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OZET

Tedaviye Cevap Vermeyen Sark Cibam Olgularinda ELISA Ve IFA

Yontemlerinin Tanisal Onemi

Nermin ULUCA

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi

Sark ¢ibami (Kutandz leishmaniasis-KL) tanisinda, antikorlarin ¢ok diisiik
titrede olusmasi veya hic tespit edilememesi sebebiyle serolojik yontemler tercih
edilmemektedir. Ancak bu hastaligin endemik oldugu bolgelerde, hastalarin tespit
edilerek hizli bir sekilde tedavi edilmesi parazitle miicadelede ve hastalik kontroliinde
biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu sebeple bolgede yasayan insanlarin egitimi ve bu kisilere
koruyucu yontemlerin aktarilmasi, endemik bolgede goriilen hastaligin yok edilebilmesi
icin gerekli goriilmektedir. Bu ¢alismada sark ¢ibani agisindan yiiksek endemisitiye
sahip Sanlwurfa ilinde tanist konulan fakat tedavi sonucu iyilesmeyen (direncli) KL
hastalarimin serumlarinda IFA ve ELISA yoOntemleriyle anti- Leishmania antikorlarinin
arastirilmasi amacglanmustir.

Calismaya Sark Cibani Tani ve Tedavi Merkezi ve Harran Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina
basvuran 1-59 yas arasinda ve 1 ile 4 tedavi kiirii aldig1 halde tedaviye cevap vermeyen
60 tedaviye direngli (TD-KL) hasta ile KL tanisi konulmus halen tedavisi devam
etmekte olan 40 akut KL hastas1 (A-KL) ve kontrol grubu olarak ayn1 yas grubundan 40
saglikl kisi dahil edilmistir. Tedaviye cevap vermeyen ve tedavisi devam eden kontrol
grubundan lezyon siiriintii ve kan 6rnegi, saglikli kontrol grubundan da yalnizca kan
ornekleri alinmigtir. Hastalardan alinan lezyon 6rnekleri 6nce NNN besiyerine ekilmis,
tireme sonrasi buradan RPMI-1640 besiyerine alinarak c¢ogaltma islemi yapilmistir.
Logaritmik doneme ulasan Leishmania spp. promastigotlarindan ELISA ve IFA testinde
kullanilmak {izere antijen elde edilmistir. Alinan lezyon 6rneklerinden ayni zamanda

yayma preparatlar hazirlanarak Giemsa ile boyanmis ve Leishmania amastigotlari



arastirilmistir. Alman kan oOrnekleri santriflij edildikten sonra elde edilen serum
orneklerinde ELISA ve IFA yoOntemi ile anti-Leishmania IgG antikor tayini yapilmistir.

Leishmaniasis tedavisi goriip iyilesmeyen 60 TD-KL hastanin 38’1 (%63,3)
kadim, 22°si erkek (%36,7) olarak bulunmustur. ilk tedavilerini almis 40 A-KL hastanin
ise 26°s1 (%65) kadin 14°1i(%35) erkek, saglikli 40 kontrol grubunun 14’1 (%35) kadin
26’s1(%065) erkek olarak bulunmustur. Lezyonlarin %56’s1 yiiz bolgesinde, %31°1 el-kol
bolgesinde, %13’1 viicudun 3 veya daha fazla bolgesinde goriilmiistiir. TD-KL ve A-
KL hastalarinin sirastyla lezyon sayis1 1-16 ve 1-14 adet, lezyon siireleri ise 1 ay-10 yil
ve 1 ay-1 yil arasinda degismekteydi. ELISA ile TD-KL hastalarin 37’sinde (%61,7), A-
KL hastalarin 17’sinde (%42,5) pozitiflik bulunurken, IFA yontemiyle TD-KL ve A-KL
hastalarinin sirastyla 44’tinde (%73,3), 37’sinde (%92.5) pozitiflik bulunmustur. TD-
KL ve A-KL hastalarinda ELISA ve IFA yontemlerinin duyarliliklari sirasiyla %54 ve
%81 olarak bulunmustur.

Sark ¢ibanmin endemik oldugu Sanliurfa’da tedaviye cevap vermeyen veya
direk mikroskobisi ve kiiltiir sonucu negatif olan klinik olarak KL oldugu diisiiniilen
hastalarin tanisinda serolojinin 6nemli bir alternatif yontem oldugu, klasik yontemlerle

tan1 konulamayan siipheli hastalarda mutlaka akilda tutulmasi gerektigi diistiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Leishmania IFA, Leishmania ELISA, Leishmania seroloji



ABSTRACT

Diagnostical Importance Of The Methods Of Elisa And Ifa In The Cases Of

Cutaneous Leishmaniasis That Did Not Response To Leishmaniasis Treatment

Nermin ULUCA

Department of Medical Microbology, Master Thesis

Serological methods are not preferred in the diagnosis of cutaneous
leishmaniasis (CL) because the antibodies are too low or not detected at all. However, in
the regions where this disease is endemic, the rapid detection and treatment of the
patients is of great importance in the fight against parasites and disease control. For this
reason, the education of people living in the region and the transfer of protective
methods to these people is deemed necessary for the destruction of the disease seen in
the endemic region. In this study, it was aimed to investigate anti-Leishmania antibodies
in IFA and ELISA methods in the sera of patients with CL resistant to treatment who
were diagnosed in Sanliurfa with high endemicity.

The study included 60 patients, unreponsive to treatment, with the ages of 1 to
4 years who were admitted to the Lesihmania Diagnosis and Therapy Center and
Medical Microbiology Laboratory of Harran University Education and Research
Hospital. 40 patients and 40 healthy subjects ith the ages of 1 to 59 years were also
included in the study. Blood samples were taken from the patient and control groups.
Samples of the lesions from the patients were taken and inoculated in NNN medium and
then for multiplication transferred to RPMI-1640 medium. Leishmania spp. antigen was
obtained from logarthmic stage of the promastigotes growth and used in the ELISA and
IFA tests. After the blood samples were centrifuged, anti-Leishmania 1gG antibody was
determined by ELISA and IFA methods. Smear preparations were prepared from the
samples of the lesion and stained with Giemsa and Leishmania amastigotes were

investigated.
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Of the 60 treatment resistant leishmaniasis patients, 38 (63.3%) females and 22
(36.7%) were males. Of the 40 patients undergoing treatment, 26 (65%) were females
and 14 (35%) were males and 14 (35%) were healthy males and 26 (65%) were healthy
females. 56% of the lesions were found in the face area, 31% in the hand-arm region
and 13% in 3 or more parts of the body. The number of lesions in patients who did not
respond to treatment ranged from 1 to 16, and the duration of lesions ranged from 1
month to 10 years. ELISA results were found to be positive in 37 (61.7%) of the
refractory patients, 17 (42.5%) in the normal treated patients, whereas IFA in refractory
patients and the normally treated patients were positive in 44 (73.3%), 37 (92.5%)
respectively. The sensitivity of ELISA and IFA methods in resistant and normally
treated patients was 54% and 81%, respectively.

It is thought that Sanliurfa where CL is high endemic, serology is an important
alternative method in the diagnosis of patients who are considered to be CL clinically
but they are considered to be unresponsive to treatment and they are also negative for

lesihmaniaisis by direct microscopy and culture mehods.

Keywords: Leishmania IFA, Leishmania ELISA, Leishmania serology
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1.GIRIS

Leishmania, protozoonlarin Mastigophoraalt subesinde bulunan
Tryponosomatidaeailesinde yer alan, insanlarin kan ve dokularinda yerleserek
leishmaniasis enfeksiyonuna neden olan kamgcili bir parazittir. Klinik olarak Visseral
Leishmaniasis (VL, i¢ Organlar Leishmaniasis’i, Kala-Azar), Kutandz Leishmaniasis
(KL, Deri Leishmaniasis’i) ve Mukokutandz Leishmaniasis (MCL, Espundia) olarak
ayrilir (1).

Kala-Azar ve Deri Leishmaniasis’i eski ve yeni diinyada goriilmekte ancak ayri
Leishmania tiirleri tarafindan olusturulmaktadir. Espundia ise sadece Amerika
Kitasi’nda goriilmektedir (2).

Hastalik etkeni, omurgalilarda hiicre i¢i paraziti olarak, kamgisiz ve hareketsiz
amastigot seklinde, vektor viicudunda ve kiiltiir ortaminda ise kamgili ve hareketli
promastigot seklinde bulunur. Leishmania tiirleri memelilerin zorunlu hiicre i¢i paraziti
olup, enfekte Phlebotomuscinsi tatarciklar (yakarca, kum sinekleri, lutzomyia)
tarafindan kan emme sirasinda bulastirilmaktadir. Parazit kaynagi hasta insan, hayvan
ve rezervuarlardir (1).

Leishmaniasis, Diinya Saghk Orgiitii (DSO) tarafindan 6 6nemli tropikal
hastaliktan biri olarak kabul edilen, 88 iilkede endemik olarak gozlenen bir hastaliktir. 5
kitada toplam 350 milyon insan risk altindadir. Her yil yeni hasta sayisinin VL igin
50.000, KL i¢in 1.500.000 oldugu tahmin edilmektedir (2).

Ortadogu’nun c¢esitli tropikal ve subtropikal bdlgelerinde Afrika, Hindistan ve
Asya’da ‘Halep ¢ibanr’, ‘Bagdat ¢iban1’, ‘Delhi ¢iban1’, *Delhi Ulseri’, ‘Dogu Yarast’,
‘Aleppo’; lilkemizde ise ‘Sark ¢ibant’, ‘Y1l ¢ibant’, *Antep Ciban1’ gibi farkli isimlerle
anilmaktadir (3). Visseral leishmaniasis ‘Kala-Azar’, ‘Kara Hastalik’, ‘Dumdum Atesi’
olarak, mukokutandz leishmaniasis ise ‘Espundia’, ‘Uta’, ‘Chiclero Ulseri’ olarak
adlandirtlir (3-5).

Eski diinya Leishmaniasis’i daha ¢ok endemik karakterlidir. Hindistan ve
Afrika iilkelerinde epidemilere yol agmustir. Ulkemizde L. infantum’un etken oldugu
VL, Ege ve Akdeniz bolgelerinde; L. tropica’nin etken oldugu KL, Dogu Akdeniz ve
Giiney Dogu Anadolu bolgelerinde gozlenmektedir (6).



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce

Leishmania ilk kez 1900 yilinda Leishman tarafindan Hindistan’da Dumdun’da
dizanteriye yakalanarak Ingiltere’ye giden bir askerin dalak preparatinda goriilmiistiir.
Ayni y1l Donovan, Madras’ta Kala-Azar vakalarinda dalaktan elde edilmis &rnekten
hazirlanan preparatlarda paraziti gérmiis ve 1903 yilinda bulgularini yayinlamistir. Yine
ayni yil Ross tarafindan parazit L. donovani olarak isimlendirmis ve kala azara neden
oldugunun gosterilmesiyle ilk kez tanimlanmistir (7,8).

1904 yilinda Catoire, 1905 yilinda Pianese Akdeniz bdlgesinde dalak
biiyilikliigii ile birlikte anemisi olan c¢ocuklarda etkeni bulmusglardir. 1908 yilinda
Nicolle, E.G. Novy ve W.J. Mac Neal’in tarif ettikleri besiyerine benzer bir besiyerinde
paraziti tiretmis ve Akdeniz bolgesinde VL’in rezervuarinin memeliler, 6zellikle kopek
olabilecegini ileri stirmiistiir. Yine 1908 yilinda Nicolle ve Compte kopekte Leishmania
parazitini bulmuslar ve bu parazite Nicole tarafindan L. infantumad: verilmistir (1).

Uzun yillar ciddi bir halk sagligi meselesi olarak onemi anlasilamayan ve
yeterli ilgiyi goremeyen leishmaniasis, 1976 yilindan itibaren Diinya Bankas1 ve Diinya
Saglik Orgiitii'niin ortak programlar1 olan Tropikal Hastaliklar Arastirma ve Egitim
Ozel programi kapsamina alinmigtir. Bundan 60 yil dnce yalniz belirli bolgelere ait
oldugu diisiiniiliirken, giiniimiizde Avustralya ve Antarktika hari¢ biitiin kitalarda
bilinen bir hastaliktir (9, 10).

Tirkiye’den VL’li ilk hasta Karadeniz Bolgesi’nde Trabzon’dan rapor
edilmistir.20. yiizyilin baginda 1916°da Leishmania amastigot formlar1 Bagdat’taki 11
Osmanli askerinin karaciger ve dalak biyopsilerinden identifiye edilmistir (1, 7, 8, 11).

Kutanoéz Leishmaniasis ise Akdeniz havzasi ve Ortadogu'da yiizyillardir
bilinen bir hastaliktir. KL ile ilgili ilk bilgiye 1050 yilinda Ebu Bekir Muhammed bin
Zekeriya El Razi'nin bir eserinde rastlanmig olup o tarihten itibaren hastaligin 6zellikle
klinigi konusunda 6nemli bir bilgi birikimi olusmustur.

Bununla birlikte KL'nin epidemiyolojisi, etkeni ve bulasma sekli hakkindaki
ilk bilgiler 18. yiizyildan sonraki arastirmalarla elde edilebilmistir. Celal Muhtar ve

Hulusi Behget bagta olmak iizere ¢ok sayida arastirmact KL ile ilgilenerek hastaligin her



yonii ile taninmasma katkilarda bulunmuslardir. Ulkemizin 6nemli bir kisminda
epidemilerle seyreden hastaligin insidansi 1950'li yillardan itibaren uygulanan sitma
eradikasyonu calismalar1 ile birlikte azalma gostermistir. Fakat Ozellikle 1980'1
yillardan itibaren basta Gilineydogu Anadolu ve Cukurova bdlgesi olmak iizere
tilkemizin belirli bolgelerinde ciddi bir halk sagligi problemi olarak tekrar giindeme

gelmistir (1,7, 8).

2.2. Morfoloji

Leishmaina tiirleri omurgali konak viicudunda hiicre i¢i paraziti olarak
amastigot seklinde; omurgasiz konakta ve in-vitro kiiltiirde ise promastigot seklinde
bulunurlar. Bu protozoonlar biitiin hayat donemlerinde parazittirler, yani konak viicudu

disinda 6zgiir bir hayat donemleri yoktur (12).

2.2.1. Amastigot

Biiyiikliigi 2-5 pm olan amastigot formlar, yuvarlak veya oval
goriinimiindedir. Bu formlar omurgali konakta Retikiiloendotelyal Sistem (RES)
makrofajlarinin  fagolizozomlar1 ic¢inde ¢ogalmaktadir. Kamgisiz ve hareketsizdir.
Giemsa ile sitoplazma soluk mavi, ¢ekirdegi ise pembe veya koyu kirmizi renge
boyanir. Cekirdegin yakininda bulunan parlak kirmizi—-menekse renkte boyanan yap: ise
bir sonraki donemde, kamg¢inin ¢gikacagi yer olan kinetoplasttir (7, 8, 12).

Leishmania amastigot donemde hareketsizdir ve besinlerini i¢inde bulundugu

hiicreden alir; aeroptur; biliyiik makrofajlar iginde boyuna ikiye boliinerek ¢ogalir.

2.2.2. Promastigot

Phlebotomus’larin bagirsaklarinda ve besiyerinde bulunan tipik formlardir, 12—
20pm uzunlukta 1.5-2.5 pm genisliktedirler. Mekik seklinde viicudu ve ayni1 uzunlukta
On uctan ¢ikan serbest bir kamcis1 bulunmaktadir.

Kamg karakteristik axonemal yapidadir. Axonem 2 merkezi, 9 periferal fibril
cifti icermektedir. Kamg¢inin baglant1 noktasinda kamg1 paketi ismi verilen ve sitostoma
benzeyen bir invaginasyon vardir. Blefaroblast kinetoplastin oniinde kamg¢inin dip

kismindadir. Membranla izole edilmistir. Kamgidan ayr1 olarak 3 periferal fibrilin 9



grubundan olusmaktadir. On ugtan yaklasik 2 um icerde yuvarlak veya at nali seklinde
bir kinetoplast vardir.

Niikleus parazit gévdesinin ortasinda bulunur. Niikleusun 7 nm kalinligindaki
niikleer membraninda 60—80 nm ¢apinda porlar vardir. Merkezde 0.6—1 um c¢apinda bir
niikleolus vardir. Sitoplazma i¢inde endoplazmik retikulum ve golgi cihaz1 bulunur (1,
7,8,13) Sekil(1).

Sekil2.1. Leishmania spp. promastigot form

2.3. Siiflandirma

Diinya  Saghk  Orgiitince  Leishmaniatiirleri ~ asagidaki  sekilde
smiflandirilmistir(4).

Alem: Protista

Altalem: Protozoa

Sube: Sarcomastigophora

Altsube: Mastigophora

Smif: Zoomastigophora

Ordu:Kinetoplastida

Aile: Tryponosomatidae

Cins: Crithidia, Endotrypanum, Blastocrithidia, Herpetomonas,Leptomonas,

Phytomonas



Cins: Leishmania

Altcins: Leishmania

Tir: Leishmania donovani, Leishmania infantum, Leishmania chagasi,
Leishmnia tropica, Leishmnia major, Leishmania aetropica,

Leishmania mexicana(L.mexicana, L.amazoensis, L.venezuelensis, L.pifanoi,
L.enriettii)

Altcins: Viannia

Tir: Leishmania braziliensis kompleksi (L.braziliensis, L.colombiensis,
L.equatorensis, L.peruviana)Leishmania guyanensis (L.guyanenesis, L.panamensis,
L.shawi), Leishmania lainsoni, Leishmania naiffi (3)

2.4. Klinik

2.4.1. Visserel Leishmaniasis (Kala Azar)

Etken, L. donovani'dir. Hastaligin kulugka siiresi genelde 2—4 ay arasindadir.
Bu siire bir yila kadar uzayabilir. Infekte tatarcigin konagi soktugu yerde 2-3 mm
ebatinda bir nodiil olusur. Pembe renkteki bu nodiilin ortasi daha sonra
kabuklanmaktadir.

Hastalik genelde sinsi baslar, bazen aniden de ortaya cikabilir. Baslangigta
kiriklik, bag agrisi, zayiflama ve hafif ates goriiliir. Daha sonra atesin artmasi ile birlikte
dalak da biiyiir. Hastaligin ilerlemesi ile ates Kala-Azar'a 6zgii bir egri ¢izer. Bu, giinde
iki kez yiikselen aralikli bir atestir. Genelde 39-40°C olmakla beraber bazen 40-
40.5°C’ye ¢ikabilir (7, 14-16).

I¢ Organlar Leishmaniasisi’nin gesitli cografi tipleri vardir:

L. donovanidonovani: Hindistan, Burma, Pakistan, Tayland, Cin ve baz1 Afrika
tilkelerinde goriiliir. Vektori tatarciklardir.

L. donovaniinfantum:Akdenize kiyis1 olan iilkelerde, Avrupa’da, yakin dogu
Afrika’da goriliir. Vektor tatarcik tiirleridir.

L. donovanichagasi:Bu tiir orta ve Giiney Amerika’da kala azar etkenidir.

Vektorii Lutzomyia tiirleridir (12).



2.4.2. Kala Azar Sonrasi1 Deri Leishmaniasisi (Post Kala-Azar Dermal
Leishmaniasis)

Kala-azar1 atlatmis, iyilesmis kisilerde bir veya birkag¢ yil sonra ortaya ¢ikan
durumdur. Hindistan ve bazi Dogu Afrika iilkelerinde goriliir. Derideki lezyonlar
eritematdz veya depigmente makuller seklindedir; biitiin viicuda yayilir veya fokal
lezyonlar halindedir. Burun {izerinde kelebek benzeri bir dagilim goriiliir. Sonraki
donemde lezyonlar nodiillesir ve bu donemde olgular nodiiler lepra olgularn ile
karisabilir. Iclerinde bol parazit bulunan nodiiller, vektdr i¢in énemli bir enfeksiyon

kaynagidir (12).

2.4.3. Kutanoz Leishmaniasis (Sark Cibam)

Kutandz leishmaniasis'in Tiirkiye’deki baslica etkeni L. tropica'dir. Son
yillarda yapilan caligmalar Giineydogu Anadolu bolgesi Sanlurfa’da L. major’iin de
etken oldugu bildirilmistir (17). Hastaligin bulagsmasindan Phlebotomuscinsi tatarciklar
sorumludur. Kulugka siiresi ortalama 3—6 aydir. Bu formlar tatarcik tarafindan sokulan
yerden derinin retikuloendotelial hiicrelerine girer ve amastigot sekline doniistirler.
Vektor tarafindan 1sirilan yerde kiiciik kirmizi bir papiil gelisir, sonra nodiil haline
doner. Daha sonar bu iilserleserek kabuklanir. Lezyonlar sigilimsi, karnabahar veya sert
ve lipoid goriiniimiinde, degisik yapida olabilir (1, 7, 8, 11, 14, 18, 19).

Saglik bakanligi’nin organizasyonunda Parazitoloji ve Dermatoloji uzmanlari
tarafindan hazirlanan ’Kutandz Leyismanyoz (KL) Olgularin’da Tanisal Yaklagim’in
asamalar1 agsagidaki sekildedir(20).

1-Genellikle viicudun giysi ile kapanmayan agik olan kisimlarindaki
deriyelokalize,

2-Uzun siire (en az 1 ay)iyilesmeyen,

3-Sekonder olarak bakterilerle enfekte olmadik¢a agrisiz,

4-Eritemli papiil, nodiil, nodiilo-iilseratif, plak, tilsere plak seklindelezyon

5-Ulserlesmis lezyonlarin {izerinde alta sikica yapisik krutlu, kenarlar1 lastik
silgi  kivaminda  endiirasyon  gOsteren  (merkezi  krateri olan  volkan

biciminde)lezyonlardir.



Lezyonlar yaz aylarinda ve geceleri aktif olan tatarcik sineginin beslenmek i¢in
kan emdigi deri bolgesinde, 4-8 aylik inkiibasyon doneminden sonra ortaya c¢ikan,
agrisiz, eritemli bir papiil seklinde baslar. Lezyon, 1-2 ay igerisinde giderek biiyiir ve 1-
2 cm ¢apli nodiile doniisiir. Nodiiler lezyon zaman igerisinde merkezden iilserleserek
krutla kaplanmir. Tedavi alamayan olgularda lezyon dogal seyri genellikle 1-1.5 yillik
siire¢ igerisinde Omiir boyu siiren depresif skar birakarak iyilesir. Iyilesmeden sonra
kisiyi Omiir boyu reenfeksiyonlara kars1 koruyan dogal bir bagisiklikgelisir.

Endemik olmayan bdlgelerde de yukaridaki klinik tanimlamaya uyan lezyona
sahip olgularda, ozellikle yaz aylarinda endemik bélgelere (Ornegin, Giineydogu
Anadolu ve Dogu Akdeniz Boélgesine) seyahat Oykiisii agisindan ayrintili
anamnezalinmalidir(20).

Kutan6z Leishmaniasis klinik olarak iki tipte tanimlanir;

Kuru Tip Deri Leishmaniasisi: Bu tipten sorumlu L. tropica minér'dir. Kuru
tipte ¢ibanin biliylimesiyavastir.Yilin herhangi bir ayinda goriilebilir. Kulucka siiresi
uzundur;kronik seyreder. Genelde sehirlerde goriiliir.

Yas Tip Deri Leishmaniasisi: Etken L. tropica major’dir. Bu tip
leishmaniasisde yara izi kuru tipe gore daha derindir. Kulugka siiresikisadir. Daha ¢ok
yaz ve sonbaharda goriiliir. Koylerde goriilen tiptir (12).

Gilineydogu Anadolu Bolgesi’'nde yakin zamanda yapilan ¢alismalar sonucu
yakalanan tatarciklarin L. major’iin kanitlanmis vektorii olan Phlebotomus sergenti
veya Phlebotomus papatasi oldugu goriilmiis, bu bolgede Kutandz Leishmaniasis’in
primer vektoriiniin Phlebotomus sergenti oldugu disiiniilmiistiir. Ancak yapilan

caligmalarda hicbir tatarcikta Leishmania promastigotlari izole edilememistir (6,18).

2.4.4. Mukokutanoz Leishmaniasis

Chiclero iilser, Uta, Espundia adi verilen deri hastalifinin etkeni L.
braziliensis, L. amazonensis ve L. Pifanoi’dir. Lezyon daha ¢ok agizda veya burun
mukozasindadir. Lezyon sayisi ¢oktur ve genistir. 3-12 cm’lik biiytikliik arzeden bu
lezyonlarin infiltrasyon sebebiyle smirlarinin kalkik olmasi karakteristiktir. Bunun
yaninda mukozalarin lize olmasi da hastaligin esasli bir komplikasyonu olup sark
cibanindan ayrirt edilir. Hastaligin kikirdak dokusuna geg¢me egilimi oldugundan

nazofarinksi enfekte ederek deve burnu denilen goriintiiyii olusturur. Vakalarin %2-



5’inin bu forma doniistiigli bildirilmistir. Nazal septum eriyebilir, bu durumda nazal

¢okiintii olusur (sivri burun). Damakta perforasyon olusur (3, 4, 21, 22).

2.4.5. Yasam Dongiileri

Leishmania parazitinin insan ve bagka memelilerin viicudunda kamgisiz
(amastigot) ve tatarcik viicudunda kamcili (promastigot) olmak tizere iki evrim sekli
vardir. Leishmania tiirleri dimorfik yasam siklusuna sahiptir. Seksiiel dongii heniiz
identifiye edilememistir (5).

Leishmania'larin vektorii olan Phlebotomus veya Lutzomyia cinsi kum
sinekleri leishmaniasis’li omurgali konaktan kan emerken i¢inde amastigot bulunan
makrofajlar1 da alirlar. Vektor tarafindan alinan bu amastigotlarin bir kismi sindirilirken
diger bir kismi boliinerek cogalir. Bu sekil bir -iki defa orta bagirsakta boliindiikten
sonra boylar1 uzar, flagella olusur ve metasiklik promastigot haline gelirler. Bundan
sonra ikiye boliinerek cogalirlar ve sayilari arttikga 6ne dogru gelirler.

Enfekte kanin alinmasindan 3 - 7 giin sonra yutaga varirlar ve burada farinksi
tikarlar. Promastigotlar vektor tarafindan yine kan emerken yeni omurgali konagin
kanina gegerler ve burada konagin gesitli savunma mekanizmalarina karsi koyarlar.
Ozellikle komplemanin sitotoksik ve eritici etkisine karsi koymaktan da ote bu etkileri
kendi lehine kullanarak konagin makrofajlarina girerler ve makrofaj icinde amastigot
forma doniiserek ikiye boliinme ile c¢ogalirve makrofajlar patlatirlar. Kan yoluyla

organizmaya yayilirlar ve yeni makrofajlar i¢ine girerler (5,18,23) Sekil (2).



Sekil 2.2: Leishmania spp. yasam dongisii

2.5. Tam Yontemleri

2.5.1. Visseral Leishmania’da Tani

Endemik alanlarda tani klinik bulgulara dayanilarak yapilir; kesin tani klinik
orneklerde amastigotlarin ve kiiltiirde promastigotlarin goriilmesiyle konur. Tani i¢in
dalak, karaciger, lenf nodu aspirati; karaciger biyopsisi, kemik iligi materyali hatta

vendz kandan yapilan buffy-coat kullanilir (12).

a) Direk Inceleme ve Kiiltiir

Omekten yayma veya degdirme preparat hazirlanir. Giemsa boyast ile boyanr;
sonra direkt olarak incelenir.Alinan materyalin bir kismi steril kosullarda NNN
besiyerine ekilir ve 24°C de parazit iiretilmeye calisilir. Ureme sonuglari ¢ok gec
almir(en erken 1 hafta-ortalama 3 hafta). NNN besiyerinden baska,Schneider’in
Drosophila besiyeride kullanilmaktadir (12).

b) Chopra’nin antimon testi

Bes degerli antimon bilesiginin %4 liik eriyigi 10 kez sulandirilmis 2 ml hasta
serumu iizerine birka¢ damla damlatilir, tiip iki el arasinda yuvarlanarak
karistirlldiginda c¢okelek olusur. Bu test erken pozitiflesir, fakat splenomegali olan

basgka durumlarda da pozitifolabilir(11)



c) Cilt (Leishmanin=Montenegro) Testi
Aktif hastalikta negatiftir. Bu nedenle, tanida yardimci olmaktan ¢ok

epidemiyolojik degeri vardir (12).

d) Formol-Gel Deneyi

Formal-gel serolojik bir deney olmadigi gibi, 6zgiil de degildir. Sadece
gammaglobiilin seviyesinin yiiksekligine isaret eder. Pozitif sonuglar tilkemizde, kala-
azarin lehine bir bulgu olarak degerlendirilebilir (12).

1 ml kadar hasta serumu {izerine birka¢ damla formalin damlatilarak, serumda
bulaniklasmanin goriilmesi esasmna dayanir. Olusan bulanikligin meydana gelis

stiresinin kisaligi, testin tan1 degerini ytikseltir (11).

e) IHA, IFA, ELISA

Tamida spesifik antikorlar1 arastiran testler de kullanilmaktadir. Ancak
duyarliligin diisiik olmasi ve ¢apraz pozitiflik gibi dezavantajlarivardir.

Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi ile elde edilen
sonuglar; kullanilacak olan antijenin iyi sekilde hazirlanip hazirlanmadigina baglhidir.
Promastigot ve amastigotlardan elde edilen eriyik antijenlerden baska son yillarda daha
spesifik olan rekombinant leishmanial antijenler kullanilmaktadir (1, 7, 8, 11, 14, 24-
26).

Rekombinant Leishmanial Antijenler;

Antijengp63

AntijenrK39

Antijengp70-2

Antijendp72

2.5.2. Kutan6z Leishmaniasis’de Tam

Kutanoz Leishmaniasis, akne, kan ¢ibani, ekzama, lupus eritromatozus, lupus
vulgaris, tuberculosis verrucosus, cesitli frengi belirtilerine, lepramatéz lepraya,
yumusak yara, psoriasis, deri tiimorleri gibi birgok deri hastaligini taklit edebilir.
Kutan6z Leishmanias deri tiiberkiilozu lezyonu 1iizerine gelisebilir veya deri

leishmaniasisi tizerinde lupus vulgaris olusabilir. Kesin tani laboratuvar yardimi ile

10



konur. Lezyon bolgesinden, lezyonu miimkiinse kanatmadan alinan materyalden
hazirlanan yaymalar Giemsa ile boyanarak incelenir veya NNN besiyerinde iretilir.
Yaymalarin boyali incelemelerinde amastigotlarin, besiyerinde promastigotlarin

goriilmesiyle tan1 konur (1,14).

a) Direk Tam

Kutan6z leishmaniasis siipheli lezyonun kenarindan, saglam deriyle birlestigi
sinir ¢izgisinden aliman Ornegin giemsa ile boyama sonrasi, mikroskopta 100’liik
imersiyon objektifte incelenmesinde hiicre disinda veya iginde parazitin goriilmesi
miimkiin olmaktadir.

Leishmaniasisin tiim klinik formlarinda oldugu gibi Kutan6z leishmaniasis
enfeksiyonunda da mononiikleer fagositik hiicrelerin i¢inde 2-5 pm boyutundaki
amastigotlarin varhigin1 saptamak olduk¢a gilic olmaktadir. Amastigotlarin etrafini
geviren plazma membrani, koyu boyanan ve daha biiyiikce bir ¢ekirdek ile nisbeten
kiicik yine koyu boyanan ve DNA igeren c¢ubuk sekilli kinetoplast ileayirt
edilebilmektedir(27).

b) Kiiltiir Yontemi

Lezyonun bulundugu bélgeden, lezyonu kanatmadan alinan materyal N.N.N ve
Schneider’in besiyeri basta olmak lizere ¢esitli besiyerlerine ekim yapilarak
amastigotlarin promastigotlara doniisiip doniismedigi kontrol edilir (5,14,28). Kiiltiirler
26 derecede etiive birakilarak, haftada 2 kez tireme yoniinden kontrolleri yapilir, ti¢iincii
hafta sonunda kiiltiirler ireme yoksa etiivden ¢ikarilir. Genellikle N.N.N besiyerinde 21
giin i¢inde, RPMI ve Schneider’in besiyerinde 45 giinde iireme gergeklesmektedir(5,
14).

c) Serolojik Yontemler
Kutanoz Leishmaniasis tanisinda Floresan antikor (FA), dogrudan agliitinasyon (DA),
kompleman birlesmesi ve western blot analizi gibi pek ¢ok serolojik test
kullanilmaktadir (1, 28).

Kutan6z Leishmaniasis’de serolojik yontemlerle ¢cok diisiik titrede saptanabilen

veya hi¢ saptanamayan antikorlar olustugundan tanida serolojik test pek tercih
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edilmemektedir. Leishmania’nin deri testi (LDL) hiicresel bagisikligi gostermekte ve
lezyon kabuklanmaya baglar baslamaz pozitif olmakta ve siiresiz olarak Gyle

kalmaktadir. Ancak bu testler eski ve yeni enfeksiyonu ayirt edememektedir(1).

2.5.3. Molekiiler Tan1 Yontemleri

Son yillarda hastaligin teshisinde kinetoplast DNA’sinin yapisi, antijen
incelemeleriyle tiirlerinin tanimlanmasi hedefine gidilmistir. Birgok molekiiler
yontemler ile enfeksiyon tanimi i¢in Leishmania DNA’sin1 bulma ve tiirlerin
tanimlanmasi hedeflenmistir. Bir¢cok arastirmaci tarafindan Leishmania’ya 6zgii olarak
belirtilen primerler ile PCR amplifikasyonu yapilarak tiir tayini tespit edilmektedir.
Leishmaniatiirlerini tiplendirmek i¢in kullanilan metodlar multiplex PCR, rastgele
amplifiye polimorfik DNA (RAPD), single-strand konformasyon polimorfizimi,
restriksiyon fragment length polimorfizm (RFLP) ve DNA dizi analizi kullanilmaktadir.
DNA’ya dayali bu genotipik molekiiler yontemler diger tan1 yontemlerine oranla daha

giivenilir ve spesifiktir (5,29,30).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cihazlar ve Materyaller

3.1.1. Parazit Kiiltiirii ve Mikroskobi
Etiiv 25° C
RPMI-1640
Fetal Bovine Serum (FBS)
Vida kapakli cam tiipler
Hiicre kiiltiir flaska
Enjektor
Lanset
Lam
Etil Alkol (%70)
Alev Bek
Serum Fizyolojik
Penisilin/ Streptomycin Soliisyonu
Mikroskop
Giemsa boya
Metil alkol
NNN Besiyeri:5 gr Agar
2gr Pepton
1gr NaCl
225 ml Distile su
30-40 ml Tavsan kani

30 pl Penisilin soltisyonu

3.1.2. IFA Yoéntemi i¢in Gerekli Malzemeler

PBS Hazirlama:

KH2PO, (Sigma Aldrich, Lot: 10790) (MW: 136,09g/mol)
Na,HPO, (Mallinckrodt Baker, Holland Lot:0404010011)
KCI (Antibioticos S.p.A-Rodano)



NaCl (Appli Chem GmbH, Germany, Lot: A4256, 1000)
Distile su

Otoklavlanmis iki adet 1000 ml cam sise
Otoklavlanmis bir adet 2000 ml cam sise
Manyetik karistici

Karigtirict manyetik balik

pH metre

Hassas terazi

Santrifiij

Falkon tiip

Pipet

Pipet ucu(100 pl)

Teflon kapli lam

Etiiv (37 °C)

FITC isaretli anti-human IgG

3.1.3. ELISA Yontemi i¢in Gerekli Malzemeler
TMB hazirlama:
Sodyumhidrojenfosfat (Na,HPO,) anhidre
Sitrik asit (C¢HgO5) anhidre
Dimetilasetamid (DMA) [CH3CON(CHj3),]
Hidrojenperoksit (H20,)
Distile su
1 adet 500 ml’lik dereceli steril cam sise
1 adet 50 ml’lik dereceli steril beher
Hassas terazi
Manyetik karistiric
Hiz1 ayarlanabilir rotor
1 ml Slcebilen ayarlanabilir pipet
200 pul dlgebilen ayarlanabilir pipet
Pipetlere uygun pipet uglari
Tartim yaparken kullanilacak tart1 kaplar



PBS

SDS

96’lik NUNC pleyti
Yikama cihazi

Okuma cihazi

3.2. Yontem

3.2.1. Lezyon Sivis1 Orneklerinin Eldesi

Bu c¢aligmaya 2011-2017 yillar1 arasinda Sanlwrfa ili Sark Cibani Tani ve
Tedavi Merkezi ve Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na basvuran 1 ile 4 kiir arasinda 5 degerlikli antimon (Glucantime,
Pentostam) aldig1 halde tedaviye cevap vermeyen 60 sark g¢ibani hastasi (TD-KL)
ileSark ¢ibani tanisi konulan ve hi¢ tedavi olmayan akut 40 sark ¢ibani hastas1 (A-KL)
ve ayni yas gruplarinda 40 saglikli saglikli kisiden olusan kontrol grubu dahil edilmistir.
Hastalardan lezyon siiriintii 6rnekleri ve kan 6rnekleri, kontrol grubundan sadece kan
ornegi alinmistir. Caligmaya dahil edilen bazi hasta lezyonlar1 Resim 1’de

gosterilmigtir.
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Resim3.1. Calismaya dahil edilen Sark ¢ibani hastalarinin lezyon goriiniimleri

Hasta ve kontrol grubundan alinan 5 ml’lik venéz kan 6rnekleri 5000 devirde
15 dakika santrifiij edilerek serumlart ayrigtirilmig ve -20°C de saklanarak Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali laboratuvarma soguk
zincirle transfer edilmistir. Ayni1 zamanda hastalardan yara 6rnekleri alinmustir.

Deri lezyonunun saglam dokuya yakin kism1 % 70'lik alkolle silindikten sonra,
bu bolge iki parmakla sikistirilarak lansetle delinmis ve gelen kansiz serdz sivi lam
lizerinde yayilmis, oda 1sisinda kurumasi beklendikten sonra iizerine metanol ilave
edilerek tesbit islemi yapilmistir. Stok Giemsa boya soliisyonun her bir mililitresi i¢in 9
mililitre distile su konularak sulandirma yapilarak hazirlanan Giemsa boyast ile
yaymalar 15 dk bekletilerek boyanmis ve 1sitk  mikroskobunda (100X
objektif)incelenmistir.

Hazirlanan preparatlarda, yuvarlak veya oval sekilli, bir kosede koyu mor

renkli niikleusu ve bunun hemen yaninda kinetoplasti bulunan, sitoplazmasi soluk mavi
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renkte yapilar seklinde goriilen amastigot bulunduranlar Leishmania spp. pozitif olarak
kabul edilmistir Sekil (3).
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Sekil3.1. Hastalardan alinan klinik drneklerde Leishmania amastigot formlari

3.2.2. N.N.N. BesiyerininHazirlanmasi

225 ml distile su ile 5 gr agar, 2 gr pepton, 1 gr NaCl karistirildi ve otoklavda
steril edildi. Karigim steril olduktan sonra 50°C’ye kadar sogumasi beklenip 30-40 ml
tavsan kani ilave edildi. Daha sonra 30 pl penisilin solusyonu eklenip karistirildi ve
steril vida kapakli cam tiiplere dokiiliip egik sekilde donmasi saglandi. Besiyerleri

donduktan sonra -20 °C’de derin dondurucuda saklandi.

3.2.3. Kiiltiir

Lezyon %70'lik alkolle silindikten sonra lezyonunun saglam dokuya yakin
kismu iki parmak arasinda sikistirilarak lansetle delindi. Gazli bez yardimi ile insizyon
tizerindeki kan damlasi alinmis, bu siire icerisinde lezyon kenarina iki parmak ile
yapilan basiya devam edilerek kanama oOnlenmistir. Gelen kansiz ser6z sivi insiilin
enjektoriiyle alinarak NNN besiyerine ates basinda ekimi yapilmistir. Ekim sonrasi 26°
C ye birakilan besiyerleri haftada iki kez iireme yoniinden kontrol edilmis ve 3 hafta
sonunda ilireme olmayanlar ¢ikarilmistir. Mikroskobik muayenede bir ucu sivri oteki
ucu daha kiit olan, bazen armuda benzeyen ve On ucunda kamgi1 goriilen

promastigotlarin kiiltiirleri pozitif olarak kabuledilmistir Sekil (4).
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Sekil3.2. NNN besiyerinde lireyen Leishmania promastigot formu

NNN besiyerinde iireyen leishmanialar ¢cogaltma amaciyla % 10 FBS iceren
RPMI 1640 iceren flasklara 3x10° parazit/ml olacak sekilde alinmis ve 25°C “de etiivde
inkiibasyona birakilmistir. Parazitlerin gelisimi ve morfolojik durumu ters (invert)
mikroskopta giinliik olarak incelenmis ve ¢ogaltilmis parazitler serolojik yontemler i¢in

antijen hazirlanmasinda kullanilmistir.

3.2.4. Antijen Hazirlama
Hem IFA hemde ELISA testinde kullanilan antijenler Sanlurfa ilinde yasayan
sark cibani tanist alan ama heniiz tedavi almamis 4 farkli hastadan elde edilen

Leishmania izolatlarindan hazirlanmistir.

a) IFA Yontemi Icin Antijen Hazirlama
Leishmania parazitleri
pH7.60lanPhosphateBufferSaline(PBS)soliisyonuile6kez3000devirde10dakikasantrifiije
dilerekyikanmistir.Sonugtadiptekalanpelletin ~ tizerine  200ul  PBS  eklenmistir.
Hazirlanan sollisyondan teflon kapli lam iizerindeki ¢ukurlara 17 pl’ler halinde
konularak 151k mikroskobunda x200 biiyiitmede her sahada 20-30 parazit olacak sekilde
yayillmistir. Parazitle kaplanan lamlar oda sicakliginda kurutulmustur. Kuruyan lamlar -

20°C’de muhafaza edilmistir.
b) ELISA Yontemi icin Antijen Hazirlama

Leishmania parazitleri 4 kez PBS ile 3.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
yikand1 ve sonikasyon (ses dalgalariyla pargalama) islemi yapildi. 14000 rpm’de 10 dk
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santrifiij edildikten sonra SDS eklendi ve 30 dk oda sicakliginda bekletildi. Tekrar
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi antijenler 96 kuyucuklu NUNC mikroplaklara her
kuyucuga 100 ul eklenerek kaplandi ve 1 gece +4°C’de bekletildi.

3.25.IFA

Hasta serumlari, sulandirma plaklarinda PBS ile 1/16, 1/64, 1/128, 1/256,
1/512 ve 1/1024 oranlarinda sulandirilmis ve her bir sulandirimdan bir damla antijen
kapli lamlardaki yerlerine aktarilmistir. Test sirasinda pozitif ve negatif oldugu bilinen
hasta serumlar1 da kontrol serumu olarak ¢alismaya dahil edilmistir. Lamlar 37 °C’lik
etlivde nemli kapali kutularda 30 dk tutulmus ve bu siire sonunda PBS ile 2 kez 5’er dk
yikanip oda 1sisinda kurutulmugtur. FITC isaretli anti-human IgG 1:200 oraninda
sulandirilarak kullanilmis ve her ¢ukura bir damla konulmustur. Lamlar 37 °C’lik
etlivde nemli kapali kutular i¢inde 30 dk tutulmus ve siire sonunda PBS ile iki kez 5’er
dk yikanmistir.  Lamlar kurumadan kapatma solusyonu damlatilmis ve lamel
kapatilmistir. Lamlar, fluoresan mikroskobunda (Olympus BHS50) X20 objektifte

degerlendirilmistir.

3.2.6. ELISA

1-Hasta serumlar1 96’lik mikro pleytte 1/200 oraninda diliisyon yapildi.

2-+4°C de beklettigimiz antijen kapli nunc plaklarina 100 pl olacak sekilde
eklendi.

3-30 dk. oda sicakliginda inkiibasyona alindi.

4- 3 kez PBS ile yikandi.

5-her kuyucuga 100°er ul conjugate dagitildi.

6-30 dk. oda sicakliginda inkiibasyona alind.

7-3 kez PBS ile yikandu.

8- her kuyucuga 100 pl TMB tampon eklendi.
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4 BULGULAR

Sark Cibani Tam ve Tedavi Merkezi ve Harran Universitesi Tip Fakiiltesi

Aragtirma ve Uygulama Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarina gelen 60 TD-KL

ile, 40 A-KL hastadan yara sivisi ve kan 6rnegi alinmistir. 1 ile 4 kiir arasinda sark

¢ibani tedavisi gorilip iyilesmeyen 60 direngli hastanin 38’1 (%63,3) kadin, 22’si erkek

(%36,7) olarak bulunmustur. Ik kiir tedavisini tamamlamamis tedavi altindaki 40

hastanin ise 26’s1 (%65) kadin 14’1 (%35) erkek olarak bulunmustur. Calismaya dahil

edilen gruplarin yas ve cinsiyet dagilimlar1 Tablo 1’de gosterilmistir. Direngli ve tedavi

altindaki hastalarin aldiklar1 tedavi sayilarinin yas ve cinsiyetlerine gore dagilimi ise

Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo4.1. Hasta gruplarinin Yag Daglimu

Cinsiyet TD-KL (%) A-KL (%) | Kontrol (%) | Toplam (%)
Kadin 38 (63,3) 26 (65) 14(35) 78 (55,7)
Erkek | 22 (36,7) 14 (35) 26(65) 62 (44,3)

Toplam | 60 (100) 40 (100) 40(100) 140 (100)

Tablo 4.2.Hasta Gruplarmin Aldiklar1 Kiir Sayilarinin Yag ve Cinsiyetlerine Gore Dagilimi

Cinsiyet (%) Yas Ortalama | Kag kiir tedavi
Kadin Erkek aldig1 say1
TD-KL 63.3 36.7 17.92 60
1 kiir 65 35 19.75 20
2 kiir 65.4 34.6 17.12 26
3 kiir 63.6 36.4 17.55 11
4 kiir 33.3 66.7 14.00 3
A-KL 65 35 17.65 0

Hastalarin yaslar 1 ile 59 yas arasinda oldugu, yas ortalamalariin 15,07+1,43

oldugu goriilmiistiir. Hastalarin %32’s1 1-9 yas grubunda, %34°t 10-18 yas grubunda,

%]10’u 19-27 yas grubunda, %24l ise 28 ve lstli yas grubunda bulunmaktadir.
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Yasgrubunu 1-18 yas ve 19 yas ve lizeri gruplandiracak olursak %66’simin 1-18 yas
grubunda oldugu goriilmektedir.

Hastalardaki lezyon sayisi 1 ile 16 arasinda degismektedir. Ortalama lezyon
sayist 2,19+0,23’tiir. Lezyon ¢aplarina bakildiginda, %26’sinin 1-9 mm, %59 unun 10-
20 mm, %15’inin de 21-40 mm c¢apinda oldugu saptanmistir. Lezyonlarin %541 iilsere,
%29’u nodiiler, %10’u rezidiv, %7’si papiildiir. Hasta grubunda rezidiv tipi daha fazla
goriilmistiir.Lezyonlarin yerlesim yerlerine gore dagilimlari, %56’s1 yiiz bolgesinde,
%31°1 el-kol bolgesinde, %13’ viicudun 3 ve daha fazla bolgesinde oldugu
bulunmustur.60 TD-KL hastanin lezyon siiresi 1-6 ay arasinda olanlarin oran1 %41,7; 7-
12 ay olanlarin oran1%38,3; 13-36 ay olanlarin orant %13,3; 37 ay ve iizeri olanlarin
orani ise %6,7 olarak bulunmustur. A-KL grubunun 38’ i (%95) 1- 6 ay; 2’si (%5) 7-12
ay streli lezyonlara sahip olduklar1 bulunmustur. TD-KL hastalarinin sadece 6’sinda
(%10) mikroskopi pozitif bulunurken, A-KL hastalariintamaminda (%100) pozitif
bulunmugtur. Tablo 3’ de calismaya dahil edilen hasta gruplari i¢in lezyon sayisi,
lezyon yerleri, lezyon biiyiikliigli ve lezyon siireleri ile ilgili istatistiksel c¢alismalar
gosterilmistir.

Tablo 4.3.Hastalarin lezyon 6zellikleri

TD-KL (%) A-KL (%)
Lezyon sayis1
1-5 93,3 92,5
6-10 5 5
11-16 1,7 2,5
Lezyon yeri
Yiiz bolgesi 68,30 37,50
El kol bolgesi 21,70 45,00
3 veya daha fazla 10,00 17,50
bolge
Lezyon biiytkligi
1-9 arasi 23,30 30,00
10-20 arasi 55,00 65,00
21-40 arasi 21,70 5,00
Lezyon siiresi
1-6 ay arast 41,70 95,00
7-12 ay arasi 38,30 5,00
13-36 ay arasi 13,30 0,00
37 ve lizeri 6,70 0,00
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TD-KLve A-KL hastalar arasinda lezyon tipi ve sayisi arasinda istatistiksel
olarak anlamh bir iliski bulunamamustir (P>0.005)(x*=7,85;P=0,25). Ancak lezyon tipi
ve biiylikliigii arasinda ileri diizeyde anlamli bir iligki saptanmistir (P<0,001) (x2:40,43;
P=0,00) . Ulsere tipi lezyona sahip 54 hastanin 39’unun (%72,2) lezyon biiyiikliigii 10-

20 mm arasinda bulunmustur (Tablo 4).

Tablo4.4: Lezyon tipi ve biiyiikligii arasindaki iliski

Lezyon Biiytkligi
Lezyon tipi 1-9 mm 10-20 mm | 21-40 mm | TOPLAM
(%) (%) (%)
PAPUL 6(85,7) 1(14,3) 0(0) 7
NODULER | 14(51,7) 15(48,3) 0(0) 29
ULSERE 4(7,4) 39(72,2) | 11(20,4) 54
REZIDIV 1(10) 5(50) 4(40) 10
TOPLAM 26(26) 59(59) 15(15) 100(100)

Elisa Sonuclar

Toplam 60 TD-KL hastasinin 37°si (%61,7) ile 40 A-KL hastasinin 17’si
(%42,5) ELISAyontemi ile pozitif bulunmustur. ELISA pozitif olan toplam 54 hastanin
46 ’s1 (%82)direk mikroskobik inceleme ile de pozitif bulunmustur (Tablo 5).

Tablo4.5. Mikroskopi ve ELISA degerlerinin karsilagtiriimasi

MIKROSKOBI
ELISA POZITIF NEGATIF TOPLAM
POZITIF 22 32 54
NEGATIF 24 22 46
TOPLAM 46 54 100

ELISA seropozitifligi ve lezyon siiresi arasinda anlamli bir iligki
bulunmamustir ( x* =4,69 P=0,25) (P>0.005). Ayrica lezyon ve kiir sayilar1 ile ELISA

pozitifligi arasinda da her hangibir anlam bulunmamistir (P>0.005).
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ELISA absorbans degeri TD-KL hastalarindaA-KL hastalarina gore diisiikk
bulunurken kontrol grubunda en diisiik olarak bulunmustur Grafik (1). istatiksel olarak
bir anlam bulunamamisir (P>0.05) (X2:7,85; P=0,25).
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Grafik 4.1: Hasta gruplar arasindaki ELISA absorbans degeri

IFA Sonuclar

IFA yonteminde 60 TD-KL hastasinin 44’1 (%73,3) pozitif; 16’s1 (%26,7) ise
negatif; 40 A-KL hasta gurubunun 37’si(%92,5) pozitif, 3’l (%7,5) negatif; 40 saglikli
kontrol grubunun 3’(%7,5) pozitif 37°s1(%92,5) ise negatif bulunmustur Tablo(6).

Tablo4.6. IFA sonuglarinin hasta gruplaria gore dagilimi

IFA Gruplar TOPLAM
TD-KL (%) A-KL (%) | Kontrol (%)

POZITIF 44(73,3) 37(92,5) | 3(7,5) 84(60)

NEGATIF | 16(26,7) 3(7,5) 37(92,5) 56(40)

TOPLAM | 60(100) 40(100 40(100) 140(100)

100 hastadan mikroskobisi negatif olan 40 hastanin 5’1 IFA yonteminde pozitif

cikmigtir Tablo (7).




Tablo4.7. Mikroskobi ve IFA degerlerinin karsilagtirilmasi

MIKROSKOBI
IFA POZITIF NEGATIF TOPLAM
POZITIF 41 40 81
NEGATIF 5 14 19
TOPLAM 46 54 100

1 ile 16 arasinda degisen lezyon sayilar1 ile IFA arasinda anlamli bir iligki
saptanmamistir. (x’=19,74 P=0,072) (P>0.05). Ancak lezyon siiresi ve IFA arasinda
ileri diizeyde anlamli bir iligki saptanmistir. Lezyon siiresi 1 ile 6 ay arasinda degisen

vakalarda pozitiflik daha ¢ok goriilmiistiir. (x°=16,41, P=0,01) (P<0,001) Grafik (2).
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Grafik 4.2. Lezyon siiresi ve IFA pozitifligi arasindaki anlam

1 kiir tedavi alan 20 direncli hastanin 13’1 (%65), 2 kiir tedavi alan 26 hastanin
22’s1 (%84,6), 3 kiir tedavi alan 11 hastanin 6’s1 (%54,5), 4 kiir tedavi alan 3 hastanin
da 3’1 (%100), tedavi altindaki 40 hastadan 37°si (%92,5) IFA’da pozitif bulunmustur
Grafik(3).
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Grafik 4.3. Kiir sayis1 ve IFA pozitifligi arasindaki anlam

Tablo4.8. Direngli ve tedavi altindaki KL hastalari icin iki serolojik  yontemin
sonuglarinindegerlendirilmesi
Sensitivite (%) | Spesifite(%) | PPV(%) NPV(%) | Agreement(%)
ELISA 54 82,5 88,5 41,7 71,3
IFA 81 92,5 96,4 66,7 75,6
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5.TARTISMA

Bu calisma, tedaviye cevap vermeyen direngli oldugu diisiiniilen Sark ¢ibani
olgularinda anti-leishmania antikorlarinin IFA ve ELISA yontemleriyle arastirilmasi
amaci ile yapilmaigstir.

Viicutta antikorla olusan koruma antijenin tanimlanmasi i¢in énemli rol oynar
(31). KL infeksiyonuna karst olusan immun yanit sadece enfeksiyonun aktif doneminde
olusan ve tedavi bitiminden 6-9 ay sonra kaybolan ve genellikle diisiik titrede ve gegici
bir antikor iretimiyle siirlidir (32-34). Bu nedenle KL tanisinda serolojik yontemlerin
oncelikli olarak tercih edilmedigi, ancak parazit yiikii ve enfeksiyonun kronikligine
bagli olarak yiiksek titrede bir antikor cevabinin da olusabilecegi bildirilmistir (35).

Mikroskobi ve kiiltiir incelemeleri negatif olan KL siipheli 11 hastadan alinan
serum Ornekleriyle IFA yontemiyle anti-leishmania antikorlar1 arastirilmis 9’u (%82)
pozitif bulunmustur (36).

Kutan6z leishmaniasisin tanist i¢in Kkiiltlir veya direk mikroskobi altin
standarttir. Fakat kronik vakalarda direk mikroskobi basit olmasina ragmen duyarlilig
disiiktiir.  Kiiltiir ise zaman alicidir ve kontaminasyon ihtimali g6z Oniinde
bulundurulmalidir (37-39). Bu nedenle KL tanisi i¢in ELISA, IFA, DAT, Western Blot
gibi farkli yontemlere ihtiya¢ duyulmustur (40, 41). Fakat bu serolojik testlerle ilgili KL
tanisinda ¢ok az calisma yapilmistir (42, 43). Bizim ¢alismamizda leishmaniasis tanisi
icin hem IFA hemde ELISA olmak fiizere 2 serolojik test ¢alisilmistir. ELISA ile TD-
KL hastalarin 37’sinde (%61,7), A-KL hastalarin 17’sinde (%42,5) pozitiflik
bulunurken, IFA yontemiyle TD-KL ve A-KL hastalarinin sirasiyla 44’tinde (%73,3),
37’sinde (%92.5) pozitiflik bulunmustur.Her iki testi karsilastirdigimizda IFA testinin
daha duyarli oldugu tespit edilmistir.

KL tanisinda serolojik yontemlerin etkinligini belirleyen daha 6nce yapilan
caligmalarda IFA yonteminin duyarhiligi %23 ile %95 arasinda degistigi rapor edilmistir
(44, 45). Mosleh %81, Monroy-Ostria %85,4 olarak bulmustur (46,47).

Bu ¢alismada TD-KL ve A-KL hastalarinda ELISA’nin duyarliligi %54 olarak
bulunurken gene ayni bolgeden Zeyrek ve arkadaslarimin sadece A-KL hastalari

tizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada %78,4 olarak bildirilmistir (32).
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Calismamizda, hastalarin lezyon bolgesinin lokasyon sikligi %56 yiizde, %31
eller ve kollarda, %13 i viicudun 3 veya daha fazla bolgesinde bulunmustur. Hastalarin
%87’sinde lezyon sayisinin 1’den fazla oldugu goriilmiistiir. Ilimizdeki bir &nceki
calismada en fazla lezyon goriilen bolge %47°lik oranla yiizde, %37 eller ve kollarda,
%16 ayak ve bacakta saptanmigtir. Hastalarin %44’iinde lezyon sayisinin 1’den fazla
oldugu goriilmiistiir(48).

Calismamizda, hastalarin %32°’si 1-9, %34’i 10-18 yas grubunda olmasi
KL’nin daha c¢ok ¢ocuklarda ve genclerde goriildiigiinii saptadi. Bunun sebebinin,
gengler ve ¢ocuklarin diger insanlara gore sinek isiriklarina daha ¢ok maruz kalmasi
olabilecegi diisiiniildii. Iran’da ZKL’nin endemik oldugu bolgelerde yapilan
caligmalarda, en yiiksek risk grubunun 15 yas alti ¢ocuklar oldugu saptanmistir (49).
Afganistan’da yapilan calismalarda, KL 1n gen¢ yas gruplarinda daha fazla goriildigi
belirtilmistir (50).

Calismamizda kadin hastalarin sayisinin erkeklerden daha fazla oldugu (%65)
saptanmistir. Bolgemizde kadinlar genellikle Mayis — Ekim aylar1 arasinda mevsimlik
tarim iscisi olarak calismakta ve hijyenik olmayan kosullarda yasamaktadirlar. Ayrica
kirsal bolgelerde geceleri agik havada yatma aliskanliklar1 da kadinlarda daha fazla KL
goriilme oranini agiklayabiliriz.

KL hastalarinda, antikor seviyeleri biiyiik 6l¢iide ¢ok diistik olarak kabul edilir.
Romero ve arkadaglar elisa yonteminde L.mexicana antijeni i¢in %89, L. braziliensis
i¢in ise %71 duyarlilik oldugunu rapor etmiglerdir (51).

Jensen, 33 L. major enfeksiyonlu KL hastalarindan ELISA ydnteminin
duyarliligini %67 olarak bildirmistir (52).
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6. SONUC VE ONERILER

Direk tan1 ve kiiltiir yontemleri KL tanis1 i¢in altin standart olarak kabul
edilmektedir. Fakat baz1 durumlarda parazitlerin varligin1 goéstermenin ¢ok zor oldugu
ve molekiiler tani tekniklerinin uygulanmasinin miimkiin olmadig1 durumlarda
immunodiagnosis, klinigin tanisi i¢in énemli bir alternatif haline gelir. KL tanisinda,
serolojik yontemlerle ¢ok diisiik titrede saptanabilen veya hi¢ saptanamayan antikorlar
olustugu igin seroloji tercih edilmemektedir. Ancak KL’nin endemik oldugu
Sanlurfa’da tedavi aldig1 halde iyilesmeyen hastalarin serolojik yontemle tan1 konulup
tedavi edilmeleri nedeniyle, serolojinin Onemli bir alternatif oldugu ve siipheli
hastalarda mutlaka akilda tutulmasi gerektigi diisiiniilmiistiir.

Sonug olarak elde ettigimiz bu sonuglar, ELISA’nin duyarliliginin %54
oldugunu diistintirsek IFA yonteminin KL tanisi i¢in parazitolojik tani yontemleriyle

birlikte kullanilabilecegini gostermistir.
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Cibani Olgulannda ELIZA ve IFA Yintemlerinin Tamsal Onemi™ baskkl
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kismlarindan olusan toplam 48 sayfalik kismuna iligkin, 20/05/2019 tarihinde sahsim/ damgmamm
tarafindan Turnitin adli intihal tespit programindan agagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak almmig
olan orijinallik raporuna gore, benzerlik oran

%15
Uygulanan filtrelemeler:
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3- Alintilar hari¢
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Yukarida bilgileri verilen tezin, Saglik Bilimleri Enstitiisi Ynetim Kurulu tarafindan kabul

edilen lisansiistit orijinallik raporu alinmas1 uygulama esaslar ile belirlenen azami benzerlik oranlanmy - "

agmadigini ve biitiin bilgilerin, akademik kurallara uygun olarak toplanip sunuldugunu, galigmada. - v

bana ait olmayan tiim veri, diisiince ve sonuglar1 andium, blok geklinde alintilar yapmadigmu ve tim - s

almtilarm bilimsel atif kurallar gergevesinde kaynagini gosterdigimi, Yiksekdgretim Kurulu Bilimsel
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