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GIRIS ve AMAC

Deri leyigmaniyozu Leishmania cinsinden L. tropica ve L. major ad1 verilen
protozoonlarin neden oldugu paraziter bir hastaliktir. Bu hastabk Eski ve Yeni
Diinya’da farkli Leishmania turleri ile olugmakta ve klinik durumlarina gore degisik
isim almaktadir (1).

Yurdumuzda Antep Cibani veya Sark Cibani olarak da adlandirilan deri
leyismaniyozu Ozellikle Gineydogu Anadolu Bolgesinde endemik, Orta
Anadolu’da ise sporadik olgular halinde gorilmektedir. Bu hastalik bildirimi
zorunlu hastaliklar kapsanuna alinmamigtir. Bu nedenle yurdumuzdaki yayginhg
tam olarak bilinmemektedir. Sanlurfa Saghk Midirligi’nden edinilen son
bilgilere gore, Sark Cibani olgusu bu sehrimizde son birkag yil iginde 4000-5000
olguya ulagmig, Adana’da ise 1993’de 868 ve 1994 yilinda 1114 olguya ¢ikmugtir.
Bu veriler yurdumuzda bir zamanlar yok olma agamasmna gelmis olan bu
parazitozun tekrar yayildigim ve halk sagligi sorunu yarattigim gostermektedir (2).

Sark ¢tbaninin etkensel erken tanisi, hastaliin tedavisinin erken baglamast,
komplikasyonlarin azalmasi, parazitin evrim zincirinin kirtlmast gibi nedenlerden
dolay1 ¢ok Onemlidir. Hastalifin tam1 yontemlerinin ve parazitin promastigot
déneminin tiretildigi besiyerlerinin gesitliligi, bu konuda galigan saglik personelinin
farkli uygulamalarina neden olmaktadir. Genellikle bolgelerimizin ¢ogunda
hastaligin tanisi, deneyimli laboratuvar elemaninin azligi nedeniyle, lezyonun klinik

goriniimi ve hastanin hikayesine gore konulmaktadir (3).



Halbuki bu parazitozun klinik gorinimiiniin kiitan6z fungal enfeksiyoniar,
yaws, sifiliz, lepra, kiitanoz tuberkiiloz, atipik mikobakteriyel deri enfeksiyonlar1 ve
lupus vulgaris’le kolayca kangtirildigi géz oniine alindiginda etkenin laboratuvar
tanust daha da 6nem kazanmaktadir (4).

Caligmamizda, deri leyigmaniyozlu olgulardan ¢rnekler alarak bunlart hem
direkt boyali preparatlarda hem de iki ayrn besiyerine ekim yaparak inceledik.
Ekimler i¢in NNN besiyeri ile Sigir Kanli Bestyeri (SKB) kullandik. SKB daha
once anabilim dalimizda Leishmania tiiriiniin pasajlaria laboratuvarda iiretilmesinde
bagariyla kullanilmig  fakat klinikk  oOrneklerden izolasyon galigmalarinda
kullaniimamigti. Bu calismalan yaparken de gozlemlerimize dayanarak o6rnek
almada sonucu olumlu yonde etkileyen bir manipulasyon yontemi belirledik.

Caligmamizin ikinci agamasinda, bazi kaynaklarda leyigmaniyoz tedavisinde
kullanildig: bildirilen trimethoprim-sulphametaxozole (38) ve ofloksasinin (39), in
vitro kogullarda Leishmania’larin promastigot formlarina herhangi bir etkisinin olup

olmadigin1 aragtirmay1 amagladik.
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GENEL BIiLGILER

Deri leyismaniyozu bazi Leishmania tiirleriyle olugan, deride papiil, nodiil
ve yara gibi belirtilerle kendini gosteren bir parazitozdur. Bu hastalik Bati ve Dogu
yarim kiirelerinde yani Eski Diinya ve Yeni Diinya’da farkli Leishmania tiirleriyle
olugmaktadir. Yurdumuzda gogunlukla Leishmania tropica’nin neden oldugu kuru
tip, daha az olarak ise L. major’un etken oldugu yag tip lezyonlu deri
leyismaniyozuna rastlanmaktadir (1,2 ).

Tarihge

Deri leyigmaniyozunun tarihgesi hakkinda Unat, Kean ve arkadaglar
tarafindan ayrmtih bilgi verilmistir (1,3). Buna gore hastalik ¢ok onceden beri
bilinmektedir. Ebu Bekir Muhammed bin Zekeriya El-Razi 1050 yilinda yazdig:
eserinde Bagdat’ta Sark Cibani’na ¢ok sik rastlandigim belitmigtir. 15 yil
yurdumuzda (o zamanki Osmanl Devleti smnirlant iginde) kaldiktan sonra
Ingiltere’ye donen Dr. Russell 1856 da yayimlanan eserinde “Aleppo Evil” adi
altinda bu parazitozu ve tiplerini tanimlamugtir. Aym aragtinct Tirkge’de bu
hastaliga “Haleb Choban” veya “Aleppo Ulcer” dendigini ve “Antab” da, “Sejour”
ve “Coick” nehirleri kiyisindaki kéylerde de yaygin oldugunu vurgulamistir (3).
Ghilow ise 1833 de Paris’te hazirladigi bir tezde bu parazitoz hakkinda genis bilgi
vermis ve Tiirkiye’nin Asya bolgesinde ve Iran’da gok yaygin oldugunu bildirmistir
(1).

Hastaligin etkeni hakkinda ilk dogru tanimi askeri hekim olarak

Hindistan’da g¢aligan Cunningham 1885’de yapmigtir. Cunningham’in bu yayin



dermatolojik bir lezyonda parazit bulunduguna dair ilk rapordur. Rus askeri hekimi
Borovsky ise etkenle ilgili olarak yaptig1 ayrintili galigmalann 1898 de Rusga olarak
yayimlamistir. Borovsky’den 5 yil sonra Dr. Wright o zamanki Ermenistan’dan
Massachusetts’e gelen 9 yagindaki bir Ermeni kiz ¢ocugunun sol yanaginda, agza
yakin  bir bolgede bulunan lezyondan aldigi orneklerde etkeni gormiis ve
tantmlamigtir (3). Wright’in Helicosoma tropica diye isimlendirdigi bu paraziti 1906
da Luhe Leishmania cinsine katmigtir.

Parazitin 1lk kiltirii 1908 de Nicolle tarafindan yapilmig, tatarcik
viicudundaki evrimi ise sonraki yillarda gesitli aragtinicilar tarafindan agikliga
kavusturulmustur.

Yurdumuzda ise bu konu iizerinde 1907 de Giilhane Tababeti Askeriye
Tatbikat Mektep ve Seririyati Laboratuvar sorumluluguna getirilen Reinhart ve Dr.
Servet Tevfik bey aragtrmalar yapmuglardir. Bulgularimi da 1910 yilinda “Sark
Cibam ve Amili Marazi” adiyla yayimlamiglardir. 1911’de Dr. Menahim Hodar ve
Fuat bey bu parazitozun tedavisinde 606 yi denemisler. Fakat bu galismalar
yeterince duyurulamadigt icin bu konudaki galismalarin onuru Von Peterson ve
Jeanselme’ye (1914) ¢ikariimaktadir.

Dr Hulusi Behget Edirne Merkez Hastanesi’'ne gelen Halepli erlerde
gordigi lezyonlann kabuklarim kaldirinca alt yiizeyinde gordiigi epitel uzantilarin
“civi belirtisi” olarak tammlamgtir. Aym g¢ikintilann Montpellier (1925) oraga

benzetmistir. Bu parazitozun diatermi ile ilk tedavisi de yine Hulusi Behget

tarafindan gergeklestirilmigtir (1).



Daha sonraki yillarda hastalifin tamsi, tedavisi, etkenin kiiltiirii, ince
yapisinin agiklifa kavugturulmas: konularinda ki ¢aligmalar devam etmistir.

Smiflandirma

Leishmania cinsi ilk defa Ross tarafindan Kala-azar etkeni L. donovani’yi
kapsamak tizere olugturulmugtur. Bu cins iginde yillarca 3 tiiriin varligi kabul
edilmigtir. Bunlar L.donovam, L. tropica ve L. braziliensis’dir. Fakat 6zellikle son
20 yilda bu basit siniflamanin yeterli olmadigi anlastimig ve yeni siniflamalar
Snerilmistir. Adi 1s1k mikroskobunda biitiin tiirler morfolojik olarak ayni gériiniime
sahiptirler. Bu nedenle, neden olduklann hastaliklar, cografik dagilim,
epidemiyolojik, serolojik, biyokimyasal, immunolojik ve biyolojik ozelliklerine
dayanarak siflamaya yonelinmigtir. Son yillarda ise siniflamada izoenzimlerin
aragtiriimas;, monoklonal antikorlar ya da parazitin DNA yapisinin incelenmesi de
kullaniimaya baglanmigtir. Fakat konu hala tartigmalidir. Diinya Saglik Orgiitii’niin

benimsedigi smniflamanin gemast Tablo 1’de verilmistir (1,2).
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Leishmania’larin Morfolojisi

Evrimlerint biri omurgah digeri omurgasiz olmak tizere iki konakta

tamamlayan Leishmania cinsinde farkli morfolojiye sahip iki evrim gekli goriiliir.

Bunlardan amastigot sekli omurgali konak viicudunda, promastigot (eski adi

leptomonas) sekli ise omurgasiz konak viicudunda ve kiltiirlerde goriliir (Sekil

1,2).

Sekil 1. Leishmania amastigotunun ince yapisi (1).

1 Cekirdek

2 Karyozom

3 Kromatin

4 Cekirdek zan
5 Kamg1 vakuoli
6 Rizoplast

7 Mitokondrium
8 Zar

. 9 Zar alt1 fibrilleri

10 Leishmania gevresinde konak hiicresine ait zar
11 Kinetoplast
12 Blefaroplast



AF

‘ AX

Sekil 2. Leishmania promastigotunun ince yapisinin sematik goranami (7).

A= acanthosome; AF= Aksesuar iplik; AX= axoneme; BB= bazal cisim; BP= bazal
yiizey; D= desmosome; DV= saydam inkliizyon kesesi; G= golgi aygit;, K=
kinetoplast, L= lipid, M= mitokondrium; N= gekirdek; NE= gekirdek kilifi; NU=
nukleolus; RA= rezervuar iligkili mikrotiibul’ler; RER= graniilli endoplazmik
reticulum; C= diiz endoplazmik retikulum; V= gekirdek iligkili vakuol, VE=
kesecik; SPM =subpelikiiler mikrotiibil’ler.
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Amastigot sekli oval veya yuvarlak ve 2-6 um biyiikligindedir. Giemsa
yontemiyle boyanan preparatlarda amastigotun sitoplazmast soluk mavi, gekirdegi
ise koyu kirmizi renkte goriilir. Cekirdek hiicrenin tigte birini kaplayacak
biiytikliikkte ve kese seklindedir. Cekirdegin yanunda parlak kirmizi veya menekse
renginde boyanan kinetoplast bulunur. Kinetoplast koyu boyanan parabazal cisim
ve yaninda nokta seklindeki blefaroplasttan olugmustur.

Amastigotun ince yapist elektron mikroskobu ile yapilan g¢alismalar
sonucunda aydinlatiimigtir. Buna gore hiicre zan ii¢ kathidir. Hiicre zarinimn i¢ kati
altinda birbirine ince lateral kopriilerle bagli, uzunlamasina duran, igi bos ve 20-22
nm kalimh@inda olan mikrotibiiler (subpellikiiler mikrotiibiiller) bir tabaka vardir.
Bu mikrotiibiillerin organizmanin gorintimiini belirledigt ve organizmaya esneklik
kazandirdigt saniimaktadir. Subpellikiiler mikrotiibiillerin sayisinin, kalinhiklarmin
ve birbirlerine olan uzakliklarinin tiirlere gore degismekte oldugu ve bunlarin
taksonomide tant degeri tagidig1 ileri sirtilmigstiir. Yuvarlak ve diiz diziler halinde
DNA molekiillerinden olugan ve boyutu 0.4-0.8 um arasinda degisen kinetoplast
elektron mikroskobunda disk bigiminde ve niikleoid ipliklerden yapilmig olarak

goriilmektedir.

Cekirdek zarmin kalinligi 7 nm, yapisinda bulunan porlar ise 60-80 nm
kadardir. Cekirdegin merkezinde 0.5-1um ¢apinda, DNA igeren bir gekirdekgik
vardir. Tek olan mitokondrium ¢ekirdek ve kinetoplastin yakinindadir. Bu
organellerin diginda, sitoplazma iginde, kamg1 kesesi yakininda kiigiik kesecikler ve

kanallardan olugan, primer lizozom olarak kabul edilen golgi aygiti; kamei cebi ile
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cekirdek arasinda, parazitin beslenmesi ve salgt kontrolii ile ilgili lizozomlar,
peroksizomlar, suda erimeyen polifosfat asidi ve RNA igeren volutin tanecikleri
bulunmaktadir (7).

Promastigot mekik bi¢imindedir ve 12-20 pm uzunlugunda, 1.5-2.5 um
genisligindedir. On uctan digar1 gikan bir kamgisi vardir. Kamei kesesinin dibindeki
bazal cisimden (blefaroplast) ¢tkan kamgs; bir ¢ift merkez, dokuz Qiﬁ: periferik fibril
¢iftinden olugur. Cekirdek mekik seklindeki parazitin orta kisimlarindadir (Sekil 2)
(D).

Leishmania promastigot yiizeyinde glikolipid yapisinda iki farkh
makromolekiil bulunmaktadir. Bunlardan birisi lipofosfoglikan (LPG) (8) digeride
gp63 adi ile bilinen promastigot yiizey proteazi (PSP) (9) dir. Gp63 ya da (PSP)
makromolekiilii, promastigotun makrofaj yiizey reseptorlerine yapigmasin
saglayarak promastigotun makrofaj igine girigint kolaylagtinr. Ayrica proteaz
aktivitesine sahip oldugundan, makrofaj igindeki asidik fagozomdan amastigotu
korur. Promastigotiarin virulan ve avirulan gekillerindeki gp63 mRNA’larinda
anlamly farklhiliklar vardir. Enfeksiyonla savagta immin sistemi desteklemede,
tedavide, agida, gelismis bir tan1 yontemi bulmada lipofosfoglikan ve PSP (gp63)
yiizey antijenleri 6nem tagimaktadir (9).

Leishmania’nin Evrimi

Parazitin yagam dongiisii omurgali konak ile ara konak olan tatarcik tiirleri
arasmda»geger (Sekil 3). Birincil konak her zaman insandir. Kopekler ve diger

rezervuar konaklar ancak epidemiyolojik yonden énem tagir. Giiney Amerika’da

10



Enfekte tatarciklarm
kan emerken
paraziti verigi
Rezervuar konaklar

Makrofajlar iginde
Yyasayan
amastigotlar

Tatarcik tikriigandeki
promastigotiar

Makrofajlar igindeki

amastigotlar
Tatarciklarn enfekte
kigiden kan emerken
paraziti aligt \}
PATOLOJIst

Sekil 3. Leishmania tropica’nin evrimi (46 )
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vektor Lutzomyia, Asya, Avrupa, Afrika ve yurdumuzda ise Phlebotomus (tatarcik)
tiirleridir. Digi tatarcik enfekte konaktan kan emerken amastigotlan alir; viicuda
giren amastigotlar tatarcifin orta bagirsagina gelir; burada boylan uzar, kamg
olusur ve hareketli promastigotlara doniigiirler. Daha sonra ikiye boliinerek
gogalirlar ve Uglincti ginde proventrikilii doldururlar. Dordiincii giinde kardia ve
farinksden gegerek a@iz bosluguna gelirler. Besginci giinde ise, enfeksiyonu
bulagtiracak duruma gelirler. Paraziti tagtyan digi tatarcigin omurgali konaktan kan
emerken viicuda verdigi promastigotlar, ilk saatler iginde deriye ait retikiilo-
histiyositler ve lenfoid doku hiicrelerince fagosite edilirier. Makrofajlar iginde
promastigotlar amastigotlara dontgtilkten sonra ikiye boliinerek cogalirlar (Sekil
3). Daha sonra amastigotlar hiicre ¢eperinin yirtilmasiyla serbest kalirlar, serbest
kalan amastigotlar tekrar makrofajlari enfekte ederek, bu olayin seyir ettigi bolgede
patolojik degisiklikler olugturarak hastaligin klinik belirtilerinin olugmasina yol
agarlar (2,7).

Deri Leyismaniyozunun Epidemiyolojisi

Deri leyigmaniyozunun Eski Diinya’daki etkenleri L. tropica, L. major ve
L. aethiopica’dir. Vektorleri ise, P. papatasi ve P. sergenti’dir.

L. tropica Hindistan, Pakistan, Akdeniz sahilleri, Tahran, Bagdat ve Orta
Dogu’nun kentsel bolgelerindeki insanlari ve kopekleri enfekte ederek kuru tip
lezyon olusturur. Bu enfeksiyon epidemiler halinde gériilebilir; gocuklarda daha sik

rastlanir ve eseyler arasinda her hangi bir fark gostermez.
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L. major ¢6l kemirgenlerinden baslica gerbillerin ve Asya, Kuzey Afrika,
Orta Dogu’nun kirsal bolgelerindeki insanlarda sulu tip deri leyigmaniyozuna neden
olur. Epidemiyolojik olarak zoonotik ozelliktedir ve kirsal bolgelerde yaygindir.
Kenya, Giiney Bat1 Afrika’da deri leyismaniyozu etkeni L. aethiopica’dir. Parazitin
primer rezervuari bir kemirici olan Hytax tiirleridir (10).

Yeni Diinya deri leishmaniosis’i veya Amerikan deri leyismaniyozu Latin
Amerika’da yaygindir ve 6nemli saglik sorunlarina neden olmaktadir. Hastalik, tek
ve Jokalize deri iilserinden, oliime yol agan mukokutandz lezyonlar olusturan klinik
tablo olusumuna kadar degigen sgekiileri igerir. Etkenler, L. mexicana ve L.
braziliensis’in alt tiirleridir. Bu parazitoz Giiney ve Orta Amerika’da endemiktir.
Amerikan deri leyimaniyozu bir zoonozdur, rezervuan kiigiik kemiriciler ve
kopeklerdir. Vektorleri Lutzomyia ve Psychodopygus cinsindeki tatarciklardir.
Klinik belirtiler ve cografik yerlesime bagh olarak bu parazitoz gesitli lokal isimler
almugtir (2,11).

Son yillarda L. donovant’nin de basit deri leishmaniosis’ine neden oldugu
bildirilmigtir (12, 13).

Yurdumuzda en sik olarak L. tropica’nin kuru tip lezyonlu deri
leyigmaniyozuna rastlanir. L. major’un etken oldugu yas tip lezyonlu olan daha az
goruliir (2).

Deri Leyismaniyozunun Klinik Ozellikleri

Deri leyigmaniyozunda hastalifin seyri ve siddeti, kiginin direncine, parazitin

hastalandirma giictine, daha Once hastalin gegirilip gegirilmedigine, konagin
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bagigiklik sisteminin durumuna gore degisir. Kulugka stiresi 2 hafta ile birkag ay
arasinda degigmekle beraber 3 yila kadar uzayabildigi bildirilmigtir. Lezyon
promastigotun viicuda girdigi yerde kiigiik agrisiz bir paptil olarak baglar. Papiil
¢ogunlukla yavas yavag biiyiir, kabuklanir ve sonugta ilserlesir. Kabuk zorlukla
kalkar, kaldirilinca alt yizinde pek ince olmayan uzun ¢ikintilar bulunur (Hulusi
Behget’in ¢ivi belirtisi). Cikintilar hastalifin baglangicindan 3-4 ay sonra gorilir ve
bunlarin ucundan yapilan preparasyoniarda amastigotlar kolaylikla saptanir.
Sekonder enfeksiyon gelismemigse tlserler agnsizdir, genellikle normal yiizeyel
deriden yiikselmig, etrafi eritemli, tabani grantlasyon tabakasi ile kaplanmugtir.
Parazitle enfekte olan veya olmayan fagositler, lenfositler, plazma hiicreleri
graniilomatoz reaksiyonu olustururlar. Ulserin bilyiikligi 2 cm veya daha da
biiyiik gaplara ulagabilir. Parazitli mononiiklear fagositler elimine edilir. Lenfositler
baskin hale gelir ve epiteloid hiicrelerle dev hiicreler ortaya ¢ikar. Akut
leyismaniyozlu hastalarda, parazit gama interferon ve interlokin olusumunu azaltir
ve aktif makrofajin 6ldiirticti mekanizmasini bozar, hastalik iyilesince bunlar da
diizelir. Hastaligin iyilesmesinde gama interferonlarin 6nemli rol oynadig
bildiriimektedir. Lezyonlar genellikle yavag ve diiz atrofik bir skar  birakarak
tyilesirler (1, 2, 14).

Hastaligin klinik goruntimi turlere bagl olarak degigiklik gosterir.
L. tropica’nin etkeni oldugu kentsel veya kuru tipte lezyon tektir ve yavag biyiir.
Bunun aksine L.. major’un neden oldugu yas tip deri leyigmaniyozunda birden fazla
lezyon olabilir ve lezyonlar daha hizli olgunlagirlar. Birkag hafta iginde iyilesme

belirtileri baglar. Yag tipin kulugka siiresi 4 aydan azdir ve sporadik olgular halinde
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gorilir, kuru tipe kiyasla bu tipte sekonder enfeksiyonlara ve lenfanjite daha sik
rastlanir (2).

Deri Leyismaniyozunun Tanisi

Deri leyigmaniyozunun tanist endemik bolgelerde genellikle klinik olarak
yapilmaktadir. Klinik belirti ve semptomlara ragmen, hastaligin bilinmedigi veya
gortilmedigi yerlerde tam konulamayabilir. Hastalikta olusan lezyon gesitli deri
hastaliklani ile kangtinlabilir (1, 4, 5). Bu nedenle kesin tani lezyondan alinan
ornegin direkt incelenmesi ve uygun besiyerlerinde kiiltiiniiniin yapilmasiyla konur.
Ayrica Montenegro cilt (Leishmanin) testi de tamida yardimcidir. Yapilan tiim bu
deneylerle sonug alinmadiginda hastaya uygulanan antimon tedavisiyle lezyonun
tyilesmesi deri leyigmaniyozuna delil olarak kabul edilir ( 14).

Lezyonlardan, aspirat, kazinti, doku biyopsisi gibi yontemlerle inceleme
ornegi alinabilir. Alinan 6rneklerde parazitin saptanmast; lezyondaki amastigotlarin
sayisina, konagin bagisikligina, lezyonun durumuna (aktif veya iyilesmig), sekonder
bakteri enfeksiyonunun gelisip gelijmemesine baghdir (2).

Biyopst ornekleri farkli yontemlerle alinabilir.Bunlardan hem siiriintii ve
ezme preparatlar hem de histopatolojik kesitler hazirlanir. Histopatolojik kesitlerde,
parazitin kigiik boyutlarda olmasi ve islemler sirasinda sekillerinin bozulmasi
nedeniyle tamst zor konulmaktadir. Halbuki stiriintii ve ezme preparatiarda
morfolojiler1 daha 1y goriilmektedir (15). Aspirasyon ve kazima yolu ile lezyondan

alinan oOrneklerden yayma .preparatlar hazirlayip, Giemsa boyast ile boyadiktan
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sonra, direkt olarak incelenebildigi gibi, uygun besiyerlerine ekilerek kultiirin de
yapilabilir. Bu amagla kullanilan besiyerlerinden NNN klasik kiiltiir ortamudir (3).

Orneklerin, bifazik, yart kat1 ve sivi ozellikteki farkli besiyerlerine ekilerek
kultiirleri yapiimaktadir. Bu besiyerlerinin bifazik olamt NNN (Novy, Nicolle,
McNeal), yan kati olanlar1; Sloppy Evans Medium, Locke Blood Agar Medium,
siv1 olanlardan bazilan ise; RPMI 1640, Medium 199, Schneider’s Drosophile
Medium, HO-MEM’dir. NNN Leishmania’larin kiltiiri icin en uygun besiyeridir.
Inceleme drnekleri NNN besiyerine ekildikten sonra, besiyerleri 22-26°C’de inkiibe
edilir. Birkag giin ile 4 hafta arasinda kiltiirlerin yogunlagma sivisindan hazirlanan
preparatiarda promastigotlar gorildiiginde laboratuvar tanist konulur (16).

Bir deri testi olan Montenegro testi deri leyigmaniyozunda hizla pozitiflesir.
Bu test, tipik lezyonu olan hastalarda % 93, enfeksiyonu gegirmis olanlarda % 99
oraninda pozitif bulunmugtur (14). Deri leyigmaniyozunda serumda antikor
diizeyinin diigitk olmas: nedeniyle serolojik yontemler tanida yetersiz kalmaktadir.
Son yillarda yapilan g¢aligmalarda hastaligin tanist ve tir ayniminda PCR
(Polymerase Chain Reaction) hibridizasyon yontemi kullaniimaya baglanmigtir (17,
18).

Leishmania’larin tiir ayrnimi; vektorde ve kiiltiirde treme ozelliklerine;
1zoenzim elektroforez karakterlerine (19, 20); kinetoplast DNA analizine; lektin
baglama ozelliklerine (21) ve monoklonal antikor problarina (22) gore
yaptlmaktadir. Cografik faktorler, konaklar ve insanlarda olugturduklari hastaligin

ozelligi de onemlidir (1).
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Deri Leyismaniyozunun Tedavisi

Deri leyiymaniyozunun tedavisi lezyonun biyyiikliigiine ve lokalizasyonuna
gore yapihir. Eger lezyon biiyitk ve diizensizse 5 degerli antimon bilesikleri
kullamlir. Glucantime, sodyum stiboglukonat, iirestibamin bu bilesiklerdendir.
Pentamidin ve Hydrokstilbamidin gibi diamin bilegikleriyle de tedavide bagarili
sonuglar alinmaktadir. Ayrica, ketaconazoliin ve Paramamisin metilbenzethonyum
klortirtin L. major enfeksiyonlarinin tedavisinde etkili oldugu bildirilmistir. Berberin
siilfat, monamisin ve metronidazol gibi 9-aminoakridin bilesikleri de tedavide
kullanilmaktadir (2).

In Vitro Etkilerini Arastirdigimiz Kemoterapotikler

1-Trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP-SMZ) yada genel adiyla co-
trimoxazole, farkli yapida iki antibakteriyel ilag olan trimethoprim ile
sulfamethoxazole’iin 1/5 sabit oranh bir kombinasyonudur. Her iki antibakteriyel
ajanin kombine gekilde kullanilmast, bakteri metabolizmasinin birbirini izleyen iki
ayr1 basamakta inhibisyonuna neden olur.

Klinikte  kullanimi:  Genitodriner  enfeksiyonlar,  gastrointestinal
enfeksiyonlar, solunum sistemi enfeksiyonlari, Pneumocystis carinii enfeksiyonu ve
notropenik hastalarda enfeksiyon profilaksisi i¢in kullamihir. Bunlarin diginda
Chlamydia trachomatis ve Nocardia asteroides’in neden olduklart hastaliklarin
tedavisinde de kullamilmaktadir.

2- Ofloksasin fluorokinolonlarin bir turiidiir. Bu grup ilaglar kimyaca suda

¢oziinen fazla lipofilik bilesiklerdir. Genig spektrumlu, hizli etkili ve bakterisit
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olmalart en o©nemli ozellikleridir. Ofloksasin, etki siiresi en uzun
fluorokinolonlardan birisidir.

Klinikte kullammi: Klamidyal enfeksiyonlar, komplikasyonlu idrar yolu
enfeksiyonlari, bakteriyel gastroenteritler, gram negatif basillere bagli kronik
osteomyelit, Pseudomonas aeruginosa’ya bagl invaziv eksternal otit, kronik
Salmonella typhi portorlerinin eradikasyonu, kistik fibrozisli hastalar, Pseudomonas
aeruginosa’nin eslik ettigi kronik brongitin hafif niiksleri, gram negatif basillerin
neden oldugu alt solunum yollart enfeksiyonu gibi hastaliklarin tedavilerinde

kullanilmaktadir (23).
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GEREC VE YONTEM

Arag ve gerecler

Isik mikroskobu

Otoklav (120 °C, 20 dakika)
Pastor firm (180 °C, 30 dakika)
Etiiv (25 °C)

Buzdolab1

Terazi

Damitik su elde etme aleti

Bunzen beki

Enjektor (20, 10, 5, 2, 1 ml’lik)
Lam, lamel, hemositometre lami
Deney tiipii (10 x 160 mm)

Pipet (1 ml’lik, 2 mI’lik, 5 mI’lik, 10 mI’lik)
Boncuklu ve boncuksuz balon joje
Meziir

Steril lanset

Kimyasal maddeler

Stok Giemsa boyast
NaCl
Pepton

Agar
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% 0,9’luk serum fizyolojik

Etil alkol (% 96’hik, % 70’lik)

Trimethoprim-Sulfamethaxozole (Bactrim)

Ofloksasin (Tarivid)

Besiyerleri

1- Sigar Kanh Besiyeri: Defibrine edilmig sigir kani 5-7 ml olarak steril
kiiltiir tiiplerine dagitildi, her giin birer saat olmak tizere 3 giin arka arkaya
maksimum 70-80°C’de tutuldu. Kullanilacaklari zaman iizerine m{’sinde 200 TU
penisilin bulunan steril serum fizyolojikten 2 ml eklendi (24).

2-NNN besiyeri:

Agar 14 gr
NaCl 6 gr
Pepton 1.8 gr

Damittk su 900 ml

Hazirlanig1: Besiyerinin  igerigindeki maddeler damitik suyla
karigtirildiktan sonra otoklavda 120 °C’de 20 dak. steril edildi; 45 °C’ye soguyunca
1/3 oraninda steril, fibrinsiz tavsan kamyla kangtinldi. Besiyerinin bir kisminin
ml’sine 200 IU penisilin, 200 pg gentamisin eklendi, diger kismi ise kontrol besiyeri
olarak kullanilmak uzere, hig bir antibiyotik eklenmeden steril tiiplere dagitildi.
Besiyerlerinin egik olarak donmasi saglandi. Hazirlanan besiyerleri 24 saat 37
OC’lik etiivde tutulup sterilite kontrolii yapildiktan sonra kullanilincaya kadar

buzdolabinda sakland: (1).
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Antibiyotikli NNN Besiyerleri:

Trimethoprim-Sulfamethaxozole’li  (TM-SMX) NNN  besiyerinin
hazirlamg1: NNN besiyeri, antibiyotik ekleme agamasina kadar yukarida anlatilan
sekilde hazirlandi. Bu agamadan sonra besiyerlerine, ml’sinde 1, 2, 4, 8, 16 pg
TM-SMX olacak sekilde (25), iginde 1/5 oraninda trimethoprim- sulfamethaxozole
bulunan bactrim ampulden eklendi. Farkli derisimde antibiyotik bulunan besiyerleri
tiiplere dagitild. Besiyerlerinde bakteri tireyip tiremedigini kontrol etmek amaciyla
bir gece 37°C’lik etiivde bekletilip sterilite kontrolu yapildiktan sonra besiyerleri
kullanilacaklari zamana kadar (1 giin) buzdolabinda saklandilar.

Oﬂoksasinli NNN besiyerinin hazirlanigt; Bu besiyerlerine ml’sinde 35, 10,
20, 40 pg ofloksasin olacak sekilde Ofloksasin ampiilden konuldu (25). Bundan
sonraki iglemler diger besiyerlerinde anlatildig: gibi yapildi.

Orneklerin Ahnmas:

Sanlwurfa Saglk Sosyal Yardim Bakanlhigi Harran Kapi Saglik Ocagi’na bas
vuran deri leyigmaniyoz 6n tanili kigilerin hikayeleri alinarak fizik muayeneleri
yapildi. Muayenede lezyonun goriintisiine, graniilasyon dokusunun varligina
dikkat edildi. Deri leyigmaniyozlu oldugu disiiniilen 21 kigiden inceleme 6rnegi,
yanan bir bunzen bekinin 30 cm’lik alam iginde su sekilde alindi: lezyonun oldugu
bolge % 70’lik etil alkolle silindi. Yara ile saglam deri arasindaki graniilasyon
dokulu bolge, bas ve igaret parmag arasinda renksizleginceye kadar sikildi, lansetle

renksiz bolge delindi ve ¢ikan doku stvisi, iginde 0.2 ml steril serum fizyolojik
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bulunan insiilin enjektoriine gekildi. Ayrica direkt mikroskobik inceleme igin, doku
stvisindan stiriintii preparati yapildi.

Besiyerlerine Ekim ve Pasajlar

Insiilin enjektoriindeki drnegin 0.1 ml’si NNN besiyerine, 0.1 ml’si ise siir
kanh besiyerine ekildi. Ekim yapilan besiyerleri 22-26 °C’ de inkiibe edildi. Ekim
gini sifir kabul edilerek 3. ve 8. giinlerde kiiltiirler kontrol edildi. Bunun igin steril
sartlarda, ekim tipinden bir damla lam tzerine damlatildi ve iizerine lamel
kapatilarak mikroskop altinda promastigot varlift yoniinden incelendi. Promastigot
iirememig olan kiltiirler tiger giin arahklarla kontrol edilerek 30 giin bekletildi. Bu
siire sonunda tlireme gorilmeyenler negatif kabul edildi. Promastigotlarin tiredigi
besiyerlerinden 10 giinde bir yeni besiyerlerine pasajlar yapilarak kiiltiirlerin
devamliligi saglands.

Preparatiarin Boyanmasi

Hastalardan alinan 6rneklerden hazirlanan siriintii preparatlan havada
kurutulduktan sonra % 95’lik etil alkolde 10 dakika tesbit edildi; daha sonra
damitik suyun ml’sine bir damla stok Giemsa konularak hazirlanan boya ¢ozeltisi
iginde, 30-45 dakika bekletilerek boyand1 (1); ¢esme suyuyla yikanip kurutularak

immersiyon yag1 damlatilip mikroskopta immersiyon objektifi ile incelendi.

22



Antibiyotikli NNN Besiyerlerinde Promastigotiarim Ureme

Durumlarmm incelenmesi

Iginde belirli oranlarda trimethoprim-sulfamethaxozole ve ofloksasin
bulunan antibiyotikli NNN besiyerlerine, hasta orneklerinden iiretilen
besiyerlerindeki kondansasyon sivisi, ml’sinde 1000 promastigot olacak gekilde
SF’le (serum fizyolojik) seyreltildi ve bunlardan 0.1’er ml (100 promastigot)
inokiile edildi. Her doz igin 3. ve 7. giinlerde sayim yapmak tzere, iki besiyeri
kullanildi. Ekim yapilan besiyerleri 25°C’deki etiivde inokiile edildi; inkiibasyonun
3. ve 7. ginlerinde, her besiyerinin kondansasyon sivisindan, hemositometrede
sayim yapmak igin 6rnek alindi. Hemositometredeki promastigotlar mikroskopta
(40 x 12.5 biyitmeyle) sayildi. Bulgularin istatistiksel degerlendiriimelerinde

varyans analizi Wilcoxon eglegtirilmis iki 6rnek testi kullanildi (26).
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BULGULAR

Calismamizda, deri leyigmaniyozu gegirmekte oldugu diisiiniilen olgularnn
lezyonlanindan gozlemlerimize gore daha iyi sonug verdigini saptadigimiz bir
yontemle 6ronekler alnarak sirintii preparatlart yapilmig, drnekler aynt zamanda
NNN ve sigir kanli besiyerlerine ekilerek promastigotlarin {iretilmesine galigtimigtir.
Ayrica besiyerlerinde iiretilen promastigotlanin treme durumlarina trimethoprim-
sulphametaxozole ve ofloksasin’in etkileri aragtiriimugtir.

Caligmamizda deri leyigmaniyozu giiphesiyle incelemeye alinan toplam 21
kiginin 6’s1 (%29) erkek, 15’i (%71) kadindi. Bu kisilerin 8’i (%38) 0-10 yas, 6’st
(%629) 11-20 yag, 41 (%19) 21-30 yas arasinda ve 3’i (%14) ise 31 yas ve
iizerindeydi. Tiim olgularin yag ortalamas1 17.3 + 11.4 olarak bulundu.

Incelemeye alinan lezyonlar, hastalarin 13’iiniin (% 62) yiiziinde, 5’inin
(% 24) elinde, 3’tintin (% 14) kolunda ve 2’sinin (% 10) burnunda bulunmaktayd.
Lezyonun hastalarda ortaya g¢ikmasindan Ornek almimina kadar gegen siire
aragtinldiginda, bu strelerin 1-6 ay arasinda degistigi ve 3 hastada lezyonun 6
aydan daha uzun bir stiredir bulundugu belirlendi (Tablo 2).

Yara ile saglam deri arasindaki graniilasyon dokulu bolgeyi, bag ve isaret
parmagt arasinda sikilip, lansetle deldikten sonra ¢ikan sividan lam iizerine yayarak
direkt preparatlar hazirlandi. Bu preparatlar tesbit edilip, Giemsa ile boyandiktan
sonra immersiyon objektifiyle mikroskopta incelendiginde, olgularin 11’inde (%
52) amastigotlar goriilirken; 10’unda (% 48) gorillemedi. Yayma preparatlarda

saptanan amastigotlar resim 1 ve 2’de goriilmektedir.
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Tablo 2: Olgularla ilgili bulgularin doktmii

Hasta ile ilgili Lezyon ile ilgili Direkt NNN by. Sigir
bilgiler bilgiler inceleme Promastigot Kanlt by
No  Cinsiyet Yas  Yer'  Sire" (ay) Amastigot Promastigot
1. K 43 yiiz 4 Pozitif Pozitif -
2 E 4 yiiz 4 - Pozitif -
3. K 25 yiiz 2 Poxzitif Pozitif -
4. K 7 yiiz 4 - - -
5. K 9 yiiz 5 - Pozitif -
6. K 10 yiiz 3 Pozitif Pozitif -
7. E 27 parmak 3 - - B
8. K 12 yiiz 3 d Poxitif -
9. K 27 el 5 - - -
10. K 39 kol 6< - 2 -
11 K 9 el 6 < - - -
12. E 16  burun 1 Pozitif Pozitif -
13. K 4 kol 2 Pozitif Pozitif .
1. E 7 yiiz 3 Poxzitif Pozitif -
15. K 20 yiiz 4 Poxitif Poritif -
16. E 32 yiiz 6< Pozitif Pozitif -
17. K 22 yiiz 6 - - -
18. K 17 parmak 3 - Pozitif -
19. E 5 yiiz 2 Pozitif Pozitif -
20. K 18 yiz,elkol 4 Pozitif Pozitif -
21. K 11 burun 2 Pozitif Pozitif -

* Lezyonun hasta viicudunda bulundugu yer
" Lezyonun ortaya ¢tkmasindan érnek alimina kadar gegen siire
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Resim 2. Hasta lezyonlarindan alinan érneklerde amastigotlarm gorinim.
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Ayni yontemle elde edilen klinik materyalin steril serum fizyolojikli insiilin
enjektoriine gekilmesiyle saglanan parazitli stvi NNN ve sigir kanlt besiyerine
ekildikten sonra gerekli kiiltir kontrolleri yapildi. NNN besiyerinde 3. ve 9. ginler
arasinda kontrolleri yapilan kiiltiirlerin 15’inde promastigot gozlenirken 6’sinda
tireme saptanmadi.

Dokuzuncu giiniin sonunda yapilan incelemelerde, 21 klinik ornegin NNN
besiyerine ekilmesi sonucunda %71 oraninda bir kiiltir bagarisi saglanmistir. Bazi
srneklerin direkt incelemelerinde amastigotlar saptanmazken aynt orneklerin NNN
besiyerine ekimleri sonucunda promastigotlar (2, 5, 8, 18 nolu orneklerde)
gozlenmigtir. Hasta lezyonlarindan alinan orneklerin direkt olarak incelenmesiyle
olgularin % 52’sinde amastigotlar  saptanirken, aynt 6rneklerin kiiltarlerinin

yapilmast sonunda olgularin % 71’inde promastigotlar gozlenmistir. Caligmamizda

NNN besiyerinde iretilen promastigotlar resim 3 ve 4 de gortlmektedir.

Resim 3. NNN besiyerinde promastigotlarm goriinimii.
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Resim 4. NNN besiyerinde promastigotlarm gortntimd.

Klinik orneklerden Leishmania’larin izolasyonunda denemek istedigimiz
sigir kanlh besiyerinde ise herhangi bir ireme gozlenmedi.

Farkli derigimde trimethoprim-sulphametaxozole iceren (1, 2, 4, 8, 16
pg/ml) ve antibiyotik igermeyen NNN besiyerlerine, ml’sinde 1.10° promastigot
bulunan yogunlastirma sivismdan 1.10° promastigot inokiile edildi. Her farklt
antibiyotik konsantrasyonu igin ikiger tiipe ekim yapildi. Ekimden sonraki 3. giinde
kiiltiirlerden steril kogullarda birer damla yogunlagtirma  sivist hemositometre
lamina alinarak mikroskop alimda (40X) promastigot sayimlari yapildi. Promastigot

sayim sonuglart Tablo 3’de verildi. Tablo’dan da gorildiigii gibi | numaralt
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kultirde 4 pg, 5 numarah kiltirde 4 pg, 10 numarall kiltirde 8 ve 16 ug
trimethoprim-sulphametaxozole bulunan NNN besiyerlerinde mantar iirediginden
promastigot saymmi yapilamadi ve bu deney grubu istatistiksel degerlendirmeye

alinmad.
Farkli miktarlarda trimethoprim-sulphametaxozole igeren besiyerlerinde 3.
gline ait promastigot sayilari ve antibiyotik icermeyen besiyerlerindeki promastigot

sayilart kargilagtirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz

(F = 1.94; p> 0.05) bulundu.

Tablo 3 : Trimethoprim-sulphametaxozole’li (TM-SMX) NNN besiyerlerindeki
promastigotiarm 3. giindeki tireme durumlar

Besiyeri Igindeki TM-SMX Miktar /p g mi™

Hasta No 0 1 2 4 8 16
1 60 120 60 - 100 75
2 200 200 200 160 150 150
3 200 240 - 160 200 200
4 200 120 200 200 200 160
5 240 200 180 - 180 120
6 200 160 160 200 200 100
7 160 120 160 200 - 180 160
8 150 160 200 150 180 120
9 200 200 120 150 100 120

10 200 160 200 140 - -

Farkli  derisimlerde trimethoprim-sulphametaxozole igeren NNN
besiyerlerindeki promastigotlarin 7. giindeki sayimlart da 3. giinde yapildigs tarzda
gergeklestirilmigtir. Yedinci ginde saptanan bulgular Tablo 4’de goriilmektedir.

Buna gore, 1 numarali kiltirde 2 pg, 4 numarali kiltirde 2 pg, 7 numaral
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kiiltirde 16 pg trimethoprim-sulphametaxozole bulunan ve antibiyotik bulunmayan
NNN besiyerlerinde mantar tirediginden promastigot sayimi yapilamaz iken diger
tiiplerde yine hemositometrede sayimlar gegeklestirildi. Mantar kontaminasyonu
bulunan tiipler istatistiksel degerlendirmeye alinmadt.

Degisik miktarlarda trimethoprim-sulphametaxozole igeren besiyerlerinde 7.
gline ait promastigot ve antibiyotik igermeyen besiyerindeki promastigot sayilari

karsilagtinldiginda gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlamsiz (F = 0.52;

p>0.05) bulundu.

Tablo 4 : TM-SMX’li NNN besiyerlerindeki promastigotlarin 7. giindeki treme

durumian
Besiyeri Igindeki TM-SMX Miktan / p g mi™

Hasta No 0 1 2 4 8 16
1 320 260 - 300 280 200
2 220 340 300 220 200 220
3 300 320 280 220 260 280
4 340 320 - 440 340 340
5 360 480 400 260 280 320
6 200 300 360 300 360 300

7 - 100 180 280 140 -
8 320 340 200 360 240 340
9 320 260 360 240 280 220
10 400 240 240 360 300 320

Farkli derisimde ofloksasin (Tarivid) igeren (5, 10, 20, 40 pg/ml) ve
antibiyotik icermeyen NNN besiyerlerine, 10 hastadan iretilen besiyeri
kondansasyon stvis1 mI’de 1000 promastigot olacak sekilde seyreltildi ve hazirlanan

besiyerlerine her hasta orneginden 0.1 ml (100 promastigot) ekildi. Bu pasaj

30



sonuglart Tablo 5’de verildi. Bu sonuglar kargilagtinldifinda gruplar aras: farklilik

istatistiksel olarak anlamsiz ( F = 0.42; p> 0.05) bulundu.

Tablo 5: Ofloksasin’li NNN besiyerindeki promastigotlarin 3. giindeki iireme durumlari

Besi yeri Igindeki Ofloksasin Miktari / 1 g ml™

Hasta No 0 5 10 20 40
1 150 120 150 160 140
2 250 170 200 200 200
3 145 180 180 170 160
4 160 160 160 200 160
5 200 150 175 200 200
6 160 100 150 120 170
7 100 160 120 120 160
8 100 150 75 75 100
9 200 100 160 150 200

10 200 190 200 200 200

Ofloksasin’li (Tarivid)  besiyerlerinde 7. gline ait promastigot sayim
sonuglart Tablo 6’da gorilmektedir. Antibiyotik bulunmayan 3 numaral kiiltiir
tiipti ile 5 (40 pg) ve 6 numaral (5 ug ve 10 pg antibiyotik bulunanlar) deney
tiipleri kontaminasyon nedeniyle deneyden gikarildi ve istatistiksel degerlendirmeye
alinmadi.

Tablo 6’daki sonuglar kargtlagtirildiginda gruplar arasi farklilik is"catistikse]

olarak anlamsiz (F = 0.18; p>0.05) bulundu.
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Tablo 6: Ofloksasin’li NNN besiyerindeki promastigotlarin 7. giindeki tireme durumu

Besi yeri Igindeki Ofloksasin Miktari / p g ml™

Hasta No 0 5 10 20 40
1 200 200 240 240 220
2 180 240 220 190 200
3 - 175 180 200 150
4 180 180 200 220 240
5 240 260 280 180 -
6 200 - - 240 220
7 300 320 280 360 300
8 220 200 200 180 220
9 320 260 240 220 300

10 300 260 320 240 320

Tablo 3 ve tablo 4°de verilen sonuglar birbirleriyle kargilagtirildiginda
gruplar arasmndaki farkliliklar anlamli (p< 0.05) bulunmugtur. Bunun nedeni 3.
giinden 7. gline kadar olan siire igerisinde promastigot tiremesinin devam etmesidir.

Tablo 5 ve tablo 6’daki promastigot sayim sonuglan kargilagtirildigimda
gruplar arasindaki farkliliklar anlaml (p< 0.05) bulunmugtur. Burada da 3. giinle
7. giin arasinda lireme devam ettidi igin fark anlamli gikmaktadir.

In vitro ilag etkilesimini igeren  calymalarimiz butiinilyle
degerlendirildi§inde, bazi yayinlarda trimethoprim-sulphametaxozole (TM-SMX)
ve ofloksasinin  deri leyismaniyozunun tedavisinde kullanildig1 bildirilmesine
ragmen, tablolardan da anlagtlacagi gibi her ikisinin de in vitro kosullarda

Leishmania promastigotlarina etkili olmadig saptanmugtir.
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TARTISMA

Yurdumuzda goriilen deri leyigmaniyozlu olgularin genellikle L. tropica ile
olustugu, L. major’un ise, enfeksiyonda daha az rol oynadigi bildirilmektedir.
Ulkemizde hastalifin prevalanst 1950°li yillardan 6nce ¢ok yitksek iken, bu
yillardan sonra stma savag amaciyla yiiriitilen sivrisinek miicadelesinden
tatarciklarin da etkilenmesi nedeniyle bu prevalans diigmigtiir. 1960’lardan
giiniimiize kadar ise deri leyigmaniyozu Giineydogu Anadolu Bolgesi ve Adana
yoresinde daha sik, Orta Anadolu’da ise sporadik gekilde goriilmektedir (2).

Deri leyigmaniyozunun klinik belirtileri bagka bir ¢ok hastaligin klinik
belirtilerine benzemektedir. Bu nedenle hastaligin tamisin1 dogru olarak koymak igin
etkenin saptanmasi gereklidir. Etkensel tant yontemlerinden en sik kullanilanlar,
lezyon kenarmdan alman Ornekten hazirlanan preparatlarda amastigotlarin
aranmasi ve bu ornekten yapilan kiltiirlerde promastigotlarin tiretilmesidir. Bu iki
yontemin birlikte uygulanmasiyla etkeni saptama orami artmaktadir. Lezyondan
inceleme 6rneginin alinmasi, kiiltiiriiniin yapilmast konusunda farkli yéntemler
kullanilmaktadir. Bu konuda yapilan ¢ok sayida aragtirma vardir (15, 27, 34).

Hendricks ve Wright deri leyismaniyozunun tanisinda, farkli iki besiyerini
kargilagtiran bir ¢aligma yapmuglardir. Caligmalarinda deri  leyigmaniyozu
dusiindikleri 40 kisiden igne aspirasyonuyla alinan érnekleri hem Schneider’in
Drosophila besiyerine ve hem de NNN besiyerine ekmisler, sonuglar
kiyasladiklaninda, Schneider’in Drosophila besiyerine ekilen 6rneklerin % 67’sinde,
NNN besiyerine ekilen orneklerin ise % 15’inde sirasiyla 6. ve 11.6. giinlerinde

promastigotlar gozlemlemiglerdir (15).
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Weigle v'e arkadaglann Kolombiya’da yaptiklar bir aragtirmada, 177 (165°i
deri, 12’si muko-kutanéz leyismaniyozlu) hastanin lezyonlarindan doku kesisi,
punch biyopsisi, kazint1 sizintis1 ve aspirasyon sivisi almiglar, tanida 7 yéntemi
kargilagtirmiglardir.  Caligmada, doku kesisini, histopatolojik olarak; punch
biyopsisini, yayma preparat yaparak; besiyerine ve hamstere inokiile ederek; kazinti
materyelini, yayma preparat yaparak; aspirasyon sivisini ise kiiltiir ve hamstere
inokiile ederek incelemiglerdir. Ornekleri Schneider’in Drosophila besiyerine
ekmigler ve subkutanoz olarak hamster burnuna inokiile etmiglerdir. Aragtirmacilar,
doku kestsi, punch biyopsisi ve kazinti sizimtisindan yapilan yayma preparatlarla
tantya gitmenin diger yontemlere nazaran daha az duyarh oldugunu belirlemiglerdir.
Aspirat ve punch biyopsisinin hamster burnuna inokiilasyonuyla taniya gitmenin en
duyarli yontem oldugu kanisina varmiglar ve bu 7 yontemin tani duyarliligini
caligmalarinda ortalama %67 olarak saptamiglardir. Promastigotlar, Schneider’in
Drosophila Besiyerinde, ekimden sonraki 3. ve 8. giinler arasinda goriilmiigtiir. Bu
caligmalarinin  sonucunda aragtiricilar  acil taninin  gerektigi hallerde, kazinti
sizintisindan yayma preparat yapilarak incelenmesini, normal durumlarda ise,
lezyon kenarindan alinan aspirasyon sivisindan kiiltiir yapilmasint énermiglerdir.
Punch biyopsisi ile altnan 6rneklerde daha fazla parazit bulundugunu bu nedenle de
parazitin  kiltirde tretilme sansinin fazla oldugunu Dbelirtmigler fakat
kontaminasyonun fazla goriilmesi nedeniyle bu yontemi 6nermemiglerdir. Deri
leyismaniyozlu olgularin lezyonlarinda parazitler say1 olarak diizgiin bir dagihim
gostermediklerinden, hizli taniya ulagmak igin halen ideal bir tami ydnteminin

bulunmadiim da belirtmiglerdir. Caligmada aspirasyon sivisindan yapilan
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kiltiirlerin 12’sinde (% 7) bakteriyel kontaminasyon saptanmig, 6 aydan eski
lezyonlardan ise etkensel tantya ¢ok az ulagilabilmigtir (27).

Ridley ve arkadaglarinin 60 deri veya muko-kutandz leyigmaniyozlu
hastalardan biyopsi 6rnegi alarak yaptiklari kiyaslamali bir diger ¢alismada,
orneklerden hazirlanan yayma preparatlarda % 26, hamsterlere inokiilasyonla % 39
oraninda pozitiflik saptanmgtir. Aymi hastalarda serolojik testler % 68, leishmanin
cilt testi ise % 91 oraninda pozitif bulunmus, biyopsinin histopatolojik
incelenmesinde, amastigotlarin dokuda bulunma yogunluklari; 5(+), 4(+), 3(+),
2(+), 1(+) ve 0 olarak 6 gruba ayrilmugtir (28).

Ridell ve arkadaglart Fransiz Guyana’sinda, 26 Amerikan kutantz
leyismaniyozlu hastadan punch biopsisi alarak striintii preparatlart yapmglar, bu
preparatlan boyadiklarinda 6rneklerin 16’sinda (% 62) amastigot gormiiglerdir.
Aragtirmacilar, ¢aligmanin sonucunda dogal oldiriici T lenfositlerinin lokal
lezyonun yayilmasini énleyici bir rol oynadiklarint bildirmiglerdir (29).

Desijeux ve arkadaglari, Bolivya’nin 250-800 metre yiiksekligindeki
ormanlik bir bolgede c¢aliganlarda deri leyigmaniyozunun klinik, serolojik,
parazitolojik tanisini ve tedavisini igeren bir galima yapmuglardir. Bu boélgede
caligan 350 ig¢i 12 ay boyunca izlenmig, bunlardan 200’iiniin deri leyismaniyozu
gegirdiginden giiphelenilmiglerdir. Yapilan incelemeler sonunda, iggilerin 185’inde
(% 52) serolojik ve parazitolojik olarak hastaligin tanis1 kesinlegmistir. Caligmada
ornekler lezyon kenarindan punch biyopsisi ile alinmig, NNN besiyerine ekilmig ve

hamster pengesine inokille edilmigtir. Daha sonra lansetle = hamster pengesi
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¢izilmig, ¢ikan stvi pastor pipetiyle cekilip bifazik besiyerine ekilerek parazit
tiretilmeye galigiimigtir (30).

Suay ve arkadaglari 1986-1994 yillan arasinda direkt incelemeye dayanarak
117 deri leyigmaniyozlu olgu saptamuglardir. Retrospektif olarak laboratuvar
kayitlarinin incelenmesine dayanan bu galigmada kag kiginin bu parazitoz siipesiyle
laboratuvara geldigi belirtiimemistir. Sadece lezyonlarin % 75’inin kuru tip
oldugunun belirlendii, hastalarin % 81’inin 0-20 yag grubunda oldugu, lezyonlarin
% 77’sinin yiizde, % 19’inin elde, % 3’tniin 6n kolda ve % 1’inin bacakta oldugu,
en fazla olgunun Eyliil ayinda gorildugi bildirilmigtir. Preparatlar lezyonun kabugu
kaldirilarak alinan kazintilardan veya lezyonun kenarindan enjektér veya pastor
pipetiyle gekilen doku sivisindan yapilmigtir. Yayma preparatlar Giemsa yontemiyle
boyanarak amastigotlar aranmgtir (32).

Gramiccia ve arkadaglari Sanli Urfa yoresinde yaptiklan bir ¢aligmada, 4
deri leyismaniyozlu olgudan aldiklart 6rneklerden promastigotlart Tobie nin
besiyerinde izole etmigler ve izoenzim elektroforezi yontemiyle bu suglarin
L. tropica tiirii olduklarini belirlemiglerdir (33).

Navin ve arkadaglan Guatemala’da yaptiklar caligmada, deri
leyigmaniyozu tamsinda kullamilan 3 yontemi karsilagtirmuglardir. Bu yontemler;
iilser yiizeyi kazintisindan yapilan siiriintti preparatlarinin boyanarak amastigotlarin,
aspirasyon sivisi ve kazinti orneklerinin kiiltiirlerinin yapilarak promastigotlarin
goriilmesi esasina dayanmaktadir. Aragtiricilar 3 yontemin birlikte incelenmesinin
tamdaki duyarlibigt arttirdigim bildirmiglerdir. Incelenen 362 hastanin 252’sine
(%70) deri leyigmaniyozu tams: konmusgtur. Suriintii preparatlarinda en az 1
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amastigotun gorildiga orneklerin kultiirlerinin =~ % 83’tinde, hi¢ amastigot
gorilmeyen Orneklerin kultiriniin % 27’sinde tireme gozlenmigtir. Bu sonuglara
gore tantya ulagmada, yayma preparatlarin incelenmesi ile kiltiir yapma arasinda
belirgin bir fark olmadig bildirilmigtir (34).

Ozbilgin ve arkadaglarmin visseral ve deri leyigmaniyozu tanist konan 2
hastadan aldiklani kemik iligi aspirasyonu ve biyopsi ornekleri NNN besiyeri ve
fotal sigir serumu igeren besleyici buyyona ekilmig; besleyici buyyonda birinci,
NNN besiyerinde ise 2.-3. giinden sonra iireme gozlenmistir. Bu g¢aligmada
besleyici buyyonun, erken tanida etkili bir besiyeri oldugu savunulmustur (35).

Lynch ve arkadaglari Amerikan deri leyigmaniyozunun tanisinda
monoklonal antikorlar kullanarak amastigotlart saptamayr amaglamuglardir.
Caligmada, biyopsiyle lezyonlardan érnekler alinarak immunoperoksidaz teknigiyle
amastigotlarin  varlig aragtinlmigtir.  Kullanilan yontemin histolojik  boyama
yontemine goére daha hassas oldugu bildirilerek epidemiyolojik g¢aligmalarda
kullanilmasi énerilmigtir (22).

Sells ve arkadaglann immunoperoksidaz boyama yontemini kullanarak
formalinle fikse edilen dokularda Leishmania amastigotlari ve antijenlerini
saptamiglardir. Bu ¢aligmada deri leyigmaniyozlu hastalarin ¢gogunun lezyonlarinin
birkag aylik oldugu ve az miktarda parazit igerdigi 6ne strilmugtiir. Biyopsilerde
tipik gekildeki paraziti bulmanin ve béyle olgularda Giemsa boyasi yontemiyle
aragttirmanin zor oldugu belirtilerek, boyle bir dokudan alinan 6rnegin kiltiiri igin

birkag hafta beklemek gerektigi ileri siiriilmiistiir. Kullandiklart yontemin hizli, daha
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duyarl: ve 6zgiil bir teknik oldugu, ozellikle cok az sayidaki parazitin varligini
saptamada kullanilabilecegi bildirilmistir (31).

Grimaldi ve arkadaglari parazitin izolasyonunda kullanilan besiyerlerinde
kontaminasyon riskinin fazla ve parazitin iireme ytizdesinin de buna bagl olarak az
oldugunu ileri siirmiiglerdir. Aragtiricilar hastadan aldiklani 6rnekleri hamsterlere
vererek etkeni bu yolla elde etmeye caliymiglardir. Ayrica bu yontemin bir
avantajinin, steril kosullar saglanamayan ortamlarda alinan 6rneklerin, deney
hayvanlariyla laboratuvara taginabilmesi kolayligi oldugunu o¢ne sirmiglerdir.
Aragtinicilar - 6rneklerin - % 90’minda  2-21 gtinlik bir siire iginde ilireme
gozlemlediklerini bildirmiglerdir (37).

Caligmamizda, Sark Cibani giiphesi tagiyan 21 olgudan “lansetle 6rnek alma
yontemi” olarak adlandirdigimiz yontemle aldigimiz 6rnekleri hem direkt hem de
kultir yontemleriyle Leishmania yoniinden aragtirdik. Yayma yontemiyle direkt
olarak hazirlayip Giemsa yontemiyle boyadifimiz preparatlarin 11’inde (%52)
Leishmania amastigotlarini, klinik 6rnegin NNN besiyerine ekilmesi sonucunda ise
toplam olarak 15 ornekte (%71) Leishmania promastigotlarini gozlemledik. Direkt
incelemede amastigot goriilmeyen 4 olgunun NNN besiyerindeki kiiltiirlerinde
ureme saptanmas, kiiltir yonteminin énemini bir kez daha vurgulamaktadir. Sark
Ciban1 giiphesi olan fakat NNN besiyerindeki kiiltiirlerinde iireme gézlenmeyen 6
olguda tireme gozlenmemesini, lezyonlarda parazitin az sayida olmast nedeniyle
alinan 6rnekte parazitin bulunmamasina, lezyonun eskiliine ve klinik taninin yanlig

konulmasina baglayabiliriz.
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Caligmamizda; her nekadar direkt yonteme gore daha ge¢ sonug veren bir
yontem olsa da kiiltiir yonteminin Sark Cibam tanisinda, olgulari yakalamak
agtsindan daha uygun bir yontem oldugu, direkt yontemle birlikte uygulanmast
gerektigi ortaya konulmustur. Ayrica Sark Cibani tamisinda 6zellikle yaradan klinik
ornegin alinma geklinin de 6nemi Uzerinde durulmug ve bizim uyguladigimiz
“lansetle 6rnek alma yontemi” nin basit ve tan1 agisindan verimli bir yontem oldugu
saptanmigtir, Punch biyopsisi ve bunun gibi hastaya acit veren, sekonder
enfeksiyonlara yol agabilen yontemlerle kargilagtirildiginda “lansetle 6rnek alma
yontemi’nin daha uygun oldugunu soyleyebiliriz. Fakat ne yazik ki 6rnek alg
yonteminin direkt inceleme ve kiltiir sonuglarina etkisini kiyaslama olanagimiz
olmamugtir.

Caligmamiz benzer g¢aligmalarla kargilagtinldiginda, gerek ornek alma
yontemimiz, gerekse elde ettigimiz kiiltir baganst yoniinden diger aragtiricilarin
bulgularina yakinlik gostermektedir.

Ozgelik ve arkadaglarmin NNN, heparinli NNN, koyun kanli NNN ve sigir
kanh besiyerindeki promastigotlarin Greme durumlarm  karsilagtirdiklan
caligmalarinda NNN besiyerinin promastigotlarin iiretitmesinde daha iyi oldugu‘nu,
sigir kanlt besiyerinin ise tavsan kani bulunmayan durumlarda promastigotlarin
pasajlarla devamliligini saglamak amaciyla kullanilabilecegini bildirmiglerdir (36).
Fakat bu caliyjmamizda elde ettigimiz bulgulara gore de bu besiyeri (SKB)
lezyonlardan alinan 6rneklerden etkenin soyutulmasinda kullanilabilecek uygun bir

besiyeri degildir.
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Caligmamizda % 71 gibi yiiksek bir oranda, deri leyiyjmaniyozunun etkensel
tanisimin konulmasini, etkili bir yontem oldugunu diigiindiigiimiiz “lansetle 6rnek
alma yontemine” ve c¢aligmanin steril kosullara dikkat edilerek yapilmasina
baghyoruz. Elde ettigimiz suglarin olanaklarimiz elvermedigi igin tiir ayirim
yapilamamugtir. Fakat lezyonlar klinik ozelliklerine gore degerlendirildiginde,
olgularin 20’sinin (% 95) kuru tipte goriilmesi nedeniyle, etkenlerin L. tropica
suglar1 olduklan digtinilmektedir.

Deri leyigmaniyozunun tedavisi eskiden beri énemli bir sorun olmustur.
Tedavide kullanllan 3 degerli antimon bilesiklerinin degisik yan etkileri
bulunmaktadir. Buna kargin 5 degerli antimon bilesikleri daha az toksiktir. Antimon
bilegiklerine kargi hastalarin toleransi farklt olabilir. Pentamidinin tedavide bagarili
olmasina ragmen toksik oldugu bildirilmigtir. Diamidin kompleksleri en giivenli
ilaglar olmugtur. Amfoterasin B, sikloguanil, rifampisin, monomisin, trimetoprim,
nifurtimoks ve nitridazol tedavide kullamlmigtir. Leyigmaniyozun tedavisinde
gelecekte onemli sorunlarla karsilagilacagi, o©zellikle AIDS’li  hastalarda
Leishmania’nin neden oldugu enfeksiyonlarin yeni tedavi gekillerine gereksinim
gosterdigi  bildirilmektedir. Stiboglukonat bilegiklerine geligen hizli direng
yurdumuz igin de sorun olmaya baglamigtir(38). Son yillarda leyigmaniyoz
tedavisinde yeni ilaglarin gelistirilmesiyle, birinci ve ikinci sira ilaglarin etkileri daha
iyi anlastimaya baglanmistir. Oniimiizdeki yillarda leyismaniyoz tedavisinde yeni
ilaglannn  kullamlmas: gerekecektir (44). Leyismaniyoz tedavisinde kullanilan
ilaglarin etkinligi ve yan etkileri konusunda birgok aragtrma yapilmigtir. Bu
aragtirmalardan bazilar1 sunlardir:
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Furet ve arkadagt pefloksasin, ofloksasin ve siprofloksasinin
L. mexicana’ya ve L. donovani’ye in vitro kosullarda etkili oldugunu
bildirmiglerdir (39).

Dogra’nin deri leyigmaniyozu tedavisinde oral alinan dapsonun (diamino
difenil sulfon) etkinliini aragtirdig1 bir ¢alisma sonucunda, hastaligin yaygin oldugu
tilkelerde bu ilacin kolay temin edilebilir ve ekonomik olma 6zelliklerinden dolay:
kullanilabilecegi bildirilmektedir (40).

Harms ve arkadaglarinin yaptiklart bir ¢aliymada, deri leyigmaniyozunun
lokal tedavisinde rekombinant interferon-y ve glucantim kullanilmig, glucantimin
etkinliginin interferon-y’a gore daha iyi oldugu bulunmugtur(41).

Weinrauch ve El-on laboratuvar farelerinde deri leyigmaniyozuna
ketokonozolin ve rifampisin/amphotericin B  kombinasyonunun etkilerini
aragtirmiglar; ketakonozolle klinik ve parazitolojik olarak iyilesme goriilmemis,
rifampisin/amphotericin B kombinasyonunun da tedavide etkisiz kalindig
bildirilmigtir. Bu galigmada, konagin fizyolojisinin ve immiinolojik durumunun,
ilaglann etkisinde 6nemli rol oynadigt ileri siiriilmiigtiir (42).

Chulay ve arkadaglaninin Kenya’da deri leyigmaniyozunun sodyum
stiboglukonatin yiiksek dozuyla tedavisini aragtirdiklart ¢aligmada, hastalara
intraventz yoldan 30 giin siireyle ilag verilmig, tiim hastalarda tedaviye 1yi yanit
alinmig, 18 aylik izleme siiresince niiks goriilmemis ve ilacin yan etkisinin diisiik
oldugu bildirilmigtir (43).

Netto ve arkadaglan yaptiklann bir aragtrmada, 62’si deri, 17’si
mukokutandz leyismaniyozlu olan  hastalann glucantimle tedavi etmiglerdir.
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Tedaviden sonra da hastalani 4 yil boyunca izlenmigler, deri leyigmaniyozunda
% 10, mukokiitandz leyigmaniyozda ise % 3 oraninda niks saptamiglardir (45).

Bu caligmalardan da gorildigiu gibi, leyismaniyoz tedavisinde kullanilan
ilaglarin iyilegtirici 6zelliklerinin olmasinin yanisira, yan etkileri de bulunmaktadir.
Caligmamizda, biz de leyigmaniyoz tedavisinde bazi kaynaklarda kullanildig
bildirilen  trimethoprim-sulphametaxozole (38) ve  ofloksasinin  (39),
promastigotlann in vitro kogullarda \ireme durumlarina etkilerini aragtirdik. Her iki
antibiyotigin, farkh derigimlerinin, NNN besiyerlerinde promastigotlarin iiremesini
engellemedigini saptadik.

In vitro kogullarda etkisiz buldugumuz antibiyotiklerin, in vivo kosullarda
etkilerinin nasil olacagi konusunda bir yorumda bulunamamaktayiz. Fakat bu

konunun ayrintilt bir gekilde aragtirilmas: gerektigi kanisindayiz.
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SONUCLAR

Caliymamizda elde ettigimiz sonuglar gunlardir:

. 21 deri leyigmaniyozis giipheli olgunun lezyonlarindan “lansetle 6rnek alma”
yontemiyle alinan orneklerin direkt incelemeleri sonucunda 11 inde (% 52)

amastigotlar gorilmiigtiir.

. Orneklerin NNN besiyerlerine yapilan ekimlerinin 3. ile 9. giinler arasinda 24
saat aralikla yapilan incelemelerinde, 15 (% 71) kiiltirde promastigot iiredigi

saptanmigtir.

. Direkt incelemede amastigot gorilen Orneklerin kilturlerinin  hepsinde
promastigot iiredigi gozlenirken, amastigot gorillmeyen 10 6rnegin kiiltiirlerinin

4inde (% 19) de promastigot saptanmugtir.

. Ommeklerin sigir kanli besiyerine ekimlerinden sonra, uygun kosullar altinda 4
hafta siireyle saklanan kiltirlerin, periyodik incelemelerinde iireme

gozlenmemigtir.

. Farkh derigimde trimethoprim-sulphametaxozole (Bactrim) igeren (1, 2, 4, 8, 16
pg/ml) ve antibiyotik igermeyen NNN besiyerlerindeki promastigotlarin 3. ve 7.
ginlerde yapilan sayimlann arasindaki fark, istatiksel olarak anlamsiz

bulunmugtur.
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6. Farkli derigimde ofloksasin (Tarivid) igeren (5, 10, 20, 40 pg/ml) ve antibiyotik
icermeyen NNN besiyerlerindeki promastigotlarin 3. ve 7.giinlerde yapilan

sayumlan arasindaki farkin istatiksel olarak anlamsiz oldugu saptanmigtir.

7. Farkli derisimde trimethoprim-sulphametaxozole (Bactrim) ve ofloksasinin
(Tarivid) 3. gundeki kultiirler1 ile 7.giindeki kiiltirleri, promastigot sayilan
yoniinden karglagtinildiginda, gruplar arasi farkin istatistiksel olarak anlambt
oldugu saptanmigtir. Bu durum, iki antibiyotigin Leishmania promastigotlarinin

in vitro kogullarda iiremelerine etkisi olmadigim gostermektedir.
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OZET
Bu ¢aliymada, Saglik Bakanhg Urfa Harran Kap: Saghik Ocagina bagvuran

ve deri leyigmaniyozisli oldugu dugiiniilen 21 kiginin, lezyonlarindan alinan 6rnekler
parazitolojik yonden incelendi.

Lezyonlardan “lansetle 6rmek alma” adim1 verdifimiz yontemle &rnekler
alinarak direkt mikroskobik incelemeleri yapildi. Aymi 6rneklerin NNN ve sigir
kanl besiyerlerine ekimleri yapilarak kiiltiirlerde promastigotlarin tiremelerine
trimethoprim-sulfamethaxozole ve ofloksasinin etkileri aragtirldi.

Direkt mikroskobik incelemede, toplam 21 ornegin 11’inde (%52)
amastigot goriiliitken, NNN besiyerlerine yapilan ekimlerin 15’inde (% 71)
promastigotlarin tiredigi saptandi. Sigir kanh besiyerinde ise {ireme gozlenmedi.

In vitro kosullarda farkh derigimlerdeki trimethoprim-sulphametaxozole
(Bactrim) (1, 2, 4, 8, 16 ug/ml) ve ofloksasinin (Tarivid) (5, 10, 20, 40 pg/ml)
NNN besiyerindeki promastigotlar iizerine etkili olmadiklan saptandi.
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SUMMARY

Comparison of direct and culture methods in the diagnosis of cutaneous
leishmaniosis and the investigation of the effects of both trimethoprim-

sulfamethaxozole and ofloxasin on promastigots

In this study, samples taken from the lesions belonging to 21 people, who
are thought to be cutaneous leishmaniosis and admitted to Sanlurfa Harrankap:
Health Center ruled by Ministry of Health, has been examined parasitologically.

A direct microscobic examination has been done by the method called
“taking sample by lancet” . By inoculating the same samples in NNN and bovine
blood medium, the effects of trimethoprim-sulfamethaxozole and ofloxasin on
growth promastigots in cultures have been investigated. While amastigots have
been found in 11 (52%) of 21 samples in direct microscobic examination, growth
of promastigots was observed in 15 (71%) cultures of the same samples. However,
no growth has been observed in bovine blood medium.

It is determined that trimethoprim-sulfamethaxozole (Bactrim) (1, 2, 4, 8,
16 pg/ml) and ofloxasin (Tarivid) (5, 10, 20, 40 pg/ml) in different concentrations

have no effect on promastigots in NNN media under in vitro conditions.
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