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ONSOZz

Parazit infeksiyonlarinin klinikte calisan hekimler tarafindan
yeterince iyi bilinmemesi, tani koyarken ve ayirici taniya gitmek
gereken durumlarda en son akla gelmelerine, bazen de hi¢c akla
gelmemelerine sebep ola gelmistir. Parazit hastaliklari genellikle
sadece gastro intestinal sistemde yerlesenler ile sinirli olarak
algilanmakta, kan ve dokuda yerlesen parazitlerden sitma etkeni
olan Plasmodium’larin disinda kalanlar icin herhangi bir eradikasyon
calismasi uygulanmadidi igin bu parazitler hastalari etkilemeye
devam etmektedirler. Bunlardan Ulkemiz icin hi¢g de yeni olmayan
Leishmania parazitlerinin yol actigi hastaliklar dinyada o6nemli
miktarda insani etkilemeyi strdlrirken, tlkemizde de son yillarda
kullanilmaya baslanan gelismis yéntemler sayesinde daha iyi taninir
olmus, bir yandan da bu alanda yapilan calismalarin artmaya
baslamasiyla klinikte calisan hekimlere de daha ayrintili bilgiler
sunulur hale gelmistir. Bu galisma, tani alaninda daha ayrintili bilgi
edinme arzusu, bu bilginin tedavi dlzenlenirken daha etkin
secimler yapilmasina yardim edecegi bilgi ve beklentisi, daha da
onemlisi, gln gectikce bu gruptaki hastaliklara farkli bdélgelerde
rastlaniyor olmasi nedeniyle elde edilmesi zorunlu hale gelen
epidemiyolojik bilgiler ve bunlarin gelecekteki yaklasimlara isik

tutmasi motivasyonuyla tasarlanmistir.



Bu noktada doktora tezi yolculuguna ciktigim ilk andan itibaren
yalnizca engin bilgi ve deneyimiyle yoluma isik tutmakla kalmayip,
bunun da o&tesine gecerek, her zaman bir abla ve meslektas
tevazusu icinde objektif yaklasimini profesyonellikle yogurarak
calismalarimda istikrarli olmama yardim eden danismanim Prof.
Dr. Seray Ozensoy T6z' e siikranlarimi sunarken; biitiin siireg
boyunca hi¢ bir yardimi esirgemeyen Prof. Dr. Yusuf Ozbel’e;
getirdigi farkh acilimlarla calismamin temellerini
saglamlastirmamda yardimci  olan, Mikrobiyoloji ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dal 6gretim lyesi Prof. Dr. Selda Erensoy’a;
egitimim boyunca yetismemde katkisi ve emekleri bulunan tim
Parazitoloji Anabilim Dali 6gretim (yelerine ve c¢alisma
arkadaslarima tesekklr etmeyi bir borg bilirim.

Farkli ve objektif bir gbéz olarak yardimlariyla bana destek olan
kadim dostlarim Uz. Dr. Aydin Ilker Alp ve Av. Fiisun Singi'ye; en
onemlisi tim doktora egitimim ve elbette tez calismalari slirecim
boyunca karsilik beklemeyen sevgisi, destedi ve kocaman kalbiyle
yanimda duran esim Uz. Dr. Nurece Glnes’e tesekkurlerimi
sunarim.

En blylk dilegim bu calismadan ayni hastalik grubu ile

ilgilenen baska arastirmacilarin da yararlanabilmeleridir.

Izmir, 26.08.2006 Dr. Koray GUNES
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1. GIRIS

Leishmaniasis antropo-zoonotik kdkenli bir infeksiyondur.
Gercekte insan icin kendi tlrdeslerinden ya da diger canlilardan
edindigi bir cok infeksiyon hastaligindan biridir. Ancak dinya
Uzerinde gorilen tropikal hastaliklar icinde, risk altinda biraktigi
nifusun kalabalikli§i ile énde gelmektedir. Dinya Saglik Orgiti
verileri her yil 350 milyon insanin bu hastaliga herhangi bir sekilde
yakalanma riskiyle karsi karsiya kaldigini bildirmektedir. Yerklrenin
belirli bir iklim kusadini yakindan ilgilendiren bu hastalik, daha ¢ok
yoksul insanlar tehdit etmesi nedeniyle, belki de hak ettigi ilgiyi
yeterince gdrememektedir. Ozellikle gelismis lkeler agisindan
bakildiginda; gecmiste oOncelikle diger (Ulkeleri ziyaret eden
vatandaslari nedeniyle 6nem kazanan hastalik, gecen ylzyilin son
dekatlarinda tim dunyanin korkulu rdyasi haline gelen, edinilmis
bagisiklik yetersizligi sendromu (AIDS) ile yaptigi adeta “isbirligi”
sayesinde, batili tlkelerin ilgisini daha da ¢ok cekmeye baslamistir.
Bdylece uzun vyillardir yalniz baslarina ve olmayan kaynaklarla
hastalilk mucadelesini ylUritmeye calisan yoksul (lkeler, soruna
Diinya Saglik Orguiti‘niin el koymasi sonucu, yanlarina gelismis
ulkeleri de alarak hastalikla mucadelede vyeni bir slrece

baslamislardir.



Daha onceleri Turkiye'de belirli bolgesel odaklarin hastaligi ve
sorunu durumunda olan leishmaniasis, teknolojinin gelismesi ve
Ulkemize transferinin dogal bir sonucu olarak artan insan iliskileri,
gelisen yolculuk olanaklari, Ulkenin barindirdidi kendine 6zgl
sosyo-politik ve demografik kosullar, bunlarin vyillar boyunca
durmaksizin degismesi ve son yillarda yer kiiremizin maruz kaldigi
g6z ardi edilemeyecek  dlglde iklim degisikliklerinden
topraklarimizin aldigi pay sonucunda yeni odaklarla kendini
gbstermeye baslamis; bu durum bu gine dek hastalikla savasta
tutulmus olan geleneksel yolun tekrar gézden gecirilmesine sebep
olmustur. Ozellikle biyolojik bilimlerde ortaya cikan ve halen
sirmekte olan bas dondirici gelismeler, tim diger hastaliklarda
oldugu gibi, leishmaniasiste de yeni yodontem ve araclarin
kullanilarak, yeni micadele stratejilerinin tutulmasini saglamistir.
Bu baglamda molekiler biyolojik yontemlerin tip alanina tani,
tedavi, izlem ve korunma konularinda getirdigi yenilikler tartisiimaz
olmustur. Bu araclarin kullaniimasiyla elde edilecek yeni bilgiler
Ulkemiz halkina sunulacak saglik hizmetlerindeki kaliteyi artiracak,
leishmaniasisten etkilenen hastalar ve risk altindaki topluluklar, bu
hizmetten vyeni araclar kullanilarak daha etkin bir sekilde

yararlanabileceklerdir.



Leishmaniasisin etyolojik olarak ileri dizeyde
degerlendirilmesi, dedisen  epidemiyolojik  verilerin  ortaya
cikarilmasi, daha 6nce tanisal olarak uygulanmayan tiar ve alt tir
farklihklarinin ortaya konulmasi; 6zellikle Ege bdlgesi, Sanhurfa ve
Orta Anadolu bolgelerinde hastalia neden olan parazitlerin ve
dagilimlarinin molekduler biyolojik  yéntemler kullanilarak
incelenmesi, bunlarin kendi aralarindaki etkilesimlerin kismen de
olsa dederlendiriimesi, bu calismanin ilerleyen bdlimlerinde
incelenecektir. Bunlarin sonucunda kazanilacak yeni bilgilerle tani
alaninda var olandan bir adim ileriye gidilerek, tur dizeyinde bilgi
edinmek, elde edilen bilgilerin klinik alanlara sunulmasi ve eldeki
epidemiyolojik verilere “molekller-epidemiyolojik” yontemleri
kullanarak katki sadlamak bu calismanin temel amacini

olusturmaktadir.

2. GENEL BILGILER

Leishmania paraziti bir c¢ok tdrd ve alt tdrd olan, hem
insanlarda hem de hayvanlarda hastalik olusturabilen, ancak kendi
basina hasta organizmadan bir digerine gecip infekte etme yetenegi
olmayan, bu yolu kat etmek igin de bir baska canliya ihtiyag duyan;
yani butin yasamini parazit olarak geciren bir mikroorganizmadir.
Leishmania paraziti oldukca genis yelpazedeki bir omurgali grubunu

infekte eder. Aslina bakilirsa, boyle bir yasam slrecini tutmus olan



canlilar icin varhgini ve tirini sidrdirmek oldukca zordur. Clnki
her seyden Once jenerasyonun devami igin baska tlrde canlilara
ihtiyac duyarlar. Serbest yasayarak tlrinin devamini saglamak
gibi bir sansi yoktur. Bir memelide yerleserek beslenme ve cogalma
sansinl bulduysa bile, bu yerlesme bigiminin sonucu o memeli igin
infeksiyondur. Bunun anlami ya konak, ya da parazit eninde
sonunda yok olacak; ya da hem besin, hem de ‘mekan’ kaynadi
gbrevini yerine getiren memelinin yasam kalitesi gittikce dlsecek
demektir. Jenerasyonun devami igin bir organizmadan digerine
gecme sansini yakaladiginda, bu sansi ona taniyan, beslenmek igin
o memeliden kan emmek Uzere orada bulunan bir tur kanathdir.
Esasen kendisi de o memeli icin ‘ektoparazit’ olan bu kanatlinin
orada bulunusu, Leishmania acisindan baktigimizda tamamiyla
rastlantisaldir. Bu durum jenerasyonun devamliidinin  bir
rastlantilar zincirine bagimh oldugunu gosterir. SO6muirdiga
memeliden ayrilma sansini yakalamis olan parazit jenerasyonu igin,
kanatlinin vicudunda yogun calisma ile gecen bir kolonizasyon
doneminin ardindan, yine kendi secmedigi bir memelide yeniden
yerlesmek ve infeksiyon olusturarak adeta “bindigi dali kesmek”
sansi dogar. Ancak kanath kan emerek beslenmek (zere parazitin
adaptasyonunun gig olacagi bir konak secerse, bundan daha biyik
bir sanssizlik olamaz. Bu secim belki de o jenerasyonun sonu

olacaktir. Gergekten de, bir parazit igcin hayat kolay degildir...



2.1. TARIHCE

Aslinda leishmaniasis yasli gezegenimiz icin cok da yeni bir
hastalik degildir. Giney Amerika’da, 6zellikle de Peru ve Ekvador'da
M.S. 1. ylzyila ait ¢cdmleklerde, pre-Kolombiya dénemine ait bazi
comlekler Uzerine c¢izilmis desenlerde, Peru’daki “Moche”
canaklarinda, binlerce yil éncesine ait bazi insan kafataslarinda deri
leishmaniasisinin o zamanlar da var oldugunu glcli bir sekilde
disindiren bir takim kanitlara rastlanmistir (27,78,144).
Inca’lardan kalma 15.-16. ylzyillara ait yazitlarda hastaliktan séz
edilmekte, daha sonraki Ispanyol isgali zamaninda kaleme alinmis
bazi belgelerde de, And dadlarindan dénen mevsimlik tarim
iscilerinde gorulen bir takim deri lezyonlarindan s6z edilmekte, bu
hastaliga “Vadi Hastaligi” veya “And Hastalig1” gibi isimler verildigi
anlatiimaktadir. Daha sonra hastalardaki bu gérinim; lezyonlarin
burun ve agiz cevresindeki vyerlesimleri ve lepraya benzer
gérundmleri nedeniyle “"Beyaz Clzzam” diye isimlendirilmistir (77).
Hastallk Orta ve Dodu Afrika ile Asya’da, en azindan 18. ylzyil

ortalarindan bu yana bilinmektedir (144).



Resim 1. Peru’ da bulunan insan kafasi seklinde canak (DSO’niin internet

sitesinden)

Ote vyandan leishmaniasisin M.O0. 650 yillarn civarinda
Mezopotamya’da var olduguna dair kanitlar mevcuttur. Ustelik
bulgularin daha eskiye ait olma olasiligi hic de zayif degildir.
Hastalik M.S. 10. ydzyillda Avicenna tarafindan tanimlanmis olup,
18. vylzylla kadar Halep-Bagdat yoresinde iyi bilinmekteydi.
Leishmania infantum’un neden oldugu kutan6z leishmaniasisin 18.
yuzyilda Girit'te ortaya ¢ikmis olmasi da guUglu bir olasiliktir. Ayni
yuzyil icinde Cezayir'e de vyayilmistir (19). 1756’da Alexander
Russel bir Tiurk hastayl degerlendirmesinin ardindan, o zamanlar
bolgede “Halep cibani” olarak bilinen hastaligi aynen soyle tarif

etmistir: “Sikatrizasyonun ardindan aylar boyunca morumsu renkte



gérinmekte ve sonra hayat boyu kaybolmayan bir skar
olusturmaktadir; eger sirekli irritasyona maruz kalmiyorsa, nadiren
agrih olabilmektedir.” (78). Archibald’in 1922 vyilinda bildirdigine
gbre, 1870°'de Suudi Arabistan’da bir Kala-Azar epidemisi
yasanmistir (57). Yine, hekim olmamakla birlikte, gezginci bir yazar
olan Robert Ruby, 1873'te Orta Dogu ve Filistin’e (buglinki Filistin
ve Israil Devleti'nin oldugu topraklar) yaptidi seyahati anlattig
“Hayaller, Hayaletler ve Sdylentiler” adh kitabinda, deri
leishmaniasisine bagli lezyon ve skarlarn tarif etmis, bdlgede
yasayan halk arasinda son derece yaygin oldugunu anlatmistir .
1850'lerde ve Oncesinde muhtemelen “Kala-Azar” oldugu
dislindlen vyaygin epidemiler kuzeydogu Hindistant kirip
gecirmistir. Tanimlamasi hastaliga uygun bir sekilde yapilabilen ilk
Kala-Azar epidemisi 1824 yilinda, bugiin Banglades sinirlari iginde
yer alan Jessore’de meydana gelmistir. Bundan birkag yil sonra da
hastalik tim Ganj havzasina yayillmistir. 1875-1900 yillari arasinda
tim ndfusun %25’i bu hastalik ydzinden o6Imuastir. Yirminci
ylzyilin basinda bu epidemi kendiliginden sona ermistir. Bu
kendiliginden sonlanmanin nedeni hala tam olarak aydinlatilabilmis
degildir (142). “Kala” s6zcliglu boélgesel dilde “kara”, “azar” s6zclgu
de “hastalik” anlamina gelmektedir. Parazitin deri lezyonlarindan
alinan biyopsi materyalindeki varh§ini ilk kez 1885'te ingiliz Binbasi

D. D. Cunningham bildirmistir. 1898'de Rus Askeri Doktoru Peter



Fokitsch Borovsky benzer bildirilerde bulunmus, 1903 vyilinda
Massachusets’de bir hastanede ermeni bir hastayl tedavi eden
James Homer Wright hastalidi klinik olarak ilk tanimlayan Kisi
dnvanini almistir (27). Wright makrofajlarin icinde amastigotlari
gérmis ve Helcosoma tropicum adini vermistir (61). Oysa ki, ayni
yll icerisinde Ross tarafindan zaten Leishmania cinsi taksonomik
olarak tasarlanmis ve bu taksonomi 3 yil sonra, Alman yazar Lihe
tarafindan tropikal hastaliklar hakkinda yayinlanan bir Kkitapta
kullanilmistir. Ayni yil icinde Kalklita yakinlarindaki Dum-Dum
kdylinde bulunan ingiliz birliklerine mensup Irlandali bir askerin bu
hastaliktan dolay! d8lmesi sonucu, Ingiliz ordusundan Isko¢ doktor
Albay W. B. Leishman (daha sonra Ingiliz ordusunun saglk
béliminidn genel direktdérd olmustur) bu askerin otopsisinde
gerceklestirdigi dalak biyopsisi ile, hastaliktan bir protozoonun
sorumlu oldugunu gostermis ve bunu vyayinlamistir. O sirada
hastaliga Dum-Dum hummasi denilmistir. Bu asker,
hastalanmasinin ardindan o6lumidne kadar gecen vyedi ayi;
dismeyen ates, agir anemi, belirgin bir kaseksi ve oldukgca bilylk
bir dalak ile gecirmisti. Leishman’in yayinlanan makalesi Madras'ta
benzer bulgularla hastalanan ¢ Hintli hastanin otopsisini
gerceklestiren bir baska Ingiliz askeri doktor, Irlandali Albay C.
Donovan’i, bu bulgularini bilim dinyasi ile paylasmak konusunda

cesaretlendirmistir. Donovan, hastalarinin dalaklarindan délmeden



hemen once aldigi biyopsisi 6rneklerinden hazirladigi yayma
preparatlarda da paraziti gostermisti. 1904 yilinda bu parazit énce
Leishman-Donovan cisimcikleri, ardindan da Leishmania donovani
olarak isimlendirilmistir (142,155). 1908'de Nicolle, iclerinde
kopeklerin de bulundugu bir grup memelinin Leishmania paraziti
icin rezervuar roli oynadigini bildirmistir. 1942’de Swaminath ve
arkadaslari gonulli insan denekleri kullanarak leishmaniasisin
Phlebotomus cinsi sineklerle tasinabilecegini godstermislerdir (57)
1913'te Migone tarafindan Gliney Amerika kitasinda leishmaniasis
olarak tanimlanabilecek ilk olgu bildirimi yapimistir. 1937'de
siniflamasi Cunha ve Chagas tarafindan yapiimistir (36). 1914
yilinda iki Rus bilim adami, Yakimoff ve Schokhor, Ozbekistan’da

yaptiklari calismalarda Buhara’dan elde ettikleri 6rneklerle

Resim 2. Leishmania parazitinin ilk isim babalari: Solda Leishman ve sagda

Donovan. (Pauline Ward'dan).



hazirladiklar preparatta gorduikleri amastigotlar Leishmania tropica
minor, Termiz'den elde ettikleri preparatta goérdikleri amastigotlari
ise Leishmania tropica major diye adlandirmisglardir. Bu isimler L.
tropica ve L. major isimlerinin baslangicini olusturuyordu (61).

1918-1923 yillar arasinda Hindistan’in Assam bdlgesinde 200
binden fazla insan Kala-Azar nedeniyle 6lmustur. Bu epidemiyi yine
ayni boélgede yasanan 1944 epidemisi izlemistir. Bu nedenle
Hindistan’da Kala—Azar icin kullanilan es anlaml isimlerden biri de
“Assam Hummasi” olagelmistir (142).

Hastaligin nasil bulastigi ve yayildigi uzun sire bir sir olarak
varhgini korumustur. Bununla ilgili ilk ipucunu 1904'te Leonard
Rodgers bulmustur. Rodgers bir hastanin dalagindan elde ettigi bir
miktar biyopsi materyalini basit bir sivi besiyerine koymus,
parazitin in vitro ortamda zorluk cekmeden ¢ogalmaya basladigini
gérmustidr. Ancak sivi besiyerinden alinan drneklerin ilk inceleme
sonuglari Rodgers icin oldukca sasirtici olmustur: Alanda gordigi
parazitler, daha Onceden gdrmeye alismis oldugu yuvarlak ve
kicik Leishman-Donovan cisimciklerine hic benzememektedir.
Bunun yerine ince, uzun ve kamgili bir protozoonla karsilasmistir.
Rodgers’a gdre insanda gorllen Leishman-Donovan cisimcikleri
parazitin dogada gorilen evrelerinden sadece biridir. Ona gbre bu
incelemede karsilastigi “promastigot” formunun dogada yasadigi bir

baska yer veya organizma olmalidir; bu bilgi hayatidir. Ancak bunu
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izleyen yillar boyunca bir strtd yanhs savlar ileri strilmus, sayisiz
baska arastirmalar yapilmistir. Bunlarin birisinde Irlandali John
Sinton, hastaligin Hindistan’da rastlandigi bolgelerle, “glimis ayakh
kum sinegi” Phlebotomus argentipes’in cografi yayilim haritasi
arasinda sasirtici bir uyusma oldugunu goérmustir. Buna ragmen
Knowles tarafinda promastigotun ilk kez Phlebotomus iginde
gOsterilmesi bundan 25 vyil sonra gerceklesebilmistir. Sinegin
parazitin yayihminda dogrudan rol oynadiginin gosterilmesi ise,
ancak 14 yil daha gectikten sonra mimkuin olabilmistir (142).

Isvicreli Kimyager Paul Muller 1940 yilinda oldukga yiiksek
potansiyeline ragmen distk maliyetli bir insektisit olmasi ile bir ilki
olusturan DDT'nin dnce patentini, ardindan 1948 vyilinda bundan
dolayi Nobel &dilini alinca; Dinya Saghk Orgiiti, ABD
hiklimetinin de yardimi ile Tenessee Nehri havzasinda DDT'yi
kullanarak bir malaria kontrol pilot programi uygulamaya karar
vermistir. Bu programin 1945 vyilindaki basarisi, Dinya Saglik
Orgiti’'niin bundan birkag yil sonra baslatmayi planladigi global
malaria eradikasyon programi icin cesaretlenmesini saglamistir. Bu
programin uygulanisindaki temel strateji cok basit ve tekti: insan
ve hayvan barinaklarinin yilda iki kez DDT ile ilaclanmasi (142).

Bu kampanyanin oOngorilemeyen etkisi Kala-Azar hastaligi
Uzerine olmustur. Son derece dayaniksiz bir sinek olan ve genelde

barinaklarin c¢evresinde vyasayan Phlebotomus’lar ilactan cok

11



etkilenmis ve bu sayede 1955 yilina kadar Hindistan’da neredeyse
hic Kala-Azar olgusu goérdlmemistir. Bununla birlikte kontrol
programinin tamamiyla basarili olamayisi ytuzinden 1970 yilinda
Hindistan’da ilaclamalar durdurulmus ve Kala-Azar geri donmustur.
Bu yillarda, ardindan 1975’te, 1980’de, 1992’'de ve 2000'de cesitli
epidemiler  gorilmustir. 1992'deki  epidemide  kuzeydogu
Hindistan’da 80 bin hastaya rastlanmisti. Bugun igin, tim bu slreg
ve uygulanan tedaviler sonrasinda butin parazitlerin %10’unun
antimon bilesiklerine direncgli oldugu bilinmektedir ve bu oran yildan
yilla artmaktadir (142).

Afrika kitasinda hastaligin gorilmesi ve duyulmasi 20. ylzyila
ait olaylardir. Sudan’da ilk kez 1938 vyilinda kayitlara gecen
leishmaniasis, Etiyopya’da 1942'de bildirilmistir. Buradan sonra
Kenya'da gorilen hastaliga, ilerleyen vyillarda Afrika kitasinin
birbirinden farkli bir c¢ok bdlgesinde rastlanmistir (58). Buna
ragmen, daha c¢ok orta ve kuzeydogu Afrika’'nin hastalid
olagelmistir. Nitekim 1962’de Satti tarafindan bildirilen bir salginda,
Glney Mavi Nil bdlgesindeki Jum-Jum kabilesinin neredeyse
tamami yok olmustur. Bundan sonra gorilen bir takim epidemiler
yuksek mortalite hizlari ile seyretmistir. 1969 yilinda Hoogstraal ve
Heyneman Sudan’da ilk hayvan rezervuar tespit etmisler, paraziti
iclerinde nil faresi Arvicanthis niloticus’'un da bulundugu bir takim

vahsi hayvanlardan izole etmeleri, hastalidgin silvatik bir doéngl
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icinde dogadaki evrimini gecirebilecedini disindlirmustir. Bu gln
icin henliz hastaligin Afrika’daki yayiim mekanizmalari tam olarak
aydinlatiimamistir (59).

YOonUumuzl Tlrkiye'ye cevirip leishmaniasis igin tarihin
sayfalarini araladigimizda su kilometre taslarina rastlayabiliriz:

Unat’a gore Turkiye'de ilk vaka bildirimi 20. ylzyil baslarinda
Dogu Karadeniz Bolgesi'nden yapilmistir. 1916’da Bagdat'taki 11
Osmanli askerinin karaciger ve dalak biyopsilerinden hazirlanan
preparatlarda Leishmania amastigotlari gdsterilmistir. 1918’de de
Resim 3. Ekrem Kadri Unat Izmir'den bir hastalik bildirilmistir.
1980 yilina kadar 6zellikle hastaligin
ic organlar tutan formu icin yapilan
bildirimlerin cogunlugu Ege
Bdlgesi'nden yapilmistir. Ornedin;

1954-1964 yillari arasinda yapilan

bildirimlerin sayisi 55; 1974-1980
yillarn arasinda yapilan bildirimlerin sayisi ise 74'tir. Hastaligin deri
formu aslinda Anadolu’da ylzyillardir bilinmesine ve degisik yoresel
adlarla isimlendirilmesine ragmen, Unat’a goére 1833 yili bilinen ilk
bildirimin yapildigi yildir. Bu konuda Reinhart ve Server Tevfik
tarafindan 1910 yilinda hazirlanan bir brostr, Turkiye baglaminda
halki aydinlatici ilk basih materyal olarak kayitlara gecgmistir.

1911'de parazit ilk kez kdltirde dretilmis, GnlGd deri hastaliklari
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uzmani Hulusi Behget, 1916’da ulserin altindaki epitel hcresi
tabakasini ‘stub sign’ olarak tanimlamis ve tanidaki dnemini
gOstermistir. Hastaligin deri formunun Tirkiye icinde en endemik
oldugu boélge Gramiccia ve arkadaslan tarafindan 1984'te
bildirildigine gére Sanhurfa’dir. 1996 yilinda Sanliurfa’da Turkiye
Saglik Bakanhgi tarafindan bu hastalikla savas, vektdér micadelesi
ve hastalarin tani ve tedavilerinin kolaylastiriimasi amaciyla 6zel bir

merkez kurulmustur (96).

2.2. PARAZIT
2.2.1. Morfoloji Ve Taksonomi

Leishmania parazitleri taksonomik olarak Protista aleminin
Protozoa alt aleminde, Sarcomastigophora filumunun Mastigophora
alt filumunda, Zoomastigophora sinifinin  Kinetoplastida ordosundaki
Trypanasomatidae ailesinin  Salivaria boéliminde yer alan
Leishmania cinsinde yer alirlar. Leishmania cinsi igerisinde yirmiden
fazla tir bulunmaktadir.

Morfolojik olarak parazitin iki formu vardir: Kamgisiz, hareket
etmeyen “Amastigot” ve kamcili, hareket edebilen “Promastigot”
formu (Resim 4.). Amastigot formu ortalama 2-5 pm capinda olup,
memeli konak monositlerinde ve makrofajlarinda hicre icinde
yasarken, promastigot formunun uzunlugu kamci haric olmak Uzere

15-30 pm arasindadir ve vektdér olan Phlebotomus sineklerinin
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sindirim kanalinda, hlicre disinda bulunmaktadir (96,136).
Makrofajlarin icindeki amastigotlar hicrenin asidik
fagolizozomlarinca alinmalarina ragmen bunlarin icinde yasamlarini
devam ettirebilir ve gogalabilirler (7). Makrofajlarin icinde gogalan
amastigotlar bulunduklari hiicreden serbest kaldiktan sonra, hemen
ardindan baska amastigotlar infekte edip, oralarda codalmaya

baslarlar. Boylece infeksiyon slrlp gitmektedir (85) .

Resim 4. Solda amastigot (M.Lisci ve G. Seraldan) ve sadgda giemsa ile

boyanmis promastigotlar)

Parazitin bagslica iki 6nemli organeli vardir. Bunlar nutkleus ve
kinetoplasttir. Esasen, kinetoplastin canhlar alemindeki tim
hicrelerde bulunmadigi dogrudur, ama yalnizca Leishmania'ya ait
bir organel de dedildir. Kinetoplastida sinifindaki tim protozoonlar
bir kinetoplasta sahiptir. Kinetoplast, sekli daha c¢ok cubuda
benzetilebilecek mitokondrial bir yapidir. Icerisinde sayisi 10 bin
civarinda olan minik DNA halkalari ve 50 civarinda olan blylk DNA

halkalari bulunmaktadir. Bu halkalara “minicircle” ve “maxicircle

denmektedir. Bunlara da topluca kinetoplastik DNA denmekte ve
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k-DNA seklinde kisaltilmaktadir. Kinetoplastin hiicre igindeki islevi
tam olarak aydinlanmamakla birlikte, buyuk halkalarin mitokondrial
ribozomal RNA'yr kodladigi; kiclik halkalarin ise mRNA’nin
edisyonunda rol oynadigi bilinmektedir (20). Leishmania parazitinin
nikleik asit sentezi, salvaj yol kullanilarak glukozom adli organelde
gerceklesir. Bu organel tim kinetoplastidlere 6zgl, 6zellesmis bir
yapidir. Parazitin tim glikolitik enzimleri de burada yer almaktadir.
Hem amastigotlar, hem de promastigotlar Giemsa boyasiyla iyi
boyanirlar ve sitoplazmanin rengi soluk mavi goérultr. Nukleus
goéreli olarak bluylk ve kirmizi, kinetoplast ise nlikleusa gbre daha

koyu kirmizi veya morumsu gérinimdedir (136).

2.2.2. Parazitin Yasam Dongisi

Infeksiyon, disi bir kum sinedinin (Phlebotomus cinsi sinek)
ciftlesme 6ncesi veya hemen sonrasinda beslenmek ve Uremek
amacilyla memeli rezervuardan kan emmesiyle baslar. Erkek sinek
sadece bitki 6zsulari ile beslendigi igin hastaligin yayiliminda rol
oynamaz. EJer kan emmenin ardindan sinegin gastrointestinal
kanalinda vyeterli zaman gecmezse, parazitin doénglsunln
saglanmasi imkansizlasir. Bu ilk emilen kanin ardindan sinek
dogada baska yerlerde bitki 6zsulariyla beslenmeye devam eder.
Boylece parazit cogalmak icin gereken zamani bulur. EJer sinek,

hasta rezervuardan kan emdikten hemen sonra baska bir
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memeliden de kan emerse, parazit gelismeye zaman bulamaz ve

bunlarin hepsi sadece sindirilir (142).

Leishmaniasis

(Leishmanio spp. ) : .. ) .
Kum sinegi evresi Konak evresi

o Kan emen sinek
promastigotu e Makrofajlar
deriden iceriye verir promastigotlari
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k E. dokulardaki hiicreler
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kan emer

Resim 5. Parazitin yasam doénglist (CDC’den)

Parazitin yasam doéngistndeki promastigot evresi sinegin orta
bagirsak ve toraks boéliminde gerceklesir. Bitki 06zsulariyla
beslenmeye devam eden sinegin orta barsaginda parazitler 6ylesine
ylksek bir sayiya ulasirlar ki, sonunda sinedin gastrodzofajeal
sfinkterini felce ugratirlar. Ve bunun ardindan regirjitasyon baslar.
Buralardaki promastigotlar sinedin farinksine ve yanak kavitesine
goc etmede son derece meyillidirler ve bu bdlgelerde yerlesirler.

Kan emmenin altincl ile dokuzuncu gtnleri arasinda sinek agir bir



farenjit gecirmektedir. Bu esnada bir sonraki kan emme sirasinda

promastigotlarin regirjite edilmeleri sirmektedir (142).

Resim 6. Promastigot’'un makrofaja girisi (C. De Duve’den)

Parazitler konak derisinden iceriye sinedin tikurtuglyle birlikte
birakiir. Bu promastigotlarin bir kismi dogrudan kan dolasimina
katilir ve konak tarafindan yok edilirler. Ancak geri kalan kismi
muhtemelen lektin-ligand etkilesimleri sayesinde htlicre disi sahada
tutunur. Makrofajlar bunlar yutarlar. Parazit iceren bu makrofajlar
o bdlgede kalmaya devam ederler, ya da mukokutandéz bileskelere
tasinirlar, ya da retiklloendoteliyal dokuya giderler. Parazit her (¢
durumda da hicre icinde slratle amastigot formuna doéntslp

replikasyonunu baslatir. Bu replikasyon konak hiicrenin tamamen
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amastigotlarla dolup en sonunda patlamasiyla son bulur. Serbest
kalan amastigotlar baska makrofajlari infekte etmeye hazirdirlar.
Artik dolasan kanda veya lezyonun hemen altinda hem serbest
amastigotlar, hem de infekte makrofajlar vardir. Sinek tekrar kan
emmek icin hortumunu batirdiginda hem bu serbest amastigotlari,
hem de tekrar infekte makrofajlari alir. Parazit sinegin mide
kanalinda bir dizi kompleks gelisim sireci gegirir. Bu dongl sinegin
beslenmek icin bir baska konak bulmasiyla devam edecektir (36).
Tdm bu dongl ozellikle cevre isisina bagimh olarak 4-25 gln

(ortalama 7-12 gun) surer (142).

2.3. VEKTOR

Bilinen 500'Gn Uzerinde Phlebotomus tuarinden ancak 30
civarindaki sayida tir leishmaniasis icin vektér olarak
tanimlanmistir. Bu tldrler de dinyanin tropikal ve iliman

bélgelerinde yasarlar.

Kum sinekleri Diptera takimi, Psychodidae ailesi ve
Phlebotominae alt ailesine ait kan emen kucluk sineklerdir.
Leishmaniasis, bartonellosis ve bircok arboviral hastalik
tasimalarindan dolayr saglhk acgisindan 6nemlidirler (15).
Phlebotominae alt ailesi muhtemelen kretase periyodunda ortaya
cikmis eski kdkenli bir ailedir (81). Phlebotominae'yi ilk kez 1691'de

Phillippo Bonnani (bilinmeyen bir tlrin erkegini) tanimlamistir. Tip
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tir Phlebotomus papatasi ise 1786’ da J. A. Scopoli tarafindan
tanimlanmistir (15). Phlebotomus cinsine bagdli tirler icin 6zellikle
bilimsel yayinlarda en cok kullanilan isim Tirkce'de “kum sinegi”
anlamina gelen “sand fly”dir. Ulkemizde bu canllar “tatarcik” olarak

bilinmektedir (9).

Resim 7. Kum sinegdinin erkegi (solda) ve disisi(sagda)

Ergin kum sinekleri kiguk vicuda sahip bdcekler olup, cok
azinin vicut buydkligd 3 mm'yi asar. Renkleri beyazdan siyaha
kadar degisebilir . Tuyld vicutlari, nispeten uzun bacak ve agiz
parcalari, pronotumun cikik olmasi 6zelliklerindendir (Resim 7 ).

Kum sinekleri, iyi wucgucu dedildir (15). Sivrisineklere
benzemelerine ragmen, onlarin aksine, konaklarina sessizce ve
kiclik ziplamalarla yaklasmalari karakteristiktir. Bu ziplama
davranisindan dolayi, Ureme alanlarindan fazla uzaklasamadiklari

disunulmektedir . Sinek beslenmek icin kan ararken biraz dnce
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sayllan dogal habitatindan birkag metre ile birkag yliz metre uzada

kadar gidebilecedi bir yaricapi olan daire icerisinde dolasir.

Kum sinekleri krepuskular ya da nokturnal davranis gdsterirler,
cok azi gundlzleri sokma faaliyeti gdsterir. Glndliz dinlenme
alanlari; evler, hayvan barinaklari, kimesler, duvar catlaklari,
kayalik alanlar, magaralar, sik vejetasyon, agac kovuklari, rodent
ve diger kicik memelilerin kazdiklari yuvalar, kus yuvalari ve
termit daglan gibi serin ve nemli yerlerdir (65). Disi kum sinegi,
yumurtalarint bina yikintilari, duvarlardaki catlaklar, hayvan
barinaklari, ev atigi yiginlari ve benzeri gibi gelismekte olan
larvanin organik materyal bulabilecedi, sicak ve nemli yerlere

birakir.

Sadece disiler, yumurta olusturmak icin kanla beslenirler. Kum
sineklerinin konak secimi tlrlere gore degisir; Phlebotomus,
Lutzomyia ve Sergentomyia gibi cinsler omurgalilardan beslenir
(115). Ornedin Eski Dinya tirlerinden olan P. papatasi'nin
antropofilik olmasina ragmen sigir, kopek ve kus Uzerinden de
beslendigi tespit edilmistir (101). Sergentomyia’ya ait tlrler ise
genellikle sdringenler Gzerinden beslenmektedirler. Bununla
birlikte az sayida tir de amfibiler ve kuslar Uzerinden
beslenmektedir (115). Ancak bazi tlirlerde, 6rnegin P. papatasi'de,

uygun konadin bulunamadigi zor kosullarda populasyonun devamini
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saglamaya yonelik bir adaptasyon olarak otojenik yumurta gelisimi
de goérilmektedir (15,65).

Phlebotomus cinsine ait bazi tlrlerin cesitli parazitik ve viral
hastaliklar tasidiklarinin anlasiimasi, bu cinsin son yillarda lizerinde
en ¢ok calisilan gruplardan biri olmasina sebep olmustur. Ozellikle
hastaligin epidemiyolojisinde hangi tirin vektér oldugunu tespit
etmek cok 6nemlidir. Morfolojik olarak birbirine ¢ok yakin tlrlerin,
cogu zaman farkli biyolojik ozellikler gosterdikleri ve hastaliklari
tasimada degisik roller Ustlendikleri bilinmektedir. Bu nedenle
tlrlerin dogru bir bicimde tanimlanarak, birbirlerinden ayriimalari

gerekmektedir.

Kum sineklerinin siniflandirmasi phylum Arthropoda, sinif
Insecta, takim Diptera, alt takim Nemotocera, aile Psychodidae
(Phlebotomidae) alt aile Phlebotominae seklindedir. Son yirmi yilda
yapilan calismalar sonucunda Phlebotominae alt ailesi 6 cinse
bélinmustir. Bunlar; Yeni Dlnya’da (¢ cins; Brumptomyia,
Warileya ve Lutzomyia, Eski Dinya’da (¢ cins; Chinius,
Phlebotomus ve Sergentomyia’dir (39).

Kum sinekleri genellikle Avrupa’nin guneyi, Asya, Afrika,
Avusturalya ve Orta ve Glney Amerika gibi tropik ve subtropik
bolgelerde goérilmekle birlikte dagilimlari tam olarak 50° kuzey
enleminin hemen altindan, Kanada’'nin guneybatisindan baslar ve

Fransa’'nin kuzeyinde sona erer. Gilney vyari kire dagilhimlari
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yaklasik 40° glney enlemine kadar gelir. Ancak Yeni Zelanda ve

Pasifik kiyillarinda goérilmezler (65,103).

Kum sineklerinin dinyada dagihmi kisaca su sekilde
dzetlenebilir: Avrupa’da; Fransa, Yunanistan, Italya, Portekiz,
Romanya, Ispanya, Tirkiye, Bagimsiz Devletler Toplulugu,
Yugoslavya, Arnavutluk, Bulgaristan, Orta Dogu’da; Misir, Israil,
Libnan, Libya, Malta, Suriye, Afganistan, Irak, Iran, Urdin,
Kuveyt, Suudi Arabistan, Yemen, Afrika’da; Cezayir, Fas, Tunus,
Djibouti, Etyopya, Kenya, Somali, Sudan, Cad, Orta Afrika
Cumhuriyeti, Mali, Namibya, Senegal, Yukari Volta, Zaire, Zambiya,
Guney Afrika Cumbhuriyeti Asya’da; Banglades, Cin, Hindistan,
Pakistan, Sri Lanka, Tayland, Vietham, Malezya, Borneo, Sumatra,
Endonezya, Kore, Amerika’da; Meksika sinirindan baslayarak, Sili
And Daglari'na kadar olan bélgenin timid (9). Kum sineklerinin

baslica cinslerinin diinya Gzerindeki dagilimi Resim 8’ de verilmistir.

Hertioin
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Resim 8. Baslica kum sinedi cinslerinin diinya Uzerindeki dagilimi
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Anadolu havzasinda ise Larroussius, Adlerius, Paraphlebotomus
ve Phlebotomus alt cinslerine ait 6nemli tdrler bulunmaktadir.
Larrousius ve Adlerius alt cinslerine ait bazi turler visseral
leishmaniasis etkeni Leishmania infantum vektdrleri olduklar igin
son zamanlarda 6nem kazanmislardir. Paraphlebotomus alt cinsine
ait 14 tlardn 7 tanesi kanitlanmis veya supheli Leishmania major
vektorleridir. P. alexandri, P. caubaudi, P. jacusieli, P. kazeruni, P.

riouxi, P. sergenti ve P. similis bu tlrlerdendir.

2.3.1. Kum Sinegi Orneklerinin Toplanmasi ve

Saklanmasi

Kum sineklerinin her iki eseyi geceleri beslenirken ya da
gunduizleri dinlenirken c¢ok c¢esitli metodlarla toplanabilir. Bu
metodlarin basinda isik ve CO; tuzaklari, yapiskan kaditlar, hayvan
ve insan tuzaklari ve aspiratérler gelmektedir. Isik ve CO, tuzaklari
uzak mesafelerden organizmalarin dikkatini cekerler (149) ve
bunlarla tim gece boyunca 6rnek toplanabilir. Bu tuzaklarla
toplanan ornekler canli olabilir, fakat bu tir tuzaklar diger
boceklerin de dikkatini gektigi icin yakalanan diger bocekler kum
sineklerine zarar verebilir. Insan ve hayvan tuzaklariyla da
genellikle ac, beslenmemis disiler yakalanir. Yapiskan kagitlara her
iki eseyden bireyin yakalanmasi mimkindir, ayrica bu tuzaga
baska tirler de yakalanabileceginden bdlgenin faunasini cikartmak

acisindan avantajli bir ydntemdir. Kum sinegi o6rneklemesinde
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yakalamada en c¢ok kullanilan yéntem ise gilndiz dinlenme
alanlarindan aspiratérlerle yapilan toplamadir. Bu yontemle her iki

eseyden bireyler canli olarak yakalanabilir (6). (Sekil 7)

Resim 9. Phlebotomus’larn yakalamada kullanilan tuzak gesitleri. A: Yagh

kagit; B: Isik tuzagi; C: Agiz aspiratorleri (Ozbel’'den).

2.3.2. Kum sineklerinden Korunma ve Kontrol

Tatarciklarin Greme, dinlenme ve beslenme ortamlarinin farkli
olmasi, eriskin ve larvalann ile yapillacak  miucadeleyi
zorlastirmaktadir. Tatarciklar, organik besinlerin bol olarak
bulundugu nemli olan her ortamda Ureyebilmekte, eriskinleri
gundulzleri karanlik, rizgar almayan her yerde saklanabilmektedir.
Bu 6zellikleri ve biyoekolojik 6zellikleri de dikkate alindiginda, larva
déneminde muicadele hemen hemen olanaksizlasirken, erigkinler
icin farkli donemlerde farkli mucadele teknikleri uygulama

gereklilii ortaya cikmaktadir. Ureme vyerleri belli olmadidi icin
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yumurta ve larva formuna karsi kontrol ydntemleri uygulama
olasiligi yoktur (5).

Leishmaniasis acisindan vektdor kontrol yontemleri pahali olup
iyi bir altyapiya gereksinim goéstermektedir. Kalici insektisitlerle
vektdr kontrolu, evin etrafinda ve icinde meydana gelen bulasimlari
onlemede etkili olabilmekte fakat vahsi dogada kendi icinde olan
bulasimlari 6nlemek mimkin olmamaktadir. Kisiler dogada bireysel

korunma yoéntemlerini kullanmahdirlar.

2.4. REZERVUAR

Akdeniz Ulkelerinde ve dlinya (zerindeki diger endemik
bélgelerin énemli bir béliminde (Cin ve Amerika kitasi) visseral
leishmaniasisin temel rezervuari kopek ve kdpekgiller olarak kabul
edilmektedir (91,98). Eski dlinyada kopeklerde goérilen
leishmaniasisin etkeni L. infantum, yeni dinyada ise codgu yazar
tarafindan L. infantum’un sinonimi kabul edilen (bazi yazarlarca
halen aralarinda bir takim ayrimlar oldugu belirtilse de) L.
chagasi‘dir (47). Son yillarda Akdeniz havzasindaki bazi bélgelerde
kopeklerdeki VL'in tirmanista oldugu; hastaligin seroprevalansinin
yer yer %30-40’lara ulastigi bildirilmistir (147). Bazi endemik
bélgelerde belirlenen ve %63’e kadar dayanan seroprevalans
degerleri s6z edilen tirmanisin en carpici 6rneklerindendir (131).

Ustelik Rosypal ve arkadaslarinin 2003 ve 2005 vyillarinda
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bildirdiklerine gére, Amerika kitasinda da tirmanisa gectdi yolunda
bildiriler bulunmaktadir (147).

Genellikle 6limcil bir seyir izlemektedir (148). Hastaligin evcil
déngusu evcil képeklerde, silvatik donglsiunlin énemli bir kismi ise
basibos koépeklerle vahsi koépekgillerde goérulir. Bu doéngller
cevredeki insan hastaligiyla ¢ok yakin iliskilidir. Hasta bir kdpegi
kan emmek Uzere isiran disi yakarcanin hasta olmayan bir kopegi
Isirmasiyla hastaligin dogrudan (kopekten kbdpege) tasinmasi
gerceklesir. Esasen insan bu zincirde araya kazara giren konaktir,
ve enjektor paylasan ilag bagimlilari disinda, kesinlikle L. infantum
icin rezervuar rolii yoktur (91). Insandaki infeksiyon kontrolii képek
VL’ ini kontrol etmekle ¢ok yakindan iliskilidir (8).

Kopekteki hastalik deri lezyonlari, lenfadenopati, anemi, g6z
lezyonlari, kilo kaybi ve ates basta olmak Uzere polilri, polidipsi,
ishal, kusma, melena, istahsizlik, asiri yorgunluk, burun akintisi ve
kanamasi, ©Oksulrik, tirnaklarda asiri uzama, tdylerde ddékulme,
eksfolyatif dermatit, eklem tutulumu, asit gibi pek c¢ok klinik
bulguya yol acar (10,133). Klinik bulgular hastaligin bulundugu
safha, kopeklerin badisiklik durumu ve uygulanan tedaviye gore
farkliliklar gésterir. Infekte kopeklerin (icte birinde ise herhangi bir
bulguya rastlanmaz (44,148). Bu nedenle hastaligin klinik tanisinin
oldukca zor oldugu bildirilmistir (148). Laboratuar bulgularinda

dikkat c¢ekici olan hiperglobulinemi hakimiyeti altinda seyreden
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hiperproteinemidir. Albumin/globulin orani albumin aleyhine
degismistir. VL'deki alisildik pansitopeni tablosu gorilmekle birlikte,
olasilikla araya giren diger enfeksiyonlar nedeniyle hasta kopeklerin
dortte birinde kandaki beyaz klire sayisinda artis saptanmaktadir.
Karaciger enzimleri ylkselebilir, bobrek fonksiyonlari genellikle
bozulur, proteintiri ve hatta hyalen silendiriri sik goérllen
bulgulardir (133).

Kopeklerdeki infeksiyon vyas grubu, irk, cinsiyet ayirmi
yapmaksizin olusmaktadir. Bununla birlikte, 0&zellikle kuguk
kopeklerde semptomatik infeksiyon c¢ok nadirdir.  Ister
semptomatik, isterse asemptomatik olsun; parazitle karsilasan
kdpeklerin 6nemli bir kisminda humoral bir yanit olusur (133). Bu
sayede cesitli serolojik ydontemlerle anti — Leishmania antikorlarini
saptamak muidmkudnddr. Bugln icin en kullanigli yéntemler IFA,
ELISA, DAT ve rK39 immunokromatografik yodntemleridir.
Kopeklerdeki hastaligin en glvenli tani yéntemi halen parazitin
amastigot formunun lenf digumui, kemik iligi ve dalak biyopsisi
yoluyla elde edilen materyalde gdsterilmesidir. Bununla birilikte
infekte olmus koépeklerin ancak %20-30'unda etkeni gdstermek
mUmkin olabilmektedir. Bu yuzden kdpeklerdeki kesin tani ancak
serolojik yontemler ve molekiler bazli ybéntemler ile

konulabilmektedir (148).
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Tlrkiye’ de VL'in rezervuarn koépektir (96). Kopeklerdeki
hastaliktan sorumlu tur de L. infantum’dur (99,148). 2000 yilinda
Ozbel ve arkadaslar tarafindan bildirildigine gére, Manisa ilinin 24
kdyundeki 490 kopekten toplanan d&rneklerin incelenmesi
sonucunda 26 koépek (%5.3) Ileishmaniasis icin seropozitif
bulunmus, 20 seropozitif kopedin %85’'inde, PZR ve/veya
mikroskopik ydntem kullanilarak infeksiyon dogrulanmistir. Bu
bulgular koépeklerin Turkiye'de Leishmania infantum igin ana
rezervuar oldugunun kanitidir (96). Diger calismalara gore
hastaligin seroprevalansi Manisa yodresindeki kdépeklerde %7,
Alasehir'de %16,1 , Karabik vyoéresinde %8, Eskisehir'de %21
olarak bildirilmistir (98,100,148). 2004 vyilinda Voyvoda ve
arkadaslar tarafindan, Kusadasi’'ndaki 158 kdpek ile
gerceklestirilen bir calismada %3,2'lik bir seroprevalans orani elde
edilmis, Manisa ve Karablk oranlari ile benzer oldugu bildirilmistir

(148).
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Resim 10. Képeklerdeki leishmaniasisin bélgelere gére dagilimi (Ozbel’den)

Bir kdpekte leishmaniasis tespit edildiginde iki yol izlenebilir:
Tedavi ya da itlaf. Kopeklerde visseral leishmaniasisi tedavi etmek
kolay degildir. Bes dedgerlikli antimon bilesikleriyle yapilan tedavi
suresince klinik bulgular goézle gérilir bicimde geriler. Bununla
birlikte klinik anlamda tedavi edilmis kdpeklerin incelenmesi sonucu
ortaya soyle bir sonug ¢cikmistir: Steril kiir mimkin degildir. Bir yil
sonra tedavi edilen kopeklerin %80’ine yakininda relaps goérulur.
Tedavinin etkeni elimine etme etkisinin yani sira, hicresel
immuniteyi de stimule edici etkisi vardir (91). Ancak tedavinin
kesilmesinden sonra 3-5 ay icinde parazitin bdlinmesi yeniden
baslayabilir ve hicresel immunite de eski seviyelerine geri déner.
Klinik deneyimler gostermistir ki, kdpeklerin VL tedavisinde tim
kemoterapi girisimlerinden daha ©Onemlisi destek tedavidir.
Hastaligin seyri esnasinda kopegin sahibi tarafindan bakimi, bu

sirada gUcli  bir beslenme rejiminin uygulanmasinin da
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semptomlarin geriletiimesinde 6nemli oldugu go6zlenmistir (98).
Kopegin itlafi, gerek sosyal, gerekse de etik acidan kabul edilebilir
bir c6zim degildir. Ancak insanlardaki hastalikla savas kdpeklerdeki
hastalikla savas gergeklestirilirse mumkin olabilir. Son vyillarda
deltamethrin emdirilmis tasmalar kullanilarak kdépekleri yakarca
Isirigindan korumanin etkili bir yéntem oldugu bildirilmistir. Tedavi
edilen kopeklerin de yasamlari boyunca insektisitli tasma
kullanmalari direngli suslarin ortaya cikmamasi acgisindan énem
tasimaktadir (102). Ayrica evcil kopeklerin ginesin dogusundan
sonraki bir saat ve glnbatimindan 6nceki bir saat boyunca kapall
yerlerde tutulmalari ve evlerin sinege karsl korunmasi icin repellent

ve insektisit kullanilmasi da énerilen yéntemler arasindadir.

2.5. EPIDEMIYOLOJ1

2.5.1. Diinyada Leishmaniasis

Leishmaniasis bir protozoon olan Leishmania cinsine ait 20
adet tldrin neden oldugu vektdér kaynakh paraziter hastaliklar
grubudur. Bu grup icinde, ya da leishmaniasisin klinik formlari
arasinda kendi kendine iyilesebilen deri leishmaniasisinden
(kutan6z leishmaniasis—CL) zaman zaman yasami tehdit edebilecek
boyutlara varan ic  organlar leishmaniasisine (visseral
leishmaniasis—-VL) degisebilen tablolar sayilabilir. Aslinda bu klinik

formlar genel olarak;
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1. Kutanéz leishmaniasis
2. Mukokutan6z leishmaniasis (deri ve mukozalar birlikte
tutar)

3. Visseral leishmaniasis
seklinde U¢ bashda ayrilir. Leishmaniasis dinya lzerindeki bir cok
tropikal ve subtropikal ilkede endemiktir. Diinya Saglik Orgiiti’niin
(DSO) verilerine gére bu (lkelerin sayisi 88’dir. Bunlarin 66’si Eski
Dlinya’da, 22'si Yeni Dlnya’da yer almaktadir (35). Bu yayginhk
sadece 1lman ve sicak iklimlerde yaygin olmakla kalmayip
topografik  cesitlilik de gdésterir (131). Ornedin yagmur
ormanlarinda (Bolivya, Brezilya), colde (Ortadogu ve Kuzey Afrika),
Akdeniz’e kiyisi olan Ulkelerde ve hatta binlerce metre yukseklikteki
daglik bolgelerde ve platolarda (Peru’da And Dagdlari, Etiyopya’nin
platolar1) endemiktir. Diinya Saglik Orgiitii'ne gore diinya capinda
350 milyon insan leishmaniasis riski altindadir ve 12 milyon Kisi de
hastaliktan bir sekilde etkilenmistir. Hastaligin yillik insidansi 1-1.5
milyon yeni kutandéz leishmaniasis, 500 bin civarinda da visseral
leishmaniasis olgusudur. Yillik ortalama 600 bin bildirimden de
anlasilacagi gibi hastalanan insanlarin blyilk bir kismi bildirim disi

kalmaktadir (159).
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LEISHMANIASIS

12 milyon infekte kisi
350 milyon risk altinda

VL al
KL/MKL

Resim 11. Dinya’da leishmaniasis (Walter & Eliza Hold Institute internet

sitesinden)

Dunyadaki genel leishmaniasis insidansi tirmanmaktadir. Son
zamanlarda yeni endemik odaklar ortaya cikmis, epidemiler tam
olarak kontrol altina alinamamistir. Epidemik bdlgeler demografik
degiskenlik ve hareketlere bagl olarak yayihm géstermektedir (34).
Ornek olarak Giiney Sudan’daki Yukari Bati Nil bdlgesi verilebilir.
Burasi daha o6nceden endemik bir boélge olmadigi halde bugln
endemik bélgeler arasina girmistir (35).

Bati Ulkelerinde ise bu artisin nedeni turizm ile HIV-Leishmania
ko-infeksiyonlari olarak gosterilmektedir. Son yillarda Glineydogu
Avrupa‘da AIDS  hastalarinin  %1,5-9,5'u leishmaniasisten

etkilenmis, bu da HIV-Leishmania ko-infeksiyonlarini bu bdlgelerde
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cok dnemli bir sorun haline getirmistir. Bunlarin icinde en 6nemli
risk grubunu intravendz ilac kullanicilari olusturmaktadir. Tdm
bunlara ragmen vyillar boyunca leishmaniasisin halk saghgindaki
yeri ve etkileri kicimsenmistir. GUnimuzde hastaliktan etkilenen
insanlarin sayisi giderek artarken, 88 Ulkeden ancak 32’sinin
hastaliktan bir sekilde etkilendiklerini deklare etmesi, olgularin
blylk bir kisminin hi¢g kayitlara gegmemis olmasi sorunu daha da
biyutmektedir. Bu riskler nedeniyle DSO ile birlesmis milletlerin
AIDS savasim kolu UNAIDS birleserek, dinyanin gesitli yerlerinde
takip merkezleri kurmugslardir. HIV-Leishmania ko-infeksiyonu
hakkindaki bir baska koéti haber de endemik boélgelerde ilaca
direncli suslarin ortaya cilkmis  olmasi ve hastaligin
epidemiyolojisinin tehlikeli bicimde dedisime ugramasidir. Ilag
bagimlilar arasinda gorilen siringa paylasimi nasil AIDS’in yayilimi
icin cok kuvvetli bir kolaylastirici faktér ise, HIV-Leishmania ko-
infeksiyonu igin de aynisi gecerlidir (28). Bu iki infeksiyon ayni
bireyde bir araya geldiginde olimcdil bir sinerji yaratmaktadir. Bu
gune dek Asya, Avrupa, Afrika ve Glney Amerika’da bulunan 34
Ulkeden ko-infeksiyon bildirimi yapiimistir (158).

Klinik formlarin yayginligina bakildiginda; visseral
leishmaniasis olgularinin %901 Banglades, Brezilya, Hindistan,
Nepal ve Sudan’da; mukokiltan6éz leishmaniasis olgularinin %90

Bolivya, Brezilya ve Peru’da; kutandéz leishmaniasis olgularinin
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%90 Afganistan, Brezilya, Iran, Peru, Suudi Arabistan ve
Suriye’de meydana gelmektedir. Dunyadaki leishmaniasis haritasini
Glney Avrupa’dan Afrika’'ya, Glney Asya’dan Orta ve Gulney
Amerika’'ya uzanan genis bir kusak olusturmaktadir. Dodu
yarimkirede (ya da Eski Dunya) insanda infeksiyon olusturan
baslica bes tir gbéze carpmaktadir: L. donovani, L. infantum,
L. major, L. aethiopica, L. tropica (36). Son vyillarda bunlarin
arasina altinci bir tdr olarak L. archibaldi, yedinci tlr olarak da L.
killicki girmistir (52). L. archibaldi’nin daha o6nce L. donovani, L.
kilicki’ nin de L. tropica oldugu dislnillrken, Afrika’da infeksiyona
yol acan Leishmania tlrleri arasinda ayn iki tdr olarak kabul
edilmeye baslanmis, donovani ve tropica kompleksleri igine
yerlesmislerdir. L. killicki bugin Afrika’daki diger antroponotik KL
etkeni olarak kabul gérmektedir (52).

Aslinda L. donovani’nin taksonomik durumu hala
tartisilmaktadir. Bazi yazarlara goére L. donovani sensu lato terimi
iki ayn tara icerir (69,74): L. donovani sensu stricto ve
L. infantum. Baska bir goérise gore ise L. donovani iki alt ture
aynlir; L. d. donovani ve L. d. infantum (13,69). Lainson ve Shaw
dort grubu L. donovani kompleks tlrl iginde birlestirmislerdir (69).

Bati yarimkirede (ya da Yeni Dlnya) ise en az on dért hastalik
etkeni olan tir bulunmaktadir. Bunlarn iki adet alt cins iginde

siniflamak mdmkuindar: Saf’'yanova ve Viannia. Tuarlerin her biri
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kendi 6zgin codrafi bolgesinde vyerlesmisken, bazilari yalnizca
isimlendirmesiyle bile bu konuda acgik bir bilgi vermektedir.
Ornedin; L. aristedesi, L. braziliensis, L. amazonensis, L. chagasi,
L. colombiensis, L. garnhami, L. guyanensis, L. lainsoni,
L. mexicana, L. naiffi, L. panamensis, L. peruviana, L. pifanoi,
L. venezualensis (36).

Leishmaniasisin dedisen epidemiyolojik 6zelliklerinin arkasinda
yatan faktérlerin her biri birer epidemiyolojik risk faktdérl olarak
tanimlanabilir. Bu risk faktdrlerinin bir kismi net olarak insan
kaynakhdir. Bunlar arasinda gé¢, ormanlarin yok edilmesi, artan
kentlesme, infeksiyona duyarlliktaki dedisim (imminosupresyon,
malndtrisyon v.b.) sayilabilir. Bir kismi ise dogal cevreye ait
degisikliklerdir, ki bunlar dahi, dolayli yoldan insan ile
iliskilendirilebilir. Insanin Leishmania paraziti ile infeksiyona maruz
kalmasi, onun aktivitesi ile rezervuar sistemler arasindaki ekolojik
iliskiye de baghdir. Ozellikle ekolojik faktdrlerdeki herhangi bir
degisiklik parazitin yayiliminda da énemli degismelere yol acgabilir
(13,35). Bu anlamda, gerek leishmaniasis, gerekse epidemiyolojik
risk faktorleri eko-epidemiyolojik olarak incelendiginde doért gruba
ayrilabilir:

1. Zoonotik kutan6z leishmaniasis (ZKL) ve risk faktorleri

2. Antroponotik kutandz leishmaniasis (AKL) ve risk faktorleri

3. Zoonotik visseral leishmaniasis (ZVL) ve risk faktorleri
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4. Antroponotik visseral leishmaniasis (AVL) ve risk faktorleri

1. Zoonotik kutan6z Ileishmaniasis (ZKL) ve risk
faktorleri: ZKL icin ana odak Latin Amerika, Orta ve Guneybati
Asya ve Kuzey Afrika’dir. Yeni dlinyada baslica etken L. (Viannia)
braziliensis ve L. (Leishmania) mexicana kompleksleridir. Buralarda
vektor (Lu. whitmani, Lu. intermedia, Lu. umbratilis) cok genis bir
alana yayillmistir. Rezervuarlar daha ¢ok insansiz bdlgeler ile orman
ve kirsallarda yasayan kemirgenler ve bliyuk memelilerdir. Burada
en Onemli risk faktdéri kentlesme, ormanlarin yok edilmesi
nedeniyle hastalik yayilliminin insanli alanlara kaymasi; yeni
barajlarin insasi, sulama kanallari ve tarimsal gelisim sonucu yeni
odaklarin olusmasidir. Eski dinyada ise kentlesme en blyuk risk
faktortdir. Eski dinya’da hastaligin  sorumlusu L. major‘dur.
Sehirler P. papatasi gibi vektérlerle Psammomys obesus gibi
kemirgen rezervuarlarin bir arada bulunduklari dogal habitata
dogru kaymaktadir. Ortadogu ve Kuzey Afrika’da Meriones sp.
(35,118), Asya’da Rhombomus opimus (35,118) bdyle bdlgelerde
yasamakta ve L. major icin iyi birer rezervuar gorevi
gérmektedirler. Yine eski dinyada yapilan yeni baraj ve sulama
sistemleri ile bitki oOrtisi degismekte, Psammomys obesus |,
Nesokia indica gibi hayvan rezervuarlarin yasamalarina uygun yeni

alanlar ortaya ¢ikmaktadir (35).
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2. Antroponotik kutan6éz leishmaniasis (AKL) ve risk
faktorleri: AKL eski dinyada sinirlidir ve rezervuarlarin neredeyse
hepsi kentler veya kent cevresi kaynaklidir. Parazit L. tropica ve
vektdéri de codunlukla P. sergentidir. Ancak L. aethiopica
rezervuari olan klglk kemirgenlerden, kdpeklerden ve bir fareden
izole edilmistir . Antroponotik form icin en iyi 6nleyici ¢bzim
hastalarin olabildigince erken tedavi edilip, insan rezervuar
sayisinin olabildigince azaltilmasidir. Kirsal alandan kentlere gog
AKL igin dnemli bir risk faktorli olusturmaktadir. Tium sosyal ve
ekonomik olaylar dogrudan dodgruya demografik hareketleri
etkilemekte, bu da dolayli yoldan hastaligin yayllmasina neden
olmaktadir. 1950°li yillarda insanlarin Ugcte birinden azi kentlerde
yasarken, bugln bu oranin vyari yariya seviyesine gelmesi,
hastaligin epidemiyolojik 6zelliklerinin  dedisimini aciklamay!
oldukca kolaylastirmaktadir. Ornedin bugiin Sanliurfa (Tirkiye);
Tahran, Siraz ve Barn (Iran); Musul (Irak); Kabil, Kandahar ve
Herat (Afganistan); Halep (Suriye); Taskent (Ozbekistan) gibi eski
dinya sehirlerinde nifus yogunlugu cok yiksek, hijyenik ve kentsel
alt yapi kosullar ¢ok kotli, gecekondulasma c¢ok fazla oldugundan,
vektdrin yasamasi igin son derece uygun ortamlar olusmakta ve bu
durum AKL'in vyayillmasinin da oldukga yuksek olmasiyla

sonuglanmaktadir (35).
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3. Zoonotik visseral leishmaniasis (ZVL) ve risk
faktorleri: Ana odaklar Latin Amerika, Akdeniz Havzasi ve
Asya’dir. Yeni dinyada sorumlu parazit L. chagasi , vektdr Lu.
longipalpis; eski dunyada parazit L. donovani kompleksi
(L. infantum, L. donovani, L. archibaldi) ve vektdér birden fazla
Phlebotomus turtdir, ama Asya’da P. argentipes dnde gelmektedir.
Evcil rezervuar kopek, silvatik rezervuarlar tilki ve cakal gibi
kdpekgillerdir. Ancak kdpekler ayni zamanda VL hastasidirlar ve en
az Ucte biri tipik deri belirtileri sergilerler. Ayni sekilde Latin
Amerika’da da L. chagasi insanin disinda kopegi de hastalandirir.
Akdeniz havzasi ve Ortadogu’da L. infantum’un vektorl Larrossius
alt cinsinde yer alan cesitli turlerdir. Ana risk faktorlerinden birisi
yine kirsal bdlgelerden kentlere go6ctir. Bu faktér sosyal ve
ekonomik faktorlere bagh oldugu kadar, iklim dedisiklikleri ve dogal
afetler gibi sartlardan da etkilenmektedir. Eskiden kirsal olan
alanlar kente yakin ya da banliyd niteligi kazaninca, kum
sinekleriyle rezervuar koépeklerin bir araya gelmesi ve bu alanlarin
gittikce artmasi kaginilmaz sonucu dogurmaktadir. Bu durum hem
eski, hem de yeni dlnya icin aynidir (35).

4. Antroponotik visseral leishmaniasis (AVL) ve risk
faktorleri: AVL daha cok eski diinyada Dogu Afrika ile Hindistan ve
cevresindeki Ulkelerle sinirhdir. Parazit genellikle L. donovani ve

L. archibaldi olup, bir c¢ok Phlebotomus tlra vektdér rollnu
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Ustlenmektedir. Insanin yegane rezervuar oldudu, 6zellikle de
hastalik sonrasinda Post Kala-Azar dermal leishmaniasis (PKDL)
gelisen, olgularin epidemiyolojik acidan son derece 6nemli oldugu
gruptur. Dogu Afrika Ulkelerinde géclin rolii cok buytiktiir. Ozellikle
AVL'in endemik oldugu bodlgelerde yasayan veya bu boélgelerden
dénen multeciler, mevsimlik isciler, eski deniz-asiri askerler gibi
gecici sure icin buralara veya buralardan gé¢ etmis topluluklar risk
gruplarini olusturmaktadir. Ayni sekilde, AVL’in endemik oldugu
bolgelerdeki  kontrolstiz  sinir gegisleri de bu kategoride
degerlendirilmektedir (35). Bu sayede parazit yer degistirebilmekte,
uygun vektor varliginda yeni endemik odaklar ortaya ¢cikmaktadir.

2.5.2. Turkiye'de Leishmaniasis

Leishmaniasis epidemiyolojisi, Turkiye'nin hem Asya hem de
Avrupa kitalarinda topragi bulunmasi nedeniyle, bir gecis Ulkesi
oldugu, cesitli bolgeleri arasinda farkli topografik ve iklimsel
ozellikler gosterdigi unutulmadan dederlendirilmelidir. Tlrkiye’'de
hem zoonotik VL, hem de antroponotik KL goérilmektedir. ZVL igin
baslica rezervuar kdpektir. Kopeklerdeki Kala-Azar odaklar ile
insanlarda hastaligin gorildigu yerler birbirleriyle blytk olgtde
ortismekle  birlikte, hastaligin  kopeklerdeki insidansi ile
insanlardaki insidansi arasinda cok belirgin bir fark bulunmaktadir.

KL, endemik bdlgelerde sark c¢ibani, Halep c¢ibani, gizellik izi,

yil cibani gibi yerel isimlerle anilir. Baslica endemik bdlgeler
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Sanliurfa, Orta Anadolu ve Ege bdlgeleridir. Sanlhurfa’da KL etkeni
L. tropica olarak saptanmistir (96). Ancak codrafi olarak giney ve
dogudaki komsularimizda zoonotik KL goérilmesine karsin
Ulkemizde bu glne kadar yalnizca bir tek calismadaki bir KL
izolatindan (Adana ilinden) ZKL etkeni olan L. major elde edilmistir.
Ayni calismada Kars ilinden bir KL izolatinda L.major gen
boélgesinde yanhzca bir bazlik bir degisimle L.major varyant 1 ve
Ege Bdlgesinden iki VL ile iki KL izolatinda ise ayni gen bdlgesinde
dort bazlik degisimle L.major varyant 4 genotipleri saptanmistir.
Arastirmacilar degisik bolgelerden elde edilecek daha fazla sayida
izolat ile calismalarin devam etmesi gerekliligini belirtmislerdir (3).
Son 20 yil icinde Glneydogu Anadolu boélgesinde hayata gecirilen
Glneydogu Anadolu Projesi (GAP) kapsaminda insa edilen barajlar
ve sulama kanallar, bdlgenin iklimini leishmaniasisin yayilimi
acisindan yeni riskler olusturacak sekilde degistirmistir. Tipki diger
dinya kentlerinde oldugu gibi, Tlrkiye’de de kirsal bdlgelerden
kentlere olan yogun ve alt yapisiz gog, hastaligin epidemiyolojisinin
degismesi acgisindan baska bir risk olmay! sirdirmektedir. Baska
bolgelerden bu bolgeye yapilan ziyaretler sonucunda ulkenin diger
bolgelerinde sporadik olgulara rastlanmaktadir. Tilrkiye Saghk
Bakanhgdi’'nin verilerine gore 1988-1993 yillani arasinda vyilhk
ortalama KL hastasinin sayisi 1951, 1994-1996 arasinda ise

4466'dir. 1996-2000 yillari arasinda yillik ortalama 1204’e dismds,
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bunda Sanhlurfa’da 1996 vyilinda baslatilan, evlerin ve hayvan
barinaklarinin yogun bicimde ilaglanmasi seklinde uygulanan kum
sinegi kontrol programinin etkisi blylk olmustur. 1994-2000 yillari
arasinda Tum Tuarkiye'den bildirilen KL olgularinin %61,6'sinin
Glneydogu Anadolu boélgesinden oldugu disindlirse, bu kontrol

programinin Ulke ortalamasina olan etkisi daha iyi anlasilabilir (96).

@ Visceral Leishmaniasis

@ Kutanoz Leishmaniasis

@ Visceral&Cutaneous Leishmaniasis

Resim 12. Tlrkiye'de leishmaniasis ve klinik formlar (EUTF Parazitoloji AD)

Tlrkiye’'de gorilen Kala-Azar hastaligi zoonotik orijinlidir.
Hastaliktan kesin olarak L. infantum sorumludur. Olgular bu guine
dek sporadik bir seyir izlemis, Ege , Akdeniz ve Orta Anadolu
bélgelerinden hastalara rastlanmistir (96). Ege ve Akdeniz
bélgelerinin iklim &ézellikleri vektdér ve hastalik icin daha uygunmus

gibi  gdérinmekle birlikte, Kala-Azar'in dlnya Uzerindeki
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epidemiyolojik sinirinin  ancak iklim kusaklariyla cizilebildigi;
oldukca genis bir topografik spektruma sahip oldugu
dislindldiginde; Orta Anadolu bolgesinin gorece olarak daha sert
sayllabilecek iklim kosullarinin 6énemli bir sorun olusturmadigi
sonucuna varilabilir. Sonucta, Ulke kusak olarak iliman kusakta
olmasi itibariyle VL endemik bir bdlge sayillmaktadir. Tlrkiye'de
L. infantum’un vektdérli ve P. neglectus, P. tobbi ve P. syriacus
olarak bildirilmistir (Yusuf Ozbel’den alinan sézlii bilgi). Yukarida
sayllan bdlgelere ek olarak Karadeniz bélgesinden bildirilen Gg VL
olgusunun ardindan P. syriacus  olasi vektdér  olarak
degerlendirilmistir. Ancak bugline degin her hangi bir kum
sineginden Leishmania sp.’'ne ait parazit izole edilmemistir (96).
Hastaligin rezervuari kopeklerdir. VL Tirkiye'de, insanlara gore

kdpeklerde cok daha yaygin goérilmektedir.

2.6. LEISHMANIASIS'IN KLINIK FORMLARI

2.6.1. Kutandz Leishmaniasis

Eski dliinyadaki endemik bdlgelerde “Sark cibani, Halep cibani,
guzellik izi, yil ¢cibani, Bagdat cibani, Delhi ¢ibani, Eriha glli” gibi
isimlerle bilinen KL, ilk olarak kendisini vicudun acik bélgelerinden
birinde; siklikla ylz, boyun, kollar veya bacaklarda; daha cok da
yuzde, sinirlari belirgin, Ulseratif bir deri lezyonu seklinde gdsterir.

Ilk 1sinimanin ardindan gecen ve birkag hafta ile birka¢ ay arasinda
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degisen inklibasyon periyodunun sonunda, kum sineginin isirdigi
bbélgede bir papul veya nodull ortaya cikar. Bu papul daha sonra
Ulsere doénlstr. Zamanla capi birkag santimetreye ulasabilir.
Blyldukce ortasinda altin rengi veya kahverengi bir kabuk olusur.
BlUyuk olasilikla etrafinda daha kigilk “satellit” lezyonlar da ortaya
cikacaktir. Bu dlser ortalama 3-4 ay kadar varhdini koruyacak,
bazen bu slre bir yi da gecgecek, surenin sonunda sekonder
infeksiyon olusmadikca lezyon kendiliginden gerileyecektir. Eger
sekonder bakteriyel infeksiyon varsa lezyon agrilidir. Bunun disinda
lezyon agrisizdir. Sonunda deriden c¢okik ve hipopigmente
goérinimla bir skar olusur. lyilesen lezyon, etkeni olan tire karsi
hayat boyu bagisiklik ile kalir. L. tropica infeksiyonlari L. major
infeksiyonlarina gére daha ciddi olmaya meyillidir. Ustelik cok az da
olsa kuguk cocuklar ve immin sistemi baskilanmis Kkisilerde
visseralize olma potansiyeli tasidiklari bildirilmistir (82, 114). Buna
karsin, Tunus, Lubnan (66), Iran (92)'dan da L. infantum’un yol

actigi KL olgulari bildirilmistir.

Resim13. KL (EUTF Parazitoloji AD)
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Tlrler arasinda klclik de olsa bir takim klinik farkliliklar
gézlenmektedir. Etken L. major ise daha kisa bir inkibasyon
periyodu, daha akut bir klinik seyir, daha kisa bir iyilesme sireci
gorilir. Ozellikle epidemiler sirasinda fazla sayida ve deriyi
derinlere dogru invaze etmis lezyonlar gorulir. Lezyonlarda hizh
gelisen nekroz sonrasinda eksudasyon olusumu sik oldudu icin yas
tip olarak da degerlendirilir. Mukozalar tutmaz. EJer etken
L. tropica ise tium sulreler L. major igin sdz edilenlerin iki katina
yakindir denilebilir. Prognoz daha yavas ve daha sakin seyreder.
Lezyonda belirgin bir eksudasyon olusmadigi icin kuru tip olarak
degerlendirilir. L. aethiopica’nin yol actidi lezyon ylzde ve tektir.
Ancak satellit olusursa bunlar da yayllma ve birlesme egilimine
girerler. Lezyon mukokitandz bileskelere yakinsa daha sonra
mukozaya da sigrayabilir. Bu haliyle Giney Amerika’da goérilen
mukokitandz hastalia benzer. Ancak bundan dnemli bir farki asla
oronazal kaviteye atlamamasidir. Normal sartlar altinda iyilesme
¢ok wuzun sitrer (2-5 wyil). L. infantum-L. chagasi tarafindan
meydana getirilen KL infeksiyonlarinda ¢ok daha az saldirgan, uzun
surede iyilesen nodller lezyonlara rastlanir (85).

Yeni dinyada etken L. braziliensis ve L. mexicana
kompleksleridir. L. mexicana’nin yol actigi infeksiyonlar dizgin
sinirh ve komplikasyonsuzdur. Ama eder infeksiyonun yerlestigi

bélge dis kulak sayvani ise, infeksiyon, kikirdak hasari ve bunun
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sonucunda sayvanin seklinin ileri derecede bozulmasi ile sonuglanir.
Bu infeksiyona 6zel olarak Chiclero Ulseri adi verilir. L. braziliensis
kompleksine ait tlrlerin yol actiklari infeksiyonlar KL olarak baslar.
Ancak oOzellikle L. braziliensis'in yol actigi infeksiyon daha sonra
mukokutan6z leishmaniasise donlisme konusunda yuksek risk tasir.
1991'de Ponce ve arkadaslari, 1997’de Noyes ve arkadaslar
Hondurastan; 1999'da Belli ve arkadaslari Nikaragua’dan atipik KL
olgulari bildirmiglerdir. Burada etken normalde VL’e yol acan
L. chagasi’dir. Bu infeksiyonun kliniginde semptomlar tamamen cilt
ile ilgilidir. Lezyonlar uzun sidren, nodiler ve hatta lepraya
benzeyen lezyonlardir.

L. tropica’min neden oldugu lupoid leishmaniasis, KL'in kronik
bir formudur (4,61). Tam olarak tamamlanmayan iyilesme ile
skarin saglam deriyle birlestigi yerde yillar sonra ortaya cikan yeni
lezyon lupus vulgarisi (deri tUberkilozu) andirir. Lezyonlardan
alinan o&rneklerin incelenmesinde c¢ok nadir parazit goértlebilir.
Kronik deri lezyonlari daha c¢ok hiperaktif immin yanita baghdir.
Diffiz KL, KL'in bir baska kroniklesmis formudur. Her 10 bin
infeksiyonun birinde gelisir. Lezyonlar daha buytk alanlara
yayllmistir. Leishmanin deri testi negatiftir. Cok bol miktarda
amastigot gorulir. Hucresel immiunitede yetmezlikle seyreden bir
anerjiye baghdir. Eski diinyada daha cok L. aethiopica infeksiyonlari

ile iliskilidir ve Etiyopya’'da gorulir. Lepramatdz lepraya benzer.
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Hastalar yanlis tani ve tedaviye maruz kalmanin yani sira, bir kismi
da olmamalari gerektigi halde, uzun slre lepra tedavi
merkezlerinde kalirlar. Yeni dinyadaki etyolojik ajan
L. amazonensis'tir. L. amazonensis infeksiyonlari %230 olasilikla
diffiz KL ile sonucglanir. Immin sistemi baskilanmis Kkisilerde
etyolojik olarak her hangi bir tire bagh olmaksizin diffiz KL
meydana gelir. Bu anlamda HIV-Leishmania ko-infeksiyonu en sik
rastlanan sebeptir (51,61,80,108,110).
2.6.2. Mukokutanodz Leishmaniasis

Mukokltanéz Leishmaniasis (MKL) “Espundia” adiyla da anilir.
Bu s6zcluk Portekizce’de slinger anlamina gelmektedir. Neredeyse
tamamen Orta ve Guney Amerika’da goérulir. Kronik ve c¢ok ciddi
bir durumdur. Kendiliginden iyilesen kutan6z lezyonlarin ardindan
yillar sonra meydana gelir. Ancak MKL olgularinin %15’inde daha
onceden gecirilmis bir deri lezyonu &6yklsu yoktur. Baslangicta
burun septumunda veya civarinda bir nodil olusur. Ilk semptomlar
burun tikanikligi ve burun kanamasidir. Bundan kisa bir sire sonra
burun septumu perfore
olur. Infeksiyon komsu

organlara yayillmaya baglar.

Resim 14. MKL ve komplilkas-

yonlari. (Derek Zelmer'den)
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Burun ve farinks ve hatta larinks mukozasinda, kikirdak ve
kemiklerinde ciddi bir yikim ile seyreder. Bunun sonucunda yuzUin
yapisi ileri derecede bozulur. Hipertrofik bir agiz, dudak ve burun
yapisi olusabilir. Nazal kavite, farinks ve larinksteki fibrotik ve
stenotik komplikasyonlar o6limcil sonuclar dodurabilecek olasi
komplikasyonlardir. Oliimle sonlanan aspirasyon pnémonisi, sepsis
ve hatta beslenememe sonucu aglik olgulari hi¢ de az degildir (85).
MKL etkenleri L. braziliensis basta olmak Uzere, L. braziliensis
kompleksine ait tirlerdir. KL tedavisi sonrasinda MKL gelismesi riski
%40’tan fazladir. L. panamensis ve L. guyanensis infeksiyonlar
nadiren MKL ile sonuglanirken, L. peruviana olgularinin MKL ile ilgisi
bulunmamaktadir. L. guyanensisin vyol actigi infeksiyona "“pian

bois” adi da verilir. Pian bois’in multilezyoner bir klinigi vardir.

A\ 14

Birkac ay icinde kendiliginden iyilesen ve “uta” olarak da
adlandirllan L. peruviana olgulari daha selim karakterlidir.
L. braziliensis infeksiyonlarinda lenfadenopati sik goérilen bir
bulgudur (64,111).

MKL icin Afrika’ya gozatildiginda Sudan’da L. donovani’nin yol
actigi bu formda infeksiyonlar gorilmektedir. Sudan’da hastalik iki
formda gorilmektedir: Parazit dogrudan mukozada infeksiyon
olusturur, ya da, visseral hastaliga mukozal tutulum eslik eder.

Dogrudan tutulum cok daha yaygindir.Gliiney Amerika’daki MKL'den

farki, daha az saldirgan seyirli olmasidir (83). MKL, Kala-Azar'a
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eslik bile etse, hastalarin kliniginde Glney Amerika’dakilerin
tersine, genellikle mukozal tutulum Kala-Azarin veya deri
leishmaniasisinin klinik bulgularinin éntinde yer alir (83).

2.6.3. Visseral Leishmaniasis (Kala-Azar)

Visseral Leishmaniasis (VL/Kala—-Azar) etkenleri L. donovani
kompleksine ait tirlerdir. Bunlar L. donovani (Hindistan, Dogu
Afrika), L. infantum (Akdeniz Havzasi, Orta Dodgu ve Orta Asya),
L. chagasi (Latin Amerika) ve L. archibaldi (Dogu Afrika)'dir (69).
Kala-Azar oldukca ciddi bir sistemik hastaliktir. Ozellikle Akdeniz
havzasinda hastaligin hedefi daha ziyade kicik cocuklar ile immiun
sistemi baskilanmis kisilerdir.

VL hastasinin muayenesinde karsilasilan bulgular hastaligin
ciddiyeti ve kronik olup olmadidi ile dogrudan iliskilidir. Inkiibasyon
zamani 3 haftadan 2 yila kadar uzayabilir, ancak ortalama 2-4
aydir. Hastaligi gecirmis kisilerde vyillar sonra olusabilecek bir
immuin supresyon durumunda sekonder &zellikte yeni olgular
ortaya cikabilir.

Eder hasta endemik bdlgeye yeni gelmis ise, ya da yeni
baslayan bir endemide hastaligin gelisimi akut olur. Bazi hastalarda
Ustime ve titreme ile ani baslayan ates, halsizlik, bas agrisi, bas
dénmesi, istahsizlik, o6ksurlik, burun kanamasi, diyare, ddem gibi
semptomlar goéruilebilir. Ancak spesifik bir semptom yoktur ve

kolaylkla malaria, bruselloz, bakteriyel endokardit, tifo, tiberkilloz
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ve hemopoetik maligniteler ile karisabilir (85). Ancak endemik
bolgede yasayan insanlarda hastaligin baslangici cok daha sessizdir
(85). Muayenede erken splenomegali ve hepatomegali goérilir,
organlar bazen pelviste bile palpe edilebilir. Bu hastalarda karin

agrisi ve kilo kaybi belirgindir. Hint yarimadasi ve cevresinde

hiperpigmentasyon 6nemli bir bulgu iken, Afrika igin periferik
Resim 15. VL (EU Parazitoloii AD)

lenfadenopati dikkate degerdir.
Hastalik ilerledikce sikayetler ve
bulgular artmaya baslar. Karin

agrisi biyumdis dalak ylGziandendir.

Eger Oksuruk, diyare gibi
semptomlar s6z konusu ise araya giren ikincil infeksiyon
dusindlmelidir. Sarilik var ise Kala—Azar'a bagl hepatit veya baska
bir sekonder hepatiti isaret eder. Deride, killarda degisikliklere eslik
eden ve gorinimui adeta kwashiorkoru animsatan abdominal 6dem
olgularin %'Gnde gorilur. L. infantum’un neden oldudu olgularda
deri ve kil degisiklikleri pek yoktur (85). Hindistan’da ise neredeyse
hastalarin tamaminin derisi kararir. Bazen hastada Uveit ve retinal
kanama da goérulebilir. Hasta endemik bdlgede yasiyorsa bitin bu
semptom ve bulgulardan daha cok halsizlik, kilo kaybi ve zaman
zaman ortaya c¢lkip zaman zaman kaybolan daha hafif ve
nonspesifik bulgulardan fazlasina rastlamak zordur. Bunlarin da bir

kismi 3-4 yil iginde iyilesir. Geri kalanlar ise VL prognozunu izlerler.
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Hasta yavas yavas daha halsiz bir hale gelir; zamanla adeta bir deri
bir kemik kalir. Abdominal distansiyon organomegaliler nedeniyle
iyice belirginlesir. Tedavi edilmeyen olgularin %80-90'1 élumle
sonuglanir. Tedavi edilenlerden ise iyice terminal doneme gelmis
olanlarda basarisizlik s6z konusudur. Tedavi edilenler icin her hangi
bir sekel beklenmemekle birlikte, siroz bildirilen bir olgu da
olmustur (85).

1986'dan bu yana HIV ile VL yan yana anilmaktadir (85). Bu
durum o6zellikle Avrupa’nin guneyi icin 6nemlidir. Clnkld burada
hem HIV, hem de L. infantum endemiktir. Ispanya’da VL
hastalarinin yarisi HIV pozitifdir. HIV pozitif hastalarinin %3’Unde
VL gelismesi beklenmektedir (85). Bdyle bir durumda VL'in
semptomlari sebebi bilinmeyen ates, splenomegali ve I6kopenidir.
Amastigotlar genellikle rastlanti sonucu goriilir. Ozellikle de baska
bir tetkik ya da prosedlrin uygulanisi sonucunda elde edilen
materyal incelenirken rastlanir (Ornedin; rektal biyopsi, bronko-
alveoler lavaj v.b.). Bunun nedeni immiun sistemi baskilanmis
kiside, VL'in normal seyrinde tutulmayan organ ve dokularin,
parazit tarafindan tutulmasi veya normalde visseralize olmayan
tarlerin HIV pozitif bireylerde bu sinirlarin disina ¢gikmasidir. Buna
ornek olarak sindirim kanalinin tamami verilebilir. Aslinda bu tur
hastalarin kemik iligi adeta parazitlerce istila edilmistir. Ama

zemindeki immun sistem baskilanmasi nedeniyle olgularin énemli
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bir kisminda pozitif antikor yaniti olusmayabilir. Olgularin %90'Iinda
CD4 lenfositlerinin sayisi litrede 300 binin altindadir. CD4/CD8
orani ise 1'in altina dismustir (85). Hastaligin tedaviye vyaniti
oldukca yavas gerceklesir. Ancak bulylk olasilikla daha sonra
yeniden alevlenecektir. VL diger immuin sistemi baskilanmis
hastalar icin de tehdit olusturmaktadir.

Kala-Azar'll bir gebenin bebegi inutero yasamda hastaligi
edinebilir. Buna konjenital VL denmektedir. Parazitler fetusa infekte
makrofajlar yoluyla tasinirlar. Yenidoganin konjenital VL'inde klinik
Ozellikler vyetiskinlerde goérilen semptom ve bulgulara bir hayli
benzer (138).

Bazen VL tedavi olduktan yillar sonra da, uzun bir latent fazin
ardindan bir takim lokal veya yaygin deri lezyonlariyla yeniden
kendini gdsterebilir. Bu tablo’'nun 6zel bir adi vardir: Post Kala-Azar
dermal leishmaniasis (PKDL). PKDL vyalnizca L. donovani’nin
endemik oldugu bolgelerde gorilir. Tedavi edilmis VL olgularindan
sonra Sudan’‘da go6rulme orani %50, Hindistan’da ise %5
civarindadir. Sudan’da iyilesmeyi takiben 0-6 ay iginde,
Hindistan’da 2-3 yil icinde baslar. Genelde ilk 6nce ylzde yanaklar
ve elmaclkk kemikleri Uzerine vyayillmis kizariklik seklinde
gorilmesine ragmen, aslinda vicudun baska boélgelerinden de
baslayabilir. Baslangic lezyonu makuller, makulopapller veya

nodduler olabilir (156). Lezyonlarda bol miktarda parazit bulunur. Bu
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yluzden PKDL'nin epidemiler arasindaki periyodlarda rezervuar
gbrevini strdirmesi bakimindan epidemiyolojik dnemi buyuktur.
Patogenezinde immunolojik bir mekanizma yer almakta, periferik
kanlarinda yuksek interlékin 10 (IL10) bulunan VL hastalarinda
PKDL beklenmektedir. VL esnasinda monositlerde interferon y (IFy)
sentezlenmez. Ancak PKDL'de bu durum degismistir. VL tedavisinin
ardindan deride bulunan bir miktar parazite karsi monositlerde
sentezlenen IFy derideki inflamasyon reaksiyonunu artirir.
Hindistan PKDL’sinde tedavi sarttir. Ancak Sudan’da kroniklesip

kroniklesmedigine gore karar verilir.

2.7. MOLEKULER DUZEYDE PATOGENEZ

2.7.1. Konaktaki gelisim ve cogalma

Kum sinedinin tikriginde bulunan bazi maddeler parazitin
infeksiyon olusturmasina yardimci olur (138). Phlebotomus
papatasi’nin tikrigl makrofajlardaki protein fosfataz 1 ve 2 ile
nitrik oksit yapimini inhibe ederken, ayni zamanda T helper 1
yanitini azaltir, T helper 2 yanitini da artirir. Hicresel ve molekiler
dizeydeki bu durum konadgin aleyhinedir (138). Dahasi, kum
sineginin tukrtginde glcli bir vazodilatatdér olan ve sinegin daha
bol kan emebilmesini saglayan maxidillan a adinda 7 kDa’luk bir
peptid vardir. Maxidillan a’'nin cAMP’yi etkileyerek kalsium

kanallarini actigi ve hiicre icindeki kalsiyumu azaltarak arteriollerde
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dilatasyona neden oldugu distntlmektedir (138). Maxidillan a’nin
reseptdéri olan protein bir c¢cok vicut hlcresinde bulunur. Bu
hicrelerin icinde diz kas hucreleri ve makrofajlar da sayilabilir. Bu
peptidin konaktaki diger etkileri TNF-a salinimini inhibe etmek,
makrofajlardaki IL-6 sentezini arttirmak, prostaglandin E2 yapimini
stimile etmek olarak sayilabilir. Bunlarin hepsinin, parazitin
konaktaki yerlesimine katkida bulunan mekanizmalar olduklari var
sayllmaktadir (138).

Isirik yerinden vicuda giren ve ekstraselltler alanda toplanan
promastigotlarin makrofajlar tarafindan fagosite edilmelerinin
ardindan, hlcre yuzeylerinde bol miktarda bulunan
lipofosfoglikanlar (LPG) sayesinde hicre icinde tutunduklan
distnulmekle birlikte, makrofajlardaki C3 reseptdrlerinin de bunda
rolt oldugu bilinmektedir (138). LPG ve parazitin ylzeyindeki diger
glukokonjugatlar, girdikleri hicrenin icinde daha infeksiyonun
baslangic evresinde lizozomlar tarafindan yok edilmelerini
engellerler. Hem lizozomlarin olusum mekanizmalarina, hem de
parazitofor vakuolle birlesmelerine olumsuz etki yaparlar. Bdylece
parazit lizozomlarin asidik igerigine direncgli olan ikinci evresine
donldsmek icin ihtiyac duydugu rahatlama zamanini bulmus olur
(138). Ayrica promastigot baska bir mekanizmayla da makrofaj
sitokinlerini kendisine gére reglile eder. Bdylece parazitofor vakuoll

icinde varligini strdurebilir (138). Amastigot icin, icine alindigi
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intraselltler kovuk hic de glvenli degdildir. Lizozomlarin asit
hidrolazlarina ne kadar dayanikliysa o kadar yasar. Hlcresel immun
yaniti geciktiren IL-12 salinimini yeniden dlzenler. Ayrica
endoproteazlar araciligiyla makrofajlarin antijen sunum
mekanizmasi ile etkilesime girer. Sonra parazitofor vakuol iginde
bélinmeye baslar ve sonunda hlcreyi patlatir. Siklosporin A
bélinmeyi inhibe eder. Interstisyel aralia gecen amastigotlar
baska makrofajlar tarafindan fagosite edilirler (138).

Promastigot membraninda 63 kDa’luk bir metalloproteaz olan
leishmanolysin vardir. Daha o6nce bu proteinin, yani gp63’Un
parazitin hicre ici yasaminda roli olduguna inaniliyordu.Ancak
zaman icinde bu proteinin parazitin bdlinmesinde bir islevi
olmadigini  gostermistir. Bununla birlikte gp63 kompleman
sistemine bagh bir lizis mekanizmasi ile etkilesime girip,
promastigotun hiicreye girerken glivenli gecisini saglar (138).

2.7.2. Vektordeki gelisim ve cogalma

Kum sinedinin icinde amastigotlar bulunan kani almasindan
sonra, sinekte amastigotun promastigota doénudsimi parazitin
ylzeyinde LPG’lerin artmasi ile baslar. Bdylece sinegin 06n
bagirsagindaki  epitel hicrelerinin  ylzeyindeki karbonhidrat
baglayan ligand ile etkilesir. Bu da parazitin tutunmasini
kolaylastirir.  Parazitin sonraki evrelerinde LPG’'nin terminal

karbonhidrat yapisi degisir. Bu sayede devam eden evrelerde
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parazit, degisik karbonhidrat-LPG etkilesimlerini kullanarak sinegin
bagdirsaginin alt bélimlerine dogru ilerler (84). Amastigot kitinden
yogun peritropik membranini kullanarak sinegin orta bagirsaginda
asit hidrolazlardan korunur (106). Eger bu membran kitinaz enzimi
kullanilarak ortadan kaldirilirsa, emilen kanin sindiriminden birkag

saat sonra amastigot yok edilir.

2.8. PATOLOJI

VL'li hastada dalak tutulumu cok yogundur. Butin kirmizi
pulpa parazit tarafindan infiltre edilmistir. Kesitlerde yaygin infarkt
alanlari gorulir. Karacigerde ise Kupffer hicreleri hipertrofik ve
hiperplastik olup, adir bir sekilde parazit infiltrasyonuna ugramis
durumdadir.  Sinuzoidlerin  disina  tasmak  (Gzeredir. Agir
infeksiyonlarda bu infiltrasyon santral venlere kadar uzanabilir.
Eder vendz konjesyon varsa karacigerde glive yenigi nekrozlar da
nadir degdildir. Bununla birlikte ciddi bir karaciger hasarindan so6z
edilemez. Ayrica bol miktarda makrofaj, lenfosit ve plazma
hicrelerinden olusan yaygin grantlomlar da vardir. Bu durumda
bile granilomlarda az miktarda parazit vardir ve hepatositler de
normaldir (85). Bazen bunlarin ardindan perisinuzoidal fibrosis
gelisebilir. Uzun slre kalip adeta kroniklesmis VL olgularinda siroz
oldukca nadir goérulen bir komplikasyondur. Gastrointesinal

sistemde duodenal ve jejunal mukoza incelmis olup, villus atrofisi
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vardir. Submukoza, tamamen parazitle dolu olan makrofajlar,
lenfositler ve plazma hicrelerince infiltre edilmistir (85). Kemik iligi
hiperplastiktir, ancak hem eritropoez, hem de eritrosit gelisimi
bozulmustur. Deride ve kan dolasiminda parazitlere rastlanabilir.
Hastalarin 1/3’GUnde icinde amastigot bulunan monositlerin bol
bulundugu interstisyel pndémoni vardir . Retikliloendoteliyal
sistemin hem hlcrelerce hem de parazitlerce isgal edilmesi elbette
ki bir takim laboratuvar bulgularini da beraberinde getirir.
Globulinler, 6zellikle de IgG ve IgM asiri miktarda yapilirlar. Bazen
bu degerler IgG'de normalin bes katina, IgM’de de iki katina kadar
cikabilir (85). Bunlarin bir kismi anti-Leishmania antikorlari, bir
kismi plazma hicreleri tarafindan Uretilen poliklonal antikorlardir.
Bu sayede kompleman aktive olur, kompleman duzeyleri dlser ,
kriyoglobulin ve romatoid faktdér gibi immuin kompleksler hatin
sayillir miktarda yiiksek titrelere cikarlar. Uveit ve nefrit immin
komplekslerin neden oldugu komplikasyonlardir; nadir de olsa
bazen goérulebilirler. Bir kisim hastalarda proteintri goérulir. Bu
kisilere uygulanan renal biyopsi sonucunda, IgG ve kompleman
iceren kompleksler saptanmis, hilcreye ise rastlanmamistir.
Hindistan’da goérilen olgularin %5’inde geriye ddnebilen bir bobrek
yetmezligi gelisir. Olimciil olgularda ise interstisyel nefrit gérilir

(85).
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Rutin biyokimya incelemesinde karaciger enzimleri normal
bulunur (85). Plazma albumini c¢ok diUsmustur. Bazen 2 g/dl
degerinde bile bulunabilir. Ancak bunun nedeni azalan sentez mi,
artmis katabolizma mi, yoksa intestinal kayiplar mi, halen
bilinmemektedir. Hastaligin erken evrelerinde burun kanamasi
gorulebilmektedir. Protrombin dlizeyleri normaldir. Ge¢ donemlerde
gorulen kanamalar ise muhtemelen azalmis pihtilasma faktoérleri ve
trombosit sayisina baghdir. Bazi olgularda ciddi diyare gelisir.
Sekonder bagdirsak infeksiyonlari da VL'de sik gorildr. Bunu kas,
yag ve vitamin eksiklikleri izler. VL'de goérilen kardiyak ya da
pulmoner 6demin ise O&lgitld ve 06zgln bir belirtisi yoktur (85).
Pansitopeni mutlaka gorilir. Dalakta tutulan ve hemolize ugrayan
eritrositlerin yart 6mriu kisalmistir. Gittikce hemolitik karakterde bir
anemi gelisir. Retikllositoz da baskilanmistir. Hemoglobin seviyeleri
7 g/dl civarlarinda olup, bazen 4 g/dI'nin altina distigi bile olabilir.
Anemi cok hizl gelisir. Ayni sekilde noétrofilller de dalakta tutulur,
daha tam gelisemeden yikima ugrarlar. Lékosit sayilari genellikle
2-3 bin/mm?® seviyelerindedir. Eozinopeni mevcuttur. Trombosit
seviyeleri de yikimin artmasindan dolayr 100-150 bin/mm?

civarinda dolagsmaktadir (85).
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2.9. TANI

Leishmaniasis tanisi bir c¢ok farkli laboratuvar ydntemi
kullanilarak konulabilir (136):

1. Direkt parazitolojik tani : Doku, in vitro kdltir, deney
hayvani inoklilasyonu gibi kaynaklardan izole materyalin lam
Uzerine vyayillip boyanmasi ile elde edilen preparatlarin 1sik
mikroskobu altinda incelenmesidir. Bu sekilde dogrudan parazit
gorulerek tani konulur. Ayrica histopatolojik inceleme de bu grupta
degerlendirilebilir.

2. Molekdiler tani: Klinik 6érneklerden elde edilen materyal
kullanilarak parazit DNA’sinin saptanmasi. Bunun icin polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) kullanilir.

3. Serolojik tani: Doku, kan, idrar gibi 6rneklerde
immunodiagnostik ya da bir baska deyisle serolojik ydntemlerle
spesifik veya nonspesifik anti-Leishmania antikorlarinin
(immuanoglobulinlerin) saptanmasi.

2.9.1. Parazitin izolasyonu ve gosterilmesi

Tani koymak icin en sik kullanilan yéntemdir. Dalak, kemik
iligi, karaciger, deri lezyonu, lenf digimiu gibi dokulardan
aspirasyon yoluyla elde edilen drnekler; periferik kan ‘buffy coat’
ornekleri bu yéontemde kullanilir. Amastigotlar 2-5 um boyutunda,
yuvarlak ya da oval sekillidirler; monosit ve makrofajlar icinde

intraselliler ya da ekstrasellliler olarak bulunurlar. Sitoplazmalari
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Giemsa boyasiyla soluk mavi, nitkleuslari da gbérece olarak buyuk
ve kirmizi boyanirlar. Nukleusa benzeyen ama daha kuiglk ve
hicrenin bir kdésesinde yerlesmis olan gubuksu sekilli kinetoplast da
secilir. Incelemede gérillen parazit yodunlugu daha ©6nceden
hazirlanmis logaritmik bir tabloya gére 0’'dan +6’ya kadar degisen
bir 6lcek ile belirlenir (0: Immersiyon objektifi ile yapilan
incelemede hicbir alanda parazit yok; +6: Alandaki parazit
sayisi>100) (135). Kemik iligi ince yaymasi mikroskobik
incelemesinin tanisal duyarhlik dedgeri %60-85 civarindadir. Son
derece riskli bir invaziv girisim olan dalak ince igne biyopsisi ehil
ellerde yapildiginda, bu 6rnekle hazirlanan yaymalarin mikroskobik
incelemesi %95'in (zerinde duyarlihk dederine ulasabilmektedir.
Ancak son derece frajil, bliylik ve yumusak dalagi kanatmak da
kolaydir. Alinan materyalin in vitro kiltlire ekilmesi elbette ki
duyarlihgr artiracaktir.  Kultir, diagnostik amaclar disinda
immunolojik tani yéntemleri icin yeterli sayida antijen elde etmek
ve tlr belirleme calismalarinda yeterli sayida parazit kullanabilmek;
hayvan inoktllasyonlarinda kullanilmak lzere yeterli sayida parazit
elde etmek; in vitro ilag calismalari yapabilmek ve makrofajlarla
amastigotlar arasindaki iliskiyi incelemek igin de birinci sirada gelen
bir ydntemdir (135).

Leishmania suslari besiyerlerinde promastigot formunda

bulunurlar. Kultir amach besiyerleri monofazik ya da difazik
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olabilirler. Birinci gruba 6rnek olarak Schneider besiyeri, M199,
Grace besiyeri; ikinci gruba o6rnek olarak Novy-McNeal Nicolle
besiyeri, Tobies besiyeri gibi besiyerleri verilebilir. Genelde difazik
besiyerleri daha yaygin kullanim alani bulmaktadirlar.

Makrofaj ile amastigot arasindaki iliskilerin incelendigi
calismalarda amastigot doku kdultirinde ya da hicre kultlirinde
uretilir. HGcre kaltlra serileri;

a) Insan periferik kaninda bulunan monositler, ki bunlar
lenfosit ayirma besiyeri icinde yodunluguna gore lenfositlerden
ayrildiktan sonra kullanilirlar;

b) Daha 6nceden hazirlanmis makrofaj hicre kiltirl serileri
(6rnegin fareden hazirlanan P388D ve 1J774G8 gibi seriler);

c) Képek sarkoma vya da hamster peritoneal hicre
eksudatlarindan elde edilirler (135).

Deney hayvanlarina inokulasyon aslinda tanisal olarak pek de
kullanish bir yéntem sayilmaz. Clnk0 inokulasyonun ardindan aylar
sonra da sonug verebilir. Deney hayvani olarak hamster, kobay ya
da fare kullanilabilir (135). Bununla birlikte altin hamster
L. donovani kompleksine ait olan tlrler icin en iyi secimdir (138).
Inokulasyon cesitli sekillerde uygulanabilir: Ornedin  mukdz
membranlar yoluyla, intraperitoneal, intrasplenik gibi...
Inokulasyonun ardindan hayvan haftalik olarak izlenmeye baslanir.

Deri lezyonlari, organomegali, metastatik lezyonlar bu incelemede
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aranacak bulgulardir. Infeksiyon bulgulari gérildigiinde biyopsi
yoluyla amastigotlar elde edilir. Ama eger herhangi bir infeksiyon
bulgusu olusmamissa, hayvan dért ay sonra itlaf edilerek, direkt
parazitolojik inceleme gergeklestirilir.

Sonug olarak, yapilan tim mikroskobik incelemelerde sadece
tek bir amastigota dahi rastlanmis olsa, ya da, sadece besiyerine
ekim sonucunda promastigotlar da goérllse, hastalik acgisindan
pozitif diyebilmek icin yeterlidir. Ancak direkt parazitolojik inceleme
her seyden 6nce son derece deneyimli ve mikroskopta amastigotu
gérmeye ileri derecede alisik personel gerektirir. Ustelik besiyerine
ekim yontemi tanisal acidan degerlendirildiginde en az ¢ hafta
gerektirmesi ydnluyle zaman alicadir (135). Bdyle olsa da
laboratuvar kosullarinin ileri ydntemler icin vyetersiz oldugu
durumlarda basvurulabilecek tek yontem olarak kalabilmektedir.

2.9.2. Parazit DNA’sIinin gosterilmesi

1980’lerin basindan bu yana parazit DNA’sinin gdsterilmesi igin
hibridizasyon ve benzeri c¢esitli teknikler kullaniimistir. Bu
yontemlerin duyarhiigi géz oOnidne alindiginda, hibridizasyonun
karisik bir prosedurid olmasi nedeniyle rutin uygulamalar arasina
dahil etmek mimkin olmamistir. PZR teknigi Leishmania molekiler
biyolojisine ve tani ydntemlerine son derece gucli bir katki
yapmistir. Hedef olarak kinetoplast DNA’sinin (kDNA) secimi bu

konuda son derece isabetli olmustur. kDNA icinde yer alan
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“minicircle” béliminin binlerce kopyasi bulundugundan , PZR icin
ideal bir hedef haline gelmis, testin duyarhligini arttirmak icin essiz
bir firsat olmustur. Son yillarda tani amacli PZR yéntemi igin bir gok
yeni hedef DNA bdlgeleri tanimlanmis, yliksekduyarhlik ve 6zginlik
degerleriyle kendilerine popller bir kullanim alani bulmuslardir
(12,30,105,135). Sudan’da yapilan bir calismada kDNA PZR’nun
duyarlihgi, lenf digimi ve kemik iligi biyopsileriyle elde edilen
materyalin  mikroskobik incelemelerine gbre daha yuksek
bulunmustur. Ancak VL olgularinda, perifer kandan alinan
orneklerle yapilan calismada duyarlilik dederi sadece %70 olarak
saptanmistir (30,135). Hindistan’da VL olgularinin kan érnekleri ile
yapilan bir calismada %96 duyarlihga ulasiimis, PKDL hastalarinin
deri orneklerini kullanarak yapilan calismada da duyarliik dedgeri
%93,8 olarak bulunmustur.

Bir bagska DNA tabanli yontem olan PZR-ELISA ydntemi VL
tanisinda periferik kan kullanimini daha da kolaylastirmaktadir
(135). Bu ydntem biraz daha zaman alici olmakla birlikte, 6zellikle
periferik parazit yukld daha fazla olan immiun sistemi baskilanmis
VL'li kisilerde bir damla kan emdirilmis filtre kagidi test materyali
olarak daha da deder kazanmaktadir. Bu Kkisilerin kanlari
kullanilarak yapilacak mikroskobik inceleme duyarhligi (%26,3) ile
kan kdltdrindn  duyarhliginin @ (%42,3) vyaninda PCR-ELISA

yonteminin duyarlihdr (%75) g6z oOnine alindidinda, bu tir bir
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toplulukta tarama testi olarak da son derece yararli olacaktir (135).
Ayrica biyopsi materyali elde etmenin riskli oldugu durumlari
elimine etmek icin de kullanishdir (37). Diagnostik amacl olarak
kullanilan en populer PZR hedef bélgeleri sdyle siralanabilir:
e kDNA minicircle sabit bélgesi
e Nuikleusta ssu rRNA geni ile Isu rRNA genleri arasindaki ITS
operonunun ITS-1 bdlgesi
e Gp63 proteinini kodlayan gp63 geni
e Nukleustaki, ribozomun klglk alt Unitesini kodlayan ve
tirden tire polimorfizm gdsteren ssu rRNA geni

2.9.3. Immunolojik yontemler

2.9.3.1. Antijen saptama

Antijen saptama yontemlerinin 6zglUnliglu antikora dayali
yontemlere gdére daha yulksektir. Ayrica hasta kiside antikor
Uretiminde bir eksiklik varsa (6rnegin AIDS’liler) antijen saptama
tercih edilmelidir. De Colmenares ve arkadaslarn (136) Kala-Azar’l
hastalarin idrarlarinda 72-75 kDa ve 123 kDa bulyukliginde iki
polipeptid fraksiyonu saptamislardir. Bunlarin ilkinin duyarlihgi
%96, 6zglnligl %100 olarak bulunmustur. Bu antijenler, tedavinin
baslamasindan sonraki g hafta icerisinde idrardan
kaybolmaktadirlar. Bu nedenle prognozun takibinde de &énem
tasidiklari  bildirilmektedir. Hastalarin  idrarlarindaki  antijeni

belirlemek icin yeni bir lateks aglitinasyon testi (KATEX)
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gelistirilmistir. Bunun duyarlihigi %68-100 arasinda dedismekte
olup, 6zglnligl de %100 dederindedir. Bu antijen infeksiyonun cok
erken ddénemlerinde saptanabilir. Deney hayvani calismalari
gbdstermistir ki; tedaviden hemen sonra bu antijenler ciddi bicimde
disme egdilimine girmektedir. Bu yontemin uygulanmasi oldukca
kolaydir ve saha kosullarinda uygulanabilmektedir.

2.9.3.2. Antikor saptama

Napierin formol jel ya da aldehid testi, Chopra’nin antimon
testi ve benzeri gibi testler olusan nonspesifik antikorlari
gostermektedir. Bunlarin 6zginliginidn eksik olmasi, devaml
degisen duyarliliklari bu testleri son derece glvenilmez
yapmaktadir. Bu yuzden vicutta gerek parazit antijenlerine,
gerekse baska nonspesifik antijen ve haptenlere Kkarsi
immunglobulinlerin  sentezlendigi bilindiginden beri, bunlarin
saptanmasina dayali metodlar VL'in varliginin saptanmasini ¢ok
kolaylastirmistir (136). Geleneksel antikor saptama ydntemleri
arasinda jel difGzyonu, kompleman fiksasyon testi, indirekt
hemaglitinasyon testi (IHA), indirekt fluoresan antikor testi (IFA),
karsi akim  immunelektroforezi  sayilabilir  (136). Klguk
laboratuvarlardaki pratik guglikleri bir yana birakirsak, yukaridaki
testlerin hepsinin 6zglnlik ve duyarliiklari bir takim sinirlayici

faktorlere baglidir.
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IFA teknigi ilk kez 1972'de Walton ve arkadaslar tarafindan
leishmaniasis hastalarinin serumlarindaki antikor titrelerinin élgimu
icin kullanilmistir. 1991'de Rachamim ve arkadaslari kdpek
serumlari kullanarak yaptiklar bir calismada ELISA yénteminin IFA
ile karsilastirilabilecek dogrulukta sonuclar verdigini bulmuslardir.
Bu, ayni anda cok daha fazla hasta serumu ile calisilabilecek olmasi
ve pratikteki uygulanabilirligi nedeniyle ELISA'nin tercih
edilebilecegi anlamina gelmektedir. 1995'te Manciani ve arkadaslari
290 kopek serumu kullanarak yaptiklari bir calismada, ELISA ve
IFA teknikleri igin duyarliik dedgerlerini sirasiyla %99,5 ve %98,4
olarak bulmuslar, ancak IFA tekniginin 6zglnlik degeri (%100)
ELISA'ninkinden (%97,1) daha yliksek olarak elde edilmistir.

Direkt aglitinasyon testi (DAT), gbrece olarak uygulamasi
daha basit, glvenilir ve saha c¢alismalarinda kolaylikla
uygulanabilecek bir yontemdir. Hasta serumundaki antikorlarin
isaretli promastigotlarla plak kuyucugunda aglitinasyon
olusturmasi ilkesine dayanir (1,2,129). 1988 yilinda, Kala-Azar'da
oldukca kullanish oldugu belirtiien modifiye bir DAT kullaniimis;
daha stabil oldugu bildirilen ve dondurulup liyofilize edilerek
hazirlanan antijen sayesinde, bir c¢ok Ulkede endemik takip
amaciyla vyararlh bulunarak saha c¢alismalarinda uygulanmaya
baslamistir (41). DAT’'nin bir cok avantaji bulunmakla birlikte,

tedavi sonrasinda tam iyilesme durumunda bile uzun sire
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serumdaki antikorlari gosterdiginden prognozu izlemek igin iyi bir
arac olup olmadigi tartismalidir (41,129).

ELISA yonteminin leishmaniasiste kullanimi icin sunlar
soylenebilir: Duyarlihgi oldukca yiksek olmakla birlikte, 6zginligu
tamamen kullanilan antijene baghdir. Siklikla kullanilan antijen ham
eriyik antijendir (crude soluble antigen, CSA). CSA parazitlerin
defalarca dondurulup eritiimesinin ardindan cok ylksek devirlerde
santrifij edilmeleriyle hazirlanir. Bundan sonra g¢okeltiden ayrilarak
PBS icindeki eriyik kullanilir. Ancak burada ELISA plaklarinin
kaplanacadi bu sivinin protein icerigi cok énemlidir. Bu deger 100-
5000 ng/ml olabilir. Bu konsantrasyonda CSA kullanildiginda ELISA
testinin duyarlihdinin  %80-100 dederlerine ulastigi bildirilmis,
ancak trypanasomiasis, tuberculosis ve toxoplasmosisli hastalardan
alinan serumlarla karsilastirildiginda olusan capraz reaksiyonlar
engellenememistir. Ote yandan 66, 72, 116 kDa’luk antijenlerle
gerceklestirilen ELISA testlerinin 6zgunlikleri %100’e ¢cikmis, ancak
duyarlilhiklari %37,5ta kalmistir (136). Sundar ve Rai, 2002 yilinda
Palatnik-de-Souza ve arkadaslarinin, 36 kDa’luk fukoz-mannoz
ligand glikoproteinini antijen olarak kullandiklari ELISA testinde
%100 duyarlihik ve %96 06zglnlik dederlerini elde ettiklerini
bildirmislerdir (136). Son calismalara gore ise eder CSA'nin elde
edilecegi promastigotlar proteinsiz bir besiyerinde cogdaltilirlarsa,

ELISA testinin visseral leishmaniasis tanisinda %95-100'e varan
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duyarlihk ve 06zglnlik degerleri sergileyebilmesi mimkindir
(113,129,136).

rK39 adi verilen ve L. donovani kompleksine ait tim tlrlerin
neden oldugu VLli hastalarin serumlarinda antikor yaniti
olusturdugu gozlenen rekombinant bir antijen, hastaligin akut
evresi daha baslarken bile olumlu yanit vermektedir (129,136).
Antijen ilk kez L. chagasi’den elde edilmistir. Bu antijen kullanilarak
VL'li ve immin sistemi baskilanmamis hastalarda yuksek antikor
dizeyleri goésterilmistir. Bu antijen ile gerceklestirilien ELISA
sonuglari %100 duyarli ve 6zgun bulunmustur (68,136). Daha da
onemlisi anti-rk39 antikorlarinin titreleri dogrudan hastaligin ne
kadar aktif olduguyla iliskilidir. Bu sayede VL'li hastalarin tedaviye
verdikleri yaniti degerlendirmek acisindan da dederlidir. Hasta
kisilerin rK39 antijenine verdikleri antikor yanitinin titreleri, CSA'ya
verdikleri titre yanitindan 59 kat daha gulcli bulunmus, tedavi
sonrasinda gorilen distsin de c¢ok daha keskin oldugu
belirlenmistir. Bu bulgu hastaligin takibi acgisindan ¢ok degerlidir.
Hastallk alevlendiginde antikor titreleri gorinir bicimde
artmaktadir (68,136). Endemik bdlgelerde saha kosullarinda ileri
teknoloji gerektiren ve uygulanmasi karmasik  testler
kullanilamayacagi icin, hizli, ucuz, uygulanisi basit ve herhangi bir
uzmanlik gerektirmeyecek testlere daima ihtiyag vardir. Bu

baglamda rK39’a dayali, saha kosullarinda son derece kolay
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kullanilabilecek bir “immuino-kromatografik strip test” gelistirilmis,
VL hastalarini iceren ilk genis kapsamli saha calismasinda %100
duyarli ve %98 06zgin bulunmustur (134). Bunun ardindan
Hindistan ve cevresinde yapilan calismalarda da benzer degerler
bulunmustur (16,134,136). Ancak daha sonra Sudan’da yapilan bir
calismada duyarlilik %67 (136,157), Glney Avrupa’da yapilan bir
calismada %71,4 (62,135) olarak bulunmus, PKDL'li hastalarda
yapilan bir calismada ise %91 dederi elde edilmistir (116,136). Bu
farkliliklar farkh etnik gruplarin verebilecegi farkli imm{n yanitlara
baglanmistir. Ozgiinlik agisindan degerlendirildiginde ise %97-100
arasinda rakamlar elde edilmistir. Butln bu calismalar goéstermistir
ki, rK39 immuno-kromatografik strip testi, VL tanisini saha
kosullarinda koyabilmek ve tarama c¢alismalar yapabilmek
acisindan; Ustelik de herhangi bir egitim de gerektirmedigi ve cok
ucuz oldugu icin son derece kullanishdir (141).

Ozgiin antikorlar Western Blotting (WB) yéntemiyle tespit
edilir. Bu yéntemin avantaji cok kucluk antijenik varyasyonlari ve
capraz reaksiyon veren antijenleri bile gdsterebilmesidir. Ancak
zaman alicl ve pahali bir yéntemdir (127,136).

2.9.3.3. Leishmanin deri testi

Diger adiyla Montenegro deri testi Leishmania parazitlerine
karsi olusan gecikmis tipte asiri duyarhlik reaksiyonunu goésterir. Bu

yontemde fenol ile élduridlmids 0,5 ml parazit (5-10 promastigot
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olacak sekilde), 6n kolun dis ylzlinde cilt altina enjekte edilir. Diger
kola da fenol-salin solusyonu enjekte edilir. 48-72 saat sonra her
iki kolda olusan endurasyon Odlgilerek karsilastinlir. Halihazirda
herhangi bir leishmanin standardi bulunmamaktadir. Tum turlere
ait leishmaninler birbirine benzer ve Ustelik de nonspesifiktirler.
Test akut VL hastalarinda hentz gecikmis tipte asirn duyarhhk
reaksiyonu olusmadigi icin negatif; tedavi olmus hastalarda ise

pozitiftir (136).

2.10. TURLERIN VE ALT TURLERIN SAPTANMASI

Leishmaniasis epidemiyoloji calismalari temel olarak hangi
Leishmania tur ve alt tlrlerinin dinya Uzerinde nasil dagildigini ve
ait olduklari bdlgedeki vektdér ve konaklarla olan iligkilerini inceler.
Bu konuda son vyillarda yapilan calismalar epidemiyolojik verilerin
zaman icerisinde dinamik bir sekilde degistigini ve asla sabit
kalmadigini géstermistir. Dlnya lzerinde gittikge artan demografik
hareketlilik, c¢evresel ve iklimsel kosullardaki hic durmayan
degiskenlik  epidemiyolojik  verilerdeki dinamizmin temel
nedenleridir. Bunlarin incelenmesinde ilk yapilmasi gereken saha
calismalar ve kliniklerden toplanan &érneklerin tir ve alt tidrlerinin
belirlenmesidir. Ote yandan hastaliga klinik yaklasimda dogru takip,
etkenin patojenite potansiyeli ile hastaligin prognozu arasinda

dogru iliskiyi kurabilmek sayesinde mimkun olur. Parazitin tirdnd
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belirlemek hangi etkenin ne sekilde tedavi edileceginin
belirlenmesi, dogru bakim ve izlem ydntemlerinin tercih edilmesini
kolaylastirmaktadir. Leishmania tlrleri ginimuiz kosullarinda su
yontemler kullanilarak ayirt edilmektedirler:

2.10.1. izoenzim Analizi

izoenzim analizi genel olarak Leismania tirlerinin tanisi igin
referans yontemi olarak kabul edilir. Suda eriyen enzimlerin
poliakrilamid veya selliloz asetat jel kullanilarak elektrik alandaki
mobilitelerinin dederlendiriimesi esasina dayanir. Bu yodntem
sayesinde belirli tirlerle iliskili olarak degismeyen enzim kalip
modelleri elde edilmis ve bunlarin her biri ayri bir zimodem olarak
referans haline getirilmistir. Yeni bir tirin hangi zimodeme ait
oldugunun belirlenebilmesi icin 10-20 enzim izoelektrik fokuslama
(IEF) yéntemiyle cahsilmahdir (66,88,104). Ornedin; 1992'de
Gramicca ve arkadaslari zimodem analizi yoluyla L. infantum’un
visserotropik ve dermatotropik suslarini bulmuslardir. Izoenzim
analizi yontemi, yogun calisma gerektiren, zaman alici ve siradan
laboratuvar kosullarina uygulanamayacak kadar karisik bir
yontemdir. Bu nedenle sadece 06zel bazi merkezlerde
gerceklestiriimektedir. Bu merkezler kendi zimodem siniflamasi
olan, uluslararasi kabul gérmdis, bilgi ve arsiv destegi uluslararasi
dlizeyde saglanan ve desteklenen; kendilerine 6zgli kodlar

kullanarak siniflama yapan laboratuvarlardir. Ornedin Londra
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Hijyen ve Tropikal Tip Okulu analizini yaptigi Leishmania suslarina
LON ile baslayan; Fransa’daki Montpelier Universitesi ise MON ile
baslayan kodlar verir .

2.10.2. Ekskresyon Faktorii (EF)

Bu yontem tir dizeyinde tani koyabilmek icin kullanilir; ancak
bazi tdrler ayrihir, bazilari da ayrilamaz. EF sivi besiyerindeki
promastigotlarin, bulunduklari ortamda olusturduklari suda
eriyebilen antijenik glukokonjugat bilesikleri anlamina gelir (32). Bu
yontemde sivi besiyeri EF bilesiklerinin anti-Leishmania antikorlari
ile presipite edildikleri jel difizyon ydnteminde, dogrudan jele
konulur.

2.10.3. DNA’'ya dayali yontemler

2.10.3.1. Klasik yontemler; hibridizasyon ve
restriksiyon:

Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nun bilim dinyasina sunumundan
Once radyoaktif elementlerle isaretlenmis problar kullanilarak
yapilan hibridizasyon, yani “Southern Blotting” (SB) DNA'nin tayini
icin kullanilan en duyarli yéntem olmustur. 1989'da Van Eys ve
arkadaslarn nukleer DNA’dan tirettikleri iki rekombinant prob ile
(143) bu yontemi leishmaniasis igin ilk kez kullanmig, ayni yil Smith
ve arkadaslari bu yontemle rutin uygulama icinde 10 bin
promastigotun varhgini goéstermistir (130). 1992’de Gramiccia ve

arkadaslarn L. infantum icin spesifik bir kinetoplast probu
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gelistirmisler, bundan bir yil dnce de Laskay ve arkadaslari ezilmis
kum sineklerini naylon membranlara emdirdikten sonra,
L. aethiopica DNA’sini  prob olarak kullanip, bir dot blot
hibridizasyon islemi gerceklestirmisler, infekte oldugu mikroskobik
incelemeyle dogrulanmis olan her bir kum sineginde, ayni seviyede
hibridizasyon tespit edilmistir (72). Bu siralarda tim arastirmacilar
dikkatlerini minicircle’a yoneltmislerdir. Clinkl kDNA'nin igeriginde
minicircle’dan 10 bin kopya vardir (20). Lambson ve arkadaslari
2000 yiinda kDNA minicircle’indan bir bdlimuU klonlayarak sadece
L. donovani kompleksine ait tlrlerle hibridize olan bir prob
gelistirmisglerdir (70). 1995 yilinda Lee ve arkadaslari tarafindan
L. amazonensisin kDNA’sinin “maxicircle”inda, sadece bu tlre
6zgu, Adenin ve Timin‘den zengin, Ustelik de insan icin patojen
olmayan tlurlerde bulunmayan ve tekrarlanan bir DNA dizisi
bulunmus (75), 1991'de Howard ve arkadaslari Lmet2 probunun
dizisini yeniden dizenleyerek, 60 baz parcas!i (bp) uzunlugunda
tekrarlayan bir hibrid elde etmislerdir. Bu dizi L. donovani’den elde
edilmis ve sadece L. donovani kompleksindeki tirlerle hibridize
olmustur . Bu prob, radyoaktif olarak isaretlenip dot blot analizi igin
kullanildiginda 1000-10000 promastigotu saptayabilecek
duyarhliktadir (56).

1984'te ilk kez ekstrakte edilerek saflastirilmis olan kDNA'ya

restriksiyon enzimleri aracihigiyla Jackson ve arkadaslari tarafindan
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tani amacgh olarak RFLP ydntemi uygulanmistir. Bu ydéntemin
duyarlihgr klinik o6rneklerde dodgrudan uygulamayi zorlastiracak
kadar diasuktar.

2.10.3.2. PZR'na dayali yontemler:

2.10.3.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu 1985te ABD’nin California
eyaletinin Emeryville kentindeki Cetus Corporation adh firmanin
arastirmacilarindan Kary B. Mullis tarafindan bulunmustur. Mullis’in
yontemi son derece zaman alici bir ydntemdi. Termostabil Tag DNA
polimeraz enzimi gelistiriimeden, her bir siklusta taze enzim
eklemek gerekiyordu (Ilk olarak Thermus aquaticus adindaki
termofilik bir bakteriden izole edildi). Hemen ardindan termostabil
enzimle birlikte ilk termal déngl makinesi yine Cetus icinde
gelistirilmistir. “Mr. Cycle” adi verilen makine saatler siren
prosediri oldukca kisaltmistir. 1980’lerin sonlarina dogru PZR ve
ilgili teknolojilerin patenti 300 milyon Amerikan Dolarn karsilidginda
Roche firmasi tarafindan satin alinmis, Kary Mullis 1993'te buldugu
ve gelistirdi§i PZR teknidi sayesinde Nobel Kimya Odili’'ni
kazanmistir (138).

Polimeraz enzimi DNA ve RNA'nin yapimi ve tamirinde ana roll
oynayan enzimdir. PZR'nun olmazsa olmazidir. Zincir reaksiyonu
terimi ise bir DNA parcasinin yinelenme teknikleri kullanilarak

tekrar tekrar sentezlenmesi anlamina gelmektedir. Bunun
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sonucunda istenen DNA dizisinin milyonlarca kopyasi elde edilir.
DNA polimeraz 1989°'da yilin molekild secilmis, ayni yil Science
dergisinin editéri Daniel Koshland Jr. PZR'nu sdéyle tanimlamistir:
YPZR icin baslangic malzemesi herhangi bir gen dizisi veya DNA
segmentidir. Birkag saat icerisinde bu ‘hedef dizi’ milyonlarca kez
cogalir. Cift zincirli DNA molekUlinin birbirini tamamlayan iki zinciri
Isitilarak birbirinden aynilir; iki kiigik sentetik DNA parcgasi ; ki her
biri hedef dizinin bir ucundaki 6zel bir diziyi tamamlayicidir;
reaksiyonu baslatici ‘primer’ olarak davranirlar. Her primer kendi
tamamlayici dizisine badglanir, polimeraz her bir primerden
baslayarak uzun zincirin bu dizisini kopyalamaya baslar. Kisa bir
zaman icerisinde hedef dizinin eksiksiz kopyalari elde edilmistir.
Ardindan gelen déngllerde hem cift zincirli orijinal DNA, hem de
kopyalari ayrilir; tekrar primerler baglanir ve polimeraz kopyalari
clkartmaya koyulur. Bir gok dénglnun sonunda ortam, icinde hedef
diziyi bulunduran kicik DNA parcalariyla dopdolu hale gelir. Artik
bu cogaltiilmis genetik bilgi baska analizler icin hazirdir.” (109).
Bundan da anlasilacagi gibi PZR’'nun amaci herhangi bir gen
veya DNA parcasinin devasa miktarda kopyasini elde etmektir.
Ozelikle DNA dizi analizi yapilacaksa yeterli miktarda baslangig
kalibi olmasi acisindan son derece gereklidir. Reaksiyonun énemli
asamalari soyle sayilabilir: a) Denatiirasyon. 90-95 °C'de

gerceklesir. Bu asamada DNA'nin ¢ift zinciri agilarak tek zincirli hale
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gecer, bu sicaklikta tim enzimatik reaksiyonlar durur (145). Bu
sure genellikle 30-60 saniye arasindadir. b) Tutunma
(Annealing). 55-65°C'de gerceklesir. Primerler ortamda
Brownian hareketi yapmaktadirlar. Tek zincirli DNA kalibi ile tek
zincirli primer arasinda iyonik badglar kurulup kirilmaktadir. Daha
stabil baglarin kurulmasi biraz daha stlirecektir. Boylece bu kiglk
cift zincirli DNA’ya (kalip ve primer) polimeraz baglanabilir ve kalibi
kopyalamaya baslayabilir (145). Eger sicaklik c¢ok dislkse
primerler kalip DNA'ya 6zgliin olmayan bir sekilde baglanirlar. Eger
sicaklik cok yiiksekse de primerler DNA’ya tutunamazlar . Ilk birkag
baz baglandiktan sonra artik primer ile kalip arasindaki iyonik
baglar cok kuvvetlidir ve bir daha kirilmaz (145). Primerlerin kaliba
baglanmasi dogrudan erime sicakligi (melting temperature = Tm)
ile ilgilidir. 25 bazdan kisa primerler igin
Tm=4(G+C)+2(A+T)

formUlu kullanilarak hesaplanir. Genelde Tm dederinin 5 °C asagisi
PZR’'nda “annealing temperature” olarak kullanilr.

c) Uzama (Elongation). 72 °C civarinda gercgeklesir. Bu sicaklik
polimeraz icin ideal calisma sicakhdidir. Kalibin tamamlayicisi olan
bazlar polimeraz tarafindan 5° ucundan 3’ ucuna dogru eklenmeye
baslarlar. Ne zaman ki kalijp tamamlanir; ondan sonra yeniden
denatlirasyon adimi ile yeni bir dénglu baslar. PZR sirasinda her iki

zincir de kopyalandigi igin, hedef gen veya DNA zincirinin
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miktarinda suratle artan bir bldydme vardir. Bu artis 2'nin
kuvvetleri seklinde gider (145).

Son vyillarda PZR'nun c¢esitli parazitler icin farkh klinik
materyallerde kullanilabilecek hizli, duyarli ve vyeterli 6zginlige
sahip bir yontem oldugu kanitlanmistir. Cesitli gruplar Leishmania
infeksiyonunu  gOsterebilmek icin  degisik PZR  teknikleri
gelistirmiglerdir (138). Bir tek Leishmania parazitini bile
saptayabilecek kadar duyarli oldugu bildirilen PZR (126),
mikroskobik incelemeye gbére daha duyarli bulunmus (138),
serolojik yontemlerle karsilastirinca da daha yiksek duyarllida
sahip oldugu gortlmustir (14).

Leishmania turlerini ve bunlarin suslarini, aralarindaki iliskiyi
ve genetik uzakliklari saptamak icin son on vyil icinde gelistirilen
PZR tabanh yoéntemler; rRNA’yi, miniekson genlerini, kDNA'yi,
tekrarlayan nukleer DNA dizilerini ve “microsatellite” DNA dizilerini
hedef alir (42,120,139). Bunlarin bazilar tim Leishmania tlrlerini
saptarken, bazilari da infeksiyon etkenini daha ayrintili bir sekilde
tlre 06zgl olarak belirler. Bu bilgi, tani amaciyla kullanildiginda
genellikle yeterlidir. Ancak ileri seviyede epidemiyolojik bilgi
gerektiginde daha yilksek ¢ozUnUrliklt tldr tayini ydntemlerine
ihtiyac duyulur (41). Bunlardan biri klasik hibridizasyon yonteminin
PZR ile birlikte kullanilmasidir. Bir baskasi RAPD (Random

Amplification of Polymorphic DNA), en c¢ok kullanilani ise RFLP
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(Restriction Fragment Length Polymorphism = Kesim pargasi
uzunlugu degiskenligi) yani sizodem (schizodeme) analizidir.

2.10.3.2.2. Restriction Fragment Length Polymorphism
Analizi

Bu yontem cesitli organizmalarin DNA'larinin 6zel restriksiyon
enzimleri (Restriksiyon Endonukleazlari: RE) kullanilarak kesilmesi
sonucunda, tlrlere ve hatta bazen suslara 6zgi farkh uzunluklarda
DNA parcalari olusmasi ile karakterize DNA modellerinin elde
edilmesidir. Elde edilen modellere, belli bir populasyona ya da
bireye 6zgl oldugu igin "DNA parmakizi” (DNA fingerprinting—DNA
profiling) denir. Restriksiyon enzimleri DNA'y1 4-6 bp’lik 6zel
tanima bdlgelerinden keserler. Daha sonra ortaya c¢ikan DNA
parcalarinin uzunluklari jel elektroforezi yoluyla gérintulenir (60).

Restriksiyon Endoniikleazlarizi DNA metilasyon ve
restriksiyon enzim sistemleri, bakterilerde yabanci DNA’ya karsi
korunma amaciyla gelistirilmislerdir. Ilk restriksiyon endoniikleaz
1970 yilinda Hamilton Smith ve Kent Wilcox tarafindan izole
edilmistir. Bu enzimin adi Hind II konulmustur (71). DNA zincirini
0zel bolgelerden kesen bu enzimler g gruba ayrilirlar: Tip I, Tip II
ve Tip III.

Tip I ve Ill'e ait enzimler DNA zincirlerini Tanima bdlgelerinden
uzak ve rasgele keserler. Buna karsin Tip II restriksiyon

endontUkleazlari (RE), tanidiklari nukleotid dizisinin icinde ya da
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hemen yakininda keserler. Molekuler biyolojide Tip II RE'nin ¢ok
genis kullanim alani bulunmaktadir (125). Tip II'ye ait restriksiyon
enzimleri de g gruba ayrilabilirler:

a) DNA {Uzerinde belirlenmis bdlgeyi sagdan uzun bélimlere
ayiranlar: Ornek Eco R1 (kesim yeri * ile belirtilmistir)... Escherichia
coli RY13

5'-G*AATTC-3’

3'-CTAA*G-5’

b) Soldan uzun bélimlere ayiranlar: Ornek Pstl.. Providencia
stuartii

5'-CTGCA*G-3’

3'-G*ACGTC-5’

c) Kit uglu bdliimlere ayiranlar: Ornek Sma I1... Serratia marcescens
5'-CCC*GGG-3’

3'-GGG*CCC-5’

Ayni nUlkleotid dizisini taniyan RE’lere izosizomer denir.
Izosizomerler diziyi ayni ya da farkli yerlerden kesebilirler. Farkli
yerlerden kesenler neosizomer olarak adlandirilir (125). RE igin bir
enzim Unitesinin tanimi: 1 pg test DNA’sinin (genellikle lambda
bakteriyofaj DNA’sidir) tamaminin 6zel boélgelerden kesimini
optimal sartlarda 1 saat icinde yapabilen enzim miktaridir (125).
Ancak bu optimal sartlar her RE icin ayni degildir. Bazilari isiya

karsi cok duyarl iken, bazilari gérece olarak yuksek sicakliklarda
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calisir (125). Her enzimin optimum aktivite goOsterdigi c¢ozeltinin
iyon icerigi, tamponu ve pH’si farklidir. Bu yizden kendi
cozeltileriyle birlikte satilirlar. RE, ortamdaki Mg ve gliserol (Ki
enzimler gliserol icinde saklanirlar) dilzeylerinin  yiksekligi
durumunda 06zel bodlgelerinin disinda baska DNA dizilerini de
keserler. Buna yildiz (star) aktivitesi denilir. Bazen DNA birkag
farkli RE ile kesilir (125). Bunun kullanim alanlar tture 6zgl tani
elde etmekten farklhidir (molekliler klonlama, rekombinant
teknolojiler v.b.).DNA fingerprinting ilk kez Ingiliz genetik¢ci Alec
Jeffreys tarafindan 1985’te tanimlanmistir. Jeffreys, belirli DNA
dizilerinin defalarca tekrarlanan DNA bodlimleri icerdigini, bu
tekrarlarin sayisinin bireyden bireye degistigini; bu tekrarlanan
dizilerin uzunluklarindaki degiskenligin Olcllebilir ve

A\

karsilastirilabilir oldugunu bulmustur. Bu tekrar boélgelerine “ard
arda tekrarlarin degisken sayisi” anlamina gelen VNTRs (Variable
nucleotide tandom repeats) demis; bunlari incelemek icin daha
once ilk kez 1980 yilinda Ray White tarafindan tarif edilen RFLP
yontemini kullanmistir. Bunun sebebi DNA'y1 VNTRs yakinlarindan
kesebilmek icin restriksiyon enzimlerine basvurmus olmasidir. RFLP
ilk kez adli tipta kullanilmistir. Bugln ayni konuda cok genis bir
kullanim sahasi bulmaktadir (55).

RFLP yonteminin tim DNA zinciri hedef alinarak kullanilmasinin

yaninda, bir DNA dizisi hedef alinarak, PZR yontemiyle cogaltilip,
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elde milyonlarca kopyasi bulunan bu diziyi RE ile keserek daha
keskin rezolusyonlu bantlar elde etmek mimkindir. Ozellikle tir
dizeyinde tani koyabilmek amaciyla bu yéntem ¢ok yaygin olarak
kullaniilmaktadir.

Bu yontem uygulanirken, dnce yukarida sayillan 6zel DNA
bolgelerinden birisi PZR yontemi kullanilarak cogaltilir. Sonra bir ya
da birden fazla RE kullanilarak, cogaltilan hedef DNA optimum
kosullarda parcalara ayrilir. Ardindan agaroz jel elektroforezi ile bu
parcalarin uzunluklarina goére ayrilmasi sadglanir. Elde edilen
modellerin birbirleriyle karsilastirmasi yapilarak, benzerlik ve
farklihklar, yakinlik ve uzakliklar vurgulanir. Bu yonteme PZR-RFLP
ya da RFLP-PZR (ya da PCR-RFLP) yéntemi denir.

PZR-RFLP'nin Leishmania’larda kullanimina g6z atildiginda,
molekiler yéntemlerin leishmaniasisdeki gegmisine goérece olarak
uzun bir sdredir basari ile uygulanmakta oldugu goérilir (89). Hem
Trypanasoma hem de Leishmania tlrlerinde 6nemli minicircle
siniflarinin sizodem analizi (PZR uygulanmadan yapilan direkt RFLP)
20 yildan uzun bir slredir glvenilir bir sekilde kullaniimaktadir
(89). Bir mikroorganizma icin kullanilacak olan PZR-RFLP
yonteminin duyarhligi, 6ncelikle PZR'da hedef olarak secilen gen ya
da DNA bdlgesinin tekrar sayisina ve ne kadar az polimorfizm
gosterdigine; ardindan da PZR Urinlerinin kesimi icin kullanilacak

olan RE’nin diziye olan 6zginligine baghdir. Duyarhligi artirmanin
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sik kullanilan bir yolu bir DNA boélgesini hedefleyerek cogalttiktan
sonra, ilk PZR Urundndn iginde yer alan daha 6zgin bir dizi
hedefleyen ve ilkinden farklh primerler kullanan ikinci bir PZR
uygulayarak cok daha 6zglin bir DNA bdlgesini elde etmektir. Bu
yonteme “nested PZR” denir. EJer hedef DNA boélgesi baska
organizmalarda da varsa 6zglinliglu daha disik olacaktir. Yalniz
sunu unutmamak gerekir ki; tani amaciyla populer olarak kullanilan
PZR boélgeleri tir ya da sus ayrimi icin yeterince iyi olmayabilir.

Leishmania parazitleri icin kullanilan baslica PZR-RFLP
yontemleri sunlardir .

1-kDNA PZR-RFLP: kDNA minicircle 10 binden fazla kopyasi
ve 600-800 bp’lik uzunluguyla Leishmania tanisinda mikemmel bir
aractir (24). Ancak Trypanasoma’arda capraz reaksiyon verebildigi
icin Amerikan ve Afrika leishmaniasisinde 6zginligu %100 degildir.
Bu yéntem ve bunun nested olaninin daha cok tek tirin neden
oldugu epidemilerde, prognoz takibi, relapslarla re-infeksiyonlar
arasindaki ayrimi ortaya koymak acisindan oldukga yararl oldugu
bildirilmektedir (24,90). Ancak tirler arasinda ayrim igin zaman
zaman yetersiz kalabilmektedir. Cinkli kDNA zaman icinde, bazen
sustan susa ve tlrler arasinda polimorfizm gdsterebilmektedir (G.
Schénian-s6zlu bilgi).

2-ITS PZR-RFLP: Herhangi bir proteini kodlamayan bu bdlge,

tanisal olarak son derece 6zgin olmasina ragmen, genel kani az
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sayida tekrarlanan uzun bir DNA dizisi olmasi itibariyle, kultirde
cogaltilan parazitleri tespit edebilecek duyarhlik dizeyinde oldugu
yonundedir (121). Bununla birlikte 2000 vyiinda ElI Tai ve
arkadaslari Leishmania genusuna 06zgln primerler kullanildig
slrece ITS operonunun klinik 6rneklerden de codaltilabildigini
bildirmislerdir (42,122). Ancak sergiledigi genetik heterojenite
sadece tir dlzeyinde degil; alt tirler diizeyinde de identifikasyonu
mumkuin kilmaktadir (42,122).

3-ITS1 PZR-RFLP: 18S ve 5.85S rRNA genleri arasindaki
operonu c¢odaltmaya yonelik bir ydntemdir. 300-350 bp
uzunlugundaki bu bdlgenin hedeflendigi PZR, hem klinik
orneklerde, hem de kdultirden elde edilen parazitlerde son derece
duyarhdir. Identifikasyondaki avantaji sadece bir RE kullanilarak
(Hae III) tibbi 6nemi olan neredeyse tim Leishmania turlerinin
ayirt edilebilmesidir. L. aethiopica’nin ayriminda bazl sorunlar
yasanmakla birlikte, farklh bir RE kullanilarak (Cfo I) bu sorun da
cbzulebilmektedir (122).

4-gp63 PZR-RFLP: Sikga tekrarlanan ve genomik yapisi
heterojen (farkli izogenlerin varligi) olan gp63 geni hem Leishmania
parazitinin tanisini, hem de tir ve hatta sus ayrimini kolaylastirir.
Bu amacgla saflastinimis DNA ile gp63 PZR-RFLP ydéntemi
uygulandiginda Amerikan KL ve MKL tlrlerini gayet iyi ayirabildigi,

hatta L. peruviana‘y alt tirlerine de ayirdigi goridlmdastiar (38).
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5-CPB intergenik PZR-RFLP: "“Sistein proteinaz tip B” geninin
intergenik bolgesi c¢ogaltilarak L.donovani kompleksinde yer alan
turlerin kendi aralarindaki ve hatta cografi orijinlerine gore tir
ayrimi yapilir (140).

6-Miniexon PZR-RFLP: Kendisi niukleusta bulunan, mRNA'nin
yapisma ve tutunma islevi ile ilgili olan ve her parazitte 100-200
kopyasl bulunan miniexon geni c¢odaltiimaktadir. Sabit boélgesi
(39 bp’lik), kismen sabit bdlgesi (55-101 bp’lik) ve cinse ya da tlre
gore degisen uzunluktaki intergenik birlestirici parcasinin (51-
1350 bp arasinda) bulunmasi 6zelliklerinden yararlanilarak, RE'nin

kestigi parcalarla tlir ayrimina gidilmektedir (86,122).

2.11. TEDAVI

2.11.1. Kala - Azar

Leishmania parazitlerinin yasamlarini hicre iginde strdirmeleri
kullanilacak ilaglarda farkli farmakokinetik &zellikler olmasini
gerektirir. Bu ilaclar bes baslik altina alinabilir:

a) Bes degerlikli antimon bilesikleri: Bunlar sodyum
stiboglukonat ve meglumin antimoniattir. Gdrece olarak ucuz
olmalari ve yararlanimlarinin yliksek olmasi ile hala ¢ok degerli
ilaglardir. Ancak yine de Sudan ve Hindistan’dan antimon
bilesiklerine direncli olgular bildirilmistir (94,135,155). HIV-

Leishmania ko-infeksiyonu bulunan hastalarda relaps sik goéruldr.
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Sodyum stiboglukonat (Sb) 20 mg/kg/gin dozunda 30 gln sire ile
uygulanir. Ancak yan etkiler ve toksik etkiler nedeniyle yakindan
takip edilmelidir . Kalp ve karacigerle ilgili toksik etkiler gortlebilir
(53). Sb ile paromomisin ya da Sb ile interferon-y birlikte
kullanildiginda da oldukga etkilidir. Ustelik de gereken Sb dozu
azalacagindan yan etkiler de azalacaktir. Diinya lGzerindeki endemik
bolgelerin ekonomik kosullari g6z o©Onidne alindidinda, tedavi
maliyetleri en az olan bes degerlikli antimon bilesikler tercih
edilmektedir. Ayni sebepten dolayr DSO tarafindan énerilen tedavi
seceneklerinin de basinda gelmektedirler (73,112,128).

b) Pentamidin: Geleneksel ilaglardan birisidir. 15 gin
boyunca 2-4 mg/kg/gliin dozunda kullanilir. Aslinda oldukca etkili
bir ilac olmakla birlikte, glcli yan etkileri vardir. Bunlar hipoglisemi
ve diyabet, hipotansiyon, bulanti, kusma, karin agrisi ve bas
agrisidir (128).

c) Amfoterisin B: Anti-Leishmanial ilag olarak antimon
bilesiklerine gére 400 kat daha gigli oldugu kanitlanmistir. Clnkd,
amastigotlarin en o6nemli membran steroli olan ergosterole
baglanir (128). Béylece membran batinligini bozarak etki eder.
Ancak klasik Amfoterisin B dezoksikolat, inflizyon sirasinda yol
actigi flebit ve ates; bunlar disinda da anemi, bébrek yetmezligi ve
hipokalemi yan etkileri nedeniyle gok tercih edilmez (79). Bunun

yerine lipidle birlestirilmis formulasyonunun c¢ok daha az yan
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etkileri oldugu ve son derece de etkili oldugu gdsterilmistir.
Liposomal amfoterisin B denilen bu formun hem ilag yari émrq,
hem de yararlanimi yuksektir (45). Bu sayede tedaviden uzun slre
sonra bile kandaki varhdi tespit edilebilir. Amfoterisin B’ye gore
yirmi bes kat daha az yan etki ve toksisiteye sahiptir (50).

d) Paromomisin: Aslinda bir aminoglikozid antibiyotiktir.
Kullanilan dozlarda, bdébrek fonksiyonlari yerinde bir hasta icin non-
toksik 6zelliktedir. Ama sonug olarak bir aminoglikoziddir ve renal
toksisite veya ototoksisite potansiyeli yine de dikkatli olunmasini
gerektirir. 16-20 mg/kg/gin dozunda (¢ hafta boyunca
kullanildiginda, antimon bilesikleri ile birlikte kullanildigi zaman elde
edilen terapotik etkiden bile daha iyi sonucglar elde edildigi
bildirilmistir (63).

e) Allopurinol: Allopurinoliin VL tedavisinde bes degerlikli
antimon bilesikleriyle kullanimi tedavi etkinligini artirmaz. Ancak
direncli suslar icin tedavi etkinligini ylkseltir. Gerek Hindistan’ da,
gerekse Latin Amerika’ da allopurinolin VL'e karsi tek basina
kullanimi terk edilmistir (128).

f) Miltefosin: Miltefosinin bulunmasiyla yulksek vyararlilikl,
daha az toksik ve oral yoldan kolayca uygulanabilecek bir secenek
ortaya cikmistir (150). Miltefosinin Leishmania paraziti Gzerindeki
etki mekanizmasi tam olarak ortaya konamamistir. Bununla

birlikte, bir lizofosfolipid analogu olmasi nedeniyle parazitin
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proliferasyonunu etkiledigi ve yad metabolizmasini bozdugu
gbsterilmistir. Hindistan’daki Kala-Azar hastalarinda miltefosininin
oral etkinligin dederlendirildigi cesitli faz IV calismalar yapilmis,
hem Hindistan’da (2002), hem de Kolombiya'da (2005) tedavide
kullanilmaya baslamistir (26). Yapilan calismalarda disi Ureme
kapasitesine, erkek Ureme yetisine ve hatta fetus Uzerine olumsuz
etkileri oldugu gorilmuis, bu ylzden tedavi bitiminden iki ay
sonrasina kadar gebe kalinmasina engel olunmasi gerektigi
bildirilmistir (150).

2.11.1. Sark Cibani ve mukokiitano6z hastalik

L. major'un yol actigi basit KL genellikle tedavi edilmeden
iyilesir. Hele hele hasta endemik bdélgede yasiyorsa bu sekilde
iyilesmeye birakmak genellikle tercih edilen yoldur. Boylece kalic
bagisiklik da kazanilmis olur. Ama eger kozmetik ya da fonksiyonel
olarak énemli vicut bdlgeleri tutulmussa tedavi gereklidir. Amac
skar olusumunu O©Onlemek veya lezyonu minimum skarla
sonlandirmaktir (94). L. tropica infeksiyonlari cogunlukla tedavi
edilir. Lokal tedavi amaciyla;

a) Intralezyonal olarak sodyum stiboglukonat, ketokonazol
veya kriyoterapi, sivi nitrojen veya IsI uygulamasi yapilabilir.

b) Sb ile sistemik tedavi gerekliyse, VL'de oldugu gibi

uygulanir (54). Yine de, KL'in tedavisi konusunda dinyada halen
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tam bir fikir birligi yoktur. Topikal tedavilerden cok, intralezyonal
Sb kullanimi halen oldukga tercih gérmektedir (94).

C) Topikal olarak paromomisinin beyaz yumusak parafin
baz icindeki %12 metil benzetonyum kloridli veya % 15 dUreli
%15’lik pomati eger dizenli olarak glinde iki kez on-yirmi gln
boyunca uygulanirsa, L. major'un sebep oldugu eski dinya KL'ini
tedavi edebilmektedir. Ancak Ureli olan daha az yan etkiye yol
acmakla birlikte daha az etkilidir (54).

d) L. braziliensis  kompleksine ait tdrlerin  yaptigi
infeksiyonlar genelde Sb ile sistemik olarak tedavi edilirler. MKL
olgularinda erken tani ve tedavi c¢ok o6nemlidir. L. braziliensis
infeksiyonlari icin  secilecek ilag sodyum stiboglukonattir;
ketokonazol etkisizdir. Relaps nadir goérilmekle birlikte, eder olursa
baska bir ilagla ikinci kez tedavi dlzenlenmelidir (6rnegin
amfoterisin B). L. mexicana infeksiyonlari ise Sb’a zayif yanit verir,
ketokonazol daha etkilidir (17,94).

VL ve MKL'in tedavileri hayati tehdit edebilen infeksiyonlar
olduklari igin hastaneye yatmayi gerektirir. MKL'de en az 24 gunlik
parenteral Sb uygulamasi esastir. Adir olmayan olgularda %75
oraninda iyilesme ile sonuglanir. Ama adir olgularda, 6zellikle de Sb
direnci s6z konusuysa, amfoterisin B kurtarici ilag olarak
uygulanabilir (94). Haftalarca hastanede kalarak pahali ve yan

etkileri yuksek ilaglari kullanmak gereklidir.

88



Tablo 1. Bolgelere gbére immunokompetan hastalarda visseral

leishmaniasis

icin secilen tedavi sekilleri (94) (Murray ve

arkadaslarindan)

|

|Tedavi ve sekil

{yilesme Orani

Bihar Bolgesi Sb:IM/IV 20 mg/kg/gin 28-30 gin |%90-95
disinda Hindistan
Bihar, Hindistan |Amfoterisin B:IV 1 mg/kg qod %96-100
X15 doz veya
Herglin,X 20 gln
Lipozomal Amfoterisin B: IV 1-3 %93-97
mg/kg/gin X 5 gln
5-7.5 mg/kg/guin X 1 doz %90-91

Amfoterisin B lipid kompleks: IV 2-3
mg/kg/gin X 5 gln

%90-100

Paromomisin: IM 16-20 mg/kg/gin (%93-97
X 21 glin
Miltefosine: oral 2-5 mg/kg/gln %94-96
X28 gin

Akdeniz Lipozomal Amfoterisin B: IV 3 %95-98
mg/kg/gin X 5 giin + 10. giinde
120 mg/kg/giin X 28 giin %98
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Tablo 2. Leishmaniasis tedavisinde kullanilan ilaglarin sik

gorulen yan etkileri (Murray ve arkadaslarindan).

|Leishmaniasis tedavisinde kullanilan ilaclarin sik goriilen yan etkileri

Kutandz ve visseral Oneriler
Leishmaniasisli hastalarda
gorulen reaksiyonlar

Pentavalan antimon

KL igin intralezyoner Adri, eritem, 6dem Sik, gegici
Parenteral Yiksek amilaz/lipaz veya |Cok sik, pankreatit
LFT'ler cogunlukla asemptomatik
Myalji ve artralji Sik. Hafif veya orta
dizeyde
Abdominal agri, bulanti Sik. Hafif veya orta
dizeyde
Trombositopeni veya Ender. Hafif azalma
I6kopeni
EKG degisikligi veya Ender. KL'de hafif; VL'de
kardiyotoksisite hafiften agira kadar ( fatal
bile olabilir)

Paromomisin

KL igin topikal Eritem, agri, 6dem, blister |[Ender, gegici.
Formulasyonlarla
reaksiyonlar degdisebilir.

VL igin parenteral Ototoksisite Ender. Nefrotoksisite
saptanmamistir.

Miltefosin
|Bu|ant|, kusma veya diare \Cok sik
Hiperglisemi Ender. VL'de cok agir
olabilir.
Karditoksisite Ender. VL'de cok adir
olabilir.
VL igin Amfoterisin B
Inflizyona bagh Cok sik
Azotemi Sik
\ |Anemi veya hipokalemi \Ender
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Tablo 3. Kutan6z ve mukokutandz leishmaniasis igin segilmis

tedavi rejimleri (Murray ve arkadaslarindan).

| Tar Tedavi Rejimi | 3 ayda iyilesme orani

Kutan6z Hastalik

Eski Dinya | L. major Sadece izlem %60-70
Sb: IL 23 ml lezyon | 2%75
basina; qodX8-15
enjeksiyon veya her
1-2 haftada X 3-8
enjeksiyon
Sb:IM/IV 20 Inceleniyor
mg/kg/gin X 10
gun
Flukanozol: oral 200 | %90
mg/gun X 6 hafta
Paromomisin: Inceleniyor
Topikal, 2 kez/gin X
2 hafta
L. tropica Sb:IL (yukarndaki 2%90
gibi) haftada bir X
8-11(ortalama)
Sb: IM/IV 20 Iyi dékimante edilmemis
mg/kg/gin X 10
gin
Yeni dinya | L. mexicana Sadece izlem >%75
Sb: IM/IV 20 %90
mg/kg/gin X 10
gln
L. panamensis Sb: IM/IV 20 %80-90
mg/kg/gin X 20
gun
Miltefosine: oral 2-5 | %80-90
mg/kg/gin X 28
gin
Pentamidine: IM 2 %60-95
mg/kg qod X 7
enjeksiyon
L. braziliensis Sb: IM/IV 20 %?80-90
mg/kg/gin X 20
gln
Pentamidine: IM 2 <%50
mg/kg qod X 7
enjeksiyon
Dider tlrler Sb: IM/IV 20 %80-90
mg/kg/gin X 20
gun

Mukozal Hastalik

Yeni Dinya | Herhangi bir tlir | Sb: IM/IV 20 Hafif hastalikta %75
mg/kg/gin X 28
gln

Agir hastalikta %10-67
Amfoterisin B: IV 2 >%75

mg/kg/ qod X 20
inflzyon
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2.12. KORUNMA

Leishmaniasisin rastlandigi bélgelerin genel 6zellikleri itibariyle
olgulara ulasmak zor olmaktadir. Hastalarin tedaviye uyumsuzlugu,
yanlis dizenlenen receteler ve uygulanan yodgun tedaviler
sonucunda direncin artmasi, kolay ulasilabilir ucuz ilaglarin eksikligi
gibi durumlar antroponotik infeksiyonun varligini rahatca
surdlirmesini desteklemektedir. Yeni korunma stratejileri strekli
gelistiriimeye calisiimakta, egitim programlari dizenlenmektedir
(94).

2.12.1. Vektor kontroli

Leishmaniasisi bulastiran Phlebotomus cinsi kum sineklerinden
korunabilmek icin daha cok kisisel 6nlemler 6n plana cikmaktadir.
Hindistan’daki kum sineklerinin direngli oldugu organoklorin DDT
insektisit grubundaki tek insektisit piretroid olmasina ragmen,
ilaclama calismalari baslica bu ilaca dayaldir (24,31). Evlerde
uygulanacak ilaglama calismalari 6zellikle KL igin iceride yerlesen
kum sineklerine karsi insanlari koruyabilir. Ancak ilaglama
programlari pek de sirdirilebilir dedildir (94). Kum sinekleri
geceleri beslendiklerinden endemik boélgelerde yataklarin (zerinde
cibinlik kullanimi yararh bir uygulamadir (17,18,94). Aksam
saatlerinden baglayarak uzun kollu giyinmek ve repellent kullanmak
onerilir . Ancak kum sineklerinin 3 -6 mm boyutlarinda oldugu

unutulmamali, secilecek cibinligin gozenekleri 6zel olarak
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hesaplanmahdir. Etkili olabilecek cibinlikte en az 30 delik / cm?
olmalidir. Ama bu sayida dar gozenekli bir cibinligin sicak iklimlerde
kullanimi zor oldugu icin halk tarafindan kullanim eksiklikleri
olusabilir. CinklU hava gecirgenligi de o derecede az olacaktir. Daha
genis gozenekli bir cibinlik kullanildiinda piretroid ile
glclendirilirse, kum sinegi isiriklarini %64-100 oraninda azalttigi
bildirilmistir (94). Ancak insektisit emdirilmis cibinliklerin belirli
araliklarla insektisitle muamelesine devam etmek gerekir. Bugln
icin Afganistan, Iran ve Hindistan yarimadasinda liretimi esnasinda
kalici olarak insektisit emdirilen ve daha uzun dayanabilen
malzemeler kullanilmaktadir. Halihazirda bir cok ticari insektisitli
yatak tilu gelistiriime asamasindadir. Bunlarda iki tanesi DSO
Pestisit Degerlendirme Projesi’'nce (WHOPES) sivrisinek
mucadelesinde kullanilmak UGzere kabul edilmistir (151). Ancak bu
tir uzun dayanan insektisitli tlller oldukga pahali malzemeler
oldugundan, leishmaniasisin endemik oldugu bdlgelerde dagitiimasi
sorun olusturmaktadir. Bununla birlikte yakin gelecekte siradan
talleri insektisit solusyonlari ile i1slatarak kullanilmak Uzere yeni bir
polimer recinenin Uretimi Uzerinde calisiimaktadir. Bu sayede bir
cok endemik bdlgede alisildik insektisitlerin uzun sireli olarak
kullanimi mimkin olacaktir (94). Evin icini kum sinedine karsi

korumak gereken KL endemik bdlgelerde de cibinlik yerine
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insektisitle muamele gérmus yatak carsaflari ve hatta perde tllleri
bile kullanilabilir .

VL'nin zoonotik orijinli oldugu bdlgelerde rezervuara ydnelik
onlemler tercih edilir. Bunlar arasinda képeklerin tedavi edilmesi ve
asilanmasi, boylece kanin VL'nin dnlenmesi sayilabilir. Hastalanan
kdpeklerin itlaf calismalar da dnlemli olarak gérinmekle birlikte,
tim populasyona uygulanamadigi ve dizensiz vyapildigi igin
Brezilya’da basarisiz olmustur. Ustelik képeklerden kan alinmasi,
taninin konmasi, ardindan itlaf gibi konulardaki gecikmeler, képek
populasyonunun hizla Uremesi ve hedef kitlenin blylmesi
basarisizligi artiran faktorler olmustur. (94). Bu tir onlemler etik
acildan bakildiginda da uygulanabilirligi sifira yakin secenekler
olarak karsimizda durmaktadir. Képeklerin insektisitli solGsyonlar
uygulanarak infeksiyondan korunmalari yararl olarak goériinmekle
birlikte, dizenli olarak uygulama gerekliligi zorluk yaratmaktadir.
Bu ortamda, ticari olarak kullanima sunulmus olan ve deltametrin
iceren tasmalarin sekiz aya varabilen slrelerde kdpekleri korumasi
bir umut 1511 yaratmistir. Bu tasmalanin Italya’daki kullanimi
sonucunda kum sineklerinin kdpeklerden kan  emerek
beslenmesinin %90’a varan 06lgllerde azaldigi, buna paralel olarak
L. infantum infeksiyonlarinda da azalma goérildiga bildirilmistir
(94). Iran’da yapilan bir baska calismada tasma kullanimi sonucu

kopeklerdeki VL insidansinda %54’lik bir azalma oldugu, daha da
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onemlisi c¢evre bodlgelerde c¢ocuklarda goérulen VL insidansinda
%40’lara varan bir disls kaydedildigi bildirilmistir (46,94).

2.12.2. Asi

Asi calismalarinin 1970°li yillarin baslarina kadar uzanan bir
gecmisi vardir. Leishmania parazitleri htcre kdltlirid ve hayvan
modellerine ¢ok iyi adapte olabilmektedirler. Bu nedenle glinimuze
dek bir cok asi adayr molekdiller ve karisimlar in vitro ve in vivo
calismalarla denenmistir. Su ana kadar yapilan insandaki is
gorarligt  kanitlanmis tek Leishmania asisi  KlL'e  karsi
leishmanizasyondur. Ancak artik pek yapilmamaktadir, cunkli bir
takim kisilerde beklenmeyen lezyonlar olusmasina sebep olmustur
(94). GuUnUmuzdeki laboratuvar calismalari, yeni antijen ve
adjuvanlara, canh attenle asiya, saflastirimis rekombinant
proteinlere, hedef olarak da dendritik hiicrelere odaklanmistir (94).

2.12.3. Kontrol Programlan

Leishmania kontrol programlarinda ilerlemeler saglanmis
olmasina ragmen, halen uygulamada olan kontrol programlari
cogunlukla basarisiz olmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni dinya
Uzerindeki endemik bolgelerde, koruyucu saglik hizmetlerinin
sunumundaki yetersizlikler ve kaynaklarin kisithli§idir. DSO,
leishmaniasisi 1. kategorideki hastaliklar listesine almistir. Bunun
anlami artmaya devam eden ve halen kontrol edilemeyen hastalik

demektir. Olgularin bildirimindeki aksama ve vyetersizlikler de
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kontrol programlarinin tasarlanmasindaki baska bir problemi
olusturmaktadir. Bununla birlikte dinya Uuzerindeki Kala-Azar
olgularinin  %70'nin Hindistan yarimadasinda olmasi, endemik
bélgelerin kesin sinirlarla birbirinden ayrilmasi ve bu bdlgedeki
olgularin tamaminin antroponotik kdkenli olmasi, genis capli kontrol
programlarinin uygulanarak, hastaligin 6nemli bir bolimuinin

eradikasyonu konusunda umut vericidir (94).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. ORNEKLER

EUTF  Parazitoloji AD Etkensel Tani ve  Poliklinik
Laboratuvarinda 1996 yilindan beri NNN besiyerinde alt pasajlarla
strekliligi saglanan, ulkemizin farkli bdlgelerindeki insan ve
kdpeklerden elde edilen 37 Leishmania izolati calismamiza dahil
edilmistir. Bu 37 izolatin dokuz tanesi cesitli hasta képeklerden, 28
tanesi (7 VL 21 KL) insanlardan izole edilmistir (Tablo 4).

KL'li hastalardan elde edilen izolatlar deri lezyonu aspirasyonu,
VL hastalarindan elde edilenler ise kemik iligi biyopsisi
materyallerinden izole edilmistir.

Orneklerin NNN besiyerine ekimi yapildiktan sonra yaklasik 2-
3 hafta icerisinde promastigot sekilleri gorilebilir. Laboratuarimizda
izole edilen parazit suslarinin pasajlari 15 glinde bir dlzenli olarak
surdurtlmektedir. Tum bu pasaji strdlrulen izolatlara “EP” (Ege
Parazitoloji) ile baslayan ve bir numara ile devam eden kodlar
verilmektedir: (Tablo 4).

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Promastigotlarin Cogaltilmasi

PZR’'nda kullanilacak kalip DNA'nin elde edilmesi amaciyla her

bir izolattan alinan promastigotlar 6nce sivi besiyerinde sayica
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Tablo 4. Calismaya Alinan Izolatlar

Lab

No. Tip Konak | Bolge
1 EP1 HVL Insan |Manisa
2 EP31 |HVL insan |Denizli
3 EP61 |HVL Insan | Denizli
4 EP62 |HVL Insan |Izmir
5 EP86 | HVL Insan |Istanbul
6 EP105 |HVL Insan |Bodrum
7 EP39 |KL insan |Urfa
8 EP40 |KL Insan |Urfa
9 EP84 |KL Insan |Aydin
10 EP87 |KL Insan | Urfa
11 EP90 |KL insan | Odemis
12 EP91 |KL insan |Aydin
13 EP92 |KL insan |Kayit yok
14 EP94 |KL Insan |Aydin
15 EP93 |KL insan |Milas
16 EP97 |KL Insan |Urfa
17 EP98 |KL insan |Urfa
18 EP99 |KL Insan |Urfa
19 EP100 |KL Insan |Urfa
20 EP103 |KL Insan |Urfa
21 EP104 |KL insan |Urfa
22 EP106 |KL insan |Urfa
23 EP108 | KL Insan |Urfa
24 EP109 |KL insan |Urfa
25 EP110 |KL Insan |Urfa
26 EP111 |KL insan |Aydin
27 EP120 |KL Insan |Aydin
28 EP16 KanL Kdpek |Manisa
29 EP17 KanL Kdpek |Manisa
30 EP33 KanL Képek | Kusadasi
31 EP35 |KanL Képek | Kusadasi
32 EP43 KanL Képek | Kusadasi
33 EP50 |KanL Képek | Kusadasi
34 EP80 |KanL Képek |izmir
35 EP 88 |KanL Képek |Corum
36 EP127 | KanL Képek |Bodrum
37 EP32 |HVL insan |Denizli
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fazlalastirildi. Bu amacla sivi besiyeri olarak icine %10 Fetal Bovin
Serum (FCS, Sigma-F9665) eklenmis Roswell Park Memorial
Institute (RPMI-1640, BiochromAG-FG1235) besiyeri (154)
kullanildi.

Besiyeri, 12,5 cm?lik hiicre kdiltiri flasklarina Uger ml
dagitildi. Bu flasklarin iglerine her bir NNN besiyeri tipinden 0,5’er
ml ekim yapilarak, flasklar izolatlarin alindigi besiyeri tipleriyle ayni
isimleri tasiyacak bicimde etiketlendi. Sonra flasklar 24 °C'de
inkiibe edildi. 3 glin sonra inverted isik mikroskobunda codalma
olup olmadigi incelendi. Mantar ya da bakteri infeksiyonu
olmadigina emin olunan flasklarin iclerindeki sivi koyu kirli sariya
dondlikce ikiser ml daha %10 FCS + RPMI 1640 besiyerinden
Uzerlerine eklendi. Toplam 5’er ml olan flasklardaki sivilarin koyu
kirli sariya donlsmeleri beklendi. Tim inklbasyon islemleri
24 °C'ye ayarlanmis etlvde gercgeklestirildi.

3.2.2. Promastigotlarin toplanmasi

Flasklardan istenen renge ulasanlarin icindeki promastigotlar
toma laminda sayildi. Miktar, 2-4 X 10’/ml ‘ye ulastifinda
santrifigasyon uygulandi (47). Her flaskin icerigi 15 ml’lik plastik
kapakl steril tlplere alinarak 2500 rpm’de 10 dk cevirildi. Ardindan
Ustte kalan sivilar dikkatli bir sekilde doékulerek tlplerin dibinde

yalnizca pellet birakildi.

99



3.2.3. DNA Ekstraksiyonu
DNA ekstraksiyon ydntemi olarak fenol-kloroform ekstraksiyon
yontemi kullanildi. Literatir bilgisine goére fenol-kloroform
ekstraksiyonu, icinde bir c¢ok lizis, denatlrasyon, ekstraksiyon,
ylkama adimi olan eksiksiz bir saflastirma yontemidir . Bu nedenle
bu yéntem tercih edilmistir.
e Malzemeler:
Klltirden hazirlanan pellet
Lizis tampon ¢ozeltisi
SDS %10 (kutle/hacim) (AppliChem-A2263)
Proteinaz K (20 mg/ml) (AppliChem-A3830)
Fenol:Kloroform:IAA (25:24:1,h/h) (AppliChem-A2493)
Kloroform (AppliChem-A3633)
izoamil alkol (Sigma-19392)
Etanol-absoll (Smyras-64175)
Etanol %70
Sodyum asetat (3 M, pH 5.2)
TE (pH 8.0)
e Eriyikler ve tampon ¢ozeltileri:

Lizis tampon cozeltisi

NaCl 1/46 g

EDTA (0,5 M, pH 8,0) 10 ml (AppliChem-A2937)
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Tris Cl (1 M; pH 7,4) 25 ml

Tum bu kimyasallar karistirildiktan sonra distile su ile 500
ml’ye tamamlandi. 15 dk otoklavda sterilize edildi. Oda sicakhdinda
saklandi.

SDS %10

Once 90 ml distile su icinde 10 g elektroforetik SDS c6zild.
Isitici manyetik karistiricida 68 °C’'ye kadar isitilirken bir yandan
da karnistirildi. Sonra karisimin pH’si konsantre HCI kullanilarak
7,2'ye ayarlandi. Distile su ile hacim 100 ml'ye tamamlandi. Oda
sicaklhdinda saklandi.

Proteinaz K 20 mg/ml

5 ml steril bidistile su igerisine 100 mg liyofilize toz halindeki
proteinaz K konularak c¢ézlldi. Ardindan eppendorf tiplere 200’er
Ml hacminde dagitilarak -20 °C’de saklandi.

Etanol %70

Absolli etanolden 70 ml alinarak 30 ml distile su ile
karistirilarak 4 °C’de saklandi.

EDTA; 0,5 M-pH 8,0

Disodyum EDTA-2H 20 186,19

NaOH tabletleri 20 g

Bu karisim hizli bir sekilde manyetik karistiricida hazirlandi. Bu

esnada gerektikce EDTA’yI ¢cd6zebilmek icin NaOH tabletleri eklendi.
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Solusyon karistirma sirasinda hafifce ilitilarak ¢cézinme hizlandirildi.
Oda sicakhdina sogumasi beklendikten sonra pH’si ayarlanip distile
su ile 1000 ml'ye tamamlandi. 100’er ml’lik siselere boélintp
otoklavda sterilize edildi. Oda sicakliginda saklandi.

Tris Cl; 1M-pH 7,4

Tris baz 121,1 g (AppliChem-A2264)
Distile su 800 ml
HCIl konsantre 70 ml

(pH 8,0'a ayarlanmak isteniyorsa 42 ml HCI kullanilir.)

Distile suyun icine 121,1 g Tris baz konuldu ve c¢o6zulda.
Manyetik karistiricida damla damla HCl'in tamami eklenerek pH
7,4’e ayarlandi.

Na-Asetat; 3M-pH 5,2

Na-Asetat (ma=136,1) 40,83 g (ICN-194012)
Distile su
Glasiyal asetik asit (konsantre) (Sigma-A6283)

Sodyum asetat 60 ml distile su icinde c¢o6zuldli. Daha sonra
konsantre glasiyal asetik asit kullanilarak pH 5,2'ye ayarlandi.
Hacim distile su ile 100 ml'ye tamamlandi. Otoklavda sterilize

edildi. Oda sicakliginda saklandi.

TE; pH 8,0
Tris CI 1 M pH 8,0 2 ml
EDTA 0,5 M-pH 8,0 400 pl
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Distile su

170 ml distile su icinde Tris Cl ve EDTA karnistirildi. pH, 1 N HCI
ile 8,0'a ayarlandi. Ardindan hacim distile su ile 200 ml'ye
tamamlandi. 20 dk otoklavlandiktan sonra, oda sicakliginda
saklandi.

o Ekstraksiyon Protokolii (87)

1) Tuplerdeki pelletlerin Gzerine 1200 pl lizis tampon ¢oézeltisi
konuldu. 2-3 dk nazikge karistirildi.

2) Karisimlar izolat kodlari ile etiketlenmis olan 1,5 ml’lik
eppendorf tiiplere aktarildi. Uzerlerine %10’luk SDS ¢dzeltisinden
son konsantrasyonu %0,5 olacak sekilde 65’er ul eklendi. Tupler
iyice ve nazikce karistirildi.

3) Ustlerine son konsantrasyonu 100 p/ml olacak sekilde, 20
mg/ml’lik proteinaz K'dan 6’'sar pl eklendi. Tekrar nazikce
karistinldi.

4) Butin eppendorf tlpler 60 °C’'ye ayarlanmis isitici blok
Uzerinde gece boyunca (o/n) inklibasyona birakildi.

5) Ertesi gin eppendorf tlplerdeki karisimlar etiketli baska
tiplere paylastirilarak ikiye boélindli. Her eppendorf ciftinden birisi
yedekleme amaciyla 4 °C'ye kaldirildi. Isleme diger tipler ile
devam edildi.

6) Butln tuplere iclerindeki siviyla esit hacimde, 620'ser ul

Fenol:Kloroform:izoamil alkol (25:24:1) karisimindan eklendi. Bu
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son karisim, tdpler ters/diz edilmek suretiyle nazikce 5 dk
karistinldi.

7) Tum tapler mikrosantrifije konularak 14000 g'de 10 dk
boyunca cevrildi. En Ustteki sivi faz baska etiketli tiplere alindi.
Bunu yaparken kullanilan pipet uglarinin ara faza dokunmamasina
O6zen gdsterildi. Her tlpteki yeni sivi yaklasik 550 ul kadard:.

8) Her bir tlpteki bu sivilarin tGzerine 525 pul kloroform ve 25 pl
Izoamil alkol konuldu. Tipler 5 dk boyunca ters/diiz yapilarak
karistirldi.

9) Ardindan bu karisimlar 14000 g'de 10 dakikalidina
mikrosantrifiije konuldu. Santrifigasyon sonunda tlplerin igindeki
sivinin en Ustte kalan fazi baska etiketlenmis eppendorf tlplere
alindi. Her tlpteki sivi yaklasik 450 ul kadardi.

10) Tuplerin Uzerine iglerindeki sivi miktarina goére 1/10
hacimde, yani 45 pl Na-asetat, tUpin kalan bitin bosluguna
-20 °C’den cikarilan absoll etanol konuldu. 5 dk boyunca nazik bir
sekilde ters/dlz yapilarak karistirihip, o/n -20 °C’de inkibasyona
birakildi.

11) Ertesi gun blutln tlpler mikrosantrifijde 14000 g'de 30 dk
boyunca cevirildi. Santrifigasyondan sonra tuplerin icindeki sivilar
yavasca doékulda.

12) Taplerin icine agizlarina kadar %70 etanol konulup tekrar

yavasca butin sivilar dokuldi. Béylece her tup bir kez yikanmis
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oldu. Bunun ardindan tlpler agizlarina kadar tekrar %70 etanol ile
dolduruldu. Tupler 14000 g’de 15 dk cevrildi.

13) Santrifj islemi bitince tlplerin icindeki sivilar yavasca
dékuldl. Tupler ters cevrilerek havada kurumaya birakildi.

14) Tlplerin hepsi tamamen kurudugunda (ceperde bir damla
bile kalmayincaya kadar), iclerine 100’er pl bidistile su konulup
yavasca karistirildiktan, bdylece DNA slspanse edildikten sonra
4 °C'ye kaldinldu.

3.2.4. PZR Amplifikasyonu

PZR ile ¢ogaltilacak DNA boélgesi olarak small subunit rRNA (SSU
rRNA) ve large subunit rRNA (LSU rRNA) genleri arasinda bulunan;
ancak hicbir proteini kodlamayan, sadece bu iki geni ayiran; ama
Uzerinde ayni zamanda 5.8S rRNA genini de tasiyan ve yaklasik 1
kbp uzunlugundaki Internal Transcribed Spacer (ITS) operonu

secildi (45, 47, 48).

2 IS LIS2MV
SSU rRNA 51 58S RNA |24 M52 msos LSURNA
= LIS2MR
158S
LITSV
ITS operonu

Resim 16. ITS operonu; 950-1130 bp (El Tai ve ark., 2000)
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Malzemeler:
DNA’sI ekstrakte edilmis klltar érnekleri
Negatif kontrol (bidistile su)
dNTP miks; 10 mM (MBI Fermentas-R0192)
10X PCR Buffer (- MgCl,); (MBI Fermentas)
Tris-HCI; 100 mM (pH 8,8 oda sicakhiginda)
KCl; 500 mM
Nonidet P40; %0,8 (Nonilfenil-Polietilen Glikol)
MgCl; ; 25 mM (MBI Fermentas-R0971)
Primer cifti
LITSR; 25 pmol/ul (Iontek)
LITSV; 25 pmol/ul (Iontek)
Taq DNA Polimeraz; 5 U/ul (MBI Fermentas-EP0401)
DMSO (Dimetilsulfoksid) (AppliChem-A3006)
Bidistile su
e Primer sulandirimi:
Kullanilan primer cifti ve sekanslari séyleydi:
LITSR (5'-CTGGATCATTTTCCGATG- 3"); 90,7 pmol/ul (Stok)
LITSV (5'-ACACTCAGGTCTGTAAAC- 3'); 84,4 pmol/ul (Stok)
Sulandirim igin M1.V1=M,.V; formulinden yararlanildi:
LITSR igin
27,6 pl stok + 72,4 ul ddH,O = 100 pl LITSR (25 pmol/ul)

LITSV igin
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29,6 pl stok + 70,4 ul ddH,O = 100 pl LITSV (25 pmol/ul)

Bdylece kullanma sollisyonlari elde edildi.

¢ Master Miks hazirlanmasi ve PZR:

1) Master miks (tim PZR solisyonlarinin bir araya konuldugu

ana karisim) 10 mllik tdp icerisinde hazirlandi. Master miks'in

hazirlanisi Tablo 5te gdsterilmistir.

2) Master miks (MM) vortekslendikten sonra geperlere yapisan

damlaciklardan da yararlanmak igin ¢ok kisa bir santrifij (spin) ile

tim sivi bir araya toplandi.

Tablo 5. ITS-PZR icin Master miks (Hesaplamalar toplam 40

ornede gore yapildi. PZR toplam hacmi icin 100 pl esas alindi.)

flk Istenen Toplam
No. | Malzeme Konsantrasvon Konsantrasyon Miktar miktar
y (100 pl'de) (42)
PCR

1 Buffer 10X 1X 10 pl 400 pl
2 MgCl, 25 mM 1,5mM 6 ul 240 pl
3 dNTPs 10 mM 200 uM 2 ul 80 ul
4 LITSR 25 pmol/ul 50 pmol 2yl 80 pl
5 LITSV 25 pmol/ul 50 pmol 2 ul 80 pl
6 DMSO 2,5l 2,5 pl 100 pl
7 | Taq Poly. 5 U/ul 4 U 0,8 ul 32 ul
8 ddH,0 70,7 ul 2828 pl
Toplam 96 ul 3840 pl
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3) 0,5 pl'lik 38 adet (37 6rnek, 1 negatif kontrol) steril PZR
tipleri etiketlendikten sonra MM’deki sivi karisimdan bunlarin her
birine 96’sar ul konuldu.

4) Her bir etiketli PZR tldplne ayni etikete sahip DNA ekstrakt
tiplerinden 4’er ul DNA eklenerek, her tipun icinde 100 ul’'lik PZR
karisimi olusturuldu. Negatif kontrol de ayni sekilde eklendi. Pozitif
kontrol kullanilmadi. CUnkl ekstraktlar zaten parazitolojik baki
yontemi ile pozitif oldugu bilinen 6rneklerden hazirlanmisti. Ayrica
bunlarin bir kismi da Montpelier Universitesi'nde zimodem analizi
yontemi ile sus tayini yapiimis érneklerdi.

5) Kalip DNA’lar eklendikten sonra, her tlpln Uzerine steril
mineral yagindan 1 damla konularak, reaksiyonun gerceklesmesi
esnasindaki buharlasma engellendi.

6) Butin tipler Thermocycler® (Biometra) termal siklus
cihazina yerlestirildi. Tablo 6’daki PZR protokoll programlanarak
calistirildi.

Tablo 6. ITS-PZR protokoll (114)

Siklus No. Denatiirasyon Tutunma Uzama
Baslangic 5 dk, 95 °C 0 0
35 siklus 20 sn, 95 °C 30 sn, 50 °C 1 dk, 72 °C
Son siklus 0 0 6 dk, 72 °C
Sonuna dek 4 °C
7) Ardindan termal siklus cihazindan cikarilan tlpler

goériuntuleninceye kadar 4 °C'ye kaldirildi.




3.2.5. Agaroz jel elektroforezi
PZR urlnlerinin, gdérintileme amaciyla agaroz ile hazirlanan
jele yuklenerek, elektrik alanda belirli bir stire boyunca boyutlarina
ve molekller agdirliklarina gore ayrilmasini saglamaktir. ITS-PZR
drdnlerini géruntilemek icin %1’lik (k/h) agaroz jel kullanildi.
e Malzemeler:
PZR Urdnleri
Agaroz (AppliChem-A2114)
TAE (Tris Asetat EDTA) tampon ¢ozeltisi; 50X
Loading dye (ylkleme boyasli); 6X (MBI Fermentas-R0611 )
Gene Ruler™ 50 bp DNA Ladder (MBI Fermentas-SM0372)
*Jel elektroforezlerinde DNA 0Olcegi olarak kullanilan
GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder’in igerdigi bant uzunluklari:
Sirayla 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900, 1031bp (Ureticinin verdigi prospektis bilgisi)
Etidyum Bromid; 10 mg/ml (AppliChem-A1152)
Distile su

e Eriyikler ve tampon ¢ozeltileri:

TAE; 50X

Tris baz 121 g
Glasiyal asetik asit 28,55 ml
EDTA; 0.5 M 50 ml
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Yukaridaki kimyasallar karistirildiktan sonra bidistile su ile 500
ml’ye tamamlandi. Daha sonra manyetik karistirici ile tamamen
homojenize oluncaya kadar dusuk devirde karistirildi. En son pH’si
8,5'a ayarlandi. Bu eriyik stok solisyon olarak hazirlandi ve
gerektiginde 50 kat sulandirilarak kullanildi.

Etidyum bromid; 0,5 pg/ml calisma sollsyonu

10 mg/pl’lik stok sollisyonundan 1 It'lik soguk su banyosuna 50

Ml konularak homojenize olmasi beklendi.
e Elektroforez ve goriintiileme:

1) 2 g toz agaroz tartilarak 500 ml’lik bir cam siseye konuldu.
Bunun Gzerine 200 ml TAE 1X solisyonu eklendi.

2) Bu karisim mikrodalga firinina konularak, 180 Watt glcte 8-
10 dk boyunca homojenize edildi. Tamamen berraklastiktan sonra
banko lzerinde sogumaya birakildi.

3) El yakmayacak kadar soguyuncaya dek beklendi (50-55 °C).
Jelin polimerize olmamasi igin oda sicakligina kadar beklenmedi.

4) Buyuk jel hazirlama tepsisinin “stoper” larl takilarak iki sira
tarak uygun pozisyona yerlestirildi. Bunun dzerine 1linmis olan
%1’lik sivi agaroz yavasca bosaltildi. Bunu yaparken hava kabarcigi
olusmamasi icin azami dikkat goésterildi. Yine de olusan hava

kabarciklari bir pipet ucu yardimiyla tepsinin bir késesine itildi.
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5) Oda sicakliginda jelin iyice soguyarak tamamen polimerize
olmasi beklendi. Ardindan taraklar dikkatle ve c¢ok vyavas
hareketlerle jelin icinden cikarildi.

6) En son olarak “stoper” lar da cikarildiktan sonra jel tepsisi
elektroforez tankina yerlestirildi. Uzerine jelin Ust ylzeyini 1 mm
gececek sekilde TAE 1X solisyonu dolduruldu.

7) PZR irinlerinin ve DNA 06lgeginin ylklenmesine gecildi. DNA
Olcegi ylklenirken 2 ul ladder, 2 p yikleme boyasi ile karistirilip 8
Ml elektroforez tampon sollisyonu eklenerek jelde uygun bulunan
cukurlara konuldu. Ornekler ise 10 pl PZR iriin{i, 2 pl loading dye
ile karistirnlarak hazirlandi. Cukurlara tim DNA-boya karisimlar
10’ar pl konuldu. Ornekler tuplerden alinirken (st tabakadaki
mineral yadi ile karismamasina 06zen gosterildi. Bunun igin
pipetleme esnasinda pipet ucglarinin yag tabakasini gectigi
gorilerek, pipet uclarinin tiplerin en dibine degmesi saglandi. Her
bir karisimdan jeldeki gukurlara cok nazik bicimde 10’ar pl konuldu.

8) Elektroforez tankinin kapadi kapatildi, elektrotlar kimizi ve
siyah renkler birbirini tutacak sekilde glic kaynadina baglandi.

9) Voltaj, 1-5V/cm (anot ve katot arasindaki mesafe
Olclilerek) ilerleme saglayabilmek icin yaklasik 110-120 Volt olarak
ayarlandi. Glg kaynagi galistirildi.

10) Yukleme boyasinin acgik mavi fraksiyonu jelin 2/3'Une

ulastiginda elektroforez durduruldu. Kapak acilip jel tepsisi sivinin
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icinden cikarildi. Jel tepsiden ayrilarak etidyum bromid (EB) calisma
solisyonunun icine konuldu.

11) Boyanma asamasi 20 dk sirdi. 20 dk sonra jel EB iginden
cikarilarak distile su icine konularak durulanmasi beklendi. Bu
asama 10 dk strda.

12) Durulama bittiginde jel distile su icinden alinarak
transilluminator cihazinin Gzerine konuldu. Ultraviyole 1sigi altinda
gorintilendi. Ardindan elde edilen gorintiler fotograf makinesi ile
kaydedildi.

3.2.6. RFLP analizi

Leishmania tuir ayrimini gergeklestirebilmek icin PZR ile
cogaltilan hedef DNA bdlgesini RE kullanarak kesmek en pratik
yontemdir. Bu amagla ITS-PZR Urlnlerini kesmek icin Taq I enzimi
secilmistir (48).

e Malzemeler:

ITS-PZR Urdnleri

“Buffer Taq”; 10X

RE: Tag I (MBI Fermentas-ER0671)

Bidistile su; steril

Gene Ruler™ 50 bp DNA Ladder

Yikleme boyasi; 6X (Fermentas)

Agaroz jel; %?2:

Agaroz 4 g
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TAE tampon sollsyonu; 1X 200 ml
Etidyum bromid calisma sollisyonu
e Master Miks hazirlanmasi, RFLP ve goriintiileme:
1) Master miks 1,5 ml’lik eppendorf tlp icinde hazirlandi.
Toplam reaksiyon karisimi 20 pl olacak sekilde ve 40 6rneklik
hesaplandi (Tablo 7).

Tablo 7. ITS-RFLP analizinin MM hazirlanisi (40 6érneklik)

flk Istenen Miktar Toblam
No. | Malzeme Konsantrasyon Konsantrasyon (1 mill’(tar
y (20 pl'de) Tiip)
1 | Buffer Taq 10X 1X 2 80 ul
Taq I

2 (Enzim) 10 U/l 20U 2 ul 80 pl
3 ddH,0 6 ul 240 pl
Toplam 10 pl 400 pl

2) Yukaridaki tabloda verilen kimyasallar belirtilen miktarlarda
karistirildi. Oncelikle su ve tampon sonra da enzim karisima
eklendi. Ardindan vorteks ile karistirilip, kisa bir spin santriflj ile
tim sivinin tipldn alt kisminda toplanmasi sadlandi. Enzim
miktarinin asla toplam reaksiyon miktarinin %10’unu asmamasina
dikkat edildi. Bodylece, enzim solisyonu daima -20 °C'de
saklandigindan ve bu ancak gliserol icinde mimkin oldugundan
dolayr %10’'u asan enzim miktarlarinda, solisyondaki gliserolun

dogrudan reaksiyonu inhibe edici etkisi engellenmesi amaglandi.

113




3) 0,5 ul'lik steril tlpler PZR urinleri ile eslesecek sekilde
etiketlenip, iglerine 10'ar yl MM karisimindan konuldu.

4) Tuplere ayni isimli PZR Urlnlerinden 10’ar pl eklendi. Bu
yapilirken mineral yaginin da alinmamasina dikkat edildi.

5) Kisa bir spin santrif(j ile tim damlaciklar bir araya toplandi.
Ancak buharlasmay! o6nlemek icin tim tlplerin kapak kenarlari
parafilm® ile sikica sarildi. Sonra tiiplerin tamami, daha énceden,
enzim Ureticisinin tavsiyesi dogrultusunda 65 °C’ye isitilan “heat
block” Gzerine yerlestirildi.

6) 65 °C’de 1,5 saatlik bir inkiibasyonu takiben tlpler alinarak
4 °C'de sogumaya birakildi. Bu arada yukarida anlatilan yontemle,
bu kez %2’lik agaroz jel hazirlandi.

7) Tum RFLP drinleri ve DNA o6lcegi, yukleme boyasi ile
kanistirllarak jele ylklendi. Bu esnada 3 ul DNA 0Olcegi ve 1 pl
yukleme boyasi; 5 ul Grin ve 1 p ylkleme boyasi karistirilip,
cukurlara 5’er pl karisim yuklendi. Yikleme esnasinda pipetlemeler
cok dikkatle gerceklestirildi. Sonra ayni sartlarda elektroforez
baglatildi.

8) 80-90 dk sonra elektroforez durduruldu. Jel tepsisinden
cikarilarak ethidium bromid igerisinde 20 dk boyunca boyandi.

Bundan sonra da 10 dk durulama tankinda durulandi.
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9) 10 dk’'nin sonunda UV sik altinda transilluminatérde
incelenen PFLP jeli, fotograf makinesi yardimiyla gorintilendi ve bu

goruntiler kaydedildi.
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4. BULGULAR

4.1. ITS-PZR

UV 1s1g1 altinda yapilan goérintilemede 37 6rnegin hepsinde
1 kbp uzunlugunda DNA bantlari goérildi. Bazi 6rneklerde Ust Uste
cakisan iki bant goérintlsi ya da daha kalin bantlar vardi.

Tam ITS bantlarina bakildiginda, hepsinin de diiz bir gizgi gibi
ayni hizada olmadigi gorildi. Bunun nedeni de ITS operonunun
bltlin Leishmania cinsi icin bire bir ayni uzunlukta olmayip,
950-1130 bp arasinda degisiyor olmasidir. Bu ylzden ITS
operonunun uzunlugunu yaklasik 1 kbp olarak kabul edildi.

4.1.1. izolatlardan elde edilen ITS dizilerinin RFLP

analizi

PZR sonucunda elde edilen 37 adet ayri izolata ait ITS dizileri
Taql RE kullanilarak kesildi. Taql RE ile yapilan kesim islemi, bitlin
orneklerde basariya ulasti. Bes farkli ana kesim modeli elde edildi

(Resim 17 ve Resim 18):

[N o es 105 . 62 61 ‘16 17 33 3543 50 80 BREMI27 31

Resim 17. Insan ve kdpek VL olgularindan elde edilen ITS-PZR- RFLP

sonuglari
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Resim 18. Sanliurfa ve Ege bdlgesindeki KL olgularindan elde edilen ITS-PZR-

RFLP sonuglar

1. Visseral leishmaniasisli 13 olgudan elde edilen izolatlarin
restriksiyon modeli (insan ve kdpek)
2. Visseral leishmaniasisli 2 olgudan elde edilen izolatlarin
restriksiyon modeli (kdpek)
3. Visseral leishmaniasisli 1 olgudan elde edilen izolatin
restriksiyon modeli ( kdpek)
4. Ege Dboélgesine ait kutandéz leishmaniasisli  olgularin
restriksiyon modeli
5. Urfa ve c¢evresine ait kutandz leishmaniasisli olgularin
restriksiyon modeli
Gerek insan, gerekse kopekten elde edilen 16 0rnegin
restriksiyon modelleri benzerdi. insandan elde edilen 7 izolatin
RFLP analizinde, ¢ banttan olusan model ortaya cikti. Bu bantlarin

yaklasik degerleri 320 bp, 275 bp ve 150 bp olarak bulundu. Elde

117



edilen bantlarin tim insan VL izolatlarinda ayni oldugu (identik)
gorilerek 1 nolu modele uygun oldugu kabul edildi.

Leishmaniasisli kopeklerden izole edilen parazit DNA'si ile
yapilan RFLP analizi de cok benzer sonuclar verdi. Toplam dokuz
kdpek VL izolatindan, alti tanesinin restriksiyon modelleri, insan VL
olgularinda ortaya cikan restriksiyon modelleri ile identik idi. Geriye
kalan iki 6rnekte de tamamiyla ayni bantlar vardi. Ancak bunlarda
ek olarak 225 bp’lik bir bant daha elde edildi. Son olarak, bir 6rnek
yaklasik dederleri 370, 320 ve 150 bp civarinda tahmin edilen (g
bantli degisik bir restriksiyon modeli sergiledi.

Kutan6éz leishmaniasisli olgulardan elde edilen &rneklerden
izole edilerek cogaltilan PZR Urlinlerinin RE ile kesimi sonucu ortaya
citkan modeller VL'li olgularin modelinden tamamen farkh idi. 21
adet KL olgusundan elde edilen izolatlarin 14 tanesi Sanhurfa’dan,
5 tanesi Aydin‘dan, 1 tanesi Odemis ve 1 tanesi de Milas'tan gelen
hastalardan elde edilmistir.

Sanhurfa kaynakli onddért izolatin PZR drlnleri kullanilarak
uygulanan RFLP analizinde elde edilen restriksiyon modellerinde
gérilen bantlarin yaklasik boyutlar séyle idi: 275 bp, 200 bp, 130
bp. Bir tanesinde ek olarak 350 bp’e yakin bir bant gérinimi daha
elde edildi. Bunun disinda, hepsi son derece homojen bir
gérinimdeydiler. Ege bdlgesi kaynakli yedi izolatin DNA’larindan

amplifikasyonla elde edilen PZR Urunlerine uygulanan RFLP analizi
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sonunda ortaya cikan restriksiyon modellerinde gdériinen bantlarin
yaklasik boyutlari ise sdyle idi: 275, 200 ve 130 bp’lik bantlara ek
olarak 350 bp’lik bir bant daha vardi.

4.1.2. Varsayimsal RFLP analizi

Elde edilen restriksiyon uriunleriyle karsilastirabilmek amaciyla
Avrupa Gen Bankasi arsivinde bulunan L. infantum ve L. tropica ITS
dizileri bulunarak, bu dizilere Taqg I RE'nin kesim dizilerinin yerlerini
belirlemek suretiyle varsayimsal bir RFLP analizi uygulandi. Elde
bes adet susun ITS dizisi mevcuttu. Bunlarin dérdl L. infantum
suslari, birisi de L. tropica susuydu. L. infantum suslar sirasiyla
Fransa, Tunus, Ispanya ve Cin kaynakl; L. tropica susu ise
Kenya'ya aitti. Elde edilen sonuglar yine ayni sekilde varsayimsal
bir jelde gosterildi ve calismamizda elde edilen modeller ile

karsilastirildi.
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Resim 19. Avrupa Gen Bankasi

arsivinde bulunan

varsayimsal olarak uygulanan RFLP analizi modelleri.

ITS dizilerine

L. infantum

L. tropica
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5. TARTISMA

Bu calismanin amaci, in vitro kilttrde Uretilmeye devam edilen
orneklerin tur tayinlerinin yapilmasi ve cgesitli klinikler ile baska
hastanelerden tani konulmasi amaciyla laboratuarimiza gdnderilen
leishmaniasis slpheli 6rneklerin  sonuglarini  tir dlzeyinde
verebilmek, ayni zamanda bundan sonra yapilacak saha calismalari
ve sonrasindaki epidemiyolojik verileri molekduler biyolojik
yontemlerle glclendirerek, daha acik bir sekilde yorumlamak Uzere
rutin hizmete sunulabilecek bir testi dederlendirmek olarak
belirlenmistir. Cok genis bir cografyaya sahip olan ulkemizde,
Leishmania parazitlerinin simdiki dagilimi ile tdrler arasi ve ayni tir
icerisindeki genetik cesitliligin de arastiriimasi gerekmektedir. Bu
calismada elde edilen gorintller, calismay! baslangictaki amacinin
bir adim daha o6tesine tasiyarak, turler icerisindeki ve Ulkemizin
bélgeleri arasindaki ayirimlar hakkinda da yeni bulgular ortaya
koymustur.

PZR-RFLP ydntemi, elde edilmek istenen sonuclar icin en
uygun yontem olarak secilmistir. Clnkl tdr ayrimina gidebilmek
icin yeterli derecede duyarlilik ve 0zglnlige sahip bir yontem
kullanmak gerekmektedir. Bu ydntemin ayni zamanda ¢ok
karmasik olmamasi, goreli olarak ucuz olmasi; en énemlisi de, elde
edilen sonuclarin ilk bakista yeterli fikir verebilmesi tercih edilmesi

icin 6nemli nedenlerdir.
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Arastirmada kullanilan RFLP yéntemi llkemizde 2005 yilinda
Serin ve arkadaslan tarafindan boélgesel olarak Adana Cukurova
Universitesi Hastanesi’ne basvuran hastalardan elde edilen klinik
orneklerle uygulanmistir. Hedef DNA bdlgesi olarak secilen
miniexon geni amplifiye edilerek o bélgedeki restriksiyon modelleri
ortaya cikarilmistir (124). Ulke capinda farkh bélgelerden elde
edilen suslarin karsilastirildigi baska calisma yoktur.

Cogaltilmasi icin secilen DNA dizisi ise daha 6nce Turkiye’'de bir
baska arastirmaci tarafindan degerlendirilmemistir. 1997'de
Bozkurt ve arkadaslari tarafindan Ege Boélgesinde, sadece Kklinik
taniya dayanilarak vyapilan bir bildiride, “acaba sark c¢ibani
garplilasiyor mu?” sorusu gindeme getirilmistir. Ilerleyen
satirlarda, 6zellikle bu calismadan sonra, sinirli da olsa bu soruya
daha kolay yanit vermek mimkuln olacaktir.

Leishmania rRNA genleri ardisik olarak tekrarlayan, farkh farkh
birden fazla kromozomda yer alan, ard arda dizilmis Unitelerden
olusur. Bu genler bltin o6karyot organizmalarda var olan,
ribozomal RNA'y1 kodlayan nlkleer genlerdir (29). Bunlarin hepsi
“non-transcribed spacer” (NTS) denilen ve herhangi bir proteini
kodlamayan diziler (46) arasinda yer alirlar. Bu genlerin isimleri
daha 6nce de soz edildigi gibi, SSU rRNA, 5.85 RNA ve LSU rRNA
olup; son derece iyi korunmus olan cinse 6zgu bdlgelerdir (122).

Bu genler ITS denilen ara dizilerle ayrilmistir. Hem NTS hem de ITS
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bolgeleri cok genis bir degiskenlik gostermektedir (11,29). Cupolillo
ve arkadaslarina gbére (2003) ITS dizisindeki polimorfizm veya
degisiklikler parazitin yeni bir ekolojik cevreye adapte oldugunu ya
da adapte olma yetenedini gostermez. Cinkl ITS herhangi bir
proteini kodlamayan bir dizidir. Sadece genetik degiskenliginin ve
dolayisi ile epidemiyolojik calismalara uygunlugunun bir
gostergesidir (29). Ozellikle ITS gdérece olarak kiiciik boyutu
nedeniyle, molekiler biyolojik arastirmalar icin daha ilgi cekicidir.
Ayni organizmada birden cok kromozom icinde tekrarlayan diziler
helinde yer almalari ve c¢ok iyi korunmus olmalar, “molekuler
marker” olarak degerlerini artiran o6zelliklerdir (29,42,119). Bu
yuzden bu calisma icin ITS operonunu secilmistir.

Bu calismada dederlendirilen 37 ornek ile tlire 6zgin ve hatta
ayni tdr icerisinde boélgelere gére farkli “DNA parmak izi” elde
edilmistir. Calismaya alinan d&rneklerin seciminde in vitro
kdltivasyonu slrdurilen izolatlar icinden olabildigince farklh
bélgelere ait 6rnekler secilmeye calisiimistir. Bunun sonucunda bir
birine yuzlerce kilometre uzakta yer alan bélgesel odaklardan elde
edilmis olan oOrneklerin karsilastirilarak degerlendirilmesi olanadi
elde edilmistir. Bu 37 6rnegin 21 tanesi KL'li hastalardan, 16'si ise
VLU'li (7'si insan, 9'u kbépek) hastalardan izole edilen drneklerdir.
Bolgelere go6re bakildiginda; toplam 16 VL'li olgunun PZR

drdnlerinin restriksiyon analizi sonucunda u¢ tanesi haric (EP17,
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EP43, EP80), geri kalan 13 drnekte tamamen identik modeller
ortaya cikmistir. identik olan 13 6rnedin dordiu Kusadasi, ikisi
Manisa, ikisi Izmir, Gcl Denizli, biri Istanbul, biri Corum ve biri de
Bodrum kaynakhdir. Geriye kalan ¢ o6rnegin birisi Manisa, birisi
Kusadasi, digeri de Izmir kaynakh ¢ kopekten izole edilmislerdir.
Yani, ister kdpek, ister insan kaynakli olsun, VL olgularinin blytk
bir kisminda identik bir restriksiyon modeli bulunmustur.

Schnur ve arkadaslarinin 2004 yilinda yaptiklari bir calismada
amplifiye edilen ITS operonu Taq I ve Cfo I enzimleriyle kesilmis,
Taq I ile yapilmis kesim goéruntllerinde iki L. infantum izolatinin
200 ile 300 bp’lik 6lcek bélimu hizasinda oldukca kalin bir bant
modeli sergiledigi dikkati cekmistir. Bunlarin daha ileri dizeyde
DNA dizi analizleri yapilmamistir. Schénian ve arkadaslarinin 2000
yilinda bildirdiklerine gére L. donovani kompleksinde yer alan
tarlerin ITS boélgelerinde cok belirgin olmasa da bir heterojeniteden
sO0z edilebilir. Fakat 2000 yilinda El Tai'nin bildirdigine gére, bu
minimal heterojen dizilim sadece nokta mutasyonlarindan
kaynaklanmakta, bu mutasyonlar da DNA dizisi Uzerindeki
restriksiyon bdlgelerini etkilememekte; bu sayede tim L. donovani
kompleksi ITS-RFLP bantlari identik cikmaktadir (42). Bu baglamda
iki adet ekstra banth VL-DNA sonuclarinin (EP17 ve EP80) tlre
6zgln olup olmadigina karar verebilmek icin hem bu iki 6rnek ve

ekstra bant sergilemeyen, ancak RFLP modeli digerlerinden farkl
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bulunan EP43'lGn, hem de birbiriyle ayni bulunan &rneklerden
secilecek birkac Ornedin DNA dizi analizlerinin yapilarak, elde
edilecek  sonucglarin  diger ortak dizilerle karsilastiriimasi
gerekmektedir. Bu ornekler disinda, geriye kalan VL'li érneklerin
sergiledigi bant modeli tamamiyla identik olarak yorumlanabilir.

Bu 37 6rnegin bir kismi daha 6nceden Fransa’da Montpelier
referans merkezinde izoenzim analizi yontemi ile sus tayini yapilmis
ve L. infantum veya L. tropica oldugu saptanmistir. Az sayida bir
kisminda ise ABD'de tek kopyali 6zglin bir gen olan NAGT (N-asetil
glukozamin 1-fosfat transferaz) gen bdlgesinin DNA dizi analizi ile
tir tayini gergeklestirilmistir. Yapilan izoenzim analizlerinde VL’li
kdpeklerden elde edilen EP33 ve EP35 L. infantum MON-1; ABD'nde
NAGT geni kullanilarak yapilan DNA dizi analizinde yine VLl
kdpeklerden elde edilen EP16 ile insandan elde edilen EP61 ayni
sekilde L. infantum olarak bulunmustur. Zimodem analizleri sonucu
EP33 ve EP35'in L. infantum MON-1 olarak tespit edildigi ve
Tlrkiye'den alinarak Fransa’da zimodem analizine tabi tutulan diger
ornekler icinde MON-1'den baskas! da saptanmadigi, benzer sekilde
Frank ve arkadaslarl tarafindan 1993‘te bildirildigine goére Akdeniz
havzasinda goérilen ve VLe yol acan L. infantum suslarinin hep
MON-1 oldudgu (21,107) g6z oninde tutulursa, bu orneklerle ayni
restriksiyon modellerini sergileyen izolatlar igin, L. infantum’dur ve

identiktir denilebilir. Bununla birlikte, daha kalin veya ekstra bant
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gérinimu elde edilen drneklerin baska enzimler de kullanilarak
yapilacak RFLP analizleri, sonuglari dogrulamaya yardimci olacaktir.
Bir baska dikkat cekici nokta da, bu fenomeni sergileyen érneklerin
kdpek izolatlari olmasi ve insandan elde edilen izolatlar arasinda bu
fenomene rastlanmayisidir. Bu durum restriksiyon modelinin basgka
enzimlerle de calisiimasini gerektirmektedir; bununla birlikte
insanla karsilastirildigi zaman, VL'in kopekte c¢ok daha fazla
goérulmesi; bir baska deyisle kbépek populasyonunda insan
populasyonuna gore kat be kat fazla VL olgusunun olmasi, elbetteki
sus cesitliligi konusundaki olasiliklari artirmaktadir. Calismaya
alinan kopek VL olgularini ayri olarak dederlendirdigimizde, g farkh
RFLP modeli elde edilmis olmasi da bu dusunceyi destekleyen bir
bulgudur. Buna karsin insan VL 6rneklerinin sergiledigi restriksiyon
modellerine bakildiginda, kendi iclerinde tamamen identik olduklari,
%100 benzerlik gbsterdikleri gortilmektedir.

Calismaya alinan 37 o6rnegin 21 tanesi KL'li hastalardan izole
edilen parazitlerden amplifiye edilen DNA'lardir. Bu 6rneklerden 13
tanesi (%61,9) Sanhurfa’da yasayan, biri de (%4,75) Izmir'de
oturmakla birlikte, her yil dlizenli olarak memleketi Sanliurfa’ya
giden bir hastadan; geriye kalan yedi 6rnek ise (%33) farkli
sehirlerden gelseler de, hepsi Ege Bdélgesi'nde yasayan hastalardan

elde edilen 6rneklerdir.
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Ilk onlic 6érnekten birisi olan EP39 Fransa’da uygulanan
izoenzim analizi sonucunda L. tropica MON-53 olarak bulunmus;
Ege bélgesinden elde edilen EP84’e ise, 2003 yilinda ABD'nde K.P.
Chang ve arkadagslar tarafindan NAGT gen dizi analizi uygulanmis,
burada ki tlr tayini L. tropica olarak belirlenmistir.

Beklemedigimiz bir sekilde, uygulanan RFLP analizleri sonucu
iki farkh restriksiyon modeli elde edilmistir. Bu modeller Gger ve
dérder banthdir. Ug bantli model son derece homojen bir gériinti
ortaya koymustur. Daha once de belirtildigi gibi, GUc¢ banthh model
gbsteren 13 6rnek de Sanhurfa kaynakh olup, bunlarin birisi Glkenin
batisinda oturan, ancak duizenli olarak Sanlurfa’ya giden bir
hastadir. Ondoérdinci 6rnek de yine Sanhurfa kaynakli olmakla
birlikte, dérdlincu bir bant daha sergilemis, calismaya Ege bdlgesi
orijinli olarak dahil edilen 6érneklerle oldukga identik gérinmdustdr.
Bu goérinim biri disinda Sanhurfa kaynakh izolatlarin, ayni tirdn
ayni susu oldugu yoninde 6nemli bir bulgudur. ITS operonu ayni
parazit tlrl icinde bile heterojenite gdsterebilirken, bu susun
Sanliurfa gibi kliclik bir bdlgede bdylesine homojen bir genotipe
sahip olmasi, tur o6zelliklerinin  bu bédlgede cok iyi korunmus
oldugunu gostermektedir. ITS-PZR-RFLP'nin DNA parmak izi
yontemi olarak kullanildigi ve RE'nin de Taq I oldugu cok sinirli
sayida calismada bu bicimde bir DNA modeline rastlanamamistir.

Bu durumda literatlrdeki referans sayilabilecek d&rneklerle
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karsilastirilarak tidr tayini yapmak mimkin gérinmemistir. Clnkd
ITS intergenik baglanti dizisi gogaltilip, RFLP analizinde RE olarak
Taq I enzimi kullanilan iki calismadan ilki 2003 yilinda Cupolillo ve
arkadaslan tarafindan yapilmis, ancak burada tamamiyla Latin
Amerika suslari incelenmistir (29). Digeri olan ve 2004’te Schnur
ve arkadaslarinca gercgeklestirilen calismada elde edilen restriksiyon
modellerinde dért banth bir gérinim ortaya cikmistir (123). Bunun
U¢ bandi Sanliurfa suslarininki ile ayni olmakla birlikte, ek olarak bir
tane daha bant bulunmustur. Fakat bu noktada daha &nceden
gerceklestiriimis olan bir analizden oldukgca vyararlaniimistir.
Bunlardan biri olan EP39'un daha 6nce Fransa’da yapilan zimodem
analizi, bu izolatin L. tropica MON-53 susu oldugunu ortaya
citkarmistir. Identik bant modeli sergileyen diger 12 izolat da EP39
ile ayni gorintlyld verdigine gore bunlarin da L. tropica oldugunu
artik tartismaya gerek yoktur. Dolayisi ile Sanliurfa kaynakli VL
hastalarindan alinacak &rnekler icin identifik bir L. tropica RFLP
modeli elde edilmistir.

21 ornegin kalan yedi tanesi Ulkenin diger KL odadindan
kaynaklanan, yani Ege bdlgesine ait izolatlardir. Ege bdlgesinde ilk
KL olgusu 1989 yilinda bildirilmistir (117). 1833’den bu yana KL
olgularinin gorialdiglu Sanhlurfa yoresiyle karsilastirildiginda (96) ,
Ege bdlgesinden yeni bir epidemiyolojik odak olarak s6z etmek

yanlis olmaz (96,117). Ege bdlgesinden calismaya dahil edilen
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orneklerden bes tanesi Aydin, biri Odemis, biri de Milas kaynakhdir.
Bu yerlesim birimleri birbirine komsu olmakla birlikte, vektdrin
ucus menzili son derece kisa oldugu icin, bu yerler arasinda
infeksiyon transmisyonundan c¢ok, her birine demografik hareketler
sonucu parazitin tasinmis olabilecedi dislincesi akla yatkin
gorinmektedir. Kum sinedi Ege bodlgesinde yaygin olarak
gorulmektedir. Dolayisiyla infeksiyonun goérilebilmesi icin yeter
Olciide kum sinegi tlrlG vardir. Ege bolgesinde rastlanan visseral ve
kutantz leishmaniasis olgularinin oldukgca dadinik bir yerlesim
gdstermesine karsin, buradan elde edilen sonuclar sasirtici derece
biribirine benzemektedir. KL izolatlari, Sanhurfa’dan izole edilen
orneklerden farkh bir model sergilemektedir. Sonucta bu galismada
Ege bdlgesine ait tim KL o6rneklerinden elde edilen doért bantl
modelin  gérinimU kendi aralarinda aclk bir homojenite
olusturmustur.

Schnur ve arkadaslar tarafindan 2004’te yapilan calismada
L. tropica’dan elde edilen restriksiyon haritasindaki doért banth
model gorinimduyle, diger Leishmania tirlerinden ayrildig
bildirilmistir. Bu o6rnekler Uc¢ tane olup, bir tanesi Dinya Saglk
Orgiti’nden elde edilen referans susu, diger ikisi ise Israil’ in Kfar
Adumim bdlgesinden elde edilen iki 6rnede aittir (123). Bu bant
modelleri, calismamizda Ege bdlgesine ait 6rneklerde elde ettigimiz

modellerle ayni sonucu vermistir. Daha o6nce K.P. Chang ve
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arkadaslarn tarafindan yapilmis olan bir calismaya gdre, Schnur ve
arkadaslarinin elde ettikleri dért bantli modelle ayni olan Aydin
izolatlarindan EP84’Gin NAGT geni DNA dizi analizi sonucunun da
L. tropica‘’y isaret ettigi goridlmistir. Dolayisi ile Ege bolgesindeki
KL hastalarindan alinacak materyallerden izole edilecek parazit
DNA’si ile gerceklestirilecek restriksiyon analizi sonucunda ilk olarak

beklenecek model dért banttan olusan modeldir.

Leishmania parazitleri icinde ITS dizisindeki heterojenitenin en
ylksek oldugu tir L. tropica’dir. Tir icindeki heterojenlik bir cok
arastirmaci tarafindan goésterilmistir (40,122,123). Bu calismada
elde edilen sonuglar da bu heterojenligi desteklemektedir. Ancak
calismada elde edilen bant modelleri esas alinarak, Ulkenin
neresinden gelirse gelsin, her hangi bir KL hastasindan alinacak
aspirasyon materyallerine ait DNA 6rneklerinin kullanilacagi RFLP
analizi hakkinda yorum yapilabilir. Bu iki tir restriksiyon modeli,
Fransa’da gerceklestirilen zimodem analizlerinde iki sus gérilmesi
ile de desteklenmektedir (MON-53 ve MON-55). Sanlurfa’da
parazitin baslica vektérl Phlebotomus sergenti olmakla birlikte, her
hangi bir kumsinedinde bu giine kadar Leishmania promastigotlari
gbsterilememistir. Phlebotomus papatasi’nin de adi gecmekle
birlikte, P sergenti’nin ezici bir dominansi s6z konusudur (96).

Israil’de yapilmis olan ve yukarida da bahsedilen calismada vektér
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oncelikle P. sergenti ve yakindaki bir baska odakta da P. arabicus
olarak belirlenmistir. Ancak Ege bdlgesinde henlz P sergenti’ye
rastlanmamis, Ustelik de bolgede yakalanan diger kum sinegi
tirlerinden de Leishmania paraziti izole edilmemistir. Vektorle ilgili
calismalar sirmektedir (Y. Ozbel’ den alinan szl bilgi). Bu
vektorlerin Bati Anadolu’da ki varhgi ispatlanmadidi icin, baska
endemik odaklardan gelen hastalarin, antroponotik rezervuar
rolind oynayip oynamayacaklarini séylemek cok zordur. Bdlgeler
arasl sus degisimlerinin yasanmasi, bir kum sinedinin bu kadar cok
mesafeyi kat edip dodgal habitatindan bodylesine uzaklara
varabilmesinin imkansiz olmasi nedeniyle, yeni bélgelerde rastlanan
vektor tlrlerinin parazitle adaptasyonuna baghdir. Dogu veya
Glineydogu’da rastlanan L. tropica alt tirinin (ya da susunun) bu
sartlar altinda Bati Anadolu’da gérilmeye baslanmasinin teoride zor
oldugu sonucunu cikarmak kolay olmakla birlikte; Ege bdlgesinde
yerli KL olgularinin goriliyor olusu, hastaligin varhiginin olmazsa
olmaz sartinin kum sinedi cinsi bir vektériin varligi olmasi, bu
bolgede heniiz vektoérlerin tam olarak belirlenemedidi, literatlirde
baskin kum sinegi tirt olarak anilan P. sergenti'nin disinda da
vektor stphesi tasiyabilecek tlrlerin varhgi, Glkemizde demografik
hareketliligin hic durmadigi ve bu gidisle pek de durmayacagi g6z
oninde tutuldugunda hastaligin Sanhurfa’dan Bati Anadolu’ya

tasinabilmesi olasiligindan s6z edilebilir. Clinkdl KL antroponotik bir
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hastaliktir. Insanin, yani rezervuarin oldugu yerde, eder vektér de
varsa hastaliktan s6z etmek cok kolaydir. Bu konudaki en glincel
ornek olan, calismaya alinan EP87, Ege bdlgesinde yasayan, ancak
hastaligi tlkenin diger kosesindeki endemik bélgede (Sanliurfa’da)
edindigi didsundlen ilk ve tek kisi degildir. Bu noktada arastirmaciya
disen goérev bu potansiyel rezervuarlari bulmak, ekolojik cevreyi
arastirmak ve 06zellikle dogrulama icin bu calismada da kullanilan
molekller araclardan yararlanmaktir. Calismada EP39'dan elde
edilen DNA restriksiyon modelinin Sanliurfa’dan edinilen diger
orneklerin modelleriyle identik bulunmasi, henidz molekiller tani
araglarn kullanilmadan hastanin 6yklstu ve klinik seyri ile yapilan
epidemiyolojik tahminlerin dogru oldugunu acikca ortaya
koymustur. Kutan6z leishmaniasisli olgulardan elde edilen
orneklerden izole edilerek gogaltilan PZR drinlerinin RE ile kesimi
sonucu ortaya c¢ikan modeller VL'li olgularin modelinden tamamen
farklidir. Bu goérintiyle bile, KL ve VL restriksiyon modellerinin
farkl turler tarafindan ortaya kondugunu sdylemek mimkianddar.

Bu calismada elde edilen sonuglarin karsilastirilabilmesi icin bir
diger alternatif yaklasim kurgusal olarak elde oldugu var sayilan
bazi DNA dizilerinin restriksiyon paternlerinin elde edilmesidir.
Avrupa Gen Bankasi arsivlerinde bulunan doért ayrn L. infantum
susuna ait ITS operonu dizisi ile, var olan iki L. tropica ITS operonu

dizisinden birinin Taq I RE ile sanal olarak kesilmesi sonucu ortaya
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cikmasi beklenen restriksiyon modelleri Resim 19°da gdsterilmistir.
Burada cok farkl Ulkelere ait olmakla birlikte hepsi Akdeniz havzasi
kaynakli L. infatum suslarinin cok homojen oldugu goridlmdastar. L.
tropica’nin ise daha fazla bant modeli vermesi pek surpriz sayilmaz.
Cinkl daha oOnce de sb6z edildigi gibi ITS operonunun en c¢ok
polimorfik oldugu tir L. tropica’dir. Eldeki bu dizi Etiyopya kaynakh
bir susa aittir. Birbirine ¢ok yakin olan ikili bant gruplarinin,
rezollisyonu c¢ok iyi olmayan bir jel elektroforezinde kalin tek bant
gorinimi verecegdi duslnilerek, Sanhurfa’ ya ait olan homojen sus
modellemesine c¢ok benzedigi soylenebilir. Burada gerekli olan
Sanliurfa suslarinin  bazilarinin DNA dizi analizi yapilarak kurgusal
RFLP modelinin elde edilmesi ve diger sanal modellerle
karsilastirilmasidir. Bu ydnteme alernatif olabilecek baska bir
uygulama da, eldeki PZR {Urunlerinin restriksiyon reaksiyonunun
ardindan, jel olarak %12 poliakrilamid jel ya da Metaphor™ agaroz
jel gibi cok yuksek ¢dzunUrllklli jel sistemlerinden birini kullanarak,
ayni modeli verip vermedigini bulmaktir. Calismada elde edilen L.
infantum restriksiyon modelleri ile bu dért 6rnek susun modellerinin
karsilastirilmasi sonucunda, doért adet L. infantum modeli ile,
calismada homojenite gorilen insan VL izolatlarina ait suslarin RFLP
modellerinin ¢ok benzer oldugu gorilir. Elbette bu benzerlik bir
sarta badghdir: En adir goérinen ve adeta biribirinin {zerine

binisecekmis gibi yakin baz uzunluklarina sahip bantlarin tek ve
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kalin bant gibi gérilmesi. Bu durumda kurgusal bantlar calismada
elde edilenlerle neredeyse tipa tip gibidir. Tum bu handikaplar
oncelikle jel rezollisyonunun artirilmasi ile ¢ézillebilir. Bu durumda
elde edilen bantlar gercekten identik, referans bantlar olarak
sayllabilirler. Bu durum Akdeniz havzasinda gorildigld bildirilen
MON-1 susunun varligini Ulkemizde de dogrulamaktadir. L.
infantum’un, dinya Uzerinde ¢ok 6nemli bir bdlge olan Akdeniz
havzasindaki varligi ve homojen goérinimui, elde edilen identik
bantlarla da gosterilmistir. Diger yandan Sanlurfa kaynakli L.
tropica’larin Etiyopya’ dan elde edilen susla bu kadar benzeme
olasiligi (Ustelik de bu kadar cok sayida bant modeline ragmen),
Eski Dunya’da tarih boyunca sliregelmis olan demografik
hereketlilik ile aciklanabilir. Her iki bdlgede de vektérin (P.
sergenti) bulunmasi, hastaligin veya lezyonun rezervuarlarca
tasimasini kolaylastirmaktadir.

Ayni hedef DNA bdlgesinin amplifiye edilerek, ayni RE’nin
kullanildigi diger iki calismaya bakildiginda (Cupolillo ve ark., 2003;
Schnur ve ark., 2004) birden fazla RE kullaniimistir. Calismamizda
kullandigimiz Taq I bu konudaki beklentileri neredeyse tamamiyla
karsilamistir. Ulkemizde bir yéntemin rutin hizmetin icine
yerlestirilmesi ayni zamanda “maliyet/yararlilik” kavraminin da

gozetilmesini siddetle gerektirmektedir.

134



Calismada secilen hedef DNA bdélgesinin ITS operonu olusu,
klinik 6rneklere uygulanabilirligi konusunda bazi zorluklar
beraberinde getirmistir. Pratik olarak besiyeri 6rneklerinden ITS
operonunun amplifiye edilmesi ¢cok daha kolay gérinmektedir (G.
Schénian’in s6ézli ifadesi). Bunun yerine ITS’In 5.8S geninden
onceki bolimu olan ITS-1 bolimid hem klinik érneklerden, hem de
saha calismalarinda elde edilen 6rneklerden direkt molekuler tanida
ve bunlarin tlir ayriminda kullanish bir arag olarak énerilmistir (45,
47). Fakat ITS-1 icin, tdr ici farkliliklari géstermek konusunda elde
veri bulunmamaktadir. Ancak El Tai ve arkadaslarinin 2000 yilinda
bildirdigine gore o6zellikle saha calismalarinda ve klinik 6rneklerde
“southern blotting” in ardindan ITS-PZR ile de tani koymak
olanaklidir. Ancak bunu rutin laboratuar kosullarinda uygulamak
pratik gérinmemektedir.

Bu calismaya dahil edilen izolatlara genel olarak yeniden
bakildiinda o0zellikle Cukurova bdlgesinden elde edilen hicbir
ornegin olmadigi goridlmektedir. Halbuki Akdeniz ve daha da
Ozellestirilirse Cukurova bodlgesi, gerek Sanliurfa odadina olan
komsuluguyla, gerek daha ©nceden bildirildigine gore L.
infantum’un etyolojik ajan olarak tesbit edildigi bildirilen KL
olgularinin varhdiyla epidemiyolojik calismalara dahil edilmesi
kacinilmaz olan énemli bir bélgedir (3,96,122). Ozellikle bu bdlge

olmak Uzere KL olgularinin goérildigd diger odaklarin da dahil
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edilecegi karsilastirmali  molekller epidemiyolojik calismalar
Ulkemizdeki Leishmania suslarinin dadilimi hakkinda c¢ok daha

degerli bilgiler verecektir.

6. SONUC

Son sz olarak Bozkurt ve arkadaslarinin daha énce sorduklari
soruyu kismen de olsa vyanitlamak gerekirse; calismanin
sonuglarina bakilarak denilebilir ki; sark cibaninin batililastig
sOylenebilir. En azindan Ege boélgesi odadindaki olgularin
Glneydogu’daki  odaktan  kaynaklanmadigi  ortadadir. Ege
bolgesinde olan daha cok kendi odadina 6zglin, yerli olgulardir.
Bdylece leishmaniasisin molekliler epidemiyolojisi konusunda
Ulkemizde vyapilmasi gerekenlerin ¢ok fazla oldugu acikliga
kavusmustur. Ozellikle  Ulkemizin bulundugu  cografyada
leishmaniasis konusunda yapilan calismalar ve calisma alanlarina
bakildiginda; yabanci bir arastirmacinin soéyledigi gibi: “Turkiye
adeta basl basina bir kita ve bu kitada leishmaniasis konusunda

daha yapilacak cok sey bulunmaktadir.”
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7. OZET

Klinik Orneklerde Pzr - Rflp (Polimeraz Zincir Reaksiyonu -
Restriksiyon Boliimiiniin Uzunluk Degiskenligi) Yontemi

Kullanilarak Lershmania Parazitlerinin Tiir Tayini

Leishmaniasis Leishmania genusunda yer alan parazitlerinin yol
actigi antropo-zoonotik bir infeksiyondur. Diinya Saglik Orgiiti
verileri her yil 350 milyon insanin bu hastaliga yakalanma riskiyle
karsi karsiya kaldigini bildirmektedir. Hastallk AIDS ile birlikte
gorildiginde olumcil olabilmektedir. Hastaligin klinik formlari
temelde visseral leishmaniasis (VL), kutandz leishmaniasis (KL) ve
mukokutanéz leishmaniasis (MKL) olarak incelenir. Bunlardan ilk
ikisi Ulkemizde goérulmektedir. Birincisinin baslica rezervuari kdpek,
ikincisinin ki de insandir. Bu calismada EUTF Parazitoloji AD'nda
1996 vyilindan beri NNN besiyerinde alt pasajlarla surekliligi
saglanan ve (lkemizin farkli bolgelerinden elde edilen 37
Leishmania izolati incelenmistir. Bu o6rneklerden fenol-kloroform
yontemi ile DNA ekstraksiyonu gergeklestirilmis, ITS-PZR ydntemi
kullanilarak ribozomal DNA’nin protein kodlamayan ITS bdlgesi
codaltiimis, ardindan Taqgl enzimi kullanilarak RFLP ydntemiyle
ortaya c¢ilkan DNA bantlarinin uzunluklar karsilastiriimistir. PZR
sonucunda orneklerin hepsinde 1 kbp’lik DNA bantlari géralmustur.

RFLP ile bes farkli kesim modeli elde edilmistir. Gerek insan,
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gerekse kopekten elde edilen 13 o6rnegin restriksiyon modelleri
benzerdir. Ancak U¢ adet kopek izolatinin sonuclari insan ve diger
alti  koépek izolatindan biraz farkli bulunmustur. Kutanéz
leishmaniasisli olgulardan elde edilen PZR urdnlerinin restriksiyon
enzimi ile kesimi sonucu ortaya c¢ikan modeller VL'li olgularin
modelinden tamamen farkl bulunmus, 21 adet KL olgusundan 14
tanesi Sanliurfa’dan, yedi tanesi Ege Boélgesi'nden elde edilmis,
Sanliurfa 6rnekleri biri haric son derece homojen bulunmus, Ege
bélgesine ait olanlarsa Sanliurfa’dan farkhh ancak kendi iginde
homojen bulunmus; dlkemizde bu bdélgelerde VL'den sorumlu
parazit Leishmania infantum ve KL'den sorumlu parazitin de
Leishmania tropica oldugu bir kez daha gorilmis, ancak KL
etkeninin farkli odaklarda farkli genotipe sahip oldugu goérilmustar.
Bu sonucun epidemiyo-demografik acidan incelenmesi

gerekmektedir.

ABSTRACT

Leishmaniasis is an infection that caused by the parasites
belonging to the genus Leishmania. According to WHO, 350 million
people confront the risk of having leishmaniasis every year. The
disease can be fatal if it is complicated with AIDS. The clinical
forms of the disease can be summarized in three topics: Visceral

(VL), cutaneous (CL) and mucocutaneous (MCL) leishmaniasis. The
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first two of these forms are seen in Turkey and the reservoirs are
the dog and the man respectfully. In our study, 37 Leishmania
isolates that have been cultivated in the NNN medium in EUMF
Parasitology Department since 1996 were analyzed by using
molecular tools comparing the restriction patterns of the DNA
bands belonging to the ribosomal ITS region amplified with PCR
method. By using one of the restriction nucleases, Taq I, different
restriction patterns were obtained between the isolates from VL
and CL, and also CL isolates from Sanliurfa and Ege Region. There
were different patterns in three of dog isolates while rest of the VL
isolates that originated from the man and the dog were similar. In
addition to this, RFLP patterns of 14 Sanliurfa isolates out of 21 CL
isolates were almost totally homogenous except one. And the
causative agents were confirmed as Leishmania infantum for VL,
and Leishmania tropica for CL in these regions in Turkey. But the
RFLP patterns of the isolates obtained from the patients with CL in
Sanliurfa were not the same as the isolates from Ege Region except
one in comparison by the genotype. Obviously it is necessary to
analyze these results epidemio-demographically to reach the final

epidemiological aspect.
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