi diseke edilmistir. Kum sineklerinin identifikasyonu ile 8 Phlebotomus, 2 Sergentomyia cinsine
ait érnekler saptanmis, Phlebotomus tobbi'nin %61.34 ile dominant tir oldugu belirlenmistir. Diseksiyon sirasinda bir P. tobbi rnegdinin
hemosélinde Steinernematidae familyasina ait 3. evre enfektif jivenil entomopatojen nematod tespit edilmistir.

Sonug: Arastirma sirasinda saptanan bu bulgu, tlkemizde kum sineklerinde bildirilen ilk entomopatojen nematod bulgusudur. Calismada,
leishmaniasis agisindan endemik bir alan olan Kusadasi'nda kum sinegi faunasi da belirlenmis ve bunlarin kontrolinde cevreye zararlar tam
olarak bilinemeyen insektisitler yerine hedef disi hi¢bir organizmaya zarar vermeyen entomopatojen nematodlarin kullanilabilecegi kanisina
varilmistir. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 36-9)

Anahtar Sézciikler: Kum sinekleri, Phlebotomus tobbi, Entmopatojen nematod, Kusadasi, Tirkiye
Gelig Tarihi: 22.01.2013 Kabul Tarihi: 25.01.2013

ABSTRACT

Objective: In this study, the midgut of the sand flies investigated with direct method for the presence of parasites and other organisms.
Methods: Wild sand flies collected in Kusadasi Town-Aydin, were dissected and midgut contents were examined by light microscopy. After
midgut dissection, the head and genitalia of sand fly specimens were clarified and mounted for species identification.

Result: During the study, a total of 1027 sand flies were dissected. Eight and two species belonging to Phlebotomus and Sergentomyia
genera were determined, respectively. Phlebotomus tobbi was found to be most abundant species (61.34%). A third stage of infective
Entomopathogen Nematode belonging to Steinernematidae family was observed in the hemocoel of one specimen of P. tobbi during the
dissection process.

Conclusion: This is the first finding related to entomopathogen nematodes found in sand flies in Turkey. In the study, the sand fly fauna was
determined in Kusadasi Town. For the control of sand flies, entomopathogenic nematodes which are not harmful for non-target organisms,
can be used instead of chemical insecticides that can cause unknown damage in the enviroment. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 36-9)
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GiRiS

Phlebotomine kum sinekleri (Diptera: Psychodidae), leishmania-
sise neden olan Leishmania cinsi protozoon parazitler, tatarcik
hummasina neden olan Filavivirus cinsinden cesitli virlsler ve
bartonellosise neden olan Bartonella bacilliformis gibi mikroor-
ganizmalara biyolojik vektorlik yapmalarindan dolayr halk saglig
agisindan énemli bir yere sahiptirler (1).

Halk saghgr agisindan zararli olan artropodlar ile savagimda kim-
yasal ydntemlerin yani sira gesitli biyolojik ajanlar da kullanilmak-
tadir. Bu ajanlar, konagini éldurebilen virisler, bazi protozoonlar,
akarlar, bakteriler, mantarlar ve nematodlar olabilmektedir (2).
Cok sayida nematod turl dogada cesitli artropodlarla iligki igin-
dedir. Bu iligki forezisten parazitizme kadar degisik sekillerde
olabilmektedir. Entomopatojen nematodlar hayvanlar aleminin
Nematoda subesinin Rhabditida takiminin Steinernematidae ve
Heterorhabditidae familyalarina bagh 0.2-10 mm uzunlugunda,
20-100 mikron genigliginde iplik seklinde, seffaf, Tirkge'de “iplik
solucanlan” adi verilen canli grubundandir (3). Artropodlarla iligki
icerisinde bulunan 3.000'in Gzerinde entomofilik (bdcekeil) nema-
tod tirl oldugu bilinmektedir (4, 5).

Artropod-nematod iligkisi bakimindan en bulytk cesitlilik
Secernentea sinifinda, Rhabditida, Tylenchida, Aphelenchida,
Oxyurida, Spirurida, Strongylida, Rhignonematida ve Ascarida
takimlarinda gorilmektedir (6). Bu entomopatojen nematodlarin
ayni zamanda mutualistik iligki icinde olduklar bakterilerin aktivi-
telerini arttirmak suretiyle de bdcek konaklarini 48 saat icerisinde
oldirme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir. Bu &zellikleri de
entomopatojen nematodlar biyolojik kontrolde kullanilabilecek
uygun bir ajan haline getirmektedir (7, 8).

Bu ¢alisma, leishmaniasis icin endemik bir bdlge olan Aydin,
Kusadasi'nda vektor kum sineklerinde direkt yontem ile parazit
ve diger organizmalarin varligi yéninden incelenmesi sirasinda
hemosdlde gdzlenen entomopatojen nematod Uzerine hazirlan-
mistir.

GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda, Kusadasi'nda cesitli lokalitelerden CDC igikli tuzak-
lar yardimiyla canli kum sinekleri toplanmistir. Kum sinekleri sabah
erken saatlerde tuzaklardan alinarak toplandiklari lokalitelere gére
ayr kaplara konulmus, disi kum sinekleri stereo mikroskop altinda
mide diseksiyonu icin aynlmistir. Toplanan erkek kum sinekleri ise
dogrudan diseke edilerek preparat haline getirilmistir.

Mide Diseksiyonu: Canli kum sinekleri buz Gzerinde bayiltildiktan
sonra steril %0.9'luk NaCl, antibiyotik (%1.5'lik Penisilin potasyum
ve Streptomisin silfat) ve antimikotik (%1.5'lik Flukonazol) iceren
sollsyon icerisine alinmistir. Herhangi bir kontaminasyon riskini
ortadan kaldirmak igin diseksiyon igneleri her bir drnek sonrasinda
ates yardimiyla dezenfekte edilmisti. Kum sineklerinin bas ve
genital bolgeleri tir identifikasyonu amaciyla preparat yapmak
icin ayrilmis, mide ve malpighi tiplerini iceren kisim ise ayn bir
steril damla icine alinarak lamel ile kapatilmis ve olasi organizmalar
acgisindan gtk mikroskobunda (x400) kontrol edilmistir.

Preparat haline getirilen erkek ve disi kum sineklerinin tir tayin-
leri, Akdeniz havzasi icin gecerli olan tir tayin anahtarlarina gére
teshis edilmistir (9-11).

BULGULAR

Calismada toplam 1027 adet disi kum sinegdi diseke edilmis ve
tur identifikasyonlari yapilmistir. Buna gére Phlebotomus cinsine
dahil 8 tur; P. tobbi %61, P. papatasi %11, P. neglectus/syriacus
%7, P.alexandri %5, P. brevis %1, P. similis %1, P. mascitti %1 ve
P simici %1, ve Sergentomyia cinsine dahil 2 tir; S. dentata %10
ve S. minuta %1, tespit edilmistir (Tablo 1).

P tobbi oldugu saptanan disi bir kum sinedi hemosdlinde canli
halde 1 adet ergin entomopatojen nematod gézlenmistir. Bunun
disinda diseke edilen kum sineklerinin hicbirinin hemosélinde
baska bir nematoda veya yumurtaya rastlanmamistir.
Entomopatojen nematodun kurumasi beklenmeden kalici prepe-
rat haline getirilmistir. Fakat saha kosullarinda cesitli boyama ve
fikse islemleri yapilamadidi igin tlir dizeyinde bir identifikasyon
gergeklestirilememistir. Yapilan mikroskobik incelemeler sonucun-
da entomopatojen nematodun, 3. evre enfektif Steinernematidae
ailesine ait jlvenil bir nematod oldugu belirlenmistir. Uzunluk
dlgtimleri sonucunda entomopatojen nematodun boyunun ortala-
ma 0.7 mm oldudu saptanmistir (Sekil 1).

TARTISMA

Calisma alani olarak belirlenen Kusadasi, zoonotik bir hastalik
olan leishmaniasisin insandaki her iki klinik formunun (visseral ve
kutandz) gorildigu ve kopeklerin rezervuar olarak saptandidi
énemli bir endemik alandir (12, 13). Daha énce Kusadasi'nda
képeklerde yapilan calismalarda, 253 kdpek taranmis ve %16.6
oraninda seropozitiflik saptanmistir (12). Aragtirmamiz sirasinda
nematodun tesbit edildigi Phlebotomus tobbi, Leishmania
infantum’un kanitlanmig vektortduar (14). Calisma alaninda vektor
P tobbi'nin %61 gibi bir dominantliga sahip olmasi ve kopekler-
de seroprevalansin yiksek olmasi leishmaniasis acisindan riskin
boyutlarini ortaya koymaktadir.

Gunumuizde kum sinekleri ve diger tarim zararlilar ile savagimda
kullanilan insektisitlerin cevreye olan olumsuz etkilerinin her
gecen gin daha acik bir sekilde ortaya ¢ikmasi ve kullanilan
insektisitlere kargi vektor artropodlarin direng gelistirmesi alter-
natif micadele yontemlerinin arastinlmasini zorunlu hale getir-
mistir (3). Ulkemizde yakin zamanda cesitli bdlgelerden toprak
ornekleri alinarak dogal entomopatojenler incelenmistir. Bu

Tablo 1. Diseksiyon yapilan kum sineklerinin tirleri ve ylzde
dagilimlan

Kum Sinegi Tiirleri Sayisi %

P tobbi 630 61.34
P papatasi 19 11.59
P. neglectus/syriacus 78 7.59
P alexandri 52 5.06
P brevis 10 0.97
P similis 15 1.46
P simici 3 0.29
P mascitti 1 0.10
S. dentata 111 10.81
S. minuta 8 0.78
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Sekil 1. Kum sinedi hemosélinde godzlenen entomopatojen
nematod

caligmalardan en kapsamlisi Hazir ve ark. (8) tarafindan yapilmig
ve 1080 toprak érnedinden 22 adet pozitif sonug tespit edilmistir.
Bu calismalar sirasinda yeni bir Steirnernema tiri tespit edilmis-
tir. Aydin’da yapilan bir calismada da topraktan alinan érnekler
incelenmis ve 28S rRNA, D2D3 ve ITS (internal transcribed spa-
cer) bélgelerinin dizi analizleri ile morfolojik ve morfometrik
incelemelerden elde edilen verilere dayanarak Aydin'da
Steinernema varh@i gosterilmistir (15). Calismada tespit edilen
entomopatojen nematodun saha kosullarinda uygun preperat
teknikleri uygulanamadigi icin tir dizeyinde identifikasyonu
yapilamamistir. Yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda
Steinernematidae familyasina ait oldugu ortaya konmustur.
Arastirma sirasinda saptanan bu bulgu, Glkemizde kum sinekle-
rinde bildirilen ilk entomopatojen nematod bulgusudur.

Kum sinekleri ile yapilan bazi c¢alismalarda entomopatojen
nematodlarin sadece disilerde degil ayni zamanda bitki &zsular
ile beslenen erkek sineklerde de bulundugu gosterilmistir (16).
Entomopatojen nematodlarin laboratuvar kolonilerini de tehdit
edebildigi, kum sineklerinin larva evresi de dahil olmak tzere her
evresinde gozlenebildigi ve bu nedenle bulasmasi durumunda
deneysel calismalarda kullanilan laboratuvar kolonilerinin tama-
mini ¢cok kisa bir strede yok edebildigi bildirilmistir (2).
Entomopatojen nematodlar yasamlarini strdirebilmek icin nemli
topraklara ihtiyag duymaktadirlar. Kum sinegi larvalarinin da
nemli topraklarda bulunmasindan, yani ayni ekolojik ortami pay-
lagmalarindan dolayi, kum sinegi larvalari ile savagimda entomo-
patojen nematodlarin etkili olabilecedi disindlmektedir (2).

Entamopatojen nematodlarin sadece fiziksel olarak degil ayn
zamanda mutualistlik yaptigr bakteri tirleriyle de konagini éldir-
dugu cesitli calismalarda gsterilmistir (7, 8). insektisit ve pestisit-
lerin kullaniimasinin yasak oldudu veya gelisen direncin belirlen-
digi bolgelerde alternatif bir kontrol yontemi olarak kullanilabil-

mesi agisindan oldukga yararli organizmalar oldudu, hedef digi
organizmalara hicbir zarari olmadigi ve uygun toprak sartlarinda
6 ay kadar etkinliklerini koruduklar belirtilmistir (17).

SONUC

Entomopatojen nematodun leishmaniasis icin vektdr olan
Phlebotomus tobbi’de bulunmasi, nematodun bu tirli de enfek-
te edebilecedini ve bu vektor tirle micadelede kullanilabilece-
gini gostermektedir. Yine Ulkemizde de varligi saptanmis olan P
alexandri, P. papatasi ve P. sergenti tirlerini hedef alarak yapilan
bir caismada nematod ile enfekte edilen disi kum sineklerinin
kan ememedigi, erkek kum sineklerinin de ¢iftlesme davranigi
sergileyemedigi gozlenmistir (18). Bunun yani sira, entomopato-
jen nematodlarin farkli artropodlarla micadele etkinliklerinin
ayni olmadidi, micadele edilecek tire gore kullanilacak entomo-
patojen nematodun degisebilecedi belirtilmistir (19). Bu durum
da endemik alanlarda vektér oldugu saptanan kum sinegi tirleri
ile ilgili nematod tdrlerinin etkilesimi konusunda arastirma yapil-
masi  gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu c¢alisma ile
Steinernematidae turlerinin P tobbi'yi enfekte edebildigi ve
biyolojik kontrol ajani olarak kullanilabilecedi belirlenmistir.
Ancak bu alanda sadece lkemizde degdil, leishmaniasisin ende-
mik oldugu bircok llkede daha kapsamli aragtirmalarin yapilmasi
gerektigi dustinilmektedir. Kum sineklerinin ugmak yerine daha
cok ziplama hareketi ile yer degistirmeleri ve yere yakin hareket
etmeleri, larva pupa dénemlerinin toprakta olmasi entomopato-
jen nematodlarla temas etme olasigini artirmaktadir.

Cikar Catismasi.
Bu calisma, TUBITAK 1095448 nolu projenin destedi ile gercek-
lestirilmistir.
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Myxobolus leafasp. nov. (Myxozoa: Bivalbulida) from the gill filament of

Labeo bata (Hamilton) from Manipur, India

Hindistan (Manipur)’daki Labeo bata Baliginin Solungac Filamentinden Yeni Bir Tiir

Myxobolus leafa sp. nov. (Myxozoa: Bivalbulida)

Hemananda Thounaojam’, Naorem Mohilal’, Probir K. Bandyopadhyay?, Amlan Kumar Mitra?,
Gozde Gurelli*
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to investigate the gill filaments of Labeo bata in India parasitologically and to describe the new
Myxozoa parasite species, Myxobolus leafa sp. nov., which was determined.

Methods: Fish were collected alive from fish farms from Manipur (India). Sporogonic plasmodia were removed with sterile forceps and
observed under phase contrast microscope. For permanent preparations, air dried smears were stained with Giemsa after fixation in
acetone free absolute methanol.

Results: Mature spores of the new species appear as leaf-like structures in valvular or frontal view, tapering at both ends. The anterior end of
the spore is broader than the posterior end. Spores measure 15.3-11.8 um (16.91£1.16) in length and 13.6-15.3 ym (14.15£0.67) in breadth.
Conclusion: The new gill parasite species, Myxobolus leafa sp. nov., was described from fish in India. The prevalence of the parasite was
3.3% and two stages (cyst and spore) of the parasite existed in its life cycle. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 40-3)

Key Words: Myxozoa, parasite, fish, Myxobolus leafa sp. nov., India
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OZET

Amag: Bu calismanin amaci Hindistan'daki Labeo bata balik tiriniin solungag filamentlerini parazitolojik agidan aragtirmak ve tespit edilen
yeni Myzoa parazit tirini Myxobolus leafa sp. nov. tanimlamaktir.

Yéntemler: Baliklar Manipur'daki (Hindistan) balik ciftliklerinden canli olarak elde edilmistir. Sporogonik plazmodyumlar steril penslerle
cikarilarak faz kontrast mikroskop altinda incelenmistir. Daimi preparasyonlar igin, havayla kurumus yayma preparatlar saf metanolden
arnindinlmig etanolde tespit edildikten sonra Giemsa'yla boyanmistir.

Bulgular: Tespit edilen yeni parazit tiriinin olgun sporlar dnden bakildinda yaprak benzeridir ve her iki uca dogru daralir. Sporlarin én ucu
arka ugtan daha genistir. Sporlarin uzunlugu 15.3-11.8 pm (16.91+1.16), genisligi 13.6-15.3 pm (14.15+0.67)'dir.

Sonug: Hindistan'daki baliklardan yeni bir solungag paraziti Myxobolus leafae sp. nov. tanimlanmistir. Parazitin yayginligr %3.3"tlr ve yasam
dénguslnde 2 safha (kist ve spor) mevcuttur. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 40-3)

Anahtar Sézciikler: Myxozoa, parazit, balik, Myxobolus leafa sp. nov., Hindistan
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INTRODUCTION

Numerous descriptions of myxosporean species of fish have
been made from different geographic areas (1, 2). Myxozoa
Butschli, 1882 include more than 1200 valid species commonly
found in fish (2, 3). Among them, Myxobolus Butschli, 1882, with
744 species described, is the largest genus of the family
Myxobolidae and has been reported as an important pathogen
in freshwater fish (3).

Manipur, located in the Himalayan range, has a rich fish faunal
diversity. However, the survival of many indigenous fish species
has been hampered with the introduction of many new exotic fish
species. This has also given rise to an increase in parasites includ-
ing myxozoans. Many of these myxosporidans have pathogenic
effects on the fish, causing serious damage to various body parts
and resulting in heavy economic loss to the fish farmers and also
threatening the biodiversity of indigenous fish species.

During a parasitological survey, examinations were conducted
on various host fish species, which revealed the presence of a
new myxozoan species of the genus Myxobolus from the gill fila-
ments of Labeo bata (Hamilton) collected from a fish farm of
Langmeidong, Manipur, India.

METHODS

Host fish of the genus Labeo bata (Hamilton) were collected alive
from fish farms of Langmeidong, brought to the laboratory and
examined immediately. Sporogonic plasmodia, when found, were
carefully removed with sterile forceps, smeared on clean grease
free slides with drops of 0.5% NaCl solution, covered with cover
slips and sealed with bee wax for examination under the oil
immersion lens of the Olympus CH2 phase contrast microscope.
Some of the fresh smears were treated with various concentra-
tions (2-10%) of KOH solution for the extrusion of polar filaments.
The Indian ink method of was employed for observing the
mucous envelope of spores (4). For permanent preparations, air
dried smears were stained with Giemsa after fixation in acetone
free absolute methanol (5). Measurements (based on twenty fresh
spores treated with Lugol’s iodine) were done with the aid of a
calibrated ocular micrometer. All measurements are presented in
pum as mean=SD followed in parentheses by the range.

Drawings were made on fresh or stained material with the aid of
a mirror type camera lucida and the Corel Draw 10.0 computer
programme.

To describe the morphology of the parasite, several abbrevia-
tions have been used, as follows.

RESULTS

Myxobolus leafa sp. nov. (Figures 1a-j, Tables 1, 2)
Phylum: Myxozoa

Class: Myxosporea

Order: Bivalvulida

Family: Myxobolidae

Genus: Myxobolous

Species: leafa

Diagnosis

Cyst: Numerous yellowish white, spherical cysts or plasmodia
are found attached to the gill filaments of the host, measuring
1.4-1.6 mm in diameter. Cysts contain mostly mature spores. A
few developmental stages are also observed.

Spore: Mature spores appear as leaf-like structures in the valvu-
lar or frontal view, tapering at both ends. The anterior end of the
spore is broader than the posterior end. The spore measures
15.3-11.8 pm (16.91+£1.168) in length and 13.6-15.3 uym

Table 1. Measurements of 20 fresh/stained spores of Myxobolus
leafa sp. nov.

Characters | Range Mean sD SE |CV (%)
LS 15.3-18.7 16.91 1.168 | 0.261 | 6.907
BS 13.6-15.3 | 14152 | 0.673 | 0.150 | 4.755
LPC 5.95-8.5 6.67 0.724 | 0.162 | 10.854
BPC 5.1-5.95 5.31 0.368 | 0.082 | 6.23

Spore Index

LS: BS=1:0.836
LPC: BPC=1:0.796
LS: LPC=1:0.394
BS: BPC=1:0.375

LS: length of the spore, BS: breadth of the spore, LPC: length of the polar
capsule, BPC: breadth of the polar capsule, LPF: length of the polar fila-
ment, DIV: diameter of iodinophilous vacuole

Figure 1. (a-g) Camera lucida drawings of different stages of
maturedspores of Myxobolusleafasp.nov. (h-j) Photomicrographs
of matured fixed spores in valvular view (Giemsa stained) of
Myxobolus leafa sp. nov. scale bar - 6.67 um. (a, b) Fresh spore-
developmental stages. (c) Fresh spore in valvular view. (d) Fresh
spores in sutural view. (e) Fresh spore in valvular view-Lugol's
lodine. (f, g) Fixed spores in valvular view-Giemsa stained
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Table 2. Morphometric comparison of Myxobolus leafa sp. nov. to closely related species

Characters M. drijagini M. iucundus M. hendricksoni | M. magnaspherus | M. mokhayeri Myxobolus leafa
Sp. nov.
LP 125 13 13.1 18 14.4-16.6 (15.8) 15.3-18.7,
(16.19+1.13)
BS 9.5 10.7 12.3 20 11.6-13.3(12.5) 13.6-15.3
(14.15+0.67)
LPC Unequal 8 - 10 Unequal
L:6,5:3.35 L:7.7-79(7.5), S: | 5.958.5, (6.67+0.72)
58-7.5(6.6)
BPC Unequal, L: 3.8, 36 - 6 L:4.1-4.9 (4.6), 5.1-5.95 (5.31+0.36)
S: 235 S:3.34.1 (3.6
Host Hypopthalmichthys Galaxia Pimephales Lepomis Capoeta Labeo
molitrix maculates promelas gibbosus trutta bata
Site of Subcutaneous Skin Brain Kidney Fin Gill
infection tissue
Reference (6) 7) 8) 9 (10) Present study
LPC: length of the polar capsule, BPC: breadth of the polar capsule, BS: breadth of the spore

(14.15+0.67) in breadth. On sutural view the spore is pyriform in
shape with a distinct, slightly curved sutural line without a ridge
or fold. Two shell valves are symmetrical, smooth, thin and uni-
form with no parietal fold. The posterior part of the spore is
surrounded by a mucus envelope.

Two equal polar capsules are oval to pyriform in shape with a
broadly pointed anterior end and rounded posterior end. Each
polar capsule measures 5.95-8.5 pm (6.6+0.72) in length and 5.1-
5.95 pm (5.31+£0.36) in breadth. Inside the polar capsule, polar
filaments coil obliquely forming 4-5 turns. Polar capsules con-
verge slightly at the anterior part. An intercapsular ridge is pres-
ent as an outgrowth of the inner wall of the spore at the anterior
half of the spore cavity. The extracapsular region is occupied by
a double crescent shaped sporoplasm. An ,odinophilous vacu-
ole is absent but a tiny sporoplasmic nucleus is present at the
upper part of the sporoplasm.

In many cases, the mucus envelope is very prominent while in
some spores, the mucus envelope remains in restricted areas at
the posterior most part of the spore. In some other cases, the
posterior end is prominently pointed-like the tip of a leaf, while
in some spores it is bluntly pointed. In most cases the anterior
portion is wider than the posterior portion.

Taxonomic Summary:
Type Host: Labeo bata (Hamilton)

Type Locality: Langmeidong, Thoubal Dist.[24° 27/30.47" N,
9305515 E]

Site of Infection: Gill
Prevalence: 7/210 (3.3%)

Type material: Slides containing holotype (MU/P/My) and para-
type (MU/P/My_, has been deposited in the collection of
Parasitology Section. Life Sciences Department, Manipur
University, Canchipur, Imphal, India.)

Number of specimen measured: 30

Etymology: This species was named as per structural resem-
blance of the parasite to a leaf.

DISCUSSSION

Due to the presence of two equal pyriform to oval polar capsules
with intercapsular appendage, the present myxozoan species is
placed under the genus Myxobolus Bitschli, 1882 and group | of
Tripathi's grouping of the genus Myxobolus (3). When the present
species is compared with other closely related species of the genus
Myxobolus, it resembles M. drijagini Akmerov, 1954 (6) reported
from the subcutaneous tissue of Hypopthalmichthys molitrix from
Amur River, Russia [LP-12.5, BS-9.5, LLPC-6, LSPC-3.35, BLPC-3.8,
BSPC-2.35]; M. iucundus Hine, 1977 (7) reported from the skin of
Galaxias maculates from New Zealand [LP-13, BS-10.7, LPC-8, BPC-
3.6]; M. hendricksoni Mitchell et al. (8), reported from the brain of
Pimaphales promelas from USA [LP-13.1, BS-12.3]; M. magna-
spherus Cone et al. (9), reported from the kidney of Lepomis gib-
bosus [LP-18, BS-20, LPC-10, BPC-6] and M. mokhayeri Baska et al.
(10), reported from the fin of Capoeta trutta [ LS-15.8, BS-12.5,
LLPC-7.5, BLPC-4.6, LSPC-6.6, BSPC-3.6]. However, M. drijagini
have a smaller spore size, unequal polar capsule and anteriorly
more expanded spore than the present species. M. iucundus have
a smaller spore size, and longer and narrower capsule than the
present species. M. hendricksoni also have a smaller spore size
than the present species. Moreover, its ovoid or spheroid spore
differs from the leaf-like spore of the present species. M. magna-
spherus have larger and broader spores than the present species.
M. makhayeri have an unequal sized polar capsule whereas the
present species have equal sized polar capsules.

CONCLUSION

Considering all these differences, we propose the Myxobolus
species we have obtained from Manipur as new to science and
name it as Myxobolus leafa sp. nov.
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Toxoplasma gondii Takizoit ve Doku Kistlerinin Kriyoprezervasyonu

Cryopreservation of Toxoplasma gondii Tachyzoites and Tissue Cysts
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OZET

Toxoplasma gondii takizoit ve doku kistleri calismalari agl, tani testleri ve ilag arastirmalar, biyokimyasal ve molekiler yapi calismalan gibi
bircok bilimsel calismada kullaniimaktadir. Doku kisti ve takizoitlerin stirekli in vivo pasajlanmasi zahmetli bir islem oldugu kadar diger
yandan strekli hayvan kullanilmasindan kaynaklanilan ylksek maliyetli ve etik sorunlar ¢ikaran bir islemdir. Takizoitlerin ve doku kistlerinin
kriyoprezervasyonunun gerektiginde in vivo canlandinimasi ekonomik kayiplar, is glici ve hayvan etik sorunlanni azaltilabilecektir. Bu
makalede takizoit ve doku kistlerinin farelerde, intraperitoneal Uretimi, kriyoprezervasyon icin hazirlanmasi ve kriyolanmis 6rneklerin
¢ozdirilerek farelere tekrar uygulanmasi detayli olarak tarif edilmigtir. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 44-6)

Anahtar Sézciikler: Kriyoprezervasyon, doku kisti, takizoit

Gelis Tarihi: 16.11.2012 Kabul Tarihi: 03.12.2012

ABSTRACT

Toxoplasma gondii tachyzoites and tissue cysts are largely used for developing diagnostic assays, vaccines and in drug research as well
as biochemical and molecular structure studies. Continuous passaging of tachyzoites or tissue cysts in animal models encounter ethical
and economical problems and it is a time consuming procedure. Cryopreservation of tachyzoites and tissue cysts and revitalization of
cryopreserved samples whenever needed, can decrease the economical loss, ethical problems and labour. In the present article, production
of tachyzoites and tissue cysts in mice, preparation of samples for cryopreservation, cryopreservation of tachyzoites and tissue cysts,
defrosting of cryopreserved samples and reinoculation to mice have been described in detail. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 44-6)

Key Words: Cryopreservation, tissue cyst, tachyzoite
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GiRiS

Toxoplasma gondii, bir protozoon parazit olup, kuslar dahil
tim memelileri enfekte edebilmektedir. Tibbi dnemi yiksek

ve evriminin en ince detaylarinin agikliga kavusmasi toxop-
lasmosis tanisi, tedavisi ve agi calismalan agisindan buylk
dnem tasimaktadir.

olan parazitin diinyadaki insanlarin yaklasik G¢te birini enfek-
te ettigi tahmin edilmektedir (1-3). insanlarda genelde
asemptomatik seyretmekle beraber, dustk, oli dogum,
konjenital toxoplasmosis, gérme bozukluklari, ensefalit,
organ reddi ve hatta dlime dahi yol acabilen klinik tablolar
yaratabilmektedir (4-8). Bu parazitin morfolojik ézelliklerinin

T. gondii'nin kompleks hayat déngisin de (g form; takizoit-
ler, bradizoitler (doku kisti icinde) ve sporozoitler (ookist
icinde) tanimlanmustir. T. gondii'nin evriminde takizoitler hizli
bolinen form olup tim insan hicrelerini isgal edebilmekte-
dir ve akut enfeksiyondan sorumludurlar (8, 9). Ortalama 14
glin icinde, isgal ettikleri hiicrede bdlinme hizlar yavaslaya-
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rak bradizoitlere dénisur ve kronik enfeksiyondan sorumlu doku
kistlerini olustururlar. Parazitin bu asekstel déngist disinda,
sadece kesin konak olan kedide gerceklesen bir de sekslel don-
glsu vardir. Bu donglde kediler T. gondii'yi ookist veya doku
kisti olarak alirlar. Kedinin badirsak epitel hiicrelerinde farklilaga-
rak olusan mikrogametosit ve makrogametositler, gametogoni
ile mikrogamet ve makrogametlere déniismektedir. iki uzun fla-
gellali mikrogametlerin, makrogametleri déllemesi ile olusan
zigotun etrafinda duvar olusur ve bu forma ookist denir. Enfekte
epitel hicresini patlatarak cikan ookistler badirsak yolu ile dig
ortama atilmaktadirlar (5, 6, 8, 9). Dis ortama atilan ookist i¢inde,
cevre isisi ve oksijen miktarina bagl olarak 1-21 gln igcinde spo-
rogoni ile dncelikle iki adet sporokist, her sporokistin icinde ise
dérder adet sporozoit geligir. Ookistlerin nemli toprakta ortala-
ma 18 ay boyunca canliligini koruyabildigi gdsterilmistir (5, 6).

T. gondii tani testlerinde, etkene karsi gelistirilen asl, ilag calis-
malar yaninda biyokimyasal ve molekiler yapi arastirmalarinda,
parazitin hayat dénguslnde yer alan takizoit ve bradizoit formla-
r siklikla kullaniimaktadir. Bu formlarin istenildiginde el altinda
bulunabilmesi igin arastirma merkezlerinde surekli in vivo sagla-
ma yerine kriyoprezervasyona bagvurulmaktadir (2-10). Bu maka-
lede T. gondii RH Ankara susu takizoitleri ve PRU susu doku
kistleri ile farelerde gergeklestirilen pasajlama teknigi anlatilacak
ve sonrasinda elde edilen formlarin kriyoprezervasyon iglemleri
detayli olarak anlatilacaktir.

YONTEMLER

1. Kullanilan Hayvanlar
T. gondii takizoit ve doku kisti Uretiminde 4-6 haftalik BALB/c
veya Swiss outbred fareler kullaniimaktadir.

2. T. gondii RH Ankara Susu Takizoitlerinin Farelerde
Pasajlanmasi

Daha 6nceden T. gondii takizoitleri ile enfekte edilmis farelere
CQ, ile &tenazi sonrasi servikal dislokasyon uygulanir. Daha sonra
farenin batin boélgesi %70 ethanol ile spreylenip, periton zarina
kadar olan deri kismi acilir ve iki yana diseksiyon yapilir. Periton
alt-orta hattan acilarak intraperitoneal alan periton duvarina
dogru pastdr pipeti ile yaklagik 10 mL steril %0.9 NaCl puskirti-
lerek yikanir ve periton calkanti suyu steril olarak 15 mL tipe
aktarilir (Resim 1A, B). Elde edilen eksudadaki takizoit miktari, 1gik
mikroskobunda 40x objektifte hemositometre ile sayildiktan
sonra 1x10%/mL takizoit icerecek sekilde sulandinlir. Bu érnekten
alinan 100 pL (yaklagik olarak 1x10° takizoit icerir) 4-6 haftalik
farelere intraperitoneal olarak uygulanir. ilk giinii takip eden 3.
veya 4. glinde pasaj tekrarlanir (10-12).

2.1. Takizoitlerin Kriyoprezervasyon icin Hazirligi

B&lim 1.1.'de anlatildigi gibi enfekte farelere ortalama 4. glinde
CO, ile 6tenazi sonrasi servikal dislokasyon uygulanir. Sonra batin
bolgesi %70 ethanol ile spreylenir ve periton zarina kadar deri
kismina diseksiyon uygulanir, periton acilmaz. Steril 5 mL enjektére
2 mL %0.9 NaCl ¢ekilir. Periton steril penset ile kaldinlir ve 2 mL
%0.9 NaCl periton icine verilip, periton penset ile hafifce calkala-
nir. Enjektdr ignesi cikarlir ve plastik kismi ile verilen 2 mL %0.9
NaCl geri ¢cekilir (Resim 1C). Eksuda icinde bulunan takizoit mikta-
r, 15tk mikroskopta 40x objektifte hemositometre ile sayildiktan
sonra zaman gecirmeden kriyoprezervasyon islemine gecilir.

3. T gondii PRU Susu Doku Kistlerinin Pasajlanmasi ve
Kriyoprezervasyon igin Hazirhg:

Daha 6nce T. gondii doku kistleri ile enfekte edilmis 4-6 haftalik
BALB/c veya Swiss outbred farelere &tenazi uygulanir. Fare tiy-
lerinin ortama ugmamasi icin %70 ethanol ile spreylenir. Steril
penset ve makas ile kafa kaide kemikleri acilir, ¢ikarilan beyin
dokusu, 1 mL %0.9 NaCl iceren 50 mLlik tipe aktarilir (Resim 1D,
E). Beyin dokusu 20 G 1" enjektor ignesi bulunan 5 mL enjektor
ile 50 mL tip icinde homojenize edilir ve Uzerine 3-4 damla
Penisilin (10.000 U/mL)/Streptomisin soltsyonu (10.000 pug/mL)
(Biochrom) eklenir (Resim 1F). Homojenattan alinan 4 adet 20 pL
ornek lam lamel arasinda i1k mikroskopta 20x biyitmede ince-
lenir ve kist miktan sayilir. Elde edilen homojenat, kriyopreservas-
yon ve pasajlama icin kullanilabilir.

Ornek gece boyunca +4°C’'de saklandiktan sonra saglam farelere
intraperitoneal olarak ortalama 10-15 doku kisti olacak sekilde
pasajlanir. Yaklagik 40 glinde enfekte farelerde olusan doku kistleri
ile tekrar pasaj yapilabilir. Pasaj araligi 6 ayi gecmemelidir (10-12).

4. Kriyoprezervasyon

Bolim 2.1. ve 3.'te anlatildigi gibi elde edilen 0.5 mL takizoit
iceren eksuda veya doku kisti iceren homojenat, énceden hazir-
lanmig 2 mL kriyo tlpU igindeki 1 mL kriyoprezervasyon sollsyo-
nuna [150 pL Dimethyl Sulfoxide (Dimetilstlfoksit; DMSO),150 pL
FBS (FetalBovine Serum) iceren 700 pL RPMI 1640 besiyeri] ekle-
nir. Daha sonra doku kisti igeren kriyo tiplerinin 15-45 dakika oda
sicakliginda inkibe edilmesi gerekmektedir. Kriyoprezervasyon
tUplerinin Gzerine susun adi, tip icinde ne kadar takizoit veya
doku kisti bulundugu ve tarih yazilmasi dnemlidir. Takizoit iceren
kriyo tlpu hemen, doku kisti iceren tip ise inkiibasyon sonrasi,
-80°C derin dondurucuda bulunan strafor kutu icine konulur.
Ortalama 4 saat sonra kriyo tip -80°C derin dondurucuda bulu-
nan kriyo kutusuna aktarlir (12).

4.1. Kriyoprezervasyonda Bulunan Orneklerin Cézdiiriilmesi
Kriyoprezervasyon soliisyonunda bulunan DMSO takizoit veya
doku kistlerine zarar verebileceginden, ¢dzdirme islemi hizli
gerceklestiriimelidir. Bunun icin daha dnceden hazirlanmig 5 mL
RPMI 1640 besiyeri iceren 15 mL tlp ve steril pastdr pipeti hazir-
lanir ve su banyosu 37°C'ye getirilir. Kriyo tlp -80°C derin dondu-
rucudan c¢ikanldigr gibi 37°C su banyosuna konulur ve icerik
¢ozlldikten hemen sonra steril pastér pipeti ile 5 mL RPMI 1640
besiyeri iceren 15 mL tipe eklenir. Daha sonra tip 1500 rpm’de
10 dakika santrifij edilir. Ust sivi 0.5 mL kalana kadar pastor pipe-
ti ile atilir ve pellet Gstiine 2 mL RPMI 1640 eklenerek, pastor
pipeti ile yavasca homojenize edilir.

Homojenattan alinan drnekteki takizoit miktari, 1s1ik mikroskopta
40x objektifte canlilik agisindan faz kontrast mikroskopi ile
degerlendirilir (Resim 2A-C). Daha sonra 1x10¢%mL canli takizoit
icerecek sekilde RPMI 1640 ile sispanse edilir ve en az 3 fareye
intraperitoneal yoldan farkli miktarlarda (100-300 pL) uygulanir.

Doku kisti iceren homojenattan alinan 4 adet 20 pL &rnek icinde
bulunan doku kistlerinin canhlidi lam lamel arasinda isik ve faz
kontrast mikroskobunda 20x blyitmede degerlendirilir ve kist
miktari sayilir (Resim 2B-D). Daha sonra saglam farelere intrape-
ritoneal yoldan 10-15 canli kist olacak sekilde verilir. Yaklagik 40
glin sonrasinda enfekte farelerin beyninde olusan doku kistleri
ile tekrar pasaj yapilabilir.
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Resim 1. T. gondii RH Ankara susu takizoitleri ve PRU susu doku
kistlerinin kriyoprezervasyon igin hazirligi (A-B) Takizoit pasaji igin
gerekli malzemeler ve pasajlama (C) Takizoit kriyoprezervasyonu
icin eksuda &rnegi alimi. (D) Doku kisti pasaji icin gerekli
malzemeler. (E, F) Doku kisti kriyoprezervasyonu icin érnek alimi
ve homojenizasyon

Resim 2. T. gondii RH Ankara susu takizoitleri ve PRU susu doku
kistlerinin 1gtk mikroskop (A, B) ve faz kontrast (C, D) mikroskop
goriuntileri (x40 buyttme). (A-C) Yuvarlak icine alinmig bélgedeki
oklar canlih@ini yitirmis takizoitleri géstermektedir

SONUC

Parazitin degisik evrim formlarini elde etmek icin strekli pasajlar-
da deney hayvani veya hiicre kaltirt kullanimi ekonomik ve etik
acidan, oldugu kadar is giict kayiplarn agisindan da cesitli sorun-
lar beraberinde getirmektedir. Bu nedenle kriyoprezervasyonun
ihtiya¢c duyuldugunda ¢dzdurilerek kullaniimasi bu sorunlarin

online gegmektedir. Pek cok parazit turleriyle basanl kriyopre-
zervasyon ¢alismalarn yapilabilmektedir (13, 14).

T. gondii, hicre biyolojisi ve molekiler calismalan icin iyi bir
model olmasi yaninda tibbi ve veterinerlik caligmalarinda siklikla
kullanilmasi nedeniyle ¢cok sayida arastirmada yararlaniimaktadir
(2). Laboratuvarda tani, tedavi, asi gelistirme ve molekiler 6zel-
liklerin arastirlmasi asamasinda T. gondii'nin takizoit ve bradizoit
formlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Takizoit ve bradizoit formlarinin
Uretimleri, kriyoprezervasyonu ve kriyo eritme basamaklarini ice-
ren iyi bir standart laboratuvar uygulama protokoli hazirlamak T.
gondii ile arastirma laboratuvarinin olmazsa olmazlarindandr.
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Epidemiology of Cystic Echinococcosis in the World

Ozlem Tiinger

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklan ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Manisa, Tiirkiye

OZET

Kistik ekinokokkozun insidans ve prevalansi son yillarda belirgin olarak digsmekle birlikte, bazi Glkelerde ve bazi cografi bdlgelerde, dzellikle
ekonomik sikintilara badli olarak kontrol programlarinin uygulanamamasi nedeniyle, énemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Bu
parazitik enfeksiyonun cografi dagilimi, parazitin ara konagdi olan ve gdcebe-yari gdcebe yasayan koyun ve kegi siirilerinin sayisina ve bu
strdlerin parazitin son konagi olan ve insanlara bulasta dnemli bir rol oynayan kdpeklerle birlikteligine baglidir. Ekinokokkoz tim diinyaya
yayilan bir cografi dagilim gosterir ve her bir kitada endemik odaklar vardir. En fazla iliman iklim kusaginda yer alan tlkelerde gorilmektedir.
Basta Akdeniz tlkeleri olmak lUzere, Giney ve Orta Rusya, Orta Asya, Cin, Avustralya, Gliney Amerika, Kuzey ve Dogu Afrika bu enfeksiyonun
g6rildugi cografi bdlgelerdir. Bu derlemede kistik ekinokokkozun diinyadaki cografi dagilimi ve epidemiyolojisi irdelenmistir.

(Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 47-52)

Anahtar Sézciikler: Echinococcus granulosus, epidemiyoloji, kistik ekinokokkoz
Gelis Tarihi: 13.07.2012 Kabul Tarihi: 31.10.2012

ABSTRACT

The incidence and prevalence of cystic echinococcosis have fallen dramatically over the past several decades. Nonetheless, cystic echi-
nococcosis remains a major public health issue in several countries and regions as a result of a reduction of control programmes due to
economic problems. Geographic distribution differs by country and region depending on the presence of large numbers of nomadic or
semi-nomadic sheep and goat flocks that represent the intermediate host of the parasite, and their close contact with the final host, the dog,
which mostly provides the transmission of infection to humans. The greatest prevalence of cystic echinococcosis in human and animal hosts
is found in countries of the temperate zones, including Mediterranean regions, southern and central parts of Russia, central Asia, China,
Australia, South America and north and east Africa. In this article, the geographic distribution and epidemiology of cystic echinococcosis
worldwide are reviewed. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 47-52)
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GiRiS

Kistik ekinokokkoz, tenya (sestod) ailesinde yer alan

baglidir ve insanlarnin yapmis oldugu aktivitelerden, davranis
sekillerinden ve uygulanan politikalardan etkilenir (1, 2).

Echinococcus granulosus'un neden oldugu kozmopolit zoo-
notik bir enfeksiyondur. Simdiye kadar tanimlanmus alti tirG
olmakla birlikte, insanlarda hastalik yapan en énemli iki tir
E. granulosus (kistik ekinokokkoz etkeni) ve Echinococcus
multilocularis (alveolar ekinokokkoz etkeni)'dir. E.
granulosus’un bulasmasi evcil veya vahsi ara konaklarina

Mitokondrial DNA sekanslari Gzerinde yapilan molekiler
caligmalar sonrasinda E. granulosus kompleksinin 3 tir ve
morfolojileri, konak 6zgullukleri ve molekiler dzellikleri bir-
birinden farkli 10 genotipten (G1-10) meydana geldigi gos-
terilmistir. Her bir tir icinde de yasam siklist, konak 6zgul-
163U, antijenite, bulastincilik, kemoterapaotiklere duyarlilik ve

Bu derleme Kistik Ekinokokkoz Sempozyumu’nda, (17-18 Mayis, Manisa) sunulmustur.
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patolojiye ait zellikleri bakimindan birbirinden farkli olan gene-
tik varyantlar oldugu belirlenmistir. Bu dzellikler asilarin gelistiril-
mesinde, tanida kullanilacak reagenlerin belirlenmesinde, teda-
vide kullanilan ilaclann etkinliginde dnemli rol oynamakta, dola-
yistyla hastaligin epidemiyolojisi ve kontrolinl belirlemektedir.
Gergekten de her bir ekinokok tiriiniin konaga 6zgil genetik bir
kimligi vardir (3).

E. granulosus Genotiplerinin Diinyadaki Dagilimi
Tanimlanmig olan 10 farkli genotipten ikisi koyunlarda (G1, G2),
ikisi sigirlarda (G3, G5), biri atlarda (G4), biri develerde (G6), ikisi
domuzlarda (G7, G9), biri geyiklerde (G8) ve sonuncusu da bir
rengeyiginden (G10) izole edilmistir. Bu genotiplerle ilgili yapilan
epidemiyolojik calismalar olmakla birlikte konak ve cografik
dagilim ile genotip arasindaki iliskiyi belirlemek icin daha ayrinti-
Il caligmalara gereksinim vardir (3-5).

insanlarda en sik kistik ekonokkoza neden olan ve tim diinyada
en yaygin olan genotip G1'dir. Ozellikle koyun ciftliklerinin yogun
oldugu cografi alanlarda daha baskin olarak gérilmektedir. Bu
genotipin insan ekinokokkozunun yaygin oldugu Fas, Tunus,
Kenya, Kazakistan, Bati Cin ve Arjantin’de daha fazla oldugu
bildirilmistir (4).

G2 genotipinin koyunlar arasinda gérildigu ve insan ekinokok-
kozuna neden olabildigi bilinmekle birlikte G1'den farkli genetik
ozelliklere ve dolayisiyla farkli yagam siklisline sahiptir. Avustralya
ve Tazmanya'dan rapor edilmistir.

G3 genotipi bufalolar arasinda yaygindir ve suyla bulasir. Glney
Asya'da gorllmektedir. Insanlarin bu genotipe duyarli olduklan
bildirilmemistir.

Daha dnceden Echinococcus equinus olarak bilinen G4 genotipi
ara konak olarak atlarda bulunur, simdiye kadar insan olgusu
bildirilmemistir. Giiney Afrika’nin yani sira ispanya, italya, Libnan,
Suriye gibi Akdeniz tlkelerinde goérilmektedir.

Echinococcus ortleppi olarak bilinen G5 genotipi sidirlarda
enfeksiyona neden olur. Avrupa, Asya, Afrika'nin bir bolimi ve
Guney Amerika'da gorilir. Simdiye kadar sadece bir insan olgu-
su bildirilmistir. Koyunlardaki genotipe goére daha az patojen
oldugu distnilmektedir.

G6-G10 genotiplerinin digerlerinden ayrimi zor olmakla birlikte
koyunlarda gérllen genotiplerden belirgin olarak farkhliklar var-
dir. G6 ozellikle deve ve kecilerde enfeksiyona neden olur.
Hayvan enfeksiyonlar Orta Dogu, Afrika, Glineybati Asya ve
Giiney Amerika’dan, insan enfeksiyonlari ise Nepal, iran, Kenya
ve Arjantin’den bildirilmistir (5).

G7 genotipi Avrupa'da (6zellikle ispanya ve italya), Asya ve
Guney Amerika'da evcil domuzlarda gésterilmistir. G7 ile ¢ok
yakin genetik benzerlik gdsteren G9 genotipi ise Polonya'da
insan enfeksiyonu seklinde bildirilmistir, G9 genotipinin hayvan-
larda enfeksiyon yaptigi gésterilememistir.

G8 genotipinin Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika’da vahsi kurt ve
geyiklerde enfeksiyon yaptigi gosterilmistir. Bu genotipin insan-
larda diger genotiplere gére daha hafif seyirli enfeksiyon yaptigi
bildirilmistir. Bununla birlikte bu genotipin patojenitesine iligkin
daha ayrintili caligmalara gereksinim vardir (5).

Kistik Ekonokokkozun Kitalardaki Durumu

Amerika

Kuzey Amerika'da en fazla gérilen geyik susu (G8) ve koyun susu
(G1)dur. G8 ozellikle Kanada, Alaska ve Minesota'da vahsi
yasam arasinda daha yaygin olarak bulunmaktadir. Vahsi yasam-
daki en dnemli rezervuarlan kurtlar, cakallar, geyikler ve képekler-
dir. Kistik ekinokokkoz ilk kez Kanada’'da 1950'li yillarda Kizilderili
ve Eskimolar gibi yerli halkta tiberkiloz taramasi nedeniyle
akciger grafilerinin ¢ekilmesiyle birlikte pulmoner hidatidoz sek-
linde gorilmeye baslamistir. Ayni dénemde Alaska’da 101 yerli
olgu bildirilmigtir. Ontario ve British Columbia’daki Amerikan
geyiklerinin %50sinin, Kuzeybati Kanada'daki képeklerin %28-
50'sinin enfekte oldugu tahmin edilmektedir. insanlarda pulmo-
ner tutulum yaygindir. Alberta’dan yapilan bir derlemede 22
kesin ve olasi vaka degerlendirilmis, hastalarin %70'inin kadin,
%A41'inin yerli oldugu, %40Inda pulmoner %50'sinde hepatik
tutulum oldugu bildirilmistir (6, 7).

Avrizona, Kaliforniya, New Mexico ve Utah gibi Kuzey Amerika'nin
bati eyaletlerinde koyun susunun insanlar arasindaki yayilimi
1960'larda belgelenmistir. Bu ekinokok enfeksiyonunun kaynagi-
nin Avustralyali koyun képekleri oldugu ve 1938'de Utah'a geldi-
gi, bu bdlgede koyunlar arasinda yayildigi ve daha sonra da
koyun ticaretiyle komsu eyaletlere yayildigi saptanmistir. Bir
diger enfeksiyon kaynagi ise izlanda, italya, Yunanistan ve son
yillarda ise 6zellikle Orta Dogu ve Asya gibi bu enfeksiyonun
daha endemik oldugu bélgelerden Amerika'ya gelen gé¢men-
lerdir (7).

ikinci Diinya Savasi’ndan sonra insanlar ve képekler arasinda yakin
temasa bagli olarak Mississipi vadisi gibi birka¢ bélgede domuz ve
kopeklere de bulag oldugu bildirilmis, ancak ylzyll ortasinda
enfeksiyon bulasi sona ermistir. Daha sonra 1960'larin ortalarinda
Kalifornia, Utah, New Mexico ve Arizona gibi bati eyaletlerinde
koyun ve insanlarda bir epidemi olmustur. Koyunculuk yapan cift-
cilerde ve Kaliforniya'da basklar, Orta Utah'ta mormonlar, New
Mexico ve Arizona'da kizilderililer gibi evlerinde koyun kesen
kisilerde enfeksiyon daha fazla gérilmistir (7).

Amerika Birlesik Devletleri'nin yani sira Avrupa gibi diger bélge-
lerden gelen evcil hayvanlarla birlikte tim E. granulosus komp-
leksinin tim genotipleri Gliney Amerika'ya girmistir. Ozellikle
Peru, Sili, Arjantin ve Brezilya'da en yaygin olan koyun susu

(G1)'dur (8-10).

Peru'da hidatidoz prevalansinin ¢iftlik hayvanlarindan koyunlarda
%89, sigirlarda %80 oldugu bildirilmistir. Kesin konak olarak
kopeklerde enfeksiyon prevalansi endemik bdlgelerde %32-838
arasinda bildirilmistir. Orta ve Guneybati Peru’da kistik ekinokok-
kozun cerrahi insidansi 100.000'de 1-2, asemptomatik enfeksiyon
orani %3-9.3 olarak saptanmustir. Bununla birlikte Peru'nun kiyi
seridinde yer alan bir sehirde 1998'de yapilan calismada yillik
cerrahi insidans 100.000'de 32 olarak bildirilmistir. insidansdaki
bu artis kayit sisteminin iyi olmasina ve daha 6nce uygulanan
kontrol dnlemlerinde yetersizlik bulunmasina baglanmistir (8).

Sili ekinokokkoz igin endemik bir bélgedir. Kontrol énlemlerinin
uygulanmasiyla birlikte 2000 yilindan sonra enfeksiyon prevalansi
sidirlarda %22.3, koyunlarda %6.3 ve kopeklerde %11'e kadar
gerilemistir. insanlardaki enfeksiyona bakildiginda, 1992 ile 2004
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yillari arasindaki hastalik insidansi, tanisi konulmus hastalar dikka-
te alindiginda 100.000'de 2-2.5, bildirimi yapilan olgular dikkate
alindiginda ise 100.000'de 10 olarak bildirilmistir. Enfeksiyon
agisindan en &nemli endemik bdlge olan Glneybati Sili'de
2005'de cerrahi insidans 100.000'de 6-20'dir. Hatta bazi bolgeler-
de bu sayi 162'ye kadar yikselmektedir (2).

Arjantin'de E. granulosus ve E. ortleppi tirlerinin degisik suslan
bildirilmistir. insanlarda ve hayvanlarda koyun susu (G1, insanlarda
en sik gérilen), Tazmanya koyun susu (G2), sigir susu (G5) ve deve
susu (G6) saptanmigtir. Domuz susu olan G7 ise domuz ve képek-
lerde saptanirken, insan olgusu bildirilmemistir. Ciftlik hayvanlarin-
da kistik ekinokokkoz insidansi sigirlarda %7, koyunlarda %12.5,
domuzlarda %9.8 ve kecilerde %6 olarak bildirilmistir. insanlardaki
enfeksiyon prevalansi ise bdlgenin endemisitesine bagli olarak
farkliliklar gésterebilmektedir. Endemisitesi disik bdlgelerde
100.000'de 1.4 iken Neuguen'de 404, Chubut'da 260, Rio Negro
(Patagonya)'da 30 gibi yiksek oranlar bildiriimektedir (9).

Brezilya'da en dnemli endemik bdlim glney bati bdlgesidir.
Sadece koyun susu ve E. ortleppi bildirilmistir. Bu bolgede hay-
vanlardaki enfeksiyon prevalansi sidirlarda %25.5, koyunlarda
%30.2 ve képeklerde %11.4-38 olarak bildirilmistir. insanlardaki
seroprevalans ise kirsal bolgede %6, kentsel bdlgede %3.5
bulunmustur. Bununla birlikte bu bélgedeki farkli suglarin epide-
miyolojisine ve bunun ekonomi ve halk sagldina olan etkisine
iliskin ait veriler yetersizdir (10).

Avustralya

Avustralya’da en sik gorllen sus G1'dir. Daha &nceleri 6zellikle
Tazmanya'da G2 susu da bildirilmekle birlikte, képekler arasinda
helmintik enfeksiyonlarin énlenmesine yénelik siki dnlemlerin
alinmasiyla birlikte G2 susunun genetik olarak degisiklige ugra-
digr distindlmektedir. Vahsi yasamda enfeksiyonun yayilimimnin
olmamasi ve siki kontrol programlarinin uygulanmasiyla birlikte
1990'larin ortalarinda Tazmanya'da E. granulosus enfeksiyonu
eradike edilmistir (11).

Avustralya’da &zelikle bazi vahsi yasam alanlarinda E. granulosus
bulagi icin yiksek riskli bélgeler rapor edilmistir. Glneydogu
Avustralya’da enfeksiyonun bulagindan en fazla sorumlu olan
kesin konak vahsi képekler, ara konaklar ise kangurulardir. Bati
Avustralya’da, Perth sehrinin glineyinde, E. granulosus icin bir
diger endemik alan belirlenmistir. Bu bélgede enfeksiyonun kay-
nadi yeni tanimlanmis, benzer ara konaklar bildirilmistir.

Evcil ¢iftlik hayvanlarinda, képeklerde ve insanlarda enfeksiyo-
nun gelismesinde devamli kalici bir kaynak olmalarn nedeniyle
vahsi yasamdaki rezervuar hayvanlar énemli bir rol oynamaktadir.
Townsville’de, Quensland’in kenar banliydlerinde ve Maroochy
Shire’da yapilan incelemelerde vahsi képeklerde enfeksiyon gos-
terilmistir. Koyunlarda enfeksiyon gelismesi ciftliklerde halen
daha dnemli bir problemdir. Sirilere bakan ¢ok sayidaki evcil
képeklerin idaresinde yetersizlikler vardir ve suriler hala daha
vahsi kopekler tarafindan saldinya ugramakatdir. Enfekte vahsi
képekler otlaklar ekinokok yumurtalar ile kontamine etmekte-
dirler. Son yillarda képek ve koyunlarda enfeksiyon prevalansi
azalmakla birlikte, dzellikle gineydogudaki bazi kirsal alanlarda
E. granulosus'un evcil kdpekler arasinda tekrar sorun olmaya
basladigina iliskin raporlar bildirilmektedir. New South Wales'de

képeklerin %29'unun, Victoria'da ise %18'inin enfekte oldudu
saptanmistir (12).

Tum Ulkede yillik yeni olgu sayisi 80-100 arasinda sabit olarak
seyretmektedir. Kirsal kesimde enfekte evcil hayvanlardan insan-
lara bulag devam etmekle birlikte, tilki ve vahsi kdpek gibi kesin
konaklarin sehirlere girmesiyle insanlara kazayla bulagma riski
artmaktadir. Bu vahsi hayvanlar 6zellikle edlence alanlarindaki
copleri yiyecek bulma amaciyla karnstirmaktadirlar. insanlar da ya
bu vahsi hayvanlarin digskilarn ya da sinekler araciligiyla E. granu-
losus yumurtalariyla direkt temas etmektedirler. Bunun diginda
domuz avinda kullanilan kopekler araciidiyla da enfeksiyon
bulagma riski oldugu rapor edilmistir. Ekinokokkoz olgularinin
saptanmasinda herhangi bir izleme sistemi kullaniimadigi, sade-
ce kigisel bildirimler oldugdu icin gergek insidansi belirlemek zor-

dur (11).

Asya

iran'da en sik goriilen sus koyun, keci, sigir ve develeri enfekte
eden G1'dir. Bunun yani sira yine koyun, deve ve sigirlarda enfek-
siyon olusturan Gé susu da saptanmistir. insan enfeksiyonlarinda
her iki genotip de tanimlanmistir (13).

Kazakistan'da enfeksiyon prevalansi geng¢ koyunlarda (<1 yas)
%20-25, yash koyunlarda (>6 yas) %74-80, vahsi kdpeklerde %23,
kdy képeklerinde %6 olarak belirlenmistir. En fazla parazit yiki
kirsal alandaki képeklerde saptanmis ve bunlarin insanlara enfek-
siyon bulasinda en dnemli rol oynayan hayvanlar oldugu bildiril-
mistir. insan enfeksiyon oranlar da giderek artmis, 1990'li yillarin
ortalarinda yillik cerrahi olgu sayisi 200 iken, glinimizde bu sayi
1000'e yaklagmistir. Ayni egdilim diger orta Asya ulkeleri icin de
gecerlidir. Bununla birlikte bu cografyada enfeksiyonun bulas-
masi ve yayilimi hakkinda ayrintili veriler yoktur (2).

Suriye, Israil ve Filistin gibi Arap yarimadasindaki tlkelerde kistik
ekinokokkoz endemiktir. En dnemli risk faktorleri 6zellikle Kuzey
Suriye, Kuzey Israil ve Bati Filistin bélgelerinde ciftcilik ve gécebe
hayati olarak tanimlanmistir. Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda
Suriye’de kopeklerde prevalans %9-15, ciftlik hayvanlarinda
%5-17, lsrail'de kopeklerde %5.4-14.2, koyunlarda %4.6-10,
Filistin'de kopeklerde %7.9-14.3 olarak bildirilmistir. Yillik cerrahi
prevalans 1990 ortalarinda Jerusalem’de 100.000'de 1.76, Filistin
West Bank'de 3.1, Hebron'da 4.9, Jericho'da 5.0, Bethlehem'de
5.1 olarak bildirilmistir. Yapilan bir ¢calismada insanlarda kimdalatif
enfeksiyon orani Kuzey Israil'de 100.000'de 1.5, Giiney Israil'de
0.68 saptanmistir (14).

Cin kistik ekinokokkoz icin en dnemli endemik bdlgelerden biri-
dir. Koyun susu (G1) ve deve susu (G6) olmak Uzere sadece iki
genotip tanimlanmis ve her ikisine ait insan enfeksiyonlarn rapor
edilmistir. En endemik alanlar bati Xinjiang, Ningxia ve Mogolistan
olarak tanimlanmstir. En yiksek prevalans oranlari ise Dogu Tibet
platolarinda yer alan Gulneybati Qinghai ve Kuzeybati Sichuan
gibi kirsal alanlar ile Cin'in bati ve kuzey batisinda bulunan Glney
Gansu'dan bildirilmistir. Koyunlarda %99, sigirlarda %88, domuz-
larda %70 gibi yiksek prevalans oranlar rapor edilmistir. Cin‘in
bati ve kuzeybatisinda yer alan kirsal alanlarda hayvancilik, 350
milyon koyun ve diger at, deve gibi biyik hayvanlarin gecim
kaynadi olarak kullanildigi dnemli bir endustridir. Buna karsilik bu
bolge icin hastaligin esas kesin konadi evcil kdpeklerdir.
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Bazi kirsal alanlarda kurt ve cakal gibi vahsi hayvanlar bulastirici-
liktan sorumlu olabilir (15).

Cin'de ilk insan enfeksiyonu 1905'de rapor edilmistir. Son yizyil-
dayaklagik 35,000 olgu cerrahi olarak tedavi edilmistir. Xinjiang'da
21,560 olgu bildirilmis, prevalans 100.000'de 80 olarak saptan-
mistir. Tim Cin’de yaklagik 1 milyon insan ekinokokkozu bulun-
dudu, bunun da %70'inin karacigerde kronik kistik lezyonlar
seklinde oldugu ileri strtlmektedir. Kadinlarda enfeksiyon orani
erkeklere gore daha fazladir. Bu da képek besleme, yakit amaciy-
la glibre toplama ve sit sagma gibi igleri kadinlarin yapmasina
baglanmistir. Ozellikle hayvanciligin énemli bir gegim kaynag
oldugu ve kadinlarin kesin konakla daha fazla temas ettigi Cin'in
bati ve kuzeybati bdlgelerinde kistik ekinokokkoz icin en dnemli
risk faktori gocebe ve yan gdgebe kirsal yasam seklidir. Bu
yasam sekliyle iligkili olarak erigkinlerde enfeksiyon riski cocuklara
gore daha fazladir. Hasta sayisinin ginimuzde daha fazla olma-
sinin nedenlerinden biri de tani ydntemlerinin gelismesi ve sos-
yal yardim programlannin iyilestiriimesiyle tani yontemlerine
daha kolay ulagilabilmesidir. Ginimizde Cin ekinokokkoz aras-
tirmalari i¢in 6nemli bir odak haline gelmistir (15, 16).

Afrika

Afrika'nin cogu bélgesinde arastirmalarin az yapilmasi ve bildirim-
lerin yeterli olmamasi nedeniyle yeterli ve giivenilir bilgi edinmek
zor olmakla birlikte, Afrika tlkelerinde birkag genotipin varligi bil-
dirilmistir. Basta koyun besiciliginin yaygin oldugu Kuzey ve Dogu
Afrika'da olmak Uzere en fazla gérilen sug G1'dir. Bunun yani sira
Gé sugunun varligi da rapor edilmistir. Gliney Afrika'da E. equinus
(at susu) ve aslan susu gibi vahsi suglar da tanimlanmistir. Bununla
birlikte Afrika'nin vahsi yasam alanlanndaki ekinokokkozun duru-
mu hakkindaki bilgilerimiz yetersizdir (17).

Yakin zamanda Libya'da yapilan bir calismada sokak képeklerin-
de seroprevalans %25.8, sahipli kopeklerde %21 olarak bulun-
mustur. Bazi calismalarda ise %58'e varan oranlar bildirilmektedir.
Diger hayvanlarla ilgili yapilan calismalarda enfeksiyon oranlari
koyunlarda %1.7-33.4, sigirlarda %1.0-13.9, develerde %1.4-40.0,
kecilerde %0-18.0 saptanmustir. Libya'nin kuzey kiyilarinda 36
kéyde yapilan bir calismada 20,200 kisi kist hidatik agisindan ult-
rasonla taranmig, enfeksiyon prevalansi %1.7 bulunmustur. Dogu
Libya'da yapilan bagka bir ¢alismada insidans orani 100.000'de
4.2 olarak bildirilmistir. insanlarda en sik enfeksiyondan sorumlu
olan koyun susu (G1)'dur (18). Kuzeybati Kenya ve Glineydogu
Sudan sinirlarinda gérilen insan enfeksiyonlarindan elde edilen
179 izolatin genetik incelemelerinde sadece bir tanesinin G6,
digerlerinin ise G1 oldudu saptanmistir.

Ekinokokkoz Misir'da distik endemisitede gorilir. Képeklerde
prevalansi sehirlerde %3.2, kirsal alanda %6 olarak bildirilmistir.
Kahire'den %15 gibi daha ylksek oranlar rapor edilmistir. Diger
hayvanlardaki prevalans oranlar ise koyun ve kegilerde %0.3,
domuzlarda %0.7, inek ve bufalolarda %6.4, develerde %2.5,
eseklerde %10.6 bulunmustur. Yillik cerrahi insidans oranlan
100.000'de 1.3-2.6 olarak bildirilmistir (19).

Tunus'da ekinokokkoz énemli bir saglk sorunu olmaya devam
etmekte, prevalansi ve morbiditesi ylksek seyretmektedir. En
fazla G1 koyun susu ve G6 deve susu gorilmektedir. Koyun bes-
leme 6nemli bir risk faktoridir. Hastalarin %94.7'sinin koyun

besledigi saptanmis, ciftlik calisanlarinin ise %58.3'Gnin seropo-
zitif oldugu gdsterilmistir. 1999 ile 2007 yillan arasinda yapilan
epidemiyolojik calismalarda prevalans oranlarn kuzularda %10.4,
1-2 yas arasi koyunlarda %75.4, 2 yas Ustl koyunlarda %83.8-100,
develerde %10.1 olarak bildirilmistir. Yeterli calisma olmamakla
birlikte yillik cerrahi insidansi 100.000'de 15'dir (17).

Cezayir'de de suglarin dagilimi benzer bulunmustur. Koyun, sigir
ve insanlar enfekte eden G1 susu, develeri enfekte eden G6
susu tanimlanmigtir. Ciftlik hayvanlar ve insan enfeksiyonlar icin
en 6nemli kaynagin képekler oldugu belirlenmistir. Prevalans
orani develerde %24.8, sigirlarda %13.9 ve atlarda %6 olarak
bildirilmistir. insan enfeksiyonlan icin yeterli veri olmamakla bir-
likte Saglik Bakanligi’'nin verilerine gére yillik 700'den fazla cerra-
hi olgu rapor edilmistir. Son verilere gére hastalik insidansinin
100.000'de 3.6-4.6 oldugu belirlenmistir (20).

Fas da ekinokokkozun endemik oldugu Ulkelerden biridir. G1
susunun yani sira bu genotipe benzer bir genotip, deve ve atlar-
da gosterilmistir. Enfeksiyon prevalans oranlarn képeklerde %22-
62.8, koyunlarda %10.6, kegilerde %1.9, sidirlarda %22.9, deve-
lerde %12.1, atlarda %17.8 olarak bildiriimektedir. Bazi cografi
bolgelerde bu oranlar daha yiksektir. Orta Atlas’da sigirlarda
%48.7, Kuzey bati bélgesinde sidirlarda %37.6, koyunlarda %31.6
oranlari bildirilmistir. insanlarda yillik cerrahi olgu sayisi 2006'da
100.000'de 4.55 olarak rapor edilmistir (21).

Avrupa

Malta ve Giney Kibris gibi hastaligin elimine edildigi distinilen
bolgeler haricinde Arap yarimadasi ve tim Akdeniz Ulkelerinde
kistik ekinokokkoz énemli bir sorundur (22). ilki 1970'li yillarda
ikincisi 1990'li yillarda baglatilan eradikasyon programlarindan
once Kibris'da yillik cerrahi insidans 100.000'de 12.9'du. Kuzey
Kibris'da 1998-1999'daki oranlara goére 2000-2003 yillarindaki
enfeksiyon oranlari belirgin olarak azalmig, kopeklerde %1.95'den
%0.012'ye, sigirlarda %23.58'den %6.61'e, koyunlarda %5.31'den
%1.53'e gerilemis, kecilerde hep %0.5'in altinda kalmis ve
%0.13'de devam etmistir. Bunun yani sira Guney Kibris'da ise
kontrol programlari sonucunda hastalik neredeyse eradike edil-
mistir (23).

E. granulosus irlanda, izlanda ve Danimarka diginda tiim Avrupa
Ulkelerinde vardir. Kuzey ve Orta Avrupa’da ekinokokkoz nadir-
dir. Ozellikle Finlandiya'da geyik ve domuzlarla bulag bildirilmis-
tir. Finlandiya’daki geyik susu Kuzey Amerika tanimlanan G8'den
genetik olarak farkl oldudu icin yeni bir sug olarak tanimlanmistir
(G10). En fazla bulagmanin kurtlar, rengeyikleri ve kanada geyik-
leri arasinda oldudu belirlenmistir (24).

Avrupa'da en fazla endemik alanlar Akdeniz bdlgesinde bulunur
ve insanlarda yillik insidans 100.000'de 4-8'dir. Bulgaristan gibi bazi
Dogu Akdeniz Ulkelerinde de ayni durum séz konusudur. Ancak
Polonya, Ukrayna ve Slovakya gibi Dogu Avrupa ulkelerinde
domuz suglarina bagli (G6-G10) hayvan ve bazen de insan enfeksi-
yonlari gorulir. Sirbistan ve Karadad'da ara konak olarak rol oyna-
yan en énemli hayvan domuzlardir. insan enfeksiyonlari hakkinda
yeterli veri olmamakla birlikte, hayvanlarda enfeksiyon oranlan
%4.6 ile %57.6 arasinda bildiriimektedir. Arnavutluk, Bosna ve
Hersek gibi diger ulkelerde hastalik endemiktir, ancak ne hayvan
ne de insan enfeksiyonlari icin yayinlanmig veri yoktur (22).
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Yunanistan'da glneydeki Peleponnesus bdlgesinde koyun ve
kecilerde yapilan genotip ve prevalans ¢alismalarinda koyunlarin
G1 (koyun susu), G3 (bufalo susu), G7 (domuz susu) ile enfekte
olduklarn gosterilmigtir. Ciftlik hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda
1980 ortalarinda ve 1990 ortalarindaki prevalans oranlari sirasiyla
sigirlarda %82-56.6, koyunlarda 9%80-100, kecilerde 9%24-15.4,
domuzlarda %5-9.3 olarak bildirilmistir. insanlarda yillik cerrahi
olgu sayisi 1984'de 100.000'de 12.9 iken 1999'da 29'a yikselmistir.
Ciftlik hayvanlarinda 1998'de yapilan bir izlem sonrasinda preva-
lans oranlarinin koyunlarda %31.3, kecilerde %10.3, domuzlarda
%0.6 ve sigirlarda %0 oldugu belirlenmistir. Orta Yunanistan'da
yapilan yeni bir calismada ise Orta Yunanistan'da 2006'da koyun-
lardaki insidansin %39.3'e ulastigi yayinlanmistir. insanlardaki
insidansin ise 1967'de 100.000'de 9.77 iken, 1983'de 10.59"a yik-
seldigi, yapilan cesitli calismalarda insidansin 100.000'de 11.6 ile
13.35 arasinda seyrettigi bildirilmistir. insidans oranlan giinimiize
degin giderek azalmig, 2007'de 100.000'de 0.122 olarak rapor
edilmistir. Tim Ulkeyi kapsayan bir veri olmamakla birlikte, her yil
800 kistik ekinokokkoz tanisi konuldugu ve bunlarin da 300-
400'Une cerrahi tedavi uygulandidi ileri strilmektedir (25).

Bati Avrupa'da da hakim olan genotip G1'dir. Daha &nceden
Almanya ve Isvigre’de sigirlardan bulagan E. ortleppi enfeksiyonla-
r rapor edilmis olmakla birlikte, giinimuzde sporadik olgular bil-
dirilmekte, Hollanda'dan sadece bir insan olgusu yayinlanmustir.

ingiltere’de enfeksiyon sadece orta ve giiney Wales bélgesinde
sinirlandinlmigtir. Bu bélgede ekinokokkozun tekrar nem kazan-
digi, kirsal alandaki képeklerde prevalansin 1989'da %3.4 iken,
2002'de %8.1'e ylkseldigi bildirilmektedir (22).

ispanya’da &zellikle kuzey dogu, orta ve bati bélgelerinde ekino-
kokkoz endemiktir ve prevalans son birkag yilda giderek artmistir.
En fazla bulunan susglar koyun, sigir, kegi, domuz, yabandomuzu
ve insanlar enfekte eden G1 susu (koyun susu), domuz, kegi ve
yabandomuzlarini enfekte eden G7 susu (domuz susu) ve atlari
enfekte eden E. equinus (eski G4 susu)'dur. Alava bdlgesinde
yapilan calismalarda prevalans oranlan kopeklerde %8, kurtlarda
%15 bulunmustur. Prevalans oranlarinin Madrid bdlgesindeki
koyunlarda %2.88, Laroja bdlgesindeki koyunlarda %20.3, tlke-
nin kuzey dogu, orta ve bati bélimlerindeki koyun ve ineklerde
%23 oldugu bildirilmistir. insanlarda ekinokokkozla iliskili olarak,
Ulkenin batisinda bulunan Salamanca sehrinde yiksek insidans
oranlar bildirilmig, 1980-2000 yillari arasinda cerrahi enfeksiyon
insidansi 100.000'de 10.8 olarak rapor edilmistir. Laroja bdlgesin-
de ise kistik ekinokokkoz prevalansi 2000 yilina kadar 100.000'de
19'dan 4’e gerilemis, Ulkenin diger bélimlerinde ise 1.1 ile 3.4
arasinda oldugu bildirilmistir (26).

Fransa'da yapilan bir izlem sonrasinda 1990 ortalarinda ekino-
kokkoz prevalansinin ciftlik hayvanlarinda %2.5, insanlarda ise
100.000'de 0.28'den az oldudu belirlenmistir. Fransa'nin Korsika
adasinda ise 100.000'de 10 gibi daha yiksek oranlar bildirilmistir.
Avrupa Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (European Centre
for Disease Prevention and Control) 2005'de 17 insan olgusu
rapor etmistir (22).

Italya’nin ekinokkoz icin orta riskli bir bélge oldugu kabul edil-
mektedir. Italya’da &zellikle Glkenin glneyindeki Campania bol-
gesi, Sardunya ve Sicilya basta olmak Uzere, ¢iftlik hayvanlarinda

G1 (koyun), G2 (Tazmanya koyun), G3 (bufalo), G4 (at), G7
(domuz) genotipleri saptanmistir. Koyunlarda E. granulosus pre-
valansi Basilicata bodlgesinde %5-28, Abruzzo bdlgesinde %22,
Toskana bolgesinde %47 olarak bildirilmistir. Kistik ekinokokkoz
Sicilya'da sigirlarda %67.1, koyunlarda %11.13-57.6, kdpeklerde
%5.6-19, Sardunya’'da koyunlarda %70-92.8, sigirlarda %9.4,
domuzlarda %9.411.1, atlarda %1, képeklerde %3-19, Campania
bélgesinde sigirlarda %10.4-14.8, bufalolarda %10-18.6 olarak
bulunmustur (22, 27).

Hayvanlarda E. granulosus enfeksiyonunun endemisitesi kuzeyde
distik olmakla birlikte, italya’nin orta bolgelerinde orta diizeyde-
dir. Prevalans oranlar Orta italya’da koyunlarda %47-81.18, sigirlar-
da %15.3, kecilerde %71.97, domuzlarda %0.82, Abruzzo'da
koyunlarda %20.2, sigirlarda %15.3 olarak bildirilmistir. Kuzeyde
bulunan Emilia Romagna bdlgesinde prevalans oranlari ise olduk-
ca dustktar. Sigirlarda %0.39-0.54, koyunlarda 9%0.3, kegilerde
%0.39, atlarda %0.34, domuzlarda ise milyonda 0.95 bulunmustur.
Apennines daglarinda ise kistik ekinokokkoz prevalansi képekler-
de %31, kurtlarda %15 olarak rapor edilmistir (28).

italya’da ciftlik hayvanlarinda prevalans distiktir. Sigirlarda
%0.52, koyunlarda %1.30, kecilerde %0.6, domuzlarda %0.0013
ve atlarda %0.019 bulunmustur. insanlarda enfeksiyon insidansi
tim Ulke genelinde 100.000'de 1.3, Sardunya’da ise 100.000'de
4-8'dir. Her yil 1000'den fazla olgu cerrahi tedavi gerektirmekte-
dir. Hayvan enfeksiyonu acisindan endemik olan Sicilya, Sardunya,
Orta ve Giiney Italya bélgelerinde insan enfeksiyonu da daha
fazladir. Cerrahi enfeksiyon insidansi Sardunya’da 100.000'de
6.6-10.6, EmiliaRomagna’da 1.57-5.6, Sicilya’da 2.3, Lombardia’da
1.22, Basilicata’da 1.76, Campania’da 0.46, Apulia’da 2.33'dir.
Hastaligin yayilmasinda en énemli risk faktorleri olarak koyun
ciftciligi, illegal hayvan kesimi ve kdpek besleme olarak tanimlan-
mistir (27, 28).

SONUC

Kistik ekinokokkozun diinyadaki cografi dagilimina bakildiginda
bircok Ulkede, hatta daha dnceden disik insidansa sahip Ulke-
lerde bile tekrar 6nem kazanan bir enfeksiyon haline geldigi
gorlilmektedir. Ekonomik problemler, kaynak yetersizlikleri nede-
niyle kontrol programlarinin yeterince uygulanamamasi nedeniy-
le, daha ciddi seyirli enfeksiyonlarla kargilagilmakta, ekonomik
kayip artmakta ve sonugta ciddi bir halk sagligi problemi haline
gelmektedir.

Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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A Case of Giant Hyperkeratotic Cutaneous Leishmaniasis in the Penis

Peniste Dev Hiperkeratotik Kutanoz Laysmanyazis Olgusu
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ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis is a protozoan disease caused by leishmanias, which results in deformations of the skin. Cutaneous leishmaniasis
is endemic in the southeastern parts of Turkey. Cutaneous leishmaniasis is the most common form and is often observed in open regions
of the body. Involvement of the penis was rarely reported. In this paper, we present a case of a giant hyperkeratotic form of cutaneous
leishmaniasis in the glans penis. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 53-4)

Key Words: Cutaneous leishmaniasis, glans penis, giant, hyperkeratotic
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OzET

Kutanéz laysmanyazis ciltte deformitelerle sonuglanan, Leishmania tirlerinin neden oldugu bir protozoal enfeksiyondur. Tirkiye'nin
guneydogu bolgesinde endemik olarak gérilmektedir. Kutanéz laysmanyazis en yaygin formdur ve siklikla viicudun agik bélgelerinde
gorillr. Penis tutulumu nadir bildirilmistir. Bu yazida, glans peniste kutandz laysmanyazis'in dev hiperkeratotik formu ile seyreden bir olgu

sunulmustur. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 53-4)

Anahtar Sézciikler: Kutanéz laysmanyazis, glans penis, dev, hiperkeratotik

Gelig Tarihi: 20.06.2012 Kabul Tarihi: 05.12.2012

INTRODUCTION

Leishmaniasis is a parasitic disease and a public health
problem, which is caused by protozoa of the genus
Leishmania. It is one of the leading conditions observed in
people with skin disorders who travel from tropical coun-
tries (1). Leishmaniasis is categorized as cutaneous, muco-
sal, and visceral. Patients with leishmaniasis make up 90% of
Cutaneous leishmaniasis (CL) cases (2). Localization of CL in
the penis is rare. In this case, there was a giant hyperkera-
totic type of CL in the glans penis.

CASE REPORT

A 45-year-old male patient was admitted to our clinic with
the complaint of a crusty scar on his penis, which had been
present for approximately 4 years. The patient was not pre-
viously admitted to any health institution and had experi-
enced difficulty in sexual intercourse over the previous 1
year. The patient had not previously received any treatment.
Dermatological examination showed hyperkeratotic plates,
which fully spread in the glans penis, with a slightly indu-
rated base and sometimes seuro-hemorrhagic crust lesion

Address for Correspondence / Yazisma Adresi: Dr. Yavuz Yesilova, Department of Dermatology, Faculty of Medicine, Harran University,
Sanliurfa, Turkey Phone: +90 505 502 93 98 E-mail: yavuzyesilova@gmail.com
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Figure 1. A non-healing hyperkeratotic plates, which fully
spread in the glans penis

and fissure (Figure 1). Leishmaniasis smear was positive (Figure 2);
other laboratory tests were normal. Benign and malignant skin
tumors were excluded based on excisional skin biopsy collected
from the hyperkeratotic lesion. The patient received intralesional
meglumine antimoniate treatment (twice weekly, for 8 weeks) and
the treatment continued with 20 mg/kg meglumine antimoniate.
During the course of the treatment, an improvement was observed
in the hyperkeratotic plates and shrinkage of the lesion. However,
the patient was planned to receive a secondary 20 mg/kg meglu-
mine antimoniate treatment, but did not attend subsequent con-
trols.

DISCUSSION

It is estimated that leishmaniasis affects approximately 12 million
people in 90 countries. The World Health Organization included
leishmaniasis as a serious tropical disease for research, along
with malaria, leprosy, dengue fever, hemorrhagic fever, filariasis
and trypanosomiasis (1). Sanlurfa Province, in southeastern
Anatolia, Turkey, is highly endemic for CL and has drawn consid-
erable attention (3). CL is generally observed in open regions of
the body such as the face, eyelids, forehead, hands, wrists and
sometimes the legs. The literature includes several cases of CL
localized in the penis (4-7). The majority of penis lesions are
destructive, painless and slowly progressing ulcers that resemble
scabies ulcers (6). Unlike previously reported cases, there was a
giant and hyperkeratotic CL | in our patient.

The lesion of our patient was hyperkeratotic and underwent a
long development period. Since CL is locally endemic, we sus-
pected CL in this lesion, which had not healed for a long time.
Smear tests were performed and found to be positive.
Leishmaniasis culture negative. CL was considered after subse-
quent serologic evaluation. However, excisional biopsy was also
conducted, to exclude skin malignity due to localization, clinical
outlook and long history.

Figure 2. The typical presentation of amastigotes in a smear
preparation, stained with Giemsa

CONCLUSION

Cutaneous leishmaniasis should be considered for lesions that
do not heal for a long time in individuals who live or travel to
regions that have a high risk of CL, no matter whether lesions are
located in covered or non-covered areas. In addition, in non-
recessing, long-term cases in the genital area, an extensive dis-
tinctive diagnosis would be considered; in particular, benign and
malignant skin tumors should be excluded via laboratory tests
and skin biopsies.
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Kronik Steroid Kullanan Immunsuprese Hastada Strongyloidoza
Bagli Loeffler Sendromu

Strongyloidosis Caused Loeffler’s Syndrome in an Immunosuppressed Patient Who Uses

Cronic Steroid
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OZET

Strongyloides strecoralis tiim diinyada on milyonlarca insani enfekte eden bir insan barsak nematodudur. Ulkemizde nadiren gérilmektedir.
immin yetmezlikli hastalarda dissemine strongyloidiosis enfeksiyonu gelisebilir. S. stercoralis hiperenfeksiyonu siklikla enterik organizmalar
ile olusan menenjit veya sepsise eslik eder. Glukokortikoid tedavisi hiperenfeksiyonu tetikleyen en sik durumlardan birisidir fakat hematolo-
jik maligniteler, malnutrisyon ve AIDS ile iliskili vakalar bildirilmektedir. ivermektin gibi antihelmintik ajanlar hiperenfeksiyon sendromunu
tedavide basari ile kullaniimaktadir. Biz burada uzun suredir steroid kullanan ve akcigerde kitle dntanisi ile tetkik edilen 82 yasindaki bir
hastada saptanan S. stercoralis enfeksiyonu ve Loeffler sendromlu bir olguyu sunuyoruz. Hasta gégus hastaliklan kliniginde sag akciger Ust
lobda kitle gérlintisi nedeniyle tetkik edilirken, karin agrisi, diare ve kaginti sikayetlerinin olmasi Uzerine tarafimiza yénlendirilmisti. Periferik
yaymasinda %43 eozinofili gérildi. Gaitanin parazitolojik incelemesinde Strongyloides stercoralis larvalan gorildi. Hastada parazitoz ve
loeffler sendromu olabilecegi distinildi. Albendazol tedavisi sonrasi hastanin sikayetlerinde nemli dl¢lide gerileme izlendi.

(Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 55-7)

Anahtar Sézciikler: Strongyloides stercoralis, kronik diyare, Loeffler sendromu
Gelis Tarihi: 11.01.2012 Kabul Tarihi: 12.01.2013

ABSTRACT

Strongyloides stercoralis is an intestinal nematode of humans that infects tens of millions of people worldwide. It is a rarely reported pa-
rasitic infestation in Turkey. Disseminated strongyloidiosis may develop in patients with immunodeficiencies. S. stercoralis hyperinfection
is often accompanied by sepsis or meningitis with enteric organisms. Glucocorticoid treatment is one of the conditions most specifically
associated with triggering hyperinfection, but cases have been reported in association with hematologic malignancy, malnutrition, and
AIDS. Anthelminthic agents such as ivermectin have been used successfully in treating the hyperinfection syndrome. We report a case of
Strongiloides stercoralis infection and Loeffler syndrome that developed in a patient who had systemic prednisolone. Thepatient in the
pulmonary disease department clinic was examined because of right lung upper lobe mass image, and referred to us with complaints of
abdominal pain, diarrhea and pruritus. Peripheral smear showed 43% eosinophilia. Parasitological examination of faeces showed larvae of
Strongyloides stercoralis. Parasitosis and Loeffler's syndrome was considered in the patient. Thepatient's complaints declined significantly
after treatment with albendazole. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 55-7)

Key Words: Strongyloides stercoralis, chronic diarrhea, Loeffler's syndrome
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GIRIS

Strongyloides stercoralis (S. stercoralis) enfeksiyonlarina tropikal
iklim kusaginda endemik olarak rastlanmaktadir (1). Bu enfeksi-
yon Turkiye gibi iliman Ulkelerde ise genellikle badisikligi baski-
lanmis hastalarda sporadik olgular seklinde goértlmektedir. S.
stercoralis daha nadir goriilmesine ragmen diger nematodlara
gdre daha sik klinik bulgu veren firsatci bir parazittir (2). Ozcan ve
arkadaslan (3) tarafindan yapilan ¢alismalarda S. stercoralis sikligi
%0.3 ile %0.9 arasinda bildirilmistir. Enfeksiyon insanda, toprak-
taki filariform larvanin deriden girmesiyle baglamaktadir. Gelisme
evresinde alveollere ugrayip loeffler sendromuna neden olabilir.
S. stercoralis'in neden oldugu ciddi strongyloidiasis, kontamine
toprada sahip Ulkelere seyahat eden ve herhangi bir kortikoste-
roid tedavisi almis hastada temastan sonraki 30 yil sonra bile
ortaya ¢ikan yagami tehdit eden dnlenebilir bir hastaliktir. Bu tani
nadir gorilen gastrointestinal ve pulmoner semptomlari olan ya
da gram negatif basillerin sebep oldugu aciklanamayan sepsisli
ve kortikosteroid tedavisi almis olan hastalarda da akla getirilme-
lidir (4). Bu ¢alismada ayirici tanida mutlaka akilda tutulmasi
gereken Strongyloidiasis enfeksiyonunun yol actigi anemi, hipo-
alblminemi, édem, kronik diare ile Loeffler Sendromu oldugu
disunilen bir olgu sunulmustur.

OLGU SUNUMU

Seksen iki yaginda erkek hasta halsizlik, karin agnsi, 6dem ve ishal
nedeniyle klinigimize basvurdu. Tetkiklerinde anemi ve hipoalbi-
minemi saptanmasi Uzerine tetkik amagli interne edildi. Hastanin
ekim 2010 tarihinde g6dus hastaliklan klinigince istenen Toraks
bilgisayarli tomografisi (BT)'nde sag akciger Ust lob santral kesim-
de 22 mmboyutunda diizensizinfiltrasyon saptanmis. Anamnezinde
1 yildir karin agrisi ve 4-5 kez/giin  kansiz-mukussuz digkilama sika-
yeti meveuttu. Ozgecmisinde; 10 yil dnce kasintili cilt lezyonlar
nedeniyle basvurdugu dermatoloji klinigince billéz pemfigoid
tanisi ile steroid tedavi baglanmis. Hasta uzun stredir glin asin 4 mg
metilprednizolon kullaniyordu. Fizik muayenede tim vicutta yay-
gin, eritemli ve kasintili lezyonlar saptandi. Kagintili cilt lezyonlar
billéz pemfigoidle uyumlu bulunmadi. Laboratuar testlerinde
ESH: 19 mm/saat, |6kosit: 24900/mm?3, Hb: 12.8 g/dL, Htc: 37% ,
MCV: 88 Fl, PLT: 207000/mm?3, AST: 26 U/L, ALT: 35 U/L, kreatinin:
1.2, albimin; 2.3 mg/dL, globdlin 3.6 mg/dL, IgE: 2430 mg/dL
(normal 0.01-100 mg/dL) idi. Periferik yaymada hipereozinofili
(%43) saptandi, atipik hicre gérilmedi. Batin ultrasonografisi ve
Batin BT'sinde hastanin sikayetlerini aciklayacak patoloji saptanma-
di. Toraks BT'de daha dnce gorilen kitle lezyonunda gerileme
izlendi. Gaita kiiltirinde dreme olmadi. Gaita incelemesinde
direkt bakida parazit gériilmedi. Gaita érnegi Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiltesi Merkez Parazitoloji Laboratuvar’nda nativ-
lugol ve formaldehit eter ¢oktirme yontemiyle tekrar incelendi.
Kopro-parazitolojik bakida bol miktarda S. stercoralis larvalar
goruldi. Hastanin ekim 2010 tarihli BT" sinde rastlanan akciger
lezyonu Loeffler Sendromu olarak degerlendirildi. Hastaya tedavi
olarak 3 giin Albendazol 400 mg tb baslanip, 200 mg'la 21 giine
tamamlandi. Takiplerinde sikayetleri gerileyen ve eozinofilisi dlize-
len hastanin gaita incelemesinde herhangi bir parazit gézlenmedi.

TARTISMA

S. stercoralis, sicak, nemli veya sulu toprakta ¢iplak ayakla dola-
san kisilerde sik gorilmektedir. En cok kerpig, tugla ve kiremit
yapim yerlerinde, maden ocaklarinda, sulu tarim yapilan dereler-
de ve bataklik kiyilarinda ¢iplak ayakla dolasan kisilerin enfekte
oldugu gorilmektedir. Larvalar otoinfeksiyon veya sindirim

yoluyla da alinabilir. insan cildiyle temas sonrasi filariform larva
barsaklara yerlesmeden once akcigerlere girer. Larva dolagim
yoluyla akcigerlere ulagmakta, buradan alveol bosluguna gecip
trakea, farinks ve duedonuma gelmektedir. Bu geligsim iki hafta
sirmekte ve disi yumurta Uretmeye baglamaktadir. Duedonum
mukozasina girerek yumurtalarini birakmasindan sonra kisa stre-
de yumurtadan ¢ikan rhabditoid larva, barsak limenine gecerek
diskiile disarn atilmaktadir (5, 6). Hastamizin Karadeniz Bélgesi'nde
¢iplak ayakla nemli toprak ile temas dykisi mevcuttu.

Strongyloidiasis S. stercoralis’in erigkin seklinin insan ince barsak
ceperinde, larvalarinin ise gesitli organlarda parazitligi ile ortaya cikan
bir enfeksiyondur. Deriden larvalar iceri girerken kagint, eritem,
papul, plstil ve vezikll yapar. Duyarli kisilerde deride gorilen ¢izgi
halindeki Urtikere "larva currens” denir. Hastamizda uzun siredir
kasinti sikayeti mevcut idi. Antihistaminik ve steroid kullanmasina
ragmen sikayeti devam ediyordu. Yapilan cildiye konsultasyonunda
cilt lezyonlannin bulléz pemfigoid ile uyumlu olmadigi séylendi.
Antiparaziter tedavi sonrasinda kasinti sikayetinde gerileme izlendi.

Akciger tutulumu oldugunda bronsit, nadiren pnémoni, dkstiriik ve
hemoptizi yapabilir. Tlberklloz hastalarinda gorilmesi tabloyu
alevlendirebilir. Sindirim sitemindeki en tipik belirti inatgi ishaldir.
Bunun yaninda karin agnsi, zayiflama, ates, kas agnsi, bayilma ve
hatta sepsis gorilebilir (7). Hastamizinda giinde 4-5 kez inatgi isha-
li, kann agnsi, kilo kaybi vardi. Kilo kaybi nedeniyle malignite
yoninden aragtinlan hastanin akciger tomografisinde saptanan
lezyonun primer akciger timéri olabilecedi dustndlmis, gogus
hastaliklan kliniginde takibe alinmigti. Hastanin hipoalblminemisi
ve buna sekonder 6demi mevcut idi. Albimin dustkligini agikla-
yacak belirgin alim eksikligi, kalp veya karaciger yetmezligi bulgusu
yoktu. Idrar alblimin negatif idi. Albiimin kacaginin parazitin sindi-
rim sisteminde yaptidi tahribat sonucu olabilecedi distindldu.

Kortikosteroid ile strongiloides arasindaki iliski yaygin olarak bil-
dirilmigtir. Kortikosteroid tedavi bu nematodla enfekte olma ris-
kini 2-3 kat artinir (7, 8). Kortikosteroidler eozinofiller gibi strong-
yloides stercoralise kargi immin cevapta baglica rol oynayan
mediatorler Uzerindeki supresif etkileri sayesinde parazitik enfek-
siyonlara duyarlilidi arttirdiklari distinilmektedir. Hastamizin
uzun suredir ginasin 4 mg kronik steroid alimi mevcuttu. Turhan
ve ark. (9) kisa sureli (3 glin 1 mg/kg/gln) steroid tedavisi almig
genc bir hastada strongyloidoz ve Loeffler sendromu tablosu
olusabildigini bildirmiglerdir. Gerek uzun slreli gerekse pulse
kisa sureli steroid kullaniminin (romatoloji, goz, KBB, gogus has-
taliklar, hematoloji, cildiye vb.) bircok klinikte yaygin bir tedavi
oldugunu duslinlrsek parazit enfeksiyonlarinin bildirilen oranlar-
dan ¢ok daha yuksek olabilecegini tahmin edebiliriz. Bu hastala-
rn parazitoz yonlinden tetkik ve takipleri cogu zaman goz ardi
edilmektedir. Bu olguyu sunmamizin bir amaci da bu vakalar
acisindan bir farkindalik saglamaktir.

Strongiloidiasis’in patognognomik bir klinik tablosunun olmama-
si kortikosteroid tedavisi altindaki hastalarda taniyi daha da zor-
lagmaktadir. Karin agnisi, diski sayisinda artma, zayiflama, anemi,
Oksirik gibi bircok hastalikta goérilebilen nonspesifik klinik
semptomlar mevcuttur. Periferik yaymada eozinofili saptanmasi
parazitoz agisindan uyarici olabilir. Bizim hastamizda halsizlik,
zayiflama, anemi, akcigerde kitle gorlntlsi nedeniyle uzun sire
malignite &ntanisi ile ¢cok yonlu tetkik edilmis ancak malignite
saptanmamisti. Eozinofilisinin olmasi parazit incelemesi konu-
sunda israrci olmamiza yol agmistir.
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Resim 1a, b. Nativ-lugol yontemi ile yapilan diski incelemesinde saptanan S. stercoralis
SONUC

Ozellikle immun suprese hastalarda aciklanamayan anemi, hipo-
albiminemi, diyare, kasintili cilt lezyonlar, pulmoner semptom
ve bulgular, hipereozinofili saptanirsa parazitozlar mutlaka akla
getirilmeli ve uygun metodlarla incelenmelidir. Taranmasi gere-
ken parazitlerden bir tanesi de Strongyloides stercoralis*tir.

Tedavi edilmeyen strongyloidiasisli immunsuprese hastalarda
yodun larva gdc¢l gorilebilir. Bunun sonunda peritonit ve gram
negatif septisemi geliserek siklikla &lime yolagabilir.
"Hiperenfeksiyon” olarak bilinen bu sendrom en énemli kompli-
kasyondur (7). Hiperenfeksiyon en sik uzun sireli steroid tedavisi
alan lenfoma, |6semi, lepramatdz lepra hastalarinda ve son yillar-
da AIDS hastalarinda bildirilmektedir (10).

Gegici olarak imminyetmezlik yapan nedenler arasinda immun-
supresif ilaglar, malnutrisyon, maligniteler, radyoterapi, kemotera-
pi, diyabetik ketoasidoz ve alkolizm yer almaktadir (11). Pulmoner
infiltrasyonlarin, periferik eozinofili ile birlikteligi, Loeffler's sendro-
mu (basit eozinofilik pnémoni) olarak adlandinlir (12). Spesifik
olmamasina ragmen gastrointestinal ve pulmoner semptomlar
yaygindir. Hastamizdaki billéz pemfigoidle uyumlu olmayan
dokintuler, kronik diyare ve Loeffler Sendromunu distindiren
akciger bulgular ve hipereozinofilisi parazitoz olabilecegini aklimi-
za getirdi. Hastadan gdnderilen gaita 6rneklerinin direk mikrosko-
pisinde parazit negatif olarak bildirildi. Literatirde Meksika ve
Guatemala'ya seyahat 6ykisi olan yirmi yedi yasinda bir kadinda
hastanin déndlgtinden itibaren diyare dykist oldugunu bildirilmis.
Hastada ayrica ates ve deri dokintlsi oldudu, bagka bir fiziki
bulgu olmadigi, laboratuar bulgularinin cogunun normal olmasi-
nin yani sira eozinofili ve pulmoner infiltrasyon gézlendigdi belirtil-
mistir. Hastadan Ug giin Ust Uste alinan digki 6rnegdinin incelenme-
sinde de hicbir parazite rastlanmadigi, Baermann metodu ile
Strongyloides stercoralis larvalarinin saptandigi, uygulanan alben-
dazol tedavisinde (400 mg/giin) hastanin durumunun genel olarak
dlzeldigi ve tedavi sonrasi yapilan diski incelemesinde parazite
rastlanmadidi bildirilmistir (4). imm(jnkompetan hastalarda larva-
nin arastinlmasi icin direkt yaymadan en az dért kat daha etkili olan
agar plak kiltlrinin en yiiksek sensitiviteye (%96) sahip oldugu
gosterilmistir (13, 14). Tanidan stphelenildiginde diskida parazit
incelemesi yapilabilir. Biz de gaita incelemesi sonucunda S. sterco-
ralis saptadik (Resim 1a, b).

immunsuprese hastalarda tedavide ilk olarak parenteral ivermek-
tin Snerilmektedir (11). Ancak Ulkemizde olmamasi nedeniyle
alternatifi olan albendazol tedavisinin 3 gliin 400 mg oral olarak
baslanip, 200 mg'la 21 gine tamamlanmasi énerilmektedir.
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Visceral Larva Migrans Presenting with Hypereosinophilia

Hipereosinofili ile Bagvuran Bir Pediatrik Olgu: Viseral Larva Migrans

Cigdem Ecevit, Ozlem Bag, Canan Vergin, Aysel Oztiirk

Clinic of Pediatric, Behcet Uz Children’s Diseases and Surgery Training and Research Hospital, izmir, Turkey

ABSTRACT

Toxocariasis is an infection caused by the ingestion of larvae of the dog Toxocara canis or the cat Toxocara cati. A 2.5 year old boy was
admitted to our clinics with fever, abdominal pain and loss of appetite. His medical history included geophagia (pica) and amebiasis
infection. On admission, the physical examination revealed hepatomegaly and pallor. There was marked eosinophilia with leukocytosis,
anemia, hypergammaglobulinemia and elevated serum Ig E titers. Toxocariasis was confirmed by anti-Toxocara IgG and Western blot. After
7 days of albendazole therapy, leukocytosis persisted and a second course of albendazole combined with prednisolone was administered.
After 3 weeks, the eosinophil count had decreased and the patient showed resolution of hepatomegaly, but Toxocara serology remained
elevated. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 58-60)
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OZET

Toksokariazis, kedi ya da kdpeklerden Toksokara larvalarinin alinmasi ile ortaya cikan bir enfeksiyondur. iki bucuk yasinda bir erkek olgu,
ates, karin agrisi ve istahsizlik ile basvurdu. Ozgecmisinde pika dykiisii olan ve bir kez de amebiazis gegirme dykisii olan olgunun, bagvuru
sirasinda hepatomegalisi ve soluklugu saptandi. Lékositoz ve anemiye ek olarak belirgin eosinifilisi, hiperimmunglobulinemisi ve artmis
serum IgE duzeyleri tespit edildi. Serolojik olarak anti Toxocara IgG ve Western blot yéntemi ile Toksokariazis tanisi kondu. Yedi giinlik
Albendazol tedavisini takiben |6kositozu stiren olguda, ikinci kiir Albendazol tedavisi steroid ile birlikte verildi. Ug haftanin sonunda, eosinofil
sayisi, hepatomegalisi gerileyen olgunun, serolojik yiiksekligi devam etmektedir. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 58-60)

Anahtar Sézciikler: Toksokariazis, hipereosinofili, tedavi
Gelig Tarihi: 19.12.2011 Kabul Tarihi: 21.12.2012

INTRODUCTION ing is leucocytosis with marked eosinophilia and elevation

L . of IgE levels (2).
Human Toxocariasis is a syndrome caused by Toxocara canis

and Toxocara cati. Young children contract Toxocara infec-  CASE REPORT
tions by ingesting embryonated eggs due to unsanitary play
habits. There are three clinical syndromes associated with
human toxocariasis: visceral larva migrans (VLM), ocular
larva migrans (OLM), and covert toxocariasis (1). The classi-
cal presentation of VLM includes fever, hepatomegaly,
abdominal pain, and headaches. The major laboratory find-

A 2.5 year old boy was admitted to our clinics with fever,
abdominal distention and abdominal pain. He was anorexic
and had a history of pica. He was hospitalized because of
amebiasis infection when he was two years old. On admis-
sion, he was febrile (38.5°C,axillar temperature) and he had
hepatomegaly (liver edge 4-5cm below the right costal
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Figure 1a, b. Morphological features in bone marrow

margin). Mild anemia (Hb: 9.4 g/dL) and marked leukocytosis
(WBC:36200/mm3) with 83% eosinophils (absolute eosinophil
count 32 300/pL) were present in laboratory findings. The periph-
eral blood smear showed marked eosinophilia without blasts.
Liver function tests, serum glucose, and electrolytes were nor-
mal. Serum iron and ferritin were decreased (10 pgr/dL and 36
ngr/mL) confirming iron deficiency anemia. Serial stool examina-
tions for ova and parasites were negative. His abdominal ultra-
sonography revealed hepatomegaly with hypoechoic areas.
Serological testings for salmonella, brucella, and viral hepatitis
were negative. Bone marrow aspiration revealed an abundance of
mature eosinophils with no evidence of blast cells (Figure 1a, b).
Total IgE count was 1307 kU/L (normal range: 0-100 kU/L) and IgG
count was 1500 mg/dL. Serology for Toxocara revealed an elevat-
ed lg G titer (++++) by ELISA assay and Western blot (+). A diag-
nosis of VLM was established and albendazole (15 mg/kg/d) was
administered for 7 days. After this therapy leukocytosis and
eosinophilia persisted and a second course of albendazole com-
bined with prednisolone (2 mg/kg/d) was administered for anoth-
er 7 days. After 3 weeks of therapy with albendazole, the eosino-
phil count mildly decreased and hepatomegaly resolved. At the
end of two months, the patient was well on physical examination
but eosinophilia persisted.

DISCUSSION

Toxocariasis is a multisystemic disease of parasitic zoonosis that
occurs especially in young children (2). There are 3 major clinical
syndromes associated with human toxocariasis; covert toxocaria-
sis, ocular larva migrans and VLM (1). VLM is the most prevalent
type of the disease and the classical presentation includes fever,
hepatomegaly and eosinophilia (>500/mm3). The disease is
common in toddlers with a history of pica and exposure to pup-
pies (3, 4). Our patient, a 2.5 year old boy, was at a high risk
because of the history of pica, unsanitary playing habits and
tendency to place fingers in his mouth.

Eosinophilia commonly occurs in parasitic infestations and aller-
gies. Parasitic infections are the most common causes of eosino-
philia (5). A presumptive diagnosis was established in our patient

with leukocytosis, eosinophilia (>20%), fever and hepatomegaly,
but the examination of stool samples for evidence of larvae was
negative. Hypergammaglobulinemia, as a supportive laboratory
finding, existed and serologic testing for Toxocara with high
titers confirmed the diagnosis. The prevalence of positive toxo-
cara serology in the general populationestablishes that most
children and adults are asymptomatic, and physiological reac-
tions to Toxocara infection probably depend on the host's
immune response and the parasitic load (1, 6). When symptoms
do occur, they are the result of migration of second stage
Toxocara larvae through the body. In VLM, larvae migration
incites inflammation of internal organs, and symptoms depend
on the organ(s) affected (1). Hepatic involvement in VLM is com-
mon due to portal venous drainage of visceral organs. Gonzalez
et al. (7) reported hypoechoic areas in the liver in 50% of their
cases with Toxocariasis. Our patient had hepatomegaly, proved
by ultrasound and accompanied by hypoechoic areas in the liver
belonging associated with hepaticnvolvement.Some antihelmin-
thic drugs are used but there is no consensus on the duration of
the therapy. Adjunctive corticosteroids are recommended to
limit inflammatory responses resulting from release of Toxocara
antigens by dying parasites (8). Our patient showed symptom-
atic improvement after 14 days of Albendazole therapy, com-
bined with corticosteroids in the second week, to suppress
inflammation. He was in recovery at the end of two months but
seropositivity for T. canispersisted . Glickman et al. (9) reported
thaperiodic reinfection may cause repeated antigen stimulation
and so antibodies may persist for long periods.

Several cases present with endocarditis, Henoch-Schonlein pur-
pura or nephrotic syndrome (10-12). Although death is rare, long
term morbidity is present with toxocariasis. Transmission can be
minimized by public health measures.

CONCLUSION

Visceral larva migrans (VLM) is usually suspected in a young child
with geophagia and exposure to pets, with fever and hepato-
megaly, with leukocytosis and marked eosinophilia.Infection with
Toxocara species is probably far more common than is reported,
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given the large stray dog population and areas of primitive sani-
tary conditions. Clinicians can avoid erroneous diagnosis and
therapeutic interventions by considering this parasitic infection.
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Dev Bobrek Kistik Ekinokok Hastaligr: Olgu Sunumu

Giant Renal C

¢ Echinococcosis: Case Report
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OZET

Ekinokokkosis diinyanin pek ¢ok yerinde endemiktir. Ekinokokkosis, insan viicudunun pek ¢ok yerinde gérilebilmesine ragmen izole bdbrek
tutulumu nadir olup vakalarin yalnizca %2-4'tinde gériilebilir. Renal ekinokokkosis hastaliginin tanisini koyduracak spesifik klinik semptom
ya da bulgu yoktur. Rutin kan testleri eozinofili diginda normaldir ki bu bulgu vakalarin %20'sinde bulunur. Radyolojik ¢calismalar preoperatif
tanida dnemli bir yer tutmaktadir. Ama intravendz pyelografi ya da direkt Grografide spesifik bir bulgu yoktur. Ultrasonografi ve bilgisayarli
tomografide ekinokokkosise ait her zaman spesifik bir bulgu olmayabilir. Ekinokokkosis hastaligi 6zellikle endemik olan tlkelerde solid or-
ganlarda ya da diger anatomik yerlerdeki kistik lezyonlarin ayirici tanisinda distintlmelidir. Biz bu vakada nefrektomi ile tedavisini yaptigimiz,
komplike kisti taklit eden izole dev renal kistik ekinokokkosisli bir hastayi sunduk. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 61-3)

Anahtar Sozciikler: Dev kistik ekinokok, renal kist, nefrektomi
Gelis Tarihi: 03.07.2011 Kabul Tarihi: 28.11.2012

ABSTRACT

Echinococcosis is endemic in many parts of the world. Although echinococcosis can be present in all parts of the human body, urinary tract
involvement develops in only 2-4% of all cases, and isolated renal cysts are extremely rare. There are no specific clinical symptoms or signs
that will reliably confirm the diagnosis of renal echinococcosis. Routine blood tests are generally normal except for eosinophilia, which is
found in only 20% of the cases. Radiological studies have a more important place in the preoperative diagnosis of renal hydatic disease.
However, there is no specific sign on plain urography or intravenous urography, and ultrasound or computed tomography cannot always
show a echinococcosis as a specific lesion. Echinococcosis should be included in the differential diagnosis of cystic lesions in solid organs
or other anatomic sites, especially in endemic countries. We presented a patient with isolated giant renal cystic echinococcosis mimicking
a complicated cyst who was treated successfully with nephrectomy. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 61-3)

Key Words: Giant cystic echinococcosis, renal cyts, nefrectomy
Received: 03.07.2011 Accepted: 28.11.2012

GiRiS

taklit eden dev renal ekinokokkosis olgusunun, literatiire
katki saglayabilecegini distinmekteyiz.

OLGU SUNUMU

Elli iki yasinda evli resmi bir kurumda calisan erkek hasta, bir

Kistik ekinokokkosis (KE) paraziter bir hastalik olup dinyanin
cesitli bolgesinde endemik bir tablo olugturmaktadir.
Hastalik Ekinokokus Granulosus ve Ekinokokus Multilokularis

parazitlerinin ara konak¢i hayvanlardan insanlara gecisiyle
meydana gelmektedir (1). KE hastaligi esas olarak karaciger
ve akcigerde gorilmekle birlikte %2-4 oraninda bdbrekleri
de tutabilmektedir (2, 3). Biz radyolojik olarak komplike kisti

yildir zaman zaman sol lomber bdlgede miphem adri nede-
niyle klinigimize basvurdu. Fizik muayenede sol Ust kadran-
da ele gelen immobil kitle tespit edildi. Labaratuvar tahlilin-
de kan ve idrar testlerinde 6zellik saptanmadi. Yapilan ultra-
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sonografide; sol bdbrek Ust polde yaklagik 150x120 mm boyutla-
rnda ufak kistik alanlar iceren solid kitle lezyonu izlendi.
Abdomen Bilgisayarli tomografide (BT) sol bébrek orta Ust pol
kesiminden kaynaklanan yaklagik 15x12x12 cm boyutlarinda
ekzofitik, yer yer cidar ve santral kalsifikasyon iceren kistik nekro-
tik, kitle lezyonu izlendi. Kitle pankreas goévde ve kuyrugu, mide
major kurvatur ve splenik hilus ile temas gdsteriyordu. Abdomen
Magnetik Resonans'da (MR) sol bébrek orta kesim renal pelvis
dlzeyinden orijin alan ekzofitik uzanimli T1 agirlikli sekanslarda
hipointens, T2 agirlikli sekanslarda hiperintens, kontrast madde
enjeksiyon sonrasi periferik kontrastlanmasi olan, yaklasik 15x15
cm boyutlarinda kitle lezyonu izlendi (Resim 1). Hastaya serolojik
test yapilmadi. Hasta komplike kist 6n tanisiyla operasyon icin
yatinldi ve gerekli bilgilendirilmis onam formu alindi. Genel
anestezi altinda chevron insizyonla islem uygulandi. Kitle, bébre-
gi posterior-inferiora itmig, medialde kolon, pankreas bagina ve
Ust posteriorda dalaga yapismisti. Bébrek parankimi ve toplayici
sistemi ile sinin net ayirt edilemeyen yaklasik 17 cm boyutunda
olan kitle, bébrekle birlikte eksize edildi (Resim 2). Patoloji spes-
meninde makroskopik olarak bébrek dokusu yaninda, diizgin
sinirh timoral kitle izlendi. Yapilan kesitlerde timorin bébrek
dokusu ile iligkili oldugu, krem/pembe renkli membrandz yapilar
ve nekrotik alanlar icerdigi goruldu (Resim 3). Mikroskopik ince-
lemede, kesitler hematoksilen eozin ile boyandi ve stk mikrosko-
pisi ile incelendi. Kesitlerde granulasyon dokusunun cevreledigi,
ozellikle eozinofilik lamellerden olusan kutikul tabakasi gorildi
(Resim 4a, b: ok basi ve ince ok). Histopatolojik bulgular esligin-
de olgu KE olarak degerlendirildi.

TARTISMA

Kistik ekinokokkosis ¢cogunlukla karaciger ve akcigeri tutmakta-
dir. Karaciger tutulumu olmadan diger organlar tutmasi oldukea
nadirdir. Bébrek KE'u genellikle nonspesifik abdominal ve lom-
ber bdlgede ele gelen blyik bir kitle ile birliktedir (2, 3). Hastalik,
karaciger ve akciger disinda %2-4 oraninda bébrekleri de tutabil-
mektedir (4, 5). Bobrek tutulumu tek basina olabilecedi gibi,
diger komsu organlar ile birlikte de olabilir. Echinococcus granu-
losus ve multilocularis'un sebep oldugu KE genitouriner sistem-
deki tutulum yeri, hemen hemen daima bodbrek iken, ¢cok nadir
olarak prostat, mesane ve epididimal tutulumda gézlemlenebilir.
Echinococcus multilocularis'in olusturdugu KE diger parazite
gére, daha agresiftir. Komsu organlara invazyon godstermesi
sebebiyle, cerrahi islem sirasinda ¢ikarilmasi da olduk¢a zordur
(1). Bizim vakamizin cerrahi eksizyon sirasinda cevre dokulara ileri
derecede yapisiklik gosteren agresif ve bébrek dokusu ve cevre
dokulara penetran bir 6zelligi olmakla birlikte histopatolojisi
Echinococcus Granulosus olarak degderlendirilmistir. Hastalik
genellikle lomber bégede miphem bir agriya neden olabilir.
Bazen de hastalarin idrarinda “grape skin” olarak adlandirilan
beyazimsi, Gzim benzeri skoleksler gdzlemlendigi gibi lomber
bolgede palpable kitle de gorilebilir. Abdomen BT ile radyolojik
tani, ultrasonografiden daha iyi konur. Kist USG ve BT'de siklikla
etrafi kalsifiye olarak tanimlanir (4). Ote yandan bizim olgumuzda
sonografik incelemede kistin tariflemesinde celiski gdzlemlen-
mistir. MR ise kistin anatomik konfigurasyonunu daha iyi tanimla-
yabilir. intravendz urogram, kistin renal toplayici sistem ile bag-
lantisini ekarte etmek igin kullanilabilir (6). KE'nin serolojik tani-
sinda Casoni Deri (intra dermal-ID) Testi, Komplement Birlesmesi

(Weinberg reaksiyonu), indirekt Floresan Antikor Testi (IFAT),
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), indirekt
Hemaglitinasyon Testi (IHAT), Western Blot (WB) gibi pek ¢ok
test kullanilmigssa da bu testlerden tek bir testin kullanimi,
bazen yetersiz kalabilmektedir. KE'de serolojik testlerin birlik-
te kullaniimasi, tani koymada duyarliligini artirmaktadir Bu
nedenle en az iki testin birlikte kullanilmasinin daha glvenilir
olacad bildirilmistir. Ayrica uygulanmasi nispeten zor olan
WB ydnteminin IFAT ve IHAT yontemleri ile birlikte kullanil-
masinin duyarlih@ ¢ok daha arttiracadi ortaya konmustur (5,
7). Kist tedavisinde; perkitan aspirasyon, enjeksiyon ve
re-aspirasyon (PAIR-PD) ile perkitan drenaj yéntemi denebilir,
ancak tecriibe gerektiren bir islemdir Ama bu yéntem unilokuler
kist vakalarinin sadece %70'de basar saglayabilmektedir (8). Bu
ylUzden renal KE vakalarinda cerrahi kaginilmaz ve baslica tedavi
yontemidir. Cerrahi teknik, hekimin tecribesine, kist hacmine ve
lokalizasyonuna bagli olarak degismekle birlikte, son zamanlarda
cok az vakada da kistin retroperitoneal eksizyonu ve laparosko-

Resim 1. Sol bobrek Ust orta polde yerlesim gosteren komplike
kistin kontrastl bilgisayarli tomografi (BT) gérlntisu

Resim 2. Sol bébrek rezeksiyon materyali. Bdbrek Ust polde 17
cm ¢apinda kitle lezyon
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Resim 3. Patolojik piyesin makroskopik gérintisi

pik nefrektomi glindeme gelmistir (9, 10). Ama bizim vakamizda,
kistin unblok ¢ikarlmasinin olanaksizlidi, cevre dokulara yapigiklik
gostermesi, bobrek ve komsu organlan komprese edecek diizey-
de agresif yapisindan dolayi; biz agik cerrahi operasyonu tercih
ettik. Renal KE olgularinda cerrahi yontem olarak, kistin total
veya wedge rezeksiyonunu takiben marsupializasyon, ya da peri
kistik alanin kapitonaj yéntemi ile onarilmasi yapilabilir. Ote yan-
dan vakalarin %75'i renal koruyucu yontem ile parsiyel nefrekto-
miden fayda gorebilir. Parsiyel eksizyon iglemi, kistin i¢ine skolek-
sidal ajan (%20 hypertonic saline, chlorhexidine, %80 ethanol,
%0.5 cetrimide, %3 H, O, veya %0.5 silver nitrate) uygulandiktan
sonra yapilmalidir (5). Eger cerrahi sirasinda kist riptire olursa
operasyon antihistaminik ve steroid tedavisi altinda yapilmalidir
(11). Biz olgumuzda antihelmintik tedaviyi cerrahi yayiim olmadi-
gindan ve karaciger toksisitesi nedeni ile uygulamadik.

SONUC

Uriner sistemin KE hastaliginin genel klinik goriinimi, bazen
preoperatif tani olarak konulmasi igin yeterli olmamaktadir. Kesin
tani koymada celiski yagsanan komplike septali ve kalsifiye renal
kistlerde, serolojik labratuvar testlerini géz ardi etmemek gerekir.
Tanisi preoperatif konulan KE vakalarinda eger kistin natdri
agresif degilse, mimkin oldugunca renal koruyucu cerrahi ile
kistin komple ¢ikarilmasi diginulmelidir.

Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar ¢atismasi bildirmemislerdir
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Atypical Presentation in Hydatid Disease: Hemoptysis
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OZET

Hidatik hastalik Echinococcus granulosus'un larva evresinin yol actigi enfeksiyon hastaligidir. Bu hastalik tanida zorluk yaratacak sekilde
cesitli atipik formlarla baglayabilmektedir. Bu makalede nadir bir bagvuru komplikasyonu olan hemoptizi sikayeti olan hastada hidatik hastalik
tanisinin akilda tutulmasinin gerekliligi vurgulanmak istenmistir. (Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 64-8)

Anahtar Sozciikler: Hidatik hastalik, hemoptizi, cocuk
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ABSTRACT

Kabul Tarihi: 28.11.2012

Hydatid disease is an infectious disease caused by the larval stage of Echinococcus granulosus. It constitutes a major public health problem
worldwide. This disease may present in several atypical forms, causing difficulty in diagnosis. In this article it is stressed that the diagnosis
of hydatid disease should be kept in mind in patients presenting with hemoptysis, although this presentation is very rare.

(Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 64-8)
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GiRiS

Hidatik hastalik Echinococcus granulosus'un neden oldugu
parazitik bir enfeksiyondur. Akdeniz bélgesi Ulkelerinde hala
endemiktir (1). En siklikla tutulan organlar akciger ve karaci-
Gerdir (2). Hastaligin klinik belirtileri kistin lokalizasyonu ve
buyukligine bagdli olup kiglk ve/veya kalsifiye kistler dmir
boyu asemptomatik kalabilmektedirler (3). Hatta akciger
hidatik kistleri cok biytk ¢aplarda bile dzellikle de ¢ocuklar-
da asemptomatik seyredebilmektedir (4). Cok buyuk kistler
ise semptomatik seyredebilmekte ve dksurik, hemoptizi ve
g63Us agrisina neden olabilmektedir.

Sunulan olgularin bir kismi direk hemoptizi sikayetiyle izlen-
dikleri dis merkezlerden Hacettepe Universitesi Cocuk

Enfeksiyon Poliklinigi'ne tlberkiloz, pnémoni ve apse 6n
tanilanyla yollanip izlemlerinde akcigerde lokalize kist hida-
tik tanusi almig, bir kismi ise kist hidatik tanisiyla merkezimize
sevk edildikten sonraki izlemlerinde hemopitizi sikayeti gelis-
mistir. Bu olgular, ézellikle tlkemiz gibi bu hastaligin yaygin
oldugu toplumlarda hemoptizi ile bagvuran hastalarda ayiri-
ci tanida hidatik kistin mutlaka géz 6niinde bulundurulmasi
gerektigine dikkat cekmek amaciyla sunulmustur.

OLGU SUNUMLARI

Olgu 1

On dort yasinda erkek hasta 1 aydir olan dksirik sikayetiyle
dis merkeze basvurmus oral antibiyotik tedavisine ragmen
sikayetinin dizelmemesi nedeniyle ¢ekilen toraks tomogra-

Yazisma Adresi / Address for Correspondence: Dr. Aslinur Ozkaya Parlakay, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Enfeksiyon
Hastaliklar Unitesi, Ankara, Tiirkiye Tel: +90 532 762 62 53 E-posta: aslinur@hacettepe.edu.tr
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Resim 1. Kontrastli aksiyel toraks BT tetkikinde mediasten penceresinde sol akciger alt lobda ortasi hipodens kistik veya nekrotik
ozellikte konsolidasyon alani izlenmektedir (a). Ayrica sol akcider alt lob slperior segment posteriorda da yuvarlak kistik lezyon

izlenmektedir (b)

fisinde tlberkiloz, S. aureus pnémonisi veya abse sliphesi sap-
tanmasi nedeniyle Hacettepe Universitesi Hastanesi'ne sevk
edilen hastanin, son 10 glinde iki kez hemoptizisi olmasi nede-
niyle hastaneye yatinldi. Bilgisayarli tomografide (BT) sol akciger
alt lob stperior segmentte kistik lezyon ve ayrica daha inferior
kesitte enfekte kist hidatik veya nekrotizan pnémoniyle ile uyum-
lu oldudu dislnilen bagka bir konsolide alan saptandi (Resim 1).
Abdominal ultrasonografide (US) tip 1 kist hidatik lezyonu olma-
st (Resim 2), ppd negatifliginin, total IgE 196 IU/mL (0-52), spesi-
fik Ekinokok antikoru 19.5 Ku/L (class 4) olmasi nedeniyle hastaya
sulbaktam-ampisilin, teikoplanin ve albendazol baslandi, 10
glnlik tedavinin ardindan kist hidatik eksizyonu yapildiktan
sonra hasta albendazol tedavisiyle taburcu edildi.

Olgu 2

Sekiz yasinda kiz hasta 1 aydir aralikli olan ates, oksurik sikaye-
tiyle dis merkeze bagvurmus, oral antibiyotik tedavisini 3. giiniin-
deyken hemoptizisi olmasi nedeniyle, yatirilarak ¢ekilen BT'de
sol akciger Ust lob posterior segmentte ve sol alt lob anterior
bazal segmentte iki adet diizgiin konturlu lezyonu saptanmig
(Resim 3), intravendz antibiyotik tedavisi verilmis, kanl balgam
sikayetinin tekrarlamasi nedeniyle merkezimize sevk edilmisti.
Antibiyotik tedavisinden sonra ¢ekilen kontrol akciger grafisinde
sol akciger Ust zon lateralde ve alt zonda diizgiin konturlu radyo-
opasiteleri sebat etmekte idi (Resim 4). Yapilan tetkiklerinde E.
granulosus mikro ELISA sonucu 1/1280 (0-1/160), ekinokok spe-
sifik antijeni 16.3 Ku/L (class 3), IgE duzeyi 412 IU/mL (0-52),
abdominal US'si normal olan hastaya enfekte kist hidatik tanisiyla
10 glnlik sulbaktam-ampisilin, vankomisin tedavisinden sonra
kist eksizyonu yapildi.

Olgu 3

Alti yaginda kiz hasta 1 yil dnce olan 2-3 hafta stiren kuru 6kstriik
nedeniyle dis merkeze basvurmus orada yapilan tetkiklerinde
sagd akcigerde nodil siphesi olmasi nedeniyle sevk edilmis.
Toraks BT'sinin degerlendirilmesiyle hastada sag akciger alt
lobda kistik lezyon, sag lat lob slUperior segmentte ise kaviter
lezyon saptanmis ve lezyonun enfekte oldugu distndlmustir
(Resim 5). Abdominal US'si normal olan hastanin total IgE diizeyi

Resim 2. Karaciger parankimi icerisinde tip 1 kist hidatik ile
uyumlu lezyon izlenmektedir

193 1U/mL (0-52), ekinokok indirekt hemaglitinasyon testi negatif
olarak saptanmis, hastaya kist hidatik tanisiyla prazikuantel,
albendazol tedavisi 6 ay sureyle verilmis, daha sonra albendazol-
le tedaviye devam edilmistir. Hasta 2 glin 6nce 3 kez olan
hemoptizi sikayetiyle basvurusunda yatinlmis, abdominal US’si
tekrarlanmig, normal oldugu goérilmuis, 10 giin sulbaktam-ampi-
silin, teikoplanin tedavisini takiben hastaya kist eksizyonu uygu-
lanmugtir.

Olgu 4

Dokuz yasinda kiz hasta 1 ay 6nce baslayan 6ksurik sikayetiyle
dig merkeze bagvurmus, sol akcigerde opasite saptanmasi nede-
niyle pnémoni tanisiyla antibiyotik tedavisi baslanmis, Toraks
BT'de sol akcigerde iki adet buyik kistik lezyon ve inceleme
alanina giren karaciger icerisinde de hipodens, kist ile uyumlu
lezyon saptanmis (Resim 6). Abdominal US'de karaciger sol
lobda ondulan konturlu tip 1 kist hidatik saptanmasi nedeniyle
cerrahi girisim amaciyla merkezimize albendazol baglanarak sevk
edilmis. indirekt hemagliitinasyon testi 1/1280 saptanan hasta
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Resim 3. Kontrastli aksiyel toraks BT tetkikinde parankim penceresindeki kesitlerde sol akciger Ust lobda (a) ve sol akcider alt lobda
(b) noduler tarzda konsolidasyon alanlarn izlenmektedir. Sol alt lobdaki lezyondan plevraya dogru uzanan lineer atelektazi

gorulmektedir

Resim 4. Antibiyotik tedavisinden sonra ¢ekilen kontrol PA
akciger grafisinde sol Ust zon lateralde ve sol alt zonda kalp
Uzerine slperpoze dizgin konturlu radyoopasiteler sebat
etmektedir

operasyon planiyla takip edilirken hemoptizi sikayetiyle yeniden
merkezimize bagvurdu, cekilen akciger grafisinde daha 6nceki
grafiye goére belirgin fark saptanmadi (Resim 6), hastaya intrave-
ndz antibiyotik tedavisi sonrasi (sulbaktam-ampisilin, amikasin)
kistektomi planlandi.

TARTISMA

Ekinokokkozis tim dlnya capinda dnemli bir halk sagligi proble-
mi olmaya devam etmektedir (1). Akcigerdeki kistler cevre akci-
Jer parankiminde kronik konjesyon, hemoraji, bronkopnémoni,
organize pnémoni ve obstriktif pnémoniye neden olabilmekle
beraber genellikle kistler cok buyik boyutlara ulasana kadar

asemptomatik seyretmekte ve akciger grafilerinde insidental
olarak saptanmaktadirlar (5). Arroud ve ark.’lar (2) yaptiklar ¢alis-
mada dev hidatik kistlerin dev olmayanlara kiyasla istatistiksel
olarak anlamli sekilde semptomatik seyrettiklerini belirtmislerdir.
Kistin boyutuna ve basi etkisine bagh olarak siklikla 6ksurik,
hemoptizi ve g6gus agrsi gorilebilmekte, dispne, malazi, bulan-
ti ve kusma ile toraks deformitesi de bu sikayetlere eslik edebil-
mektedir (6). Ancak genellikle semptomlar kistin travmatik veya
spontan ruptirine baglidir. Bronsial sisteme agilan ya da gerile-
yen kistlerde sekonder enfeksiyonlar da gérilebilmektedir (7).
Kayhan ve ark.’larinin (8) tlkemizden yaptidi bir ¢alismada olgu-
larin %93.3'Unde dksirik goralirken sadece %6.6'sinda hemop-
tizi sikayeti mevcuttur. Santivanez ve ark.’lar (9) ise %12-21 ara-
sinda degisen hemoptizi orani bildirmisler ancak hemoptiziyi
daha cok riptire kistlerle iligkilendirmislerdir. Bizim olgularimizin
tamaminda da ana semptomlar 6ksuriik ve hemoptiziydi. Ancak
hicbir hastanin riptire kisti yoktu. Bu nedenle ¢ocukluk cagi
hemoptizi olgularinda ayirici tanida kist hidatik mutlaka dustnal-
mesi gereken bir hastaliktir.

Akciger kist hidatiginde fizik muayenenin tanida yeri ¢cok kisithdir.
En onemli tani araglarindan biri direkt akciger grafisidir. Kist
intakt (riptire olmamis) ise toraksin bir yarisinda yuvarlak opasi-
te seklinde gorilmektedir. Bizim tim hastalarimizda da direkt
grafide benzer gérinimler mevcuttu. Komplike (riptire olmus)
kistlerde ise hava ile dolan kavite nedeniyle hava-sivi seviyesi ve
bununla iligkili olarak ‘nilifer veya meniskis gérinimi’ taniya
yardimcr olabilmektedir (10-13). Bilgisayarl tomografi rutin kulla-
nilmamakla beraber kist ve ¢cevre yapilar hakkinda daha iyi bilgi
edinmek ve ayirici tanida degerlendiriimesi gereken pulmoner
apse, pulmoner timor ve mediastinal lenfadenopatileri diglamak
icin kullanigh bir tetkiktir. Yine eslik edebilecek diger organ tutu-
lumlar nedeniyle hastalara US veya manyetik rezonans gountu-
leme (MRG) yapilmasi gerekebilmektedir (2, 14). Bizim hastalari-
miz da sik gérlilmeyen bir sekilde prezente olduklari icin hepsine
ayiricl tanilar agisinda BT cekilip ve tanilar bu sekilde de dogru-
lanmistir. Sadece iki hastamizin eslik eden karaciger kist hidatigi
de mevcut olup izlemde kistinin riptire olmasi nedeniyle acil
cerrahi girisim yapilmis ve hasta tamamen dizelmistir.
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Resim 5. Kontrastli aksiyel toraks BT tetkikinde mediasten penceresindeki kesitte (a) sad akciger alt lob santral parankim igerisinde
hipodens, kist hidatik ile uyumlu lezyon izlenmektedir. Parankim penceresindeki kesitte ise (b) sag akciger alt lob siperior segment
posteriorda icinde kavitasyon bulunan, hava yoluna acilmig ve ¢evresinde enfeksiyonla uyumlu dansite artigi izlenen, kalin duvarli kist
hidatik ile uyumlu lezyon gérilmektedir

Resim 6. Aksiyel toraks BT kesitinden olusturulan koronal reformat goriintide (a) sol akcigerde iki adet hipodens kist hidatik ile
uyumlu lezyon (oklar) ve inceleme dahilindeki karaciger sol lob parankimi icerisinde de benzer karekterde kist hidatik lezyonu (*)
izlenmektedir. PA akciger grafisinde (b) sol akciger Ust zondan baslayip diyafragmaya kadar uzanan dev boyutlarda diizgln konturlu

radyoopasiteler izlenmektedir (oklar)

Biz ayrica hastalarimizda karar vermemizi kolaylastirabilecek sero-
lojik testlerden, ELISA, IHA ve EIA testlerinden de faydalandik ve
hastalarda ekinokok enfeksiyonu sonuclarini  dogruladik.
Hastalarmizda kist hidatik tanisi asil olarak klinik ve radyolojik
bulgularla konmusg oldugundan tanida farkli serolojik testlerin kul-
laniimig olmasi sonucu etkilememektedir. Serolojik testlerden
akciger hidatik kistinin serolojik tanisinda Ig G ELISA ve IHA siklik-
la kullanilmakta ancak testlerin duyarliligr %50-60 arasinda degise-

bilmektedir. Her iki testin birlikte kullanimi tani olasiigini daha da
arttirmaktadir (15). Ulkemizden yapilan bir calismada IHA ve ELISA
testlerinin duyarliig sirasiyla %96.7 ve %87.1 bulunmustur (16).
Wattal ve ark.'larinin (17) yaptigi bir calismada akciger kist hidatigi
oldugu ispatlanmis 22 hastanin %59'unda IHA ve tamaminda
EiA'in pozitif oldugu saptanmis, iilkemizde yapilan bir calismada
ise cerrahi olarak kist hidatik oldugu ispatlanmis 35 hastanin
%85.7'sinde IHA ve tamaninda EIA pozitif olarak bulunmustur (18).
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Akciger kist hidatiklerinde tercih edilen tedavi secenegi cerrahi
tedavidir. Béylece paraziti eradike etmek, intraoperatif dissemi-
nasyondan korunmak ve rezidi kavitenin kapatilmasi amaglan-
maktadir (19). Henlz etkilenen akciger parankimin rezeke edil-
mesi veya parankim koruyucu prosedurlerle tedavi edilmesi
konusunda fikir birligi olmamakla beraber uygulanan cerrahi
islemlerin bir kaci lobektomi, kama rezeksiyon, perikistektomi ve
endokistektomidir (6). Bizim hastalarimizin 3'Gne kistektomi
yapilmis, 1 tanesine kistektomi yapilmasi planlanmistir.

Albendazol dev kist hidatiklerde cevap orani dusik olmakla
beraber cerrahi tedaviye alternatif olarak akciger kist hidatiginin
tedavisinde kullaniimaktadir. Yayinlarda inoperabl olgularda ve
ylksek rekuirrens riski olan olgularda cerrahi tedaviyle kombine
kullanilmasi gerektigi belirtilmistir (2, 20). Biz de tim hastalari-
mizda cerrahi tedaviyle kombine olarak albendazol kullandik.

SONUC

Ulkemiz gibi bu hastaligin yaygin oldugu toplumlarda hemoptizi
ile bagvuran cocuk olgularda ayirici tanida hidatik kistin mutlaka
distnilmelidir.

Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar ¢atigmasi bildirmemiglerdir.
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