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Amag: Bir proje kapsaminda yapilan bu én ¢alismada, diinyada ve llkemizde 6liimciil ve kronik klinik olgulara
yol actigi bilinmesine ragmen, tani segenekleri sinirli olan bazi intestinal helmintlerin ¢oklu polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) yéntemiyle saptanabilmesi amaglanmustir.

Yontem: Ortak calismalar igin yurt disindaki bir merkezden temin edilen Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura,
Enterobius vermicularis, Taenia spp. ve Strongyloides stercoralis DNA’lari kullanilarak, proje siiresi kapsaminda,
once tekli, sonra ikili optimizasyon ¢alismalari yapilmistir.

Bulgular: Calisma kapsaminda, T. trichiura’nin tekli (280 bg), A. lumbricoides (995 bg)- S. stercoralis (115 bg) ile
Taenia spp. (950 bg)- E. vermicularis (400 bg)’in ikili optimizasyonlari tamamlanmis, séz konusu helmintlere ait
tani protokolleri tanimlanmistir.

Sonug: Tamamlanan 6n ¢alismada arastirilan helmintlere ait iki ayri goklu PZR protokolii tanimlanmustir. Sonraki
dénemde, ikili PZR protokoliiniin genisletilerek daha ¢ok helminti bir defada saptayabilir hdle getirilmesi
yaninda yeni ¢calismalarla gelistirilen ¢coklu PZR protokollerinin hasta ve saglkli bireylerin diskilarindaki tanisal
duyarlilik ve 6zgiinliiklerinin arastiriimasi hedeflenmektedir. Bu ¢cabalarin intestinal helmintlerin epidemiyolojisi
ve klinik tablolardaki rollerinin daha iyi anlasiimasina katkida bulunmasi beklenmektedir.

Anahtar kelimeler: Tiirkiye, intestinal helmint, coklu polimeraz zincir reaksiyonu, Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura, Enterobius vermicularis, Taenia spp., Strongyloides stercoralis

ABSTRACT

Objective: The aim of this initial study of a project is to identify some intestinal helminths which have limited
diagnostic options despite their known associations with fatal and chronic clinical cases in the world and in our
country, using multiplex PCR.

Alindig1 tarih / Received: Method: Using the DNAs of Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Enterobius vermicularis, Taenia spp. and
11.01.2022 / 11.January.2022 Strongyloides stercoralis which have been received from a foreign center for joint studies, single and double
Kabul tarihi / Accepted: optimization trials of the helminths were made within the project.

11.02.2022 / 11.February.2022 Results: In the end of the study period, single optimization of T. trichiura (280 bp) as well as double optimizations

of A. lumbricoides (995 bp) - S. stercoralis (115 bp) and Taenia spp. (950 bp) - E. vermicularis (400 bp) were
completed successfully, and their diagnostic protocols were described.

Conclusion: Two different duplex, and a single PCR protocol have been completed in the initial study. The aim
in the next term will be both to increase the number of helminths within the PCR protocol, and determination
of the sensitivity and specificity of the tests using the stool samples of healthy persons and patients in new
studies. These efforts will hopefully contribute to better understanding the epidemiology and roles of intestinal
helminths in clinical cases.
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GiRiS

Bagirsak parazitleri, ©zellikle gelismekte olan
Ulkelerin en 6nemli toplum saghgi sorunlari arasinda
yer almaktadir. Bu Ulkelerde sinirli parasal olanaklara
bagh temiz icme suyu ve etkin kanalizasyon
sistemlerinin  yoklugu, bireysel ve toplumsal
hijyenin yetersizligi ve benzeri nedenlerle bagirsak
parazitleri yalnizca kirsal bolgelerde degil sehirlerde
de yaygin gorilebilmektedir™®. Tirkiye’de bagirsak
parazitlerinin yol actigi enfeksiyonlarin goériilme
sikligi, farkli yontemlerle yapilan farkli calismalarda
%2.2-52.7 araliginda bildirilmistir, ancak gercek oranin
ozellikle sosyoekonomik olarak sinirli bdlgelerde
cok daha yuksek oldugu tahmin edilmektedir®®,
Eriskinlerde ciddi klinik bozukluklara yol agip bazen
yasami tehdit edebilen bagirsak parazitleri, etkin
tedavi alip iyilesemeyen cocuklar iginse kroniklesip
buylime-gelisme geriligine yol acabilmektedir®?.
Bagirsak parazitleri icinde helmintler, ¢ogunlukla
kirsal  bolgelerde yasam  dongilerini  kolayca
tamamlasalar da sehirlerde yasayan insanlarda da
gorilebilmektedir, ancak mikroskobik tespite dayal
laboratuvar tanisinda, hastanin cogunlukla yalnizca bir
gline aitdiskiérnegiincelenebildiginden, protozoonlar
gibi helmintler de gdzden kacabilmektedir>2¢®), Bu
durum hastalarin belirlenip tedavi edilmelerinin yani
sira helmint enfeksiyonlarinin toplumsal kontroliinde
yetersizlige yol agmaktadir.

Klinik agidan 6nemli helmintler arasinda Enterobius
vermicularis, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura,
Strongyloides stercoralis, kancal kurt enfeksiyonlari
(Ancylostoma duodenale, Necator americanus) ve
Taenia saginata sayilabilir®?. Bunlar arasinda E.
vermicularis 6limcill olmayan, ancak saptandiginda
ayni evde vyasayan herkesin tedavi olmasini
gerektiren yaygin bir helminttir®. E. vermicularis
enfeksiyonunun baslica belirtisi anal kasintidir; agir
olgularda ender olarak epilepsi nébetleri yaninda kiz
cocuklarinda idrar yolu enfeksiyonlari ve apandisit
gibi ciddi bozukluklara yol acabilmektedir>?9),
Diski incelemesinde E. vermicularis yumurtalarina
rastlanabilmekle birlikte, tim dlinyada esas olarak
anal bant yoéntemi ile tani konulmaktadir®®. Bu
yontemin uygulanmasiyla ilgili 6zel sartlar gerekmesi
(sabah uyanir uyanmaz 6rnek alinmasi veya kesin
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sonug icin Ug ayri giin 6rnek alinmasi geregi), parazitin
tanida ¢ogunlukla atlanmasina neden olmaktadir),

Ascaris lumbricoides, diinyada en sik gorilen bagirsak
parazitlerinden olup, her yil yaklasik 60 bin kisinin
6limune yol actigi bildirilmektedir?. Olgular tropikal
ve subtropikal bolgelerde yogunlasmakta ve agirlikl
olarak Sahra alti Afrika, Gliney Amerika, Cin ve Uzak
Asya’dan bildiriimektedir. Ulkemizde de ascariasis
olgularina rastlanilmaktadir®®. A. Jumbricoides’in
eriskinleri bagirsaklarda, larva formlari ise karaciger
ve akcigerlerde yasamaktadir®29, A, lumbricoides
enfeksiyonu, parazitlerin larva formundan eriskin
olana kadar yaptiklari viicut ici yolculuk nedeniyle
cesitlilik gdstermekte, Loffler pndmonisinden dlimcal
ileusa kadar degisebilmektedir. Tanida diskinin
mikroskobik incelenmesinin yani sira radyolojik
incelemelerin de katkisi bulunmaktadir; son yillarda
bircok bagirsak paraziti gibi A. lumbricoides igin de
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR; polymerase chain
reaction — PCR) yontemi bulunmaktadir®-15),

Yaygin ve klinik agidan dnemli bir diger helmint olan
T. trichiura, A. lumbricoides gibi, yumurtalarinin
insanlara agiz yoluyla bulasmasi sonrasi larvalarinin
cekum mukozasina yerlesmesiyle karakterizedir!219),
Agir enfeksiyonlarda, hastalarda dizanteriye vyol
acabildikleri gibi rektum dokusunun anisten disari
ciktigl, “rektal prolapsus” adi verilen bozukluga da
yol acabilirler®?1%17) Tanida mikroskobik incelemede
limon seklindeki tipik yumurtalarin goérulmesi
olasidir, ancak her giin diski 6rneklerinde yumurta
bulunamayabileceginden tani konulmasinda
guiclikler yasanabilmektedir®7-19),

Taenia saginata, sestod grubu helmintlerden
olup 6zglin vicut yapisiyla dikkat ¢ekmekte, ince
bagirsaklarda yerlesmektedir. Eriskinlerde govde
boliminde vyer alan gebe halkalarin ayrilmasi
sonrasi dis ortama sagilan T. saginata yumurtalari,
sigirlar tarafindan alindiklarinda larvalari
(Cysticercus bovis) sigirin vicudunda farkli kaslara
yerlesebilmektedir®>2, Az pismis etlerde canh kalan
bu larvalar agiz yoluyla alinabilmekte, insanlarin
bagirsaklarina yerlesip olgunlasabilmektedirler. Cogu
olguda uzun siire semptom goriilmemekte, ender
olarak bulanti, gastrointestinal sistem yakinmalari ve
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kilo kaybi gorilebilmektedir. Tani 6ncelikle hastalarin
fark edip laboratuvara getirdikleri kopan gebe
halkalarin makroskobik ve mikroskobik incelemesiyle
konulmaktadir. Bunun yaninda diskida yumurtalarin
mikroskobik incelemeyle saptanmasi da olasidir.
Taenia spp. konusundaki arastirmalarda kullaniimakta
olan PZR protokolleri de mevcuttur®2%24),

Ozellikle immin sistemi baskilanmis bireylerde
tehlikeli bir parazitoz olan strongyloidosis, S.
stercoralis’in  neden oldugu bir enfeksiyondur.
Otoenfeksiyon yapabilmesi, 6zellikle immin sistemi
zayif bireylerde 6limcul olabilen hiperenfeksiyonlarin
olusmasina yol acar??22) Tanida diski 6rneginin
mikroskobik incelemesinde larvalarin gorilmesi,
cesitli  konsantrasyon yontemleriyle larvalarin
saptanmasi ve kiiltlr yaninda serolojik yontemler de
kullaniimaktadir(>&21-24),

Bagirsak helmintlerinin tanisinda, etkenleri hizli,
glvenilir ve duyarl olarak saptayabilecek laboratuvar
testlerine  gereksinim  bulunmaktadir®*,  Bu
kapsamda, molekiler yéntemlerin kullanimi, daha ¢ok
protozoonlara bagli enfeksiyonlarda, tim diinyada her
gecen glin daha da 6nem kazanan ve yayginlasan bir
uygulamadir. Bu yontemlerden en sik kullanilani olan
PZR, yiiksek 6zgullik ve duyarlilik 6zellikleri nedeniyle
nicel (kantitatif) sonug¢ verebildiginde tanida altin
standart olarak tanimlanabilmektedir. Coklu PZR
(Multiplex PCR) yontemi, tek bir karisiminda farkh
DNA dizilerine 6zgi birden fazla primer cifti kullanarak
ayni anda birden fazla gen bdlgesini cogaltmayi
amaclayan modifiye edilmis bir PZR yéntemidir3*3),
Coklu PZR ile, ornegin hastadaki ishale neden
olabilecek bircok patojen tek bir testle arastirilip
saptanabilmektedir. Bu testle ilgili en édnemli zorluk,
test icindeki tim mikroorganizmalarin etkin diizeyde
cogaltilabilecegi uygun sicaklik ve test siirelerinin 6n
galismalarla belirlenmesidir. Son zamanlarda ¢oklu
PZR ile intestinal helmintlerin saptanmasina yonelik
calismalarin sayisinda artis gérilmektedir*>16:22:23-27),

Bu o6n calismada, A. lumbricoides, T. trichiura, E.
vermicularis, Taenia spp. ve S. stercoralis izolatlar
kullanilarak  6zgiin  bir ¢oklu PZR ydnteminin
gelistirilmesi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu 6n calisma icin, Acibadem Universitesi Tip
Fakltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvar’nda saklanmakta olan, o©nceki bir
ortak ¢alisma icin yurt disindan anonimize edilerek
gonderilmis A. lumbricoides, T. trichiura, E.
vermicularis, Taenia spp. ve S. stercoralis DNA'lari
kullaniimigtir. S6z konusu DNA orneklerinin ilk
asama igin ikili gruplar halinde optimize edilmeleri
planlanmistir. Bu amagla yapilan 06n inceleme
sonrasl, ikili optimizasyonlarinin sicakhk aralklari
daha yakin oldugundan “E. vermicularis-Taenia spp.”
ve “Ascaris spp.-S. stercoralis.” ikilileri olusturulurken
T. trichiura’'nin tek basina optimize edilmesi
planlanmistir. Calismada kullanilan primer dizileri
Tablo 1’de belirtilmistir.

Taenia spp. ve Enterobius vermicularis igin ikili PZR
optimizasyonu

Enterobius vermicularis PZR’si i¢in daha Once
kullanilmis bir primer cifti kullanihirken®®®, Taenia
spp. icin bu calismada, GenBank U{zerinden yeni
bir primer cifti tasarlanmistir. S6z konusu primer
dizileri ve hedeflenen yaklasik PZR Uriin uzunluklari
Tablo 1’de sunulmustur. Bu iki hedefin ayni PZR'de
belirlenebilmesi amaciyla ilgili pozitif kontrol
DNA'larinin kullanildigi ve farkl sicaklik derecelerinin
denendigi “Gradient PZR” ¢alismasi yapilmistir.
GeneMark 5X PCR Dye Master Mix Il (Cat. No: RP0O2D-
[I-A) ile Uretici firmanin o6nerileri dogrultusunda
hazirlanan, iki hedefin pozitif kontrol DNA’larinin
kullanildigi karisim igerigi Tablo 2’de, 1s1 dongii cihazi
PZR programi ise Tablo 3’te belirtilmistir.

Laboratuvarda yaptigimiz  denemeler sonrasi
PZR urtnleri %2’lik agoroz jelde, 120 V’da 40 dk.
yuratilmis; jel Etidyum Bromur ¢ozeltisinde 30 dk.
bekletildikten sonra Chemidoc Gorintileme Cihaz
(ChemiDoc™ XRS+ System, Bio-Rad Laboratories Inc.,
ABD) kullanilarak UV 15181 altinda goriintilenmistir.
Bu islem standart olarak diger helmintler icin de
uygulanmistir.
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Tablo 1. Calismada kullanilan primer dizileri
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Primer

Taenia spp.- F*

Taenia spp.- R**

Trichuris trichiura- F

Trichuris trichiura - R
Enterobius vermicularis — F
Enterobius vermicularis — R
Ascaris lumbricoides — Ascaris-F
Ascaris lumbricoides — Ascaris-R
Strongyloides-F

Strongyloides-R

Dizi PZR Uriinii Boyu (bg) Tm degeri (°C)
5’-GTCAGTATGAATAACTCGTGACGTA-3’

950 63.0
5’-TCTGCTATGCCACTGGGAC-3’
5’-GGCCCTGCTACTTTTCACCT-3’

280 55.0
5’-CTGGCTGGACGAAGCGTTTA-3’
5’-CACTTGCTATACCAACAACAC-3’

400 63.0
5’-GCGCTACTAAACCATAGACG-3’
CTACCACATCCAAGGAAGGC 59.4

995
CTGAATACCGCTTGTCCCTC 59.4
ATCGTGTCGGTGGATCATTC

115 55.9
CTATTAGCGCCATTTGCATTC

*F: Forward; ileri yonlii primer
**R: Reverse; geri yonlii primer

Tablo 2. Taenia spp. ve Enterobius vermicularis ¢oklu gradient

PZR karigim igerigi

Kimyasal
(Stok Konsantrasyonu)

Miktar

(1 reaksiyon igin)

GeneMark PZR Karigimi (5X)
Taenia spp — F (10 mM)
Taenia spp — R (10 mM)

E. vermicularis — F (10 mM)
E. vermicularis — R (10 mM)
Taenia spp — Kalip DNA

E. vermicularis — Kahp DNA

Niikleaz igermeyen Su

5puL
0.5 uL
0.5 uL
0.5uL
0.5 puL
0.5 uL
0.5uL

17 L

Tablo 3. Taenia spp ve Enterobius vermicularis multipleks

gradient PZR programi

Derece Siire
94 °C 3 dk.
94 °C 30 sn.
Gradient (59 - 63 °C aralig1) 35 tekrar 30 sn.
72°C 1 dk.
72°C 10 dk.
4°C Sonsuz
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Ascaris lumbricoides ve Strongyloides stercoralis
icin ikili PZR Protokoliiniin Olusturulmasi:

Ascaris spp. ve Strongyloides spp. DNA dizilerini tek
bir karisimda amplifiye edebilmek icin Tablo 4’te
belirtilen ¢oklu PZR karisimi hazirlanmis ve pozitif
kalip DNA olarak Ascaris spp. ve Strongyloides spp.
genomik DNA izolatlari kullanilmistir. Negatif kontrol
olarak ise DNA icermeyen PZR karisimi kullaniimistir.
Optimum yapisma (annealing) sicaklik degeri icin
gradient PZR yapilmis ve en uygun sicaklik 62°C olarak
belirlenmistir. Coklu PZR galismasi i¢in T100 Thermal
Cycler (Bio-Rad Laboratories, ABD) cihazi kullaniimis
ve Tablo 5’te belirtilen PZR kosullari takip edilmistir.

Trichuris trichiura igin PZR optimizasyonu

Trichuris trichiura’nmin PZR ile belirlenmesi igin de
GenBank tizerinden yeni bir primer cifti tasarlanmistir
(Tablo 1). Tasarlanan primerlerin ideal c¢alisma
sicakhklari ve 6zglin hedef bdlgenin cogaltiimasina
yonelik optimizasyonu igin gradient PZR yapilmis, bu
amagla hazirlanan karisiminin igerik bilgisi Tablo 6’da,
PZR programinin detaylariise Tablo 7’de sunulmustur.
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Tablo 4. Ascaris lumbricoides ve Strongyloides stercoralis’in
ikili PZR karisim igerigi

PZR Karigimi Miktar
PFU Master Mix (5X) 5uL
Forward Primer (10mM) 0.3 puL+0.3 L
Reverse Primer (10mM) 0.3uL+0.3 puL
dH,0 17.8 uL
DNA 0.5 pL+0.5 pL

Tablo 5. Ascaris lumbricoides ve Strongyloides stercoralis’in
ikili PZR optimizasyon sonuglari

Sicaklik Zaman
94°C 3 dk.
94°C 30 sn.
62°C 30 sn. (30X)
72°C 1 dk.
72°C 10 dk.
4°C Sonsuz

Tablo 6. Trichuris trichiura i¢in hazirlanan gradient PZR karisim
icerigi

Kimyasal Miktar
(Stok Konsantrasyonu) (1 reaksiyon igin)
GeneMark PZR Karigimi (5X) 5uL

T. trichiura - F (10 mM) 0.5 pL

T. trichiura - R (10 mM) 0.5 uL

T. trichiura - Kahp DNA 0.5 pL
Niikleazsiz Su 18.5 uL

Tablo 7. Trichuris trichiura icin stirdiriilen gradient PZR
programi

Sicaklik Siire
94 °C 3 dk.
94 °C 30sn.
Gradient (55 °C ve 60 °C aralig1) 35 tekrar 30 sn.
72°C 1 dk.
72°C 10 dk.
4°C Sonsuz

BULGULAR

Bu 6n ¢alisma kapsaminda, s6z konusu helmintlerin
(A. lumbricoides, S. stercoralis, T. trichiura, Taenia
spp. ve E. vermicularis) 6zgiin tekli ve ikili (Taenia spp.
- E. vermicularis ve A.lumbricoides — S.stercoralis)
PZR protokolleri gelistirilmistir.

Primerler ile ¢ogaltilmasi amaglanan hedef DNA
dizilerine ait uzunluk Taenia spp. igin yaklasik 950
bg, E. vermicularis icin ise yaklasik 400 bg¢'dir. Bu
dogrultuda denenen sekiz sicaklikta da hem Taenia
spp. hem de E. vermicularis igin hedef diziler
tek reaksiyonda basariyla cogaltilabilmistir. Bazi
sicakhklarda gorilen spesifik olmayan bantlarin
62.7°C ve 63°C’lik tutunma sicakliklarinda ortadan
kayboldugu izlenmistir (Resim 1).

3000 bp
2000 bp
1500 bp

1000 bp
900 bp

500 bp
400 bp
300bp
200 bp

100 bp

T+E 630
T+E 62.7 0

T+E 59 oC

T+E NTC

T+E 62.2 0
T+E 61.50
T+E 60.5 0
T+E 59.8 oC
T+E 59.3 o

Resim 1. Taenia spp. ve Enterobius vermicularis gradient
PZR’sine ait agaroz jel elektroforez goriintiisii (T: Taenia spp., E:
E. vermicularis)

Bu bulgular dogrultusunda, Taenia spp. ve E.
vermicularis parazitleri igin tasarlanan primerlerin
hedef dizileri pozitif kontrol DNA’lari kullanildiginda
basariyla cogaltabildikleri ve hatta beraber
tek reaksiyonda 63°C’lik tutunma sicakhginda
kullanilabilecekleri gosterilmistir.
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Ascaris sp.

Stronayloides sp.

Resim 2. Ascaris lumbricoides ve Strongyloides stercoralis’e
ait PZR c¢alismasi, jel elektroforez goriintiisii; Stitun M, 100
bp-3000 bp marker (GeneMark); Suitun 1, Ascaris spp. (995
bp) ve Strongyloides sp. (115 bp) primerlerinin multipleks PZR
reaksiyonu; Stitun 2, negatif kontrol.

Trichwuris 56
Trchuris 55
Trichuris M

(=3 .
- T
W L]
= =
= =,
£ =
i L.
[ =
(= =

Trichuris 58.1
Trichuris 56.9

Resim 3. Trichuris trichiura gradient PZR’sine ait agaroz jel
elektroforez goriintiisii
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Calismanin bir diger asamasinda, Ascaris spp. ve
Strongyloides spp. primerlerinin ikili PZR Urdnleri
jel elektroforez sonucuna gore beklenen bant
boyutlarinda pozitif sonug vermis, protokol basariyla
optimize edilmistir (Resim 2).

Trichuris trichiura icin tasarlanan primer cifti ile
¢ogaltilmasi amaclanan hedef DNA dizilerine ait
uzunluk icin yaklasik 280 bg'dir. Gergeklestirilen
gradient PZR sonucunda vyukaridaki sekilde de
gorilecegi Uzere; 55°C ve 56°C tutunma sicakliklari
primerlerin  spesifik olarak hedeflenen diziyi
cogaltabildigi degerlerdir ve spesifik olmayan bant
gbzlenmemistir (Resim 3).

TARTISMA

intestinal parazitler olarak genelde akla ilk énce
Entamoeba spp., Giardia lamblia, Cryptosporidium
spp. gibi protozoonlar gelse de, helmintlerin insan
saghig Uzerindeki olumsuz etkileri de yuzyillardir
bilinmektedir®220), Helmint enfeksiyonlari
sosyoekonomik diizeyi diisiik bolgelerde, icme suyu
kaynaklari ve genel fiziksel altyapinin yetersizligine
bagh hijyen eksikligiyle dogrudan iliskili olarak sik
gorilmektedir®. Ulkemizde yapilan calismalarda,
insanlarda c¢ok sayida helmint enfeksiyonuna
rastlandigi, o6zellikle gocuklarda rastlanilan helmint
enfeksiyonlarinin gcocuklarda biyime gelisme geriligi
ile yakindan iliskili oldugu bildirilmistir(+630,

Tam diinyada, intestinal parazitlerin tanisinda siklikla
diskinin mikroskobik incelemesi tercih edilmektedir.
intestinal parazitlerin her giin diski ile atilmadiklari,
dolayisiyla bu incelemelerin bazen “yanlis-negatif”
sonuglanacagi bilinse de, ¢ogu zaman hastaya ait tek
bir digki 6rnegi ile tani konulmaya calisiimakta, bu
nedenle de bircok hastaya tani konulamadigi tahmin
edilmektedir®2#),

Mikrobiyolojik tanida devrim yaratmis olan PZR,
bagirsak  parazitlerinden  protozoonlarin  rutin
tanisinda her gecen giin daha sik kullaniimaktadir.
PZR’nin geleneksel tani ydntemlerine kiyasla
¢ok daha duyarlh ve ozgil oldugu, tek bir digki
incelemesiyle dahi hastadaki parazitin saptanabildigi
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gosterildigi gibi***%), calisan personelin maliyetleri
ile kiyaslandiginda ¢ok sayida 6rnege PZR ile tani
konulmasinin rutin tani maliyetlerini distrdiga
de bildirilmektedir®>??.  Bu nedenle, PZR’nin
intestinal parazitler icin altin standart olarak
degerlendirilebilecegi bildirilmektedir®Y. Literatir
incelendiginde, helmintlerle ilgili ¢oklu PZR
calismalarinda intestinal helmintlere ait ¢alismalarin
daha az vyer tuttugu ancak son vyillarda artis
egiliminde oldugu dikkati ¢cekmektedir®?”, Bunun
nedenleri arasinda, PZR’nin maliyetinin her gecen
glin azalmasiyla diger tani seceneklerinin maliyetine
yaklagmasi sayilabilir®?. Nitekim, Sri Lanka’da yapilan
bir coklu PZR c¢alismasinda, A. lumbricoides, E.
vermicularis ve S. stercoralis’in bu yontemle hasta
orneklerinde basariyla denendigi ve maliyetinin
mikroskobik incelemeye goére makul diizeyde
bulundugu bildirilmistir?®. Ayrica, tanisal etkinlik
olarak konsantrasyon yontemi gibi yaygin kullanilan
etkin yontemlere gore daha etkili protokoller
gelistiriimeye baslanmistir.  Son zamanlarda A.
lumbricoides, N. americanus ve S. stercoralis’e
yonelik gelistirilen ¢oklu PZR protokollnin, formol
eter asetat konsantrasyonuna goére toplamda bes
kat, S. stercoralis saptamak agisindansa iki kat daha
duyarli oldugu bildirilmistir®?. Ulkemizde de yer yer
klinik olgular®®*34 bildirilen S. stercoralis enfeksiyonu
ile ilgili 6zglin bir PZR protokoli gelistirilmesi, 6zellikle
imminsipresif hastalara yonelik taramalarda
kullanilip hasta igin etkin bir tani ve tedavi hizmeti
verilmesine olanak saglayabilir.

Proje kapsaminda yapilan bu 6n g¢alismamizda, klinik
acidan 6nemli enfeksiyonlara yol actigi bilinen ancak
tanisal secenekleri sinirli intestinal helmintlerin
molekdilertanisikapsamindaikilivetekliPZRiletanisina
yonelik optimizasyon deneyleri tamamlanmistir.
Deneyler kapsaminda Taenia spp. - E. vermicularis
ile birlikte A. lumbricoides — S. stercoralis igin
kullanilabilecek ikili PZR protokolleri gelistirilmistir.
Bu iki protokolden ozellikle A. lumbricoides ve
S. stercoralis’in  birlikte saptanabildigi protokol,
ozellikle immin sistemi baskilanmis hastalarda
S. stercoralis’in neden oldugu klinik durumlar
distnildiginde yasam kurtarici olabilir?>3334, A,
lumbricoides enfeksiyonunda viicuttaki parazitlerin
erkek cinse ait olmasi durumunda mikroskobik tanida
yumurta gorilemeyip tani konulamamasi olasidir;

bunun yaninda parazitin ileus gibi yasami tehdit eden
klinik tablolara yol agabildigi distntldigiinde ¢oklu
PZR ile A. lumbricoides aranmasi yasam kurtarici dahi
olabilecektir21026),

Gelistirdigimiz diger protokol ile, yine tanisinda
zorluklar yasanan iki helmintin, E. vermicularis ile
Taenia sp., bir arada etkin saptanmasi mumkin
olabilecektir. Halk arasinda kil kurdu olarak bilinen
E. vermicularis, 6zellikle c¢ocuklarda c¢ok yayin
gorilmekle birlikte, rutin diski incelemesinde ender
olarak tani konulabilmekte, parazit ¢ogunlukla anal
bant ydntemiyle saptanabilmektedir®®. Bu ydntemin
dogru bir sekilde gercgeklestirilmesi (tuvalet éncesi,
banyo veya dus ile temizlenmeden, Ug¢ ayri sabah
anal bant 6rneginin alinmasi) olasi olamadiginda
E. vermicularis tanisi ¢ogu kez atlanmakta, ev ve
okul i¢i salginlara yol agabilmektedir. Cocuklarda
E. vermicularis'in  ¢ogunlukla anal kasinti,
uykusuzluk, huzursuzluk gibi yakinmalar yaninda
ender olarak idrar yolu enfeksiyonu gibi ciddi
enfeksiyonlara yol acgabilmesi, ev ici diger bireylere
kolaylikla bulasabilmesi nedeniyle tanisi 6nem
tasimaktadir>?9), Keza, Taenia spp. enfeksiyonlarinin
kiside zaman zaman gastrointestinal yakinmalara
yol agmasina ragmen genelde sessiz karakteri,
Ulkemizde nadir gorilse de T solium larva
enfeksiyonlarinin 6limcil beyin tutulumuna neden
olabilmesi nedeniyle tenyalar icin de etkin bir tani
secenegi gerekmektedir®>?°, Burada gelistirdigimiz
ikili PZR protokoliinde herhangi bir tenya tiru ile
enfekte bireyler saptanabilecek, sessiz enfeksiyonlar
belirlenebilecektir.

Sonraki donemde bu yondeki ¢calismalarimiza devam
etmeyi, oncelikle A. lumbricoides — S. stercoralis
ikili protokolline T. trichiura’yi ve sonrasinda
kancali kurtlari ekleyerek c¢oklu PZR protokoliinin
gelistiriimesini ve tanisal etkinliginin arttirilmasini
hedeflemekteyiz. Sonrasinda optimizasyonu
tamamlanmis protokollerin hasta ve saglikli insanlara
ait diski orneklerindeki tanisal etkinliklerinin yeni
bilimsel ¢alismalarla arastiriimalari, tanisal duyarlilik
ve Ozgullik dizeylerinin belirlenmesi &ncelikli
hedef olacaktir. Ginimizde vyalnizca intestinal
helmintleri degil, insanlarda ishale yol acan tim
mikrobiyal etkenleri bir arada saptamayi hedefleyen
ticari kitler gelistirilmis durumdadir®. Benzer
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calismalarin artmasi ve ¢oklu PZR uygulamalarinin
yayginlagsmasiyla intestinal helmintlerin toplumdaki
epidemiyolojik yayginliklari ve klinik rolleri daha
iyi anlasilacak, hastalara tedavi basglanma siresi
kisalarak paraziter hastaliklarla miicadele daha etkin
yuritulebilecektir.

Etik Kurulu Onayi: Bu calisma igin Etik Kurul onayi
gerekli olmadigindan alinmamistir.

Cikar Catismasi: Yazarlar tarafindan herhangi bir
cikar catismasi bildirilmemistir.

Tesekkiir: Calismada kullanilan helmintlere ait
DNA orneklerini (kimlikleri sakli halde) bizimle
paylasan Danimarka Kopenhag’'daki Statens Serum
Enstitlisi’nden Dr. Rune Stensvold’a tesekkir ederiz.
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