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1-GiRIS
Leishmania spp ve Leishmaniasis

Leishmania turleri evrimlerini omurgali ve omurgasiz olmak Uzere ikKi
konakta gecirirler. Omurgali konak insan veya diger memeliler, omurgasiz
konak ise tatarciklardir. Omurgalilarda Leishmania amastigot kamgisiz
hareketsiz  formunda, omurgasizlarda ise promastigot deniler hareketli

kamcili formu vektoriin bagirsaginda bulunur.’?

insan ve diger memelilerde Leishmania parazitleri ozelikle
retikuloendotelial sistem hicrelerinin  icerisinde amastigot formunda
bulunmaktadir. Enfekte bir konagdi isiran Phlebotomus'lar  (tatarcik,kum
sinekleri)lkan emerken amastigotlari almakta ve orta barsaginda. Bu
parazitlerin kamcili formu olan promastigotlar meydana gelmektedir. bu slireg
yaklasik 1 hafta almaktadir. Promastigot sekli ise mekik veya i§ biciminde
kamcili ve hareketlidir. 10-15 um boyutlarindaki kamg¢ili promastigotlar 22-25
°C 'lik 1sinin saglandigi cesitli besiyerlerinde de in vitro olarak da
uretilebilmektedirler. Amastigot sekli 2-3 ym boyutlarinda yuvarlak-oval bir
sekile sahip olup kamgisi yoktur ve hareketsizdir. Giemsa veya Wright boyasi
ile yapilan boyama sonrasinda buyuk bir nukleus yaninda sitoplasma
icerisinde nukleustan daha kiglk bir c¢ubuk seklinde kinetoplast

bulunmaktadir. 2



Leishmania parazitinin bilinen 30’den fazla turG vardir. Bunlarin 12

tirll insanlari enfekte eder.

Zorunlu hicre i¢i paraziti olan Leishmania, Trypanozom ailesinin

Kinetoplastida sinifinda yer almaktadir. *>®

Zoonotik bir enfeksiyon olan leishmaniasis, kdpek ve diger
kemiricilerde de ortaya cikar. Hastaligin klinik seyri, parazitin bulasmasi,
tropizmi ve patogenezi ile konadin immun sistemi arasindaki kompleks
etkilesimlere baglidir. Klinik belirtileri; asemptomatik sekilden visseral

leishmaniasis gibi adir tablolarla seyreden degisik sekillerde olabilir. ’

VL; oldurtcu leishmaniasis parazit hastaligi olup, tropik ve subtropikal
bolgelerde gorulur. L.donovanrye Bati Afrika ve Hindistan’da L.infantum ise
Avrupa, Kuzey Afrika ve Latin Amerika’da ilaca direngi giderek c¢ogalirken
erken tani tedavide buyuk énem tasir, dogru tani dogru tedavi igin dnemlidir.
VL tanisi zor ve invazivtir dalak aspirat almasi 6lum riski tasir, lenf ve kemik

iligi aspirasyonu gibi 6rnek alma invaziv ydntemlerdir. 810"

Tarkiye'de, L.donovani, L.infantum, L.tropica, L.major turleri ile
enfeksiyonlara siklikla rastlanmaktadir. Bunlardan ilk iki tur insanlarda
retikiloendotelyal sistem hucrelerine yerleserek i¢ organ leishmaniasis (VL)
ine neden olurlar. L.tropica ve L.major turleri ise deriye yerleserek deri

leishmaniosis(KL)ine sebep olurlar. '3

Leishmaniasis, Diinya Saglik Orgitlii Tropikal Hastaliklari Arastirma
Merkezi'nin dnemli kabul ettigi 6 hastaliktan birisidir. Bu hastalikta; Visseral
Leishmaniasis (VL), Kutandéz Leishmaniasis (KL) ve Mukokutanoz
Leishmaniasis (MKL) olmak tUzere Ug¢ farkl klinik tablo ortaya ¢gikmaktadir.

2



Ayrica son zamanlarda bunlara Diffiz Kutan6z Leishmaniasis (DKL)
eklenmigtir. Akdeniz boélgesinde de genis bir yayilm gdsteren leishmaniasis,
eko-epidemiyolojik acgidan Antroponotik Kutandéz Leishmaniasis (AKL),
Zoonotik Kutan6z Leishmaniasis (ZKL) ve Zoonotik Visseral Leishmaniasis
(ZVL) olarak ayrilabilmektedir. 1713141516 geki| 1.1

WHO tarafindan 1994 yilinda AIDS sikligindaki artisa paralel olarak

VL olgularinda da artis oldugu bildirilmistir. '® '°

Dinya Saglk Orgitinin yayinladi§i (Leishmaniasis Worldwide and
Global Estimates of Its Incidence) raporunda her yili yaklasik 0.2 - 0.4
milyon VL ile 0.7-1.2 milyon KL vakasi rapor edilmektedir. VL vakalarinin
%90’dan fazlasi alti Ulkede gorinmektedir; Hindistan, Etiyopya, Brezilya,
Banglades, Sudan ve Guney Sudan. KL daha yaygin olup vakalarin tgte biri
Amerika, Akdeniz havzasi Bati, Orta Dogu ve Asya merkezine dogru ortaya
cltkmaktadir. KL'in en sik goruldigu ulkeler ise Afganistan, Cezayir,
Kolombiya, Brezilya, iran, Suriye, Etiyopya, Kuzey Sudan, Kosta Rika ve
Perudur. Hastalik nedeniyle VL Vakalarinin %10 6lume sebep olmakta,
tahmini olarak yilda 20.000 -40.000 VL nedeniyle kisi hayatini yitiridigi
bildirilmektedir. * Tablo 1.1



Tablo 1.1. Akdeniz iilkelerde tahmin edilen VL sikligi *°

Ulkeler VL vaklarn /yillar VL tahmini yilhk sikhgi
Arnavut 114 /2004-2008 140 - 201t
Cezayir 111 /2004-2008 130 - 200*
Bosna-Hersek 2/ 2002-2005 2 - 3
Bulgaristan 7/ 2004-2008 8-12¢
Hirvatistan 5/ 2004-2008 6- 8t
Kibris 2/ 2008 1-4*
Misir 1/2008 1-2¢
Fransa 18/ 2004—-2008 20 - 30*
Yunanistan 42/ 2004-2008 50 - 80*
israil 2/2003-2007 3 -4
italya 134/ 2003-2007 160 - 240"
Urdiin 0/2004-2008 0-0
Liubnan 0/ 2004-2008 0-0
Libya 3/2004-2008 5-10°
Makedonya 7/ 2005-2009 9-13*
Malta 2/ 2002-2005 3-4t
Monaco Bilgi yok
Karadag 3/ 2004—-2008 4 -5t
Fas 152/ 2004-2008 300 - 610°
Filistin 5/ 2004-2008 10 - 207
Portekiz 15/2003-2007 20-30*
Slovenya Bilgi yok
ispanya 117/ 2004-2008 140 - 210*
Suriye 14/ 2004-2008 30 - 60°
Tunus 89/ 2004-2008 110 - 160*
Turkiye 29/ 2003-2007 60 - 120°

Bu tahminlerden 2-4 katan daha fazla oldugu bildirilmistir




Leishmaniasis; tedavi ve kontrolinde yasanan zorluklar nedeniyle,
paraziter hastaliklar i¢cinde sitmadan sonra ikincil 6nemli hastalik olarak

aniimaktadir. °
Leishmania turlerinin insanlarda sebep olduklari klinik sendromlar ve bunlarin

dunyadaki dagilimlari tablo 1.2 ‘de gosterilmektedir.

Tablo1.2 insanlarda enfeksiyona sebep olan 6nemli Leishmania tiirleri. *°

Tirler

Klinik Tablo

Cografik lokalizasyon

*L.(L.)donavani

*L.(L.)infantum

VL, PKDL

Visseral leishmaniasis

Hindistan, kuzey ve dogu Cin, Nepal Akdeniz havzasi,
Orta Dogu, Balkanlar,Asya, Kuzeybati Cin ,Kuzey ve
Sahra alti Afrika

L.(L.)chagasi

VL, KL (nadir)

Latin Amerika

L.(L.)archibaldi VL, KL Sudan, Kenya, Etiyopya
L.(L.)major KL Orta Dogu, Kuzeybati Cin, Kuzeybati
Hindistan,Pakistan, Afrika
*L.(L.) tropica VL, KL Akdeniz havasi, Orta Dogu,Bati Asya , Hindistan

L.(L.) aethiopica

KL, diffiz kutanéz

leishmaniasis

Kenya, Etiyopya, Yemen

L.(L.) mexicana

KL. Nadiren mukozal

leishmaniasis

Meksika ,Orta Amerika ,Teksas

L.(L.) amazonensis

VL, KL, diffliz kutan6z

leishmaniasis,nadiren

Amazon havzasi,Brezilya

L.(L.) pifanoi KL, diffiz kutandz Venezuela
leishmaniasis

L.(L.) granhami KL Venezuela

L.(L.) venezuelensis KL Venezuela

L.(V.) braziliensis

kutandz leishmaniasis,

mukozal leishmaniasis

Latin Amerika

L.(V.) guyanensis

kutandz leishmaniasis

Amazon havasi

L.(V.) peruviana

kutandz leishmaniasis

Peru, Arjantin

L.(V.) panamensis

kutandz leishmaniasis

*Turkiye'de gorllen Leishmania tirleri

Panama, Costa Pica
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Sekil1.1 Leishmaniasisin Diinyadaki dagilimi *'

VL'de, Leishmania parazitini goérerek tani koymak icgin, kemik iligi,
dalak,karaciger ve lenf bezi aspirasyonu yapilabilmekte veya alinan perifer
kan o6rneginden santrifij yardimiyla ayrilan ¢ekirdekli  hcreler
incelenmektedir. KL'de ise lezyon kenarindan alinan aspirasyon, kabuk veya
punch biyopsi 6rnekleri kullaniimaktadir. Her iki klinik formda da &6rnekler
alindiktan sonraki tan koyma amagli yapilan islemler blyuk élgiide benzerlik
gostermektedir. %



2-GENEL BILGILER

2-1- Leishmania parazitinin Morfolojisi

Leishmania tirleri difazik hayat evresine sahiptir. insan ve diger
memelilerde amastigot, vektoér olan kum sineklerinde ise promastigot formu
bulunmaktadir.2% 24 2526

2-1-1-Amastigotlar; yuvarlak veya oval sekill, 2.5-6.8 pum

bayUkligunde hareketsisz olup, lI6kositler, monositler veya endotel hicreleri
icerisinde tek tek veya gruplar halinde bulunabilirler. Sitoplazmada uca yakin
blyUk bir ndkleus ve nikleusa bitisik kinetoplast bulunmaktadir. Kinetoplastta
da nukleusdakinden farkli bir DNA bulunmaktadir. DNA'nin dizilimi tarlere
gore farklilk gosterdigi icin tur ayriminda yardimci olmaktadir. Butin
Leishmania tilrlerinde sitoplazmada tek bir mitokondrium vardir.
Sitoplazmada bulunan golgi aygiti ve lizozomlar ¢esitli enzim aktivitelerinden
ve parazitin beslenmesinden sorumludurlar. Amastigotlar kamgi cebi iginde
bir kamciya sahip olmakla beraber kamci hiicre disina gikmamaktadir. 27 Sekil
2.1

Sekil2.1 Leishmania parazitinin amastigot formu '



2-1-2- Promastigotlar; ise 15-20 ym boyunda, 1.5-5 pm genislikte mekik

seklinde olup kamgcilidirlar. Phlebotomus’larin bagirsaklarinda ve besi yerinde
bulunan formudur. On ugundan cikan serbest bir kamgisi vardir. Bu yapi
hareket 6zelligi kazandirir Kamgi koku yaninda yerlesmis dokuz ¢ift periferik
ve bir ¢ift merkezi lifden olusan bir aksonemi vardir. Nukleus ve nukleolus
merkezde bulunur. NUkleus membraninda porlar vardir. Ayrica sitoplazma
icerisinde golgi aygiti ve endoplazmik retikulum bulunmaktadir. 22 % Sekil
2.2

Sekil2.2 Leishmania parazitinin promastigot formu. *'

2-2-Prosiklik ve Metasiklik Evreler

Parazitin amastigot ve promastigot olarak iki hayat formu vardir. Disi
Phlebotom  enfekte konaktan kan emerken amastigotlari alir, vektoran
barsaginda promastigotlar olusur. Promastigot, ekstraselller olarak vektor
barsagindaki mikrovilluslara tutunur.”® Béliinme vyetenedi olan bu PP,
bélinme yetenegini kaybetmis MP donustiginde (metasiklogenez) memeli
konak icin enfektif olan formunu kazanir. *° Sekil 4



Vektor kan emmek igin deri ile tekrar temasa gecer ve MP’u dermise
enjekte eder. Leishmaniasis olusumunda sadece MP’un enjekte edilmesi
yeterli degildir. Promastigotun, mekanik hareketle dermisin derin tabakalarina
itiimesi gereklidir, aksi halde hedefledigi dermal kapillerlere ulasmasi zordur.

Cok daha 6nemli bir nokta, inokulasyon bolgesindeki dogal immun engellerin

astimasi gerekliligidir. Vektoérin tukriagundeki hyallironidaz-maksadilan
gibi vazodilatator etkili salgilar, enjeksiyon bolgesinde hizli bir sekilde hareket
ederek temel immudn engellerin asilimasini saglar ve enfeksiyonun

baslamasina yardimci olur. *'

MP kultlrlerde stasiyonel fazda gorulmektedir ve farkh ydntemlerle

stasiyonel fazdan izole edilmektedir. *°

Prosiklik

TN

~ pr

Metasiklik Nectomonad
/\ 4
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Sekil2.3 Metasiklikogenez Dongiisii %'
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Sekil2.4 (a) Prosiklik promastigot ve (b) Metasiklik promastigot formlari o

Yapilan c¢alismalarda MP formunu hicre membraninda bulunan
protenleri PP formundan 130-250 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir ve
Leishmania spp’inin virllans faktoranin hicre membranda oldugu tespit

edilmistir. *°
MP formu PP formuna gore daha hareketli ve Giemsa boyasi ile sivri

kamgilari vicudunun iki kati uzunluktadir PP formu ise daha az hareketli ve
Giemsa boyasi ile genis kamcisi kisa sekilde goriniir. % Sekil 2.4
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2-3-SINFLANDIRMA

Dinya Saglk Orgltiince Leishmania turleri asagidaki sekilde
siniflandiriimigtir '°
Alem: Protista
Altalem: Protozoa
Sube: Sarcomastigophora
Altsube: Mastigophora
Sinif: Zoomastigophora
Ordu: Kinetoplastida
Aile: Tryponosomatidae
Cins: Crithidia, Endotrypanum, Blastocrithidia, Herpetomonas, Leptomonas,
Phytomonas
Cins: Leishmania
2-3-1-Altcins: Leishmania

Tar: Leishmania donovani, Leishmania infantum, Leishmania chagasi,
Leishmnaia tropica, Leishmnia major, Leishmania aetropica,

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

L.enriettii)

2-3-2-Altcins: Viannia

Tar: Leishmania braziliensis kompleksi (L.braziliensis, L.colombiensis,
L.equatorensis,

L.peruviana)

Leishmania guyanensis (L.guyanenesis, L.panamensis, L.shawi),

Leishmania lainsoni, Leishmania naifi

11



2-4-Leishmania’nin Yagam Dongusii

Leishmania turleri vektord olan Phlebotomus veya Lutzomyia cinsi
tatarciklar, leishmaniasisli bir omurgali konaktan kan emerken makrofajlar
icinde bulunan parazitin amastigot seklini almaktadir( sekil 2.5). Emilen kan,
orta midede “peritrofik membran” adi verilen bir membran ile sarilmakta ve
sinegin sindirim enzimleri ile bu membran igine salgilanmaktadir.
Leishmania'larin bir kismi makrofajlarin lizis olmasi esnasinda sindirilirken
kalanlarin vicudu uzamakta ve kamgi geliserek enfektif olmayan promastigot

sekline donusup bolunerek gcogalmaya baglamaktadir.

Enfektif promastigotlari barindiran vektor tatarcik, kan emmek igin bir
omurgall konagi soktugu zaman belli bir miktardaki promastigotlari da gidis
yonu kan akiminin aksine oldugu halde inokile etmemektedir. Deriden
vicuda giren promastigotlar ilk saatlerdeki serumdaki kompleman tarafindan
opsonize edilmekte ve uygun hicreler tarafindan fagosite edilmektedir.
Fagosite edilen promastigotlar kamgisini kaybederek amastigot sekline
dénusmektedirler. Enfeksiyonun bundan sonraki seyrini Leishmania'nin tari
belirlemektedir. Enfeksiyon deride sinirli kalabilmekte (L.tropica ) veya i¢
organlara go¢ edebilmektedir (L.infantum ). Enfekte makrofajlar kan yoluyla
deriden Oncelikle dalak, karaciger ve kemik iligi olmak uUzere diger dokulara
dogru hareket etmekte ve bu organlarda cesitli patolojilere neden
olmaktadirlar. * 7 Sekil 6, 2
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Sekil2.5 Disi Phlebotomus (Tatarcik) *'
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Sekil2.6 Leishmania’nin yasam dongiisii 2

13



2-5- Klinik

(VL) de amastigotlari tim RES hucrelerinin icerisinde bulmak
mumkidnduar. genellikle L.infantum,L.donovani veya L.chagasi neden
olmaktadir. Ancak nadirde olsa Orta Dogu’da L.tropicanin ve Gulney
Amerika’da L.amazonensis'in sebep oldugu olgularda bildiriimektedir. VL’de
belirtiler arasinda ates, halsizlik, istahsizlik fagositoz yapan hicreler paraziti
fagositoz yapmasiyla birlikte lenf digtimlerinde goérulir. Dalak ve karacigerde
anormal buyume ortaya c¢ikar. Ates siddetli ve aralikli olarak seyir edilir.
Hastalik ilerdikge splenomegali karinda agri ve sislik gorunur, kilo kaybi,
hepatosplenomegali, anemi, |6kopeni, hipergamaglobulinemi yer almaktadir.
Sekil 2.7

Sekil2.7 VL olgusunda hepatosplenomegali '
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Bu hastalik Kala-Azar olarak da adlandiriimaktadir. Bunun yaninda
bazi hastalarda enfeksiyon tamamen asemptomatik seyretmekte ve kendi
kendine sinirlayan bir 6zellik gostermektedir. Enfeksiyon o6zellikle kuguk
cocuklarda ve HIV gibi immun yetmezik yapan bir hastalikla birlikte gorulmesi

ilerleyici hastalik olusumunu etkileyen faktorlerdir.3: 343536

Post —kala-azar dermal leishmaniasis (PKDL), Afrika ve Hindistan’da
VL olgularinin tedavisi sonrasi, yaklasik 2 yillik bir surec¢te baglayan ve deri
lezyonlari olarak gorilen, 20 yil gibi uzun surelerde devam edebilen bir

hastaliktir.’

Kutanoz leishmaniasis (KL) inkiibasyon donemi birkag hafta ile birkag
ay arasinda degisebilmektedir. Kig¢uk kuru kabuklu tek bir lezyondan, genis,
derin ve skar birakarak iyilesen birden fazla lezyona kadar degisen Ulserler
meydana gelebilmektedir. Lezyon Ozelikleri etken leishmania turine gore
degismektedir.L.tropica “kuru” kabuklu,yavas ilerleyen ve tedavi edilmeyen
olgularda bir yil kalan lezyonlara neden olurken, L.major ve L.braziliensis
“I1slak” zeminli, genis ve birka¢ ayda iyilesebilen lezyonlara neden olmaktadir.
3 Sekil 2.8
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Sekil2.8 Sag iist kol lateralinda KL lezyonu '

Diffiz Kutan6z leishmaniasis (DKL) ise ulserlesmeyen bir papul olarak
baglayan lezyonun etrafinda satellit lezyonlari meydana gelmekte ve bu
lezyonlar hastanin tim yasami boyunca kalabilmektedir. L.tropica sebep
oldugu lezyonlar, iran ve Orta Asya’da yaygin olarak gdriimektedir.

Genellikle ylizde goriinmektedir. 3
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2-6-Leishmaniasis ve Immunolojisi

2-6-1- Patogenez

Parazite ait faktorler ve konagin savunma mekanizmalari patogenezi
direk olarak sekillendirmektedirler. Immunopatogenezde, memeli konagin
genetik alt yapisi dogrultusunda olusturdugu immun yanit ile vektorin
cevresel ve genetik faktorleri rol aliyor olsa da; pek ¢ok mikroorganizma ile
enfeksiyon sirasinda oldugu gibi ilk ve anahtar gorevi géren elemanlar
Leishmania tirlerinin  molekiler determinantlaridir Bu determinantlar;
enfeksiyon icin gereken invazif determinantlar ve immunopatolojiden sorumiu

determinantlar seklinde ikiye ayrilabilir. 38

2-6-1-1-Invazif Determinantlar: Parazit igin primer konak hlicre olan

makrofajlarin enfekte edilmesi, fagolizozomlar veya parazitofor vakuollerde
basarili hiicre i¢i yasam icin gereken virulans faktorleri ile gerceklesir. Bunlar
arasinda; glikozilfosfatidilinositol(GPI), glikozil-fosfolipid (GIPL), lipofosfo-
glikan (LPG), fosfoglikan (PG), proteo-fosfoglikanlar (PPG), leishmanolizin
(gp63) ve sistein proteaz (CPs) sayilabilir. Enfeksiyon igin zorunlu oldugu

saptanan bu faktdrlerin immunopatolojide rol oynamadiklari belirtiimektedir.

2-6-1-2-Pato-antijenik Determinantlar: Enfekte hiicreden koken alan bazi

parazite 6zgul antijenlerin, konak immudn yaniti ile negatif yonde etkileserek,
immunopatoloji olarak gozlenen klinik semptomlardan sorumlu oldugu

dustintlmektedir. 38 3% 40
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VL'li hastalarda, enfekte makrofajlarin konaktaki diger elemanlarla
(immudn sistem hcreleri gibi) etkilesimleri sonucunda ortaya c¢ikan bu
antijenik epitoplara karsi, ¢ok yuksek miktarda Leishmania'ya 6zgu ancak
koruyucu olmayan antikorlar saptanmaktadir. Klinik semptomlardan da
sorumlu oldugu dusunulen bu antijenlerin immunopatogenezde rol oynadigi

kabul edilmektedir.®®

Bu determinantlar; hicre iskeleti proteinleri (kinesin=rK39, tubdulin),
saperonlar, i1s1 sok proteinleri (HSP 60, 70, 83, LmSti1), ribozomal proteinler
(elF, LiPO, Lip2a, Lip2b) nikleozomlar, histon proteinleri ve glikozomlar (TPI,
TSA, LACK, LelF gibi antijenler) gibi protein komplekslerinin iginde bulunan

sitoplazmik 6zgiin epitoplardir.3® %

Tum determinantlar leishmaniasis olusturabilmek i¢in immun sistemin
belirli kompartmanlari ile etkilesime girerler. invazif determinantlar, yani
virdlan fenotipe indirek olarak katkida bulunan Vvirilans faktorleri,
Leishmanianin immdn ve immin olmayan engelleri asarak intraselller
enfeksiyon olusturmasina olanak saglar. Devam eden kronik suregte, bazi
intraseluler amastigotlar Olur ya da lizise ugrar ve amastigotlarin bir takim
sitoplazmik molekulleri (pato-antijenik determinantlar) ortaya sagilir. Bu 6zgun
epitoplara kargi gelisen konak immin yaniti, Leishmania'ya karsi immunite
saglamakta yetersiz kalir ve leishmaniasiste gozlenen klinik semptomlara

neden olur.*®
Leishmaniasis immunopatogenezi U¢ ayri asamay! igine alan bir

etkilesim zinciri olarak ele alinabilir. Hastalik patogenezinde en ¢ok role sahip

oldugu belirtilen “parazit-memeli konak iliskisi ” asamasidir.*’
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Baslangicta makrofaj icersine giren promastigot, amastigot formuna
donustukten sonra hizli bir ¢gogalma surecine girmektedir. Ayni anda ise
konagin dogustan edinilmig yaniti ve antijene spesifik immun cevaplari
(htcresel ,ge¢ tip hipersensitivite) devreye girerek asemptomatik veya
kendiliginden iyilesen yada iyilesmeyen bir enfeksiyon olamak Uzere farkl
goruntulerde klinik tablolari meydana getirmektedirler. En ideal kosullarda
makrofajlarin aktive olmasi ile tetiklenen leishmanisidal aktivite, Thi
hiucrelerine bagimli olarak dentirik hicreler (DC), CD4+ T hucreleri ve
sentezlenen proinflamatuvar sitokinler (IL-12,IFN-y ve TNF a) tarafindan

denetlenmektedirler.?*

2-6-2-Parazit etkisi ve Bunu Belirleyen Faktorler

Leishmania parazitleri, makrofaj ve DC mekanizmalari, hlicre igersinde
bulunan yapilari bozarak oncelikle humoral immun cevaptan kagis yollarini
bulmaktadirlar. Makrofaj icersinde gen eksresyonlarini, kinaz ve fosfatazlarin
fonksiyonlarini bozarak makrofaj cevabini ve sitokin sentezini, yuzey
molekdllerinin  olusumunu, reakitif, oksijen drinlerinin - salinimini
engellemektedirler. DC’lerin gég¢unu inhibe ettikleri gibi bunlarin T hucreleri
aktive etmesini de engellemektedirler. Ozellikle ylizey membran
metaloproteazi olan gp63, komplemana bagimli hicre lizisini engelleyip
makrofaj icerisinde girmeyi saglamaktadir. Leishmania’da homologu bulunan
aktive C kinaz reseptord (LACK) ise baskiliyici Th2 CD4+ hicre cevabini
olusturmaktadir. Sonug olarak amastigotlar makrofaj icersindeki fagolizozom

igerisindeki asidik ortama adapte olarak hayatta kalmay1 basarmaktadirlar. 24
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2-6-3-Konak Cevabi

Enfeksiyon bodlgesinde yodun bir miucadeleye girisen konak, cesitli
hicrelerini(nétrofiller, monositler, NK, makrofajlar, DC) antijeni taniminda
gorevli reseptdér mekanizmalarini (toll-like reseptoér) ve gesitli eriyik molekdilleri
(kompleman,IL-1a,IL-12 ve TNFd'i de iceren sitokinler) bolgeye toplar. Anti-
leishmanial IgG’nin kronik ve iyilesmeyen hastalarda yuksek olusu da g6z

onune alinarak savunmada iglev gormedigi anlagllmaktadlr.20

2-6-4-immun Yanit

Fare modellerinde c¢alismak kolay olmakla birlikte 6zellikle
hamsterlerdeki L.donovani ile  olusan ilerleyici 0zellikteki enfeksiyon,
insanlardaki VL kliniine ¢ok benzemektedir. Yapilan c¢alismalarda
L.donovani enfeksiyonu inokile edildiginde, ilk hafta amastigotlarin deride
kalip hucre igerisinde bolundukleri gbzlenmigstir.4-6 hafta arasinda ise bir
granuloma olusumu dikkat ¢ekmekte iken 8.haftada derideki parazitlerin
biylk ¢ogunlugunun kayboldugu goézlenmektedir. Bundan sonra ilk olarak
karacigere yerlesirken ve karacigerdeki bolinme ve sayi artigi ¢ok hizlh
olurken, dalaga yerlesenler 6mur boyu bu organda kalmakta ve “guvenli bir
liman”gorevi goren dalak sayesinde yavasca gelisimlerine devam

etmektedirler.?°

Yapilan g¢alismalarda amastigotlarin 8.haftadan sonra karaciger kupffer
hicreleri icinde yerlestigi ve hem dalak hemde karacigerde IFN-y ve IL-12
ureten hicrelerin sayisi az oldugunda parazitin erken dénem ¢ogalmasinin
daha kolay oldugu gosterilmigtir. Parazit gelisiminin ilk 4 haftada IL-12 ‘den
bagimsiz oldugu hem enfeksiyona hassas C57BL/6 farelerde, hemde IL-12
p40 eksikligi olan 06zel fare suslarinda bu gelisimin ayni olmasi ile
gosterilmigtir. Calismalarda L.major enfeksiyonununda ilk 4-6 haftalik yavas
ilerleyen, IL-12 p40, IFN-y, CD40 ve iNOS sunan hucrelerin etkilesimi ile
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gerceklesmektedir. Enfeksiyonun genellikle gerilime asamasinda karacigerde
go6rilen granulomlar immun sistemi baskilanmis farelerde ve ilerleyen
sistemik tutuluglu VL olgularinda gozlenmemektedir. Karacigerde granuloma
olusumu igin, CD40+, CD80+ hucrelerinin, IFN-Y, IL-12 sentezinin gerekligi
gOsterilmis olup, dolasimdaki monosit ve TNF-a’nin granuloma igerisinde
parazitin 6ldurtlmesi icin sart oldugu gosterilmistir. Tekrar enfeksiyon
alinmasi durumunda ise artik karaciger enfeksiyona direncli olup, hemen
toplanan CD8+ hicrelerinden meydana gelen granulomalar enfeksiyonu
ortadan kaldirmaktadirlar. CD8 hducrelerinin 6zellikle uzun dénem immun
bellegin korunmasinda Leishmania enfeksiyonlarinda temel roli oynadigi

gosterilmistir.?°

Dalakta parazit ge¢ donemde ortaya c¢ikip, yavas yavas bolundukleri
icin dGmur boyunca oradaki varliklari devam edebilmektedir. BALB/c farelerde
L.donovani enfeksiyonu sirasinda IL-14 bulunmadidi durumlarda IL-10, IL-12,
IFN-y ve TGF-B varligi birlikte gostermistir. Ozellikle IFN-Y'a cevap vererek NO
sentezi gergeklestiren hucrelerin dalakta bulunmamasi, parazitin buradaki
uzun sdreli varhgini acgiklayabilmektedir. Akut VL olgularinin kanlarinda
artmis IL-10 sentezi yaninda IL-14, IL-13 ve IgE seviyelerininde arttigi

g('jzlenmektedir.25

2-6-4-1-Humoral _immun__Yanit: Leishmaniasis enfeksiyonlari, hasta
serumunda anti-leishmania antikorlarinin varligi ile karakterizedir. KL'de aktif
lezyon doneminde antikor titreleri genellikle gok duguk olarak bildirilmekle
birlikte bazi ¢alismalarda antikor takiplerinin L.braziliensis enfeksiyonlarinda
tani ve prognoz takibinde kritik Gheme sahip oldugu vurgulanmaktadir. Ancak
VL olgularinda bu antikor seviyeleri tipik olarak c¢ok yuksek olarak
saptanmaktadir.?®
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VL'de Th1 kokenli IFN-Y'nin 1gG1 ve IgG3 izotiplerini, Th2 kokenli IL-4
ve IL-5in ise I1gG4’0 dizenledigi dusunudlmekle birlikte, bu antikorlarin

korunma ve patogenezdeki rolleri tam olarak bilinmemektedir.?’

Son calismalarda IgG’nin enfeksiyondan koruma etkisi olmadigi gibi,
enfeksiyonun ilerlemesine sebep olan faktorlerden oldugu saptanmistir.
BALB/c fareler disaridan IgG eklenmesinin hem daha buyuk lezyonlara
hemde daha fazla miktarda IL-10 sentezine neden oldugu bildiriimektedir.
Artan antikor titreleri son yillarda DAT, ELISA, dot-ELISA, immunoblot, hizli
strip test, IFAT, IHA gibi spesifik serodiagostik ydntemlerle tespit edilerek tani
konma amaciyla kullaniimakla birlikte Leishmaniasis tanisi hala gugligunu

devam ettirmektedir.?®

2-6-4-2-Hiicresel immun_Yanit: KL'de konagdin derisinde bulunan DC’ler

Leishmania parazitlerini fagosite ederek dogustan sahip olunan immunite ile

edinsel immunite arasinda ilk kdprlu gorevini gergeklestirmektedirler.

Fagositozu gergeklestiren DC’lerin ylzeyinde bulunan class Ive class
Il major histocompatiblite (MHC) molekullerinin belirginlesmesi,CD40 CD54,
CD60 ve CD86 gibi yardimci molekillerinin ylizeye ¢ikis ve IL-12 p40 sentizi
ile enfekte DC’leri deriden en yakindaki lenf nodlarina transfer edilip burada

T hiicrelerine antijeni sunmasi gergeklesmektedir.?

Yapilan fare galismalarinda DC’lerin lenf noduna gegisinde CCR2 ve
CCRY7 molekullerinin sunumu ile ilgili oldugu gdsterilmistir. Genetik olarak bu
molekullerden yoksun olan farelerde bu gogun gerceklesemedigi

gosterilmistir.>?

VL'de gesitli kemokinlerin ve kemokin reseptoérlerinin Th1 cevabinin
olusumunu etkiledigi gosterilmistir. Ozelikle CCR5 ve MIP-1a’nin eksikliginin
enfeksiyonun erken fazindaki IFN-y cevabini azalttii gosterilmistir. Ancak bu
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cevabin enfeksiyonun kroniklesmesi ile duzeldigi gdsterilmistir. Leishmania ile
konagin enfekte olmasi sonucunda karacigerde hizli bir CCL2, MIP-1 a ve
CXCL10 birikmesi oldugu gbézlenmektedir. Enfeksiyon sonrasinda da yuksek
konsantrasyonda varligini devam ettiren CXCL10’un karacigere Th1 hucre
toplanmasini tetikledigi buna kargilik dalaktaki CCL2 yogunlugunun ise Th2
sitokinlerinin sentezini attirarak bu bodlgede parazitin varliginin devam

etmesine neden oldugu gosterilmistir.>?

Th1, Th2 hicre gelisiminde rol oynayan immunolojik faktorler ile ilgili
Ozelikle fare modellerinde yapilan galismalar, insan ve hayvan leishmaniasis
olgularinda parazitlerle konak arasindaki etkilesim anlamak konusunda
yardimci olmaktadirlar. Enfekte kisilerin lenfositlerine bakildiginda belirgin bir
IFN-y ve cok zayif bir IL-4 varli§i dikkat cekmektedir. Ayni sekilde agir
enfeksiyonda IL-4 sentezi 6ne c¢ikarmaktadir. VL ve KL’ de iyilesme
goruldugunde, biopsi drneklerinde IL-10, IL-12 ve IFN-y seviyelerinin yuksek
oldugu gozlenmektedir. Yapilan galismalarda sitokin sentezinin tek bir hicre
uzerinde belirginlesmesinden ¢ok, hem Th1 hemde Th2 hucrelerden

sentezlenen sitokinlerin varligi dikkat cekmektedir.

insan calismalari ile kiyaslandiginda, ozellikle fare modellerinde
yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen bilgilerin, leishmanisisden korunma

calismalarina i1sik tutacagi duastintlmektedir. % Sekil 2.9
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2-6-5-Parazit-Memeli Konak lliskisi ve immiinopatogenez

2-6-5-1-Dogal immiin Yanitin Asilmasi

inokille edilen promastigotun ilk hedefi makrofajlardir. Metasiklik
promastigot, makrofajdaki C reseptori 1-3, mannoz fukoz reseptéri ve Fc
reseptorind kullanarak tutunmayi gergeklestirir. Anti-leishmanial antikorlar ve
C parazitin ylzeyinde birikmeye baslar. Bu noktada parazitin ylzeyinde

bulunan LPG ve gp63 gok dnemli rol oynar.*'42 43 4445

24




C3 molekulu aktif litik formu olan C3b ile LPG ve gp63’in yuzeyine
tutunur ve klasik yoldan C aktivasyonu yapar. Leishmanialar C3b ile
opsonize olmalari sayesinde CR1-3’U kullanarak reseptdre bagli endositozla
makrofaj igine girer. Ancak yuzeylerinde eksprese ettikleri kalin LPG ve gp63,

parazitleri C5-9 litik kompleks etkisinden korur.*? 3

Benzer bicimde IgM’ye bagl immuinoaderans mekanizmalari da, C
badl lizis gelismeden ¢ok 6nce Fc reseptori yolu ile fagositoza olanak
saglamaktadir. Burada dikkat geken bir bagka nokta, ¢ok az sayida parazitin
makrofajlarda olmasidir. Diger bir ¢cok mikroorganizma igin sorun olacak bu
durum Leishmanidlar i¢in avantaj olarak kullaniimaktadir, cinkl gérmezden
gelmek‘ignorance” tetiklemek yolu ile de dogal bagisikhgin ilk
basamaklarinda konaga Ustun gelebilmektedirler. Chang ve McGwire’in
ortaya koydugu sekilde, LPG ve gp63 invazyon sonrasi down regile
edilmektedir ki bu regllasyon da parazitin hedefledigi gdézden kagma ve
disuk  immdnojenite  olgularini  desteklemektedir.  Promastigotlarin
fagositozunu takiben, tutunma ve baglanmada onemli rol oynayan parazit
artnleri ve virllans faktorleri tekrar devreye girer. Hicre igi 6ldirme ve
degradatif makrofaj yolaklari ile interfere olarak parazitin zarar gérmeksizin

makrofaj igcinde yasamasini ve gogalmasini saglarlar.“s’44

LPG molekulinin fonksiyonlari su sekilde 6zetlenebilir:

1. Adezyon molekullerini (ICAM ve VCAM) ve makrofaj kemotaktik
protein-1'i (MCP-1) inhibe ederek makrofaj gé¢unu engeller.

2. Oksijen radikalleri ile NO ve NOS2 inhibiyonu ve protein kinaz C (PKC)
sinyal yolunun inhibisyonu Gzerinden oksidatif yikimi engeller.“2’44

3. Fagozom-endozom flizyonunu geciktirir. gp63’Gn fonksiyonlari ise

soyledir:
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1. Makrofaj i¢i oksidatif yikim inhibisyonu yapar. 2. Proteaz aktivitesi ile

lizozomal sitoliz ve degradasyondan korunma saglar.

Bu etkilere, tukrigin makrofaj anti-leishmanial aktivite baskilama etkisi
ve vazodilatasyon etkisi eklendiginde, parazit promastigottan, direncli olan
amastigot formuna ddénusecek zamani kazanir (immin yanit olusumunu
erteleyerek ve gecici olarak baskilayarak zaman kazanir) ve yeterli derecede
¢ogalarak asil hedefi olan yeni hicreleri enfekte edecek kapasiteye ulasir. Bu
kapasite saglandiktan sonra fagozom-sekonder lizozom flzyonu gerceklesir
ve parazitofor vakuol olusur. Bunu takiben makrofajlar parazit tarafindan lizise
ugratir. Enfeksiyon bolgesine gelen diger mononlkleer fagositler ve antijen
sunan hiucre (ASH) kapasitesine sahip hucreler - 6zellikle DH- sekonder

enfeksiyon hedefi haline gelir.*®

2-6-5-2-Adaptif immiin Yanitin Asilmasi

Kutan6z lezyonlarla seyreden, tedavisiz bile %95 oraninda spontan
iyilesebilen KL etkeni L.major ile tedavisiz %95 dlumle sonuglanan ve visseral
Ozellik gosteren VL etkeni L.donovaninin patogenezi, hayvan (6zellikle fare)
modelleri Gzerinde yapilan c¢alismalar ile buglinki dizeye ulasmistir. Son
yillarda vyapilan c¢alismalar iki etkenin de her iki tipte hastalik
olusturabilecegini gosterir niteliktedir. Leishmania enfeksiyonun gidisi,
koruyucu hucresel immun yanit ile patoloji meydana getiren ve hastaligi
agirlastiran imman yanit arasindaki kompleks etkilesimler sonucunda belli
olmaktadir.  Farelerin L.major ile enfeksiyonlari, hastalik patogenezinin
aydinlatiimasi agisindan 6nemli olmanin yani sira, immdn yanit
fonksiyonlarinin anlagilmasini da saglayan ¢ok degerli bir modeldir. Bazi
fareler (C7BL-6), L.major ile enfekte edildikten sonra kutandz lezyonlar
geligtirirler ve hastaligi bdlgesel lenf nodlarinda sinirlandirirlar. Bu hayvanlar
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insandaki KL'ye model olmaktadir. Enfeksiyonu kontrol edemeyen ve sistemik
hale getiren fareler (BALB/C) ise, insandaki VL ya da DKL immunopatogenezi

icin model teskil eder.*3**

Leishmania enfeksiyonlarina diren¢ ya da duyarliliktan sorumlu olan
immanolojik yolaklarin agiga ¢ikarilmasi, immun sistemin Th1/Th2 dengesine
badli olan, hicresel-himoral polarizasyon farklihdini ortaya koymustur.
Th1/Th2 dengesi, patojenin tipine ve virulans faktorlerine, ASH’lerin “naive” T
hucreleri ile etkilesimlerine ve salgilanan sitokinlere baglh olarak
gelismektedir. Th1/Th2 dengesinin Th2 ydnline kaymasi veya Th1 yanitinin
baskilanmasi leishmaniasisden sorumlu olarak dusundlmektedir. Adaptif
immadn yanitin L.major ve L.donovani tarafindan modulasyonu ve hastalik

gidisine ait bilgiler deneysel hayvan modellerinden koken almaktadir.*344
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3-LEiSHMANIASIS’iN LABORATUAR TANISI

3-1-Etkene Yonelik Tani

Parazitolojik yontemler yuksek 6zgullk fakat, diguk duyarlihk gosterir.
Doku, dalaktan aspirat, lenf nodlarindan ve kemik iliginden alinan érneklerle
direkt mikroskobi ydntemiyle ylksek o6zgulik fakat duyarliikta farklik
gorulmagtir. Duyarllik dalaktan alinan o6rneklerde (%93-99) iken kemik
iliginde (%53-86) ve lenf bezlerinde (%53-65) olarak saptanmigtir. Dalaktan
aspirat almasi olum riski tasir, lenf ve kemik iligi aspirasyonu da invaziv
yontemlerdir. Klasik kaltir ydntemlerinde dalak ve kemik iligi aspirasyonu
yuksek 6zgullik gosterir fakat, uzun zaman almasi ve emek yogun olmasi,
konsantrasyon riski tasimasi yapimini zorlastirir. Son yillarda geligtirilen
mikrokultur yontemi (MCM) daha yuksek duyarhlik, duguk maliyet ve sonuglar
kisa zamanda elde edilmesi miimkiin olmustur.*® 4748

Tanida epidemiyolojik veriler, klinik ve laboratuar bulgulari ile serolojik
tani yontemleri dnem tasimaktadir. Etkensel tani ise her zaman igin 6n
plandadir. Klinik VL ile sitma, bruselloz, verem, dének humma, tifo, paratifo,
sepsis, histoplazmoz gibi hastaliklarla karigtirilabilir. Hepatit, enfeksiy6z
mononukleoz, l6semi chagas hastaligi, akut sistozomiyaz, hepato-splenik
sistozomiyaz, PKDL, lepra ve sifilisten ayirt edilmelidir. Bunlardan dolayi
taniminda laboratuar metodlarinin  buyidk 6énemi vardir. Kala-azar'la sitma
birlikte bulunabilir.*'2
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Kala-azar sonrasi deri leishmaniasis’i lepra ile karistirilabilir. Endemik
bolgelerde uzun suren ates, ilerleyici kilo kaybi, hepatosplenomegali,

pansitopeni ve hipergamaglobulinemi VL ‘i akla getirmelidir.”* 1" 13

KL veya VL'den suphelenilen olgularda, kesin tani alinan 6rneklerde
amastigotlarin gorulmesi ile konmaktadir. VL olgularinda ,kemik iligi, dalak
aspirasyon materyalleri incelenirken KL'dan alinan &rneklerin incelenmesi
gerekmektedir. Direk Giemsa boyama ile érnekler incelenirken ayni zamanda
NNN besiyerinde vyapilan ekimler sonucunda besiyerinde Ureyecek
promastigolarin takip edilmesi ile de tani konmaktadir. Ayrica anti-
leishmaninal antikorlarin gdsterildigi IFAT, rk39 antijenin kullaniidigi ELISA
testleri ile hizl test olarak kullanilan rk39 dipstick testleri ve spesifik DNA'nin

gosterildigi molekuler teknikler tani amagla kullanabilmektedirler.®

3-1-1-Direkt mikroskobi

Kan, kemik iligi ve dalak ponksiyon materyali ve karaciger
aspirasyonundan hazirlanan yayma preparatlar Giemsa ile boyanir ve
mikroskobun (X100) bulyutmesinde incelenir. Kemik iliginde parazit ilk
enfeksiyonlarda % 94, relapslarda % 64 oraninda bulunur. Dalak ve
karaciger aspirasyonuda parazitin bulunma orani % 96 -98’dir. Ancak her iki
yontemde de hayati tehdit edici derecede kanama riski vardir. Eger buyumus
lenf nodu varsa oradan da biyopsi yapilabilir. Tanida kemik iligi aspirasyonu

en giivenli ydntemdir.'? %0 %1
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3-1-2- Klasik kultiir yontemi

Kala-azar'll hastalardan alinan kemik iligi, karaciger, dalak ponksiyon
materyalleri ya da sitrath kan leishmaniasis’in tanisi i¢cin en eskiden beri
kullanilan ve gunumuzde de en uygun olan N.N.N. besiyerine ekilir. 23-
25°C'lik etivde 21-30 gun inklbe edilir. Besiyerlerinde leishmania’nin ara

sekli olan promastigotlarin tiremesiyle kesin tani konur.* 12 %0:51. 52

Kaltdr ile taninin duyarh@i, kaltur ortamina inoklulasyon sirasinda
aseptik kosullara dikkat edilmesi ve daha sonraki gunlerde kulturlerin
dikkatlice incelenmesiyle arttirabilmektedir. Ancak taninin hemen mumkun
olmamasi kultlr yonteminin dezavantajidir. Eger yeterince dikkat edilmezse

kontaminasyon riski bulundugu unutulmamalidir.??

Leishmania Uretiminde kullanilan diger besiyerleri (RPMI 1640 -
Medium 199 - Schneider's Drosophila Medium - Nutrient Broth ) sayilabilir
Ancak etkenin izolasyonu igin N.N.N. besiyeri kullaniimali ve Gremeyi takiben
istenirse  diger sivi besiyerlerine aktariimalidir. Hayvan inokulosyonlari,
ponksiyon materyallerini laboratuvar deney hayvanlarina inokile edilerek,

bunlarin i¢ organlarinda leishmania'lari gérmekle de taniya gidilebilir.> >
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3-1-3-Mikrokaltir

Parazitolojik yontemlerle vakalarin yalniz %30-40'ina tani koymak
mumkindir. I¢ organlardaki hastaligin periferik kan ile tespiti %26
oranindadir. Yeni bir kultir tani yontemi olan Mikrokultur yontem duyarlihgi
¢cok guclu olup, hastalarin %80-95'ine, neredeyse tamamina mumkin hale
getirildi. Tan1 koymak icin diger yontemlerle en az 1 ay, bazen 6 aya kadar
uzanan zamana ihtiya¢c duyulurken yeni mikrokaltir yontemiyle sure
maksimum 1 haftaya indi. Ekonomik agidan da diger ydontemlere nazaran

100-130 kez daha ucuza oldugu belirlenmistir.

Yapilan c¢alismalarda  hasta lezyonlarindan alinan &rnekleri ile
mikrokatur ve klasik kualtir yontemleri arasindaki karsilastirmda mikrokultir
yonteminin duyarhligi% 83-97 olup 4-7 gun icinde elde edilmektedir klasik
kaltdr yontemi ile duarlilik % 20-40 olup 15- 30 gun gibi daha uzun surede

elde edilmistir.*°

3-2-Serolojik Tani

VL'in dugtnidlmesi durumunda tanida yardimci olmak amaciyla
dinyanin bir¢cok bdlgesinde yuksek duyarliik ve 6zgulllikte olan serolojik
testler uygulanmaktadir. Serolojik yontemlerde amac¢ akut fazda artan anti-
paraziter antikorlarin titrelerini tayin ederek taniya yardimci olmaktadir.
Serolojik testlerin pozitif olmasi leishmaniasis'de ¢ok dederli olmakla birlikte
seronegatif vakalarda diger parazitolojik tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Dolayisi ile birden fazla test uygulamanin  serolojik taninin degerini

arttirabilecegi bildirilmektedir.*
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Aglutinasyon testleri: Direkt Aglutinasyon Testi (DAT) veya idrarda
kullanilan lateks Aglatinasyon testi (LAT) rutin olarak VL tanisinda kullanilyor.
DAT yodntemiyle, serum, idrar plazma, ¢ok kolay ve yaygin olarak kullanilan
yontemdir, duyarligi (%90-100), o6zulugu (%95-100) rutin  olarak
kullanmaktadir. (LAT), (KAtex®) testi; idrarda olugan anti-leishmania
antikorlariyla lateks boncularina kaplanmis L.donovani antijenin arasindaki

reaksiyona dayanir.

ELISA ve Western Bloting, crud ve fakl molekul agirlikh antijenler
kullaniimistir. Ancak bu tekniklerde deneyimli kisiler tarafindan uygulanmasi
gerekmektedir. Cesitli ylzeyi antijenleri, ribosomal protein, nukleer protein,
histon ve kinesin-related protein, himoral immudn yaniti olusturdugu

saptanmigtir dolayisiyla VL tanisinda kullanabilir.

Uzun zamandir uygulanan indirekt Fluoresan Antikor (IFA) testine ek
olarak, Indirekt Hemaglitinasyon Testi (IHAYde, rK39 6zgil antijeninin
kullanildigi hizh tani testi (rK39 dipstik) rekombinat antijenleri crud/total
antijenlerden daha duyarli ve 6zguldur, rekombinat antijenler arasinda kinesin
—related protein (rK39) en umut  verici antijendir, rkK39
immunochromatographic strip test (ICT) ¢ok hizli ve kolayca uygulanan
serolojik yontemdir. Anti-leishmanial antikorlarin saptanmasi ig¢in sero-
epidemiyolojik calismalarda yaygin kullanilan antijenlerdir. Tabloda 3.1

gosterllm|§tlr 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63 ,64, 65, 66 ,67, 68, 69
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Tablo 3.1 Yapilan galismalarda VL tanisi igin kullanilan rekombinant antijenler Duyarlik ve

ozgiilligi. >
antijen turi Duyarlik ozglllik
rK39 88-100 86-100

rK26 100 100
rK9 95 100
rKRP42 94.6 99.6
rKE16 100 100

rGene B protein 97 92

Purified LPG 92 92
rHSP70 89-100 100

rGRP78 89 90
rHSP83 88-90 100
rlepp12 100 100
rpaplee22 100 100

rH2A 100 91

rH2B 100 92

rH4 47 _

L. infantum PO ribosomal protein 93 96
rLiP2a 50 100

rLiP2b 100 40

rP20 68 95

rLACK 97 84

rCysteine proteinase 80 99
rA2 60-87 100

rPeroxiredoxin - -

rORFF 100 -

Tandem-repeat Proteins,Lind16.1750, 97 -

LinJ22.1590, LinJ33.2870,mLinJ28.2310
Q protein 100 -
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3-2-1-Direkt Aglitinasyon Testi (DAT)

insanda ve kdpeklerde VL tanisinda kullanilan serolojik bir yéntemdir.
Afrika trypanosomiasis enfeksiyonlarinin ayirmasinda ELISA ve IFAT
testlerine gore Ustun oldugu belirlenmektedir. Bu test basitliginin yani sira,
Ozel konjugeye gereksinim gostermemesi, insan ve butun hayvanlarin

serumlariyla ¢alisma imkani verebilmesi nedeniyle de olduk¢ca ekonomiktir 70

DAT vyuksek duyarlik ve oOzgullugu sahip olmasi, 6zel cihazlara
gereksinim gostermemesi,antijenin uzun sure ve kolayca saklanabilmesi gibi
teknik avantajlari yaninda basit ve ekonomik olmasindan dolaylr endemik
bolgelerde yer alan butin hastanelerde, rutin ve sero-epidemiyolojik

calismalarda rahatlikla kullanbilmektedir.”

3-2-2-indirekt Hemagliitinasyon Testi

Bu ydontemde sadece eriyik antijenler kullaniimaktadir. Eriyik antijenle
N.N.N. ve diger, besiyerlerinde uretilen leishmania'nin promastigot sekillerden
hazirlanir. Eriyik promastigot antijen solisyonu -70°C'lik derin dondurucu
veya liyofilize edilerek kullanilacagi zamana kadar saklanir. Insan veya
koyun eritrositleri uygun  fosfat tampon solisyonu ile veya FTS ile

yikandiktan sonra tannik asit ile duyarlastirilan eritrositler antijenle kaplanir.”
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3-2-3-indirekt Fluoresan Antikor Testi (IFAT)

Goldman tarafindan gelistirilen Fluoresan antikor testi Ameobiasis'de
patojen amiplerin ayiriminda kullaniimasindan sonra, diger protozoon ve
helmint hastaliklarinin tanisinda da kullaniimaya baslanmistir. Kala - azar
hastaliginin  tanisinda kullanilan bu test, tim immunoparazitoloji
laboratuarlarinda siklikla uygulanmaktadir. Antijen olarak Leishmania'nin

promastigot sekilleri kullanilir.”’

Bu test, VL icin alisilageldik bicimde uygulanmakta,herhangi bir farkilik
icermemektedir. Hasta tamaiyla iyilestikten sonra 9 -12 ay sonra da pozitif
saptanabilmektedir. Bunun vyani sira erken donemde de pozitiflik
saptanabilidigi icin hastalari erken yakalamada ve relapslarn belirlemede de

uygun bir testir.??

KL'de tani amagh olarak tek basina kullanilmamasi onerilmektedir
Uzun sureli devam eden, dokuya veya mukozaya invaze olmus lezyonu
bulunan, uzun suredir ¢cok sayida titre duzeyi olgularin hemen hemen
tamaminda VL hastalarinda saptanan diizeyden ylksek olmamaktadir Diger
hastaliklarda oldugu gibi visseral leishmaniasisde de testlerde kullanilan
antijien Onem tagsimaktadir. IFAT'In hassasiyet ve Ozgullugunan
saptanmasinda amastigot veya promastigot antijen olmasi yaninda kullanilan
leishmania susu ve izole edildigi bolgede uygulanip uygulanmadigl da énem

tasimaktadir.??
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3-2-4-ELISA ( Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

VL tanisinda ve seroepidolojik caligsmalarda kullanilan o6nemli

testlerden biridir. Promastigot veya amastigot eriyik antijeni kullanilmaktadir.?

Parazit hastaliklarinin etkenleri direkt olarak gorulemedigi veya
gorulmesi zor oldugu zamanlarda bu hastaliklarin tanisinin yapilabilmesi icin

uygulanmakta olan serolojik tani yontemlerindendir.”

Son zamanlarda ELISA calismalari daha spesifik olan rekombinant
Leishmania antijenlerin (gp63, rK39, gp70-2 ve dp 72) kullanildigi testler

lizerine yogunlagmistir.” ™ 75

3-2-5-Western Blot

Leishmaniasisde bu test daha ¢ok arastirma amacli ve eriyik haldeki
leishmaial antijenlerle uygulanmaktadir. IFAT ve ELISA ‘ya gore daha hassas

oldugu kabul edilmektedir.”

Eriyik Leishmania antijeni ve molekuler standartlara Sodium Dodecyl
Sulfate (SDS) poliacrylamide jel elektrofrezi uygulandiktan sonra jeldeki
polipeptidler nitroselliloz membrana gegiriimektedir. Bu membran, 3 mm
genislinde uzunlamasina kesilerek normal ELISA islemi uygulanmaktadir.
ELISA da oldugu gibi spesifik antijenler kullanilabilmektedir. VL hastalarinin
serumlari 12-120 kD arasinda molekuler agirliktaki bir  ¢ok antijeni
kapsamaktadir. 14-16 kD antijenleri leishmaniasis i¢in en yuksek hassasiyeti
gOstermektedirler. Ayni sey AIDS’li hastalarda da gecerli sayilmaktadir. Bazi
vakalarda 14 kD banti bulunmasa da 16 kD’luk bant mutlaka saptanmaktadir.
Endemik bolgelerdeki VL hastalarinin tanimlanmasinda 14-16, 22, 24 kD
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antijenlerine kargi antikorlar kullanilirken epidemiyolojik ¢alismalarda 14 kD
ve 16 kD antijenlerine karsi antikor taramanin degerli bir tani araci oldugu
belirtiimektedir.”

3-3-indirekt Yontemler

Kala-azar olgularinda gamma-globulinlerde artma ve albumin
miktarinda azalma oldugu bilindiginden, supheli hastalarda globulin-albumin
oranini saptamak gerekmektedir. Kala- azar hastalarinin serumundaki immun
globulin artiglar genellikle IgG ve bazen de IgM seklindedir. Albumin-globulin
oraninin degismesi esasina dayanarak geligtirilen baz testler Kala-azar'in
tanisinda kullaniimaktadir. Bunlardan Napier'in Aldehit (Formol-Jel) testi,

Chopra'nin Antimon ve Sia'nin presipitasyon testlerini sayabiliriz.4’52

3-3-1-Kompleman Birlesmesi Testi

Kala-azar tanisinda kullanilan ilk serolojik testlerden birisidir. Bu test
icin antijen, enfekte  deney hayvanlarinin dalak ve karacigerlerinden,
L.donovani kultir formlarindan ve asit - fast basillerden hazirlanmaktadir.
Kompleman Birlesmesi testinin esasi;  antijenin bagisik serumlar ile
karistirihp, bu karisima kompleman eklendiginde, antijenin 6zel antikoru ile

birlesirken komplemani da baglayip tesbit etmesidir.”’
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3-3-2-Leishman’in Deri ici Testi (Montenegro Reaksiyonu)

Epidemiyolojik Leishmaiasis galismalarinda énemli bir aractir. ilk kez
Montenegro tarafindan; kultirde Ureyen L. donovani promastigot sekilleri
fenolle inaktive edildikten sonra deri igine verilerek yapilan bir testir. 1
ml'sinde 6-10 milyon promastigot sekiller bulunan solisyondan 0.1- 0.2 ml
deri icine verilir. Allerjik olan bu test 48-72 saat sonra okunur. Pozitif
olgularda enjeksiyon yerinde 5 mm yada daha genis bir eritem olusur. Bu
test Kala-azar olgularinda baslangigta negatif olup, tedavi sonrasi veya
kronik hale gectikten sonra pozitiflesir. Genellikle epidemiyolojik ¢alismalarda

kullanilir.® 3771

3-4-Leishmaniasis Tanisinda Molekiiler Yontemler

Enfekte organlardan elde edilen oOrneklerde, genelde parazitin az
miktarda veya atipik morfolojide bulunmasi, kdltir yontemindeki
kontaminasyon riski nedenlerle Leishmania parazitlerinin saptanmasinda
guclukler olabilmektedir. Parazitin direkt saptanmasina yonelik yontemler
guvenli olmasina kargin hassasiyet dusuktlir. Bu nedenle hasta kani gibi
kolaylikla elde edilebilecek bir 6rnek kullanilarak PCR uygulanabilir. Tanida
kullanilan  serolojik  metotlar, daha 6nce parazitle karsilasilp
kargsilasamadiginin bir gostergesi olarak yardimci, duyarli ve o6zguldur.
Ancak, immunitesi baskilanmis kisilerde guvenli degildir. Eski ve yeni olgulari
tam olarak ayiramayabilir. Diger patojenlerle ¢apraz reaksiyonlar olabilir.
Molekuler tekniklerde, incelenecek 6rnegin az miktarda olmasi ya da ornekte
parazitin az olmasi testi fazla etkilememekte, érnekten birkag farkh inceleme
yapillmasina olanak saglamaktadir. Leishmania tirlerinin saptanmasi ve

tanimlanmasi igin genellikle her parazitte birgok kopyasi bulunan
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"maxisirkuler" ve "minisirktler" kinetoplast DNA'si  (KDNA) hedef

secilmektedir.

Ayrica sitoplazmada ve nukleusta ¢ok miktarda kopyasi bulunan 16S
rRNA genleri, kiguk alt Gnite rRNA genlerinin belli kisimlarindan hazirlanan
problarin kullanildigi PCR ile, parazitler spesifik ve duyarli olarak

tanimlanabilirler. 78 77 78.79.80. 81,82 7515 3 2
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Tablo3.2 Ant-leishmanial tedavi sonrasi iyilesen ve asemptomatik vakalar tespiti

etmek i¢in tani yontemlerinin karsilastiriima gcaligsmasi.

83,84

Testler Alinan 6rnek Tedavi asemptomatik Notlar
sonrasi vakalar
Kultur (klasik ,kan ,Lenf + + Dusuk duyarlik
ve mikrokiiltir nod.kemik iligi
yontemi) ve dalak
aspirati
Serolojik Serum, idrar -ve + Duyarhgi ve 6zgulligu
yontemler ylksek ,fakat zaman alicidir
DAT
ELISA and Serum, idrar -ve +++ Asemptomatik olgulara tani
immunoblotting koymak icin idealdir fakat
Soluble ;gecmis enfeksiyonda
antigens yararl degil
Rekombinant Kan, serum, -ve/++ -ve/+++ Sadece birkag antijenle
antijenleri idrar gecmis enfeksiyonda
kullanabilir
LAT/KAtex idrar ++ +++ Dusuk duyarli gogu zaman
HIV hastalarinda kullanilir
Molekiiler kan ,Lenf ++++ ++++ Gecgmiste ki ve
yontemler nod,kemik iligi ve simdiki enfeksiyonlar
PCR ve dalak ayirt etmez
aspirati
PCR-ELISA Kan ve serum - ++++
Real-time PCR kan ,Lenf +++++ +++++ Mikemmel ama pahali
nod,kemik iligi
ve dalak
aspirati
QT-NASBA Duodenal +++++ +++++
Karaciger,

Duyarlilik arahgi, +=30-45%, ++=45-60%,

olmadigi

+++=60-75%, ++++=75-90%, +++++=95 100%, -ve= testin uygun
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4-CALISMANIN AMACI

Leishmania infantum (MONI/EP126) sus ile BALB/C farelerde VL
fare modeli olugturmak ve enfekte farelerde enfeksiyonun mikroskobik, kultir
ve serolojik olarak ELISA ydntemiyle Ug¢ aylik sltrede takibinin yapilmasi
amaclandi. Parazitin farkh promastigot formlarinin immun yanit Gzerine etkisi
farelerdeki anti-leishmania IgG yanitinin ELISA ydntemiyle saptanan OD

Olcumleriyle yorumlanmaya calisildi.
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5-GEREG VE YONTEM

5-1-Caligmada kullanilan cihazlar ve kimyasal maddeler

Bisturi

Insilin enjektér (ROY-Med)
Ependorf

Gazli bez

Otomatik Pipet (Beta-Pette)
Thoma laminda (Menzel superior)
Santrifdj tip

Santriflj cihazi (Boeco)

© © N o a k& 0 b=

Derin dondurucu (Ugur )

10. 0.22 Mm Filter (Coring Ny 14831)
11. Biyoguvenlik kabin (Metissafe)

12. Ters (invert) mikroskop (Leica)

13. Hasas terazi (Kernpfb)

14. Vorteks cihazi (Boeco)

15.+4 °C, -20° C ve -80 °C bozdaolabi (Ugur )
16. Otoklav (Sanyo)

17. Hematokrit tip (Lamtek)

18. Cam keser aleti

19. Lam (Gitoglas)

20. Sale

21. Mikroskop (Olympus Cx31)

22. Etiiv (Unve)

23. Nano drop (Thermo)

24. Su banyosu (Temette Junior Te-8)
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25. PH metre
26. ELISA 96 kuyulu plaklar

27. ELISA c¢oklu plak yikama cihazi (Thermo)
28. ELISA coklu plak okuyucusu (spektrometre) (Thermo)

Tablo 5.1Caligmalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Besiyerleri

MADDE ADI URETICI FIRMA
RPMI1640 —L glutamin Fenol redli ve fenol redsiz
besiyerleri GIBCO Invitrogen
DMEM GIBCO
Ficoll SIGMA
PBS MEDICAGO AB

EDTA APPLICHEM
Gentamciin GIBCO
Tween20 SIGMA
Yagsiz Siit Tozu FLUKA

Alkalin fosfataz (AP) konjuge IgG MILLIPORE
Sodyum Karbonat Na,CO, SIGMA

Sodyum bikarbonat, NAHCO;

MERCK
Sodyum azid, NaN3 SIGMA

Cinko Kiloriir, ZnCIi2 APPLICHEM
MgCl, Magnezyum kloriir, FLUKA
Glisin, FLUKA
paranitrofenil fosfat(PNFF , pNPP) SIGMA

FBS-fetal bovine serum GIBCO INVITROGEN
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5-2-Fareler :

Farelerde VL enfeksiyonu olusturmak icin  Leishmania infantum
(MONI/EP126) Yildiz Teknik Universitesi Kiymya — Metalirji Fakultesi
Biyomiihendislik Anabilim Dalindan Prof.Dr. Adil ALLAHVERDIYEV’den temin
edildi. Calismada 17 tane BALB/ C ( 6-8 haftalik disi) fare kullanldi.Sekil 5.1

Sekil5.1 Galismada kullanilan disi BALB/ C fare
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Fare enfeksiyonu, enfeksiyonun sonrasindaki takipleri ve &rnek
alinmasi Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlarl Yetistirme ve Deneysel
Arastirma Merkezinde (GUDAM) vyapildi. Farelerin 11 tanesi parazitin (MP,
PP ve TP) ug farkli formiyla 3x10° parazit /ml sekilinde intraperitonal olarak

enfekte edildi, kontrol grubu alti fareden olusturuldu. Sekil 5.2 Tablo 5.2

Sekil5.2 Fareye intraperitoneal parazit enfeksiyonu

Tablo5.2 Calismada parazit formu ve parazit yiikiine goére olusturulan fare gruplari

Fareler Parazit Formu Parazit Yuku
4 tane TP 3x10° parazit /ml
4 tane MP 3x10° parazit/ml
3 tane PP 3x10° parazit/ml
6 tane Konrol -
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Enfekte edilen farelerden 3 ay boyunca her hafta farelerin
kuyruklarinda kan alinarak ince yayma preparati hazirlanmasi, mikrokultar
yapilmasi ve ELISA yéntemi ile anti-leishmaia IgG’ seviyesi saptanma

amaciyla kullanildi.

5-3-Fare enfeksiyonu ve ELISA Yéntemi igin Leishmania Susunun

Uretilmesi

L.infantum  parazitinin Uremesi igin %10’luk fetal bovin serum (+L-
glutamin) ve gentamcin (60 mg/ml) iceren RPMI 1640 besiyeri kulanildi.
Derin dondurucu (-80°C) ortaminda saklanan suslar oda sicakliginda
¢Ozuldukten sonra hazilanmig RPMI 1640 besiyerine aktarnldi. Kuoltar 27
°C ‘de inklbe edildi. Kiiltirde treyen (1-2 glinde itibaren) parazitler inverted
mikroskopta kontrol edildi. Kultiriin pasaji haftada bir kez yeni flaska 5 ml

besiyeri eklenerek ve Uzerine 5x10° parazit/ml olacak sekilde kultlirden

parazit aktararak yapildi. 7-10 gunlik inkibasyon sonrasinda ureyen
promastigotlar fareye enfeksiyonu ve  ELISA ydntemi i¢in antijen eldesi

amaciyla toplandi.??

Uygulama

1-Steril ortamda (biyoglvenlik kabininde bek kullanarak) besiyerleri

hazirlandi .

2- inaktif (56 °C de 30 dk ) FBS 0.22 um filtreden gegirilip besiyerine %10
olacak sekilde eklendi.

3- Gentamcin (60 mg/ml) 1pl/1ml besiyerine olacak sekilde eklendi .
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4-Hazirlanan besiyeri steril plastik tlplere (50 mrl’lik) bolinerek +4 °C’de
saklandi.

5- L.infantum paraziti -80 C®den(oda sicakhgdinda ¢dzuldikten sonra) alinip
hazirlanmis besiyerine 5000 parazit /ml olarak sekilde 40 mllik flask(yatay
pozisyonda ) ve 50 ml'lik plastik tlplere(dikeyi pozisyonda ) 30 ml besiyeri
ekleyerek kultur yapildi. Sekil 5.3

Sekil5.3 40 ml’lik falskta Leishmania kultiiri

6-Kultur ortami her giin inverted mikroskopta kontrol edilerek promastigotlar
arandl.

7- promastigotlar 5 - 9 guin arasinda bol olarak (gicek seklinde) Urediginde,
ficol dansite gradient ydntemiyle MP, PP ve TP formlar elde edildi. Sekil 5.4
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Sekil5.4 Flaskteki kiiltiirde ¢icek sekilinde goriilen Leishmania promastigotlar

Parazitlerin Thoma Laminda Sayimi, hareketli parazitleri fikse etmek
amaci ile kulturden alinan 100ul 6rnegin uzerine 1:1 oraninda %Z2’lik formalin
eklenerek ve 5 dakika bekletildikten sonra. Daha sonra fikse edilen hucrelerin
Thoma laminda sayimi yapildi.
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5-4-Prosiklik ve Metasiklik Promastigotlatin izolasyonu

1.

Leishmania infantum paraziti RPMI1640 kultirde 7-9 gun sonra 25
°C’de stasiyonelfaza gegerek metasiklik orani artar. Kdltird 11 glne
kadar bekletilince metasiklik formunun ayristrilmasi saglanir.

Bu amagcla ficol dansite gradient yontemiyle MP ve PP’lar elde edildi. 9

3. Prosiklik form logaritmik fazinda 4-5 gunluk kultarden izole edildi.

Metasiklik form kiltirde 7-9 gun Uredikten sonra kiltir DMEM ile 2000
devirde 10 dk 3 defa yikandi .
Parazit sayisi 2 x10® parazit /ml RPMI1640 olarak hazirlandi.

Ficol; 2 ml %40 ‘lik ficol PBS’te ve 2 ml %10 ‘luk ficol ise DMEM ile
hazirlandi.

15 ml'lik santrifij tipune 2 ml parazit konsantrasyonun Uzerine %40
ik ficol PBS, %10 ‘luk ficol DMEM eklendi ve 365 g/10 dk santriflj
yapildi.

Metasiklik formu % 0 ve% 10 ficoll tabakalari arasinda bant seklinde

gorundlu ve mikropipet kullanarak izole edildi. Sekil 5.5
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Pelletin tizerine RPMI besiyeri

eklendi
e Y
\w-._,_,_.-rj 2000 devirde 10 dk 2ml %40fico| PBS \“--.-r""
3 santrifiij PBS ile 3 kez ve 2ml %40ficol
: yikandi DMEM
R

-
-

4 S <

2x10% parazit/ml
Kaltar

2x10F parazit/ml

356g/10dk
%10 ficol .

santrifdj yapildi
DMEM

i %40 ficol PBS

MP 0 - %10 ficol arasinda bant sekilinde
gorindi mikropipet ile alindi.

Sekil5.5 Metasiklik Promastigot izolasyon Yontemi *°

9- MP, PP ve TP forumlarinin sayisi 3x10° parazit /ml sekilde

hazirlandiktan sonra farelere intraperitoneal olarak enfekte edildi.
Sekil 5.6
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a- L. infantum Promastigotlarin Metasiklik Formu

b- L. infantum Promastigotlarin prosiklik Formu
Sekil 5.6 L.infantum Promastigot forumlan

5-5-Serum Orneklerinin Elde Edilmesi

Enfekte olan farelerden 12 hafta boyunca hafta da bir defa Giemsa
boyama, mikrokiiltiir ve ELISA testler igin kuyruktan kan alindi. Her fareden
70uL civarinda kan alinarak 30 - 40uL PBS ile sulandiriimig EDTA igeren
eppendorflar  konuldu, santrifij yapildiktan sonra serum yeni eppendorfa
aktarildi, ELISA icin -80°C’de sakland..
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Uygulama

1- Kuyruk iodin ile temizlendi ve steril bisturiyle kuyruk kesildi, ilk
kesmede kuyruk ucundan 1 cm uzaklikta kesim yapildi. Daha
sonraki haftalarda ise kesik ucun 1 mm yukarisindan kesim yapildi
ve kan alindi. Sekil 5.7

Sekil5.7 Enfekte farelerin kuyruklarindan kan alinmasi
a-bistiiri ile kesim
2- Kuyruk elle sagilarak kanlar steril pipet kulanarak 30 -40uL EDTA
iceren ependorflara aktarildi. Sekil 5.8 b

Sekil5.7 Enfekte farelerin kuyruklarindan kan alinmasi

b-pipetle kan alma

3- Ependorflar +4 °C 3500 devirde 10 dakika da santrifij yapildi.
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4- Serum yeni eppendorfa aktarildi ve ELISA icin -80°C’de sakland..
5- Serumlar ayrildiktan sonra dipte kalan kanin Uzerine 40pL
RPMI1640 besiyeri eklendi. Sekil 5.8

s

Sekil5.8 Kan orneklerinden serum ayrilmasi

6- RPMI1640 besiyeriyle karistirilan kan hemokrit tUplerine ve
tplerin bir tarafi ates ile kapatildi diger ucu ise acik birakildi.

7- Hematokrit tapleri ateste eritimis mum igeren cam tuplere
hemokritler acik tarafi Uste ates ile kapatimis tafida alt
pozisyonda yerlestirildi 3500 devirde 5 dakika santrifiij edildi.

8- Hematokrit tlpleri santrifijden sonra tipte gorinen ince beyaz
tabakanin Ustiden cam keser aletiyle kesilip pipetle buffy coat’in
1-5uL alindi. Sekil 5.9, 5.10

-

Sekil5.9 Hematokrit tiipiinde olusan buffy coat tabakasi
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Sekil5.10 Hematokrit tiipii cam keser aletiyle buffy coattun listiinden kesilmesi

9- Ayrilan buffy coat ile Giemsa boyama ve mikrokltir testi

yapildi .
Buffy coat: EDTA ‘i kanin santrifij edilmesi ile beyaz kan hucrelerinin
toplandig! “buffy coat” olarak isimlendirilir.
5-6-Giemsa Boyamasinin Hazirlanma Ve Yapilmasi

%10'luk giemsa boyasi hazirlandi, 10 ml stok giemsa boyasi ve 90 ml

PBS sale icerisinde hazirlandi .
Uygulama
1- Kan 6rneklerden ayrilan buffy coat ile yapildi.

2- Lamlarin Uzerine buffy coattan ince yayma yapildi . Sekil 5 .11
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Sekil5.11 Buffy coattan ince yayma perparatinin hazirlanisi

3- Lamlar havada kurutuldu ve saf metanolda 5 dk fikse edildi.
4- Lamlar havada kurutulduktan sonra 30 dk Giemsa boyasinda bekletildi.
5- Cesme suyila yikandi ve havada kurtuldu.

6- 100'luk objektif ile imersiyon yag kullanilarak mikroskopta amastigot

formu incelendi. Sekil 5 .12

Sekil5.12 Fareden alinan kandan ince yayma perparatinda Giemsa boyali amastigot
formu (x100)

55



5-7-Mikrokiltiir

%10’luk FBS ile hazirlanan RPMI1640 besiyeri kullanildi. Steril
hematokrit tlpler besiyeri ve buffy coat aktaridiktan sonra steril mumla
kapatilip 25-27 °C de inkube edildi.

Uygulama

1-Kan dérneklerden ayrilan buffy coat ile yapildi. Sekil 5. 13

Sekil5.13 Mikropept ile buffy coat alinmasi
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2-Alinan buffy coat 1-5uL RPMI1640 igeren yeni eppendorfa aktarildi.
Sekil 5. 14

Sekil5.14 Alinan buffy coat’in 70 yl RPMI 1640 igeren yeni ependorafa

aktarilmasi

3-Karistinlip yeni hematokrit tiplerine aktarilidi. Sekil 515

Sekil5.15 Alinan buffy coat tabakasinin yeni eppendorfa aktariimasi
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4- steril mumla iki taraflari kapatilarak etiketlenip 25- 27 C’lik sicaklikda 7
gln boyunca inkibe edilerek her gin inverted mikroskopta x20 objektifte
kontrol edilerek hareketli promastigotlar arandi. Sekil 516, 5.17

Sekil5.16 Buffy coat ile kiiltiir karisiminin yeni hematokrit tiiplerine aktarilmasi ve

steril mumla iki tarafinin kapatiimasi

Sekil5.17 inverted mikroskopta x20 objektifte incelenen mikrokiiltiirde gériilen
promastigotlar
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5-8-ELISA Testi

5-8-1-Solisyonlar

5-8-1-1-Coating Buffer (kaplama tamponu) PH:9,6

Coating buffer solisyonu sodium karbonat (Na,CO3; 1,59 g), sodium
bikarbonat (NAHCO3; 2,93 g) ,sodium azid( NA;Ns 0,2 g) ve distile su ile

1It'ye tamamlanarak pH’isi 9,6 olacak sekilde hazirlandi.

5-8-1-2-Sut Cozeltisi

100ml coating buffer solisyonuna 2 g sit tozu ekleyip vorteksleyerk

hazirlandi.

5-8-1-3-PBS(PH 7.4)

PBS tablet kullanarak hazirlandi.

5-8-1-4-PBS/Tween20

PBS c¢ozeltisine %0,05 (v/v) olacak sekilde Tween20 eklenip

hazirlandi.

5-8-1-5-PBS/Tween20/Sut

PBS/Tween20 ¢ozeltisine %2 olacak sekilde sut tozu eklenip

hazirlandi.

5-8-1-6-Substrat Tamponu (PH:10.4)

Cinko klorur, (0,02 g ZnCly), Magnesium kolrur (0,04 g MgCly) ve 1,5
g Glisin 200 ml distile suya eklenip PH’si 10.4 ayarlayarak hazirlandi .
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5-8-1-7-Substrat Cozeltisi

(1/1) oraninda 1 pg paranitrofenil fosfat( PNFF pNPP sigma) 1 ml

substrat tamponunda ¢6zunduruldld Kullanilacagi giin taze olarak hazirlandi.

5-8-1-8-ELISA Uygulamasi

Bu test icin fiziksel veya kimyasal islemlerle organizmanin antijenik

Ozelliklerinin bozulmadan eriyik antijen hazirlanmasi gerekmektedir.

5-8-1-8-1- Antijen Hazirlamasi

1-

Flaskta hazirlanan besiyerinde (RPMI 1640) yapilan ekimden sonraki
7- 8. ginde alinan promastigotlar (+4 °C) soguk PBS ile 2-4 kez 1500
rom'de 5 dk santriflij edilerek yikandi.

Promastigotlarin bulundugu tuplne distile su eklenerek sulandirip 5
kez sivi nitrojende dondurulup 37°C’lik su banyosunda ¢6z yapildi ve
parazitin pargalandigi mikroskopta kontrol edildi.

Bu islem sonrasinda hicre artiklarini uzaklastirmak amaciyla 9000
rom'de 20 dk santrifij edildi.

Antijen olarak kullanilarak tzere Ustteki berrak sivin kisim toplandi.
0,05 M karbonat kaplama solisyonu (coating buffer) (pH: 9,6) icinde
antijen dilisyonlari hazirlandi ve nano drop cihazi ile protein olgllerek
son konsantrasyon 7ug /100ul protein dlgimu antijen olarak kullanildi.
Her kuyucuga kuyu basina 7ug /100ul  antijen sollisyonu eklenip
4°C’de gece boyu inkibe edildi.

ELISA plaklart PBS /Tween20 ile 3 defa yikanip%Z2’lik sut tozu
kaplama solusyonu (coating buffer iginde) ile 37°C’de 1 saat inkibe
edildi ve 3 defa PBS/Tween 20 ile yikandi.

Plaklar kuruduktan sonra kullanana kadar -20’de saklandi.
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5-8-1-8-2-ELISA Testinin Calisiimasi

1- Serum o6rneklerinin 1/100 dilusyonlari (kontrol ve enfekte tim farelerin)
%2 PBS/Tween20/Sut icinde hazirlandi.

2- Dilie edilen serumlar ELISA plaklarindaki kuyulara 100ul olacak
sekilde eklendi.

3- ELISA plaklari 1 saat 37°C’de nemli ve karanlik ortamda inkube
edilip 3 defa PBS/Tween20 ile yikama yapildi .

4- Alkelen fosfataz (AP) konjuge IgG antikorlar 1/1000 oraninda
PBS/Tween20 ile sulandinlarak her kuyuya 100ul olacak sekilde
eklendi.

5- ELISA plaklart 1 saat 37°C’de oda sicakhdinda inkube edilip kuyular
PBS/Tween20 ile 5 kez yikama yapildi.

6- Her kuyuya substrat ilaveli substrat tamponundan 100 ul eklenir 30-45
dk karanlikta inktbe edildi.

7- ELISA Plaklar oda sicakliginda karanlikta birakildi. Olusan renk
degisimi, ELISA  okuyucusu ile 450 nm’de okumalar gergeklestirilerek
belirlendi. Sekil 5.18

Sekil5.18 ELISA test plaklar

8- Farelerde olusan anti-leishmania IgG icin dlgulen OD dizeyleri her dort

haftalik 6lgumlerin ortalamlari hesaplandi ve aylik karsilastirldi.
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5-9- Istatistik Analiz

Statistical Packages of Social Sciences (SPSS, version 16.0 for
Windows) programi ile Mann-Whitney U testiyle farkli promastigot formlarinin
olusturdugu 1gG yanitinin OD’lerinin karsilastirimasi amaciyla istatistiksel

analizi yapildi p<0,05 degeri istatistiki olarak anlamh kabul edildi.
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6-BULGULAR

Calismamizda, VL fare modeli olusturmak amaciyla BALB/C fareleri ,
%10’luk fetal bovin serum RPMI 1640 besiyerinde uretilen L.infantum
parazitinin TP, PP ve MP formlariyla enfekte edildi. Formlar ficol dansite

gradiyent yontemiyle ayrildi ve fareler  3x10° parazit/ ml yikiyle

intraperitoneal olarak enfekte edildi. Enfeksiyonun takibinde Gg¢ farkli yontem
kullanildi.  Enfekte olan farelerden 12 hafta boyunca hafta da bir defa
Giemsa boyama, mikrokltiir ve ELISA testler i¢in kuyruktan kan alindi.

6-1-Direkt Tani

Kuyruktan alinan kanlardan ince yayma perparati hazirlanip Giemsa
boyasiyla boyandi. Ornekler 1sik mikroskobunda100x objekiif ile incelendi.
MP grupta birinci hafta incelenmesinde amastigot gérUnmedi anack; ikinci
haftada pozitif olarak saptandi. PP grupta Giemsa boyamasi ile birinci ve
ikinci hafta da amastigot gériinmedi. Uglincii hafta pozitif goriindi.TP
grubunda giemsa boyamasiyla birinci hafta negatif olarak saptandi, ancak
ikinci haftada pozitif gorunda. Sekil 6.1 Tablo 6.1 Giemsa yonteminin

oOzgullugu ve duyarhhigr Tablo 6.2

63



Sekil6.1 MP ‘lari ile enfekte edilmis balb/c farelerin giemsa boyama ile 3 hafta sonra

yapilan yaymada goriilen amstigotlari

Tablo6.1 Giemsa ile boyanan ince yayma sonuglari

Fare gruplan Haftalar Giemsa
1.hafta -
MP grup 2.hafta +
3.hafta +
1.hafta -
PP grup 2.hafta -
3.hafta +
1.hafta -
TP grup 2.hafta +
3.hafta +
1.hafta -
Kontrol 2.hafta -
3.hafta -
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Tablo6.2 Giemsa yénteminin 6zgulligu ve duyarhhgi

Haftalar Duyarlilik Ozgiilliik
1.hafta %25 %100
2.hafta %72,7 %100
3.hafta %81,8 %100

6-2-Mikrokiiltiir Tani

Kuyruktan alinan kanlardan hematokrit tlpler icine RPMI1640
besiyeriyle mikrokultir yapildi. MP grubu birinci hafta alinan kanlar
mikrokultir 24 saat sonra incelen kultlrlerde ters (invert) mikroskop ile
hareketli promastigot gézlendi(pozitif). PP grubunda  birinci haftada
mikrokultirde negatif iken ikinci haftada pozitif olarak saptandi. TP grubunda
birinci hafta mikroklltir testiyle pozitif tespit edildi. Tablo 6.3 Mikrokultir

yonteminin 6zgullugu ve duyarhligi Tablo 6.4.
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Tablo6.3 Mikrokiiltiir yonteminin sonuglari

Fare gruplari Haftalar Mikrokultur

1.hafta +

MP grubu 2.hafta +
3.hafta +

1.hafta -

PP grubu 2.hafta +
3.hafta +

1.hafta +

TP grubu 2.hafta +
3.hafta +

1.hafta -

Kontrol 2.hafta -
3.hafta -

Tablo6.4 Mikrokiiltlir yonteminin 6zgulltigii ve duyarliligi

Haftalar Duyarlilik Ozgiilliik
1.hafta %72,5 %66
2.hafta %100 %83
3.hafta %100 %83
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6-3-Serolojik Tani
Giemsa ve mikrokultir yontemlerinin yani sira ELISA testiyle serumda
olugsan anti-leishmania IgG’ seviyesi 3 ay boyunca takip edildi.

MP, PP ve TP gruplarinin aylik sonuglari grafiklerde ve tablolarda
sunuldu.grafik 6.1, 6.2, 6.3, 6.4 Tablo 6.5

0,25
0,2
0,15
M MP
0,1 M NK
0,05
0 -
OD1l.ay OD2.ay OD3.ay

Grafik6.1 MP grubunun aylara gore spektrofotometrik olarak olgiilen anti-leishmania

IgG diizelerinin OD ortalamasi
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OD2.ay OD3.ay

M PP
M NK

Grafik6.2 PP grubunun aylara gore spektrofotometrik olarak él¢iilen anti-leishmania

IgG diizelerinin OD ortalamasi
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0,05

OD1l.ay

OD2.ay OD3.ay

ETP
H NK

Grafik6.3 TP grubunun aylara gére spektrofotometrik olarak él¢iilen anti-leishmania

IgG diizelerinin OD ortalamasi
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0D 1l.ay
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Grafik6.4 Aylik MP, PP ve TP gruplarinin spektrofotometrik olarak olgiilen anti-

leishmania IgG diizelerinin OD ortalamasi

Enfekte edilen tUm fare gruplarinda spektrofotometred 450 nm’de

Olcilen  anti-leishmania IgG antikorlarin OD duzeleri ayri

Olgumlerin

yapildigi  kontrol grubuna OD duzelerinden farklinin istatistiksel olarak

anlamli oldugu sapandi. Tablo 6.3

Tablo 6.5 3 ay boyunca fare gruplarinin OD ortalamsi ve P degeri

Fare gruplan OD 1.ay OD 2.ay OD 3.ay
MP 0.12655 0.2137 0.2232
P degeri 0.003 0.003 0.003
PP 0.18508 0.1406 0.20625
P degeri 0.006 0.006 0.006
TP 0.1981 0.15175 0.2746
P degeri 0.004 0.004 0.004
NK 0.045 0.05 0.056
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7-TARTISMA

Leishmaniasis, Dinya Saglik Orgutii Tropikal Hastaliklari Arastirma
Merkezi'nin 6nemli kabul ettigi 6 hastaliktan birisidir. Bu hastalikta; VL, KL ve

MKL olmak iizere 3 farkl klinik tablo ortaya gikmaktadir.'®'#1°16

Ayrica son zamanlarda bunlara Diffiz Kutanéz Leishmaniasis (DKL)
eklenmigtir. Akdeniz boélgesinde de genis bir yayilim gosteren leishmaniasis,
eko-epidemiyolojik acidan AKL, Zoonotik Kutan6z Leishmaniasis (ZKL) ve

Zoonotik Visseral Leishmaniasis (ZVL) olarak ayrilabilmektedir.”"”

WHO tarafindan 1994 yilinda AIDS sikhdindaki artisa paralel olarak VL

olgularinda da artis oldugu bildirilmigtir.” '® '

Zorunlu hucre ici paraziti olan Leishmania, trypanozom ailesinin

kinetoplastida sinifinada yer almaktadir. *>¢

Zoonotik bir enfeksiyon olan
leishmaniasis, kopek ve diger kemiricilerde de hastalik yapar. Hastaligin
klinik seyri, parazitin bulagsmasi, tropizmi ve patogenezi ile konagin immun
sistemi arasindaki kompleks etkilesimlere baghdir. Klinik belirtileri;
asemptomatik sekilden VL gibi agir tablolarla seyreden degisik sekillerde

olabilir.”

VL olduaractu parazit hastaligidir, tropik ve subtropik bodlgelerde,
hastaligin etkeni leishmania parazitidir , L.donavani Bati Afrika ve Hindistan
L.infantum Avrupa, kuzey Afrika ve Latin Amerika, her yil yaklasik 0.5 milyon
yeni vaka rapor edilmektedir, VL hastaligi nedeni ile 50000 kisi hayatini kayip
edilmektedir.®®
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VL’nin Ege, Akdeniz ve Orta Anadolu bdlgelerinde, KL'nin ise Guney-
dogu ve Akdeniz bolgelerinde endemik olarak goruldugu bildirilmigtir. Bu
bolgelerde yasiyan vyaklagik 20 milyon insan leishmanasis riski altinda

yasamaktadir.**

Leishmania enfeksiyonlarinin kontrolinde, hucresel immdunite ile
beraber, parazitin virulans faktorleri, tropizmi, patojenitesi ve konagin
genetik alt yapisina bagl olarak gelistirdigi immunite ile vektorin evrimsel
agidan sahip oldugu avantajlarin tamaminin rol aldigi etkilesimler sorumludur
Konakla etkilesimlerinde, dogal bagisik yaniti asamalari en temel ve
hastaligin gidisini belirleyen en 6nemli basamaktir. Hayvan deneyleri, tim bu
modifikasyon ve interferens  mekanizmalarinin, iki farkh tipte
immunopatogenez semasina yol agtigini ortaya koymustur. KL’de tipik olarak
Th1 tipi yanitin Th2 tipi yanita polarize olmasi ve hastaligin kronik-persistan
hale gelmesi s6z konusudur. VL’de ise, bir gcok doku ve organ ayni anda
enfektedir. Vektorun, parazitin enfektif formunu intradermal olarak enjekte
etmesini takiben, parazit ya makrofajlar tarafindan retikiloendoteliyal sisteme
gecer ya da direk kana karisarak sistemik dolasima katilir. Hepatik
enfeksiyon kendisini sinirlarken, dalakta parazitin ¢cogalmasi énlenemez ve
harabiyet belirgin hale gelir. Hayvan modelleri ve insan hastaligindan elde
edilen verilerin 1s1ginda, yakin gelecekte hastaligin endemik oldugu
bolgelerde kullaniimasi uygun olan yeni immunoterapotik yaklagimlar

gelistirimesine calisiimaktadir.8°

ilaca direnc artisi giderek cogalirken erken tani tedavide blyik dnem
tasir, dogru tani dogru tedavi icin 6nemlidir ve hastaliin iyilesmesinde ¢ok
yararlidir. Ates, splenomegali ve pansitopeni tablosu ile gelen hastalarda VL
tanisinin akla getiriimesi ve dncelikle serolojik testler yapildiktan sonra pozitif
olarak saptanan hastalardan kemik iligi incelenmesi yapilmalidir.®
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VL tanisi zor ve invaziftir, dalak aspirat almasi 6lum riski tasir, lenf ve

kemik iligi aspisrayonu gibi drnek alma invazif yéntemlerdir.®

Leishmaniasis tanisinda cesitli yontem kullaniimaktadir; Direkt
mikroskobi, Kultir yontemleri (Klasik kualtlr ve mikrokaltlr yontemi ), serolojik
testler ise serumda antikor arastirmasina dayali bir yontemlerdir. VL’in
disunuldagu halde tanisinda duyarlilik ve 6zgullikte olan serolojik testler
uygulanmaktadir.  Serolojik olarak DAT, LAT, (LAT), (KAtex®), Western
Bloting (iIFA), (rK39 dipstik) ve ELISA &rnek olarak verilebilir.  Anti-
leishmanial antikorlarin saptanmasi icin sero-epidemiyolojik calismalarda
yaygin olarak kullanmaktadir. Serolojik testlerin en 6nemli testlerinden olana
ELISA yontemi ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir, duyarli ve &zguldir.
Ancak, immunitesi baskilanmis Kkisilerde glvenli degildir. Serolojik
yontemlerin dezavantaj tedaviden sonra uzun sure antikorlarin pozitif
seyretmesi nedeniyle gegirilmis, yeni ve asemptomatik olgulari tam olarak

ayirt edilmemesidir.® % 1% 11 22

VL'’in tanisinda molekuler tani yontemleride kullaniimaktadir .
Parazitin direkt saptanmasina yonelik yontemler guvenli olmasina kargin
hassasiyet dusuktur. Bu nedenle hasta kani gibi kolaylikla elde edilebilecek

bir drnek kullanilarak PCR uygulanabilir.”® ”*

Calismamizda, Leishmania infantum (MONI/EP126) sus ile BALB/C
farelerde VL fare modeli olugturmak ve enfekte farelerde enfeksiyonun
mikroskobik, kultir ve serolojik olarak ELISA ydntemiyle ¢ aylik sirede

takibinin yapilmasi amaglandi. Parazitin farkli promastigot formlarinin immun
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yanit Uzerine etkisi farelerdeki anti-leishmania 1gG  yanitinin ELISA

yontemiyle saptanan OD oélgimleriyle yorumlanmaya ¢alisiidi.

TP, PP ve MP formlarinin enfeksiyonunda hangi form daha etken,
daha virllans oldugunu ve aralarindaki immun yanit farkini takip etmek
icin,a¢ farkh yontem kullanildi; Giemsa (ince yayma perparat), mikrokalttr
yontemleriyle 3 hafta boyunca her hafta bir defa yapildi, ELISA ise U¢ ay
boyunca her hafta bir kez TP, PP ve MP karsi olusan antikor yanit farkini,
ayni zamanda yontemler arasindaki duyarhlik farkini ortaya ¢ikarmak
amaciyla yapildi. Fare kuyruklarindan alinan kanlar ile ince yayma perparat
hazirlanip Giemsa boyasiyla direkt mikroskobi ve mikrokultar ydntemleriyle
birinci hafta itibariyle incelendi. Direkt mikroskobi ile birinci haftada enfekte
edilen 3 grupta da (MP, PP ve TP) negatif olarak saptandi; ancak ikinci
haftada MP ve TP farelerinde pozitif iken PP farelerinde sadece uguncl
haftada pozitiftir. (Tablo 6.1 ) Mikrokultar yontemiyle birinci haftada MP ve
TP gruplari pozitif iken PP grubu negatiftir fakat ikinci haftada pozitif olarak
saptanmadi. Tablo 6.3

Giemsa ve mikrokultir yéntemlerinin yani sira ELISA testiyle serumda
olusan anti-leishmania IgG’ seviyesi 3 ay boyunca takip edildi.MP grubunun
OD ortalamasi birinci aydan itibaren lGglincl ay kadar sabit artis gérindu
(grafik 6.1), PP ve TP farelerde elde edilen OD ortalamasi artis gorunur
iken ikinci ayda antikor yanitinda dusus gorundu, ve Ugunclu ayda tekrar artig

saptandi.( grafik 6.2, 6.3 )'te gosterilmistir.

MP grubunun birinci ayda OD ortalamasinin (0.12655 ), PP ve TP (
0.18508 0.1981) gruplarindan diisiik oldugu gériindi. ikinci ayda ise MP
grubunun OD ortalamasi (0.2137) diger iki gruptan da PP ve TP
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(0.1406,0.15175) yiiksek oldugu saptandi. Uglincii ayda MP grubunun OD
ortalamasi 0.2232, PP grubundan 0.20625 ylksek iken TP grubundan
(0.2746) dusuk oldugu gorandu. Tablo 6.5 garfik 6 .4

Enfekte edilen tim fare gruplarinda spektrofotometred 450 nm’de
Olcllen  anti-leishmania 1gG antikorlarin OD duzeleri ayri  Olgimlerin
yapildigr  kontrol grubuna OD duzelerinden farklinin istatistiksel olarak
anlamli oldugu sapandi. Enfekte edilen gruplarin anti-leishmania IgG OD
duzeylerinin kontrol grubuna gore istatiksel olarak yuksek saptanmasina
karsin, grup icin aylik antikor dlgimlerinde anlamli fark saptanmamistir. (
P>0.05)

VL tanisinda Direkt mikroskobi ydntemiyle yuksek 6zgulik fakat
duyarlilikta farklik dalaktan alinan orneklerde (%93-99) iken kemik iliginde
(%53-86) ve lenf bezlerinde (%53-65) goriilmistir.'2

Fakat bagka calismalarda dalak ve karaciger aspirasyonuda parazitin
bulunma orani %96 -98’dir. Ancak her iki yontemde de hayati tehdit edici

derecede kanama riski vardir. 4

Bizim calismamizda periferik kandan yapilan ince yayma perpartlarinin
direkt mikroskobi yontemiyle duyarlihgr ( %25 - 81,8 ) iken 6zgulugu ise
%100 olarak saptandi.

KL’de hasta lezyonlarindan alinan érneklerinde mikrokultir yontemin

duyarlihgi %83-97 olup 4-7 gun iginde sonug verdigi klasik yontemi ise
duyarliligi % 20-40 olup 15- 30 giinde sonuglanmaktadir.*®
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VL supheli hastalarda Periferik kan ve kemik iligi érneklerin kullanarak
mikrokatlir ve klasik kdltir yontemleri karsilastirmasinda mikrokultir
yontemiyle kemik iliginde %100 ve Periferik kan %77.8 —100 klasik kualttr
yontemiyle ise %37.5 —100 kemik iliginde ve%0 —100 Periferik kanda ise

oraninda parazit saptanmigtir. 92

Bizim calismamizda periferik kandan yapilan mikrokultir yéntemiyle

duyarhihgr %72,5 - 100 6zgullugu ise %66 - 83 olarak saptandi.

Mikrokultir yontemiyle ELISA, IFAT ve PCR yodntemler arasindaki
duyarlilik ve 6zgulligu karsilastirmasi amaciyla asymptomatik fare kanlari
kullanildi. Duyarhliklari ELISA igin %17.64, IFAT igin %,8.82 ve PCR igin

%5.88 saptanirken mikrokdiltiirde %100 gériinmiistiir.%

Calismamizda ayni anda kan O&rneklerine uyguladigimiz direkt
mikroskop %25 - 81,8 ve mikrokultir yontemi %72,5 - 100 arasindaki

duyarlilik sonucunda mikrokultir yontemi daha duyarli oldugu belirlenmistir.

MP, PP ve TP’larin hangi formunun enfeksiyon olusturmak i¢in daha
etkin, daha direngli ve daha virllan oldugunu tespit etmek i¢in galismalar

yapilmigtir.

KL olusturmak amaciyla BALB/C (KL hassas tur ) ve C57BL/6 (KL
direngli tiir) farelerine L. amazonensis parazitinin MP formu (10* parazit/ml)

ve TP’lar (107 parazit/ml) ayak tabanindan verilmistir. Farelerin iki tiriinde

de MP ve TP enfeksiyon sonucu ayni sitokinlerin salgilandidi ve benzer
klinik tablo olustugu goézlenmektedir. MP’un dozu leishmanisis olusturmak

icin  gereken TP dozundan 10-100 kat az oldugu bildirilmigtir. Ayni
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galismada ayrica 6 haftalik disi BALB/C farelere MP dozu (10 parazit/ml)
ve TP (107 parazit/ml) kuyruktan verilmistir. Ug hafta sonra fareler sakrefe

edilmigtir, dalak , karacigerden ince yayma preparat yapip Giemsa boyasiyla
direkt bakilmistir, MP formuyla enfekte edilen farelerin dalak ve karacigerde
de total ile enfekte edilen farelerden parazit yuku olarak daha ¢ok oldugu

tespit edilmistir. %°

MP ve PP forumlarinin taze insan serum ile 37 °C 30 dakika inklbe
edildi. MP formunun kompleman aracili lizize daha direngli oldugu

saptanmistir.%°

Ayni sayida L.chagasi MP ve TP formuyla enfekte edildi. Enfekte
edilen farelerde MP formuyla edilen ferelerde TP ile olandan parazit yuku
olarak U¢ kat daha fazla oldugu saptanmistir. Ayrica ayni galismada parazit
membraninda  bulunan proteninler Olgerek  WB yontemiyle stasiyonel
fazdan izole edilen MP formunun log fazindaki PP formundan 130-250 kat
fazla oldugu saptanmistir, bu ¢alismada MP formu PP formundan virllans

oldugu, parazitin viriilans faktérii membranda oldugu tespit edilmistir. %

Calismamiza elde edilen sonuglar MP ‘un virllansina yoénelik yapilan
calismalarla uyumlu oldugu saptanmistir. MP ile enfekte edilen grupta
Geimsa boyama ve mikrokultir yontemiyle PP formla enfekte gruba gore
daha erken enfeksiyon olusturdugu tespit edilmistir. MP ve TP gruplari
birinci haftada Geimsa ile parazit saptanmaz iken mikrokuiltir yontemiyle ilk
haftadan itibaren parazit Gremesi goralmustir. PP ile enfekte grupta parazit
ancak ikinci haftada mikrokultir ile saptanir iken, Gglncu haftada ince yayma

perparatlarinda amastigotlar gérinmustar.
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ELISA sonuglarinda birinci ayda u¢ grupta da kontrol grubuna goére
antikor yanit vardir ancak PP ve TP gruplarinin OD degeri MP grubundan
yuksek oldugu goérunur iken ikinci ayda MP grubunun OD degeri diger iki
gruptan da yuksek iken Uguncu ayda MP ve TP gruplari PP grubundan
yuksek oldugu saptandi. istatistiksel analizide MP farelerde P
degeri(P<0.003) t¢ ay boyunca TP gurubundan dusuktir ,ayrica TP gurubun
P degeri(P<0.004) PP gurubundan P degeri(P<0.006) dusuk olarak saptandi.

MP ile enfekte grupta ilk ayda diger enfekte gruplara gore antikor
diizeyi daha dusiik saptanmistir. istatiksel olarak bu fark anlamli olmasinda
enfeksiyon sonrasinda ilk déonemde MP’in immun sisteminden kacgis ve
makrofaj icerisinde sinyal, gen ekspresyonu gibi fonksiyonlari inhibe

etmesinden kaynaklandigi diisiinimektedir.%

Elde edilen sonuglara gére TP ve MP’lar enfeksiyon olusturmak igin
PP formundan daha enfektif gorundmustur. Mikrokultur yontemi erken tani

koymak ve MP ve PP ayrimini yapmak imkanlarin saglamaktadir.

Deneysel calismalarda asi Uretimi i¢in parazitin formlarinin eldesi ve
ags! hedeflerinin aday gen bdlgelerinin belirlenmesi amacyila fakli promastigot

formlarin lzerinde ¢alismalar surdurilmelidir.
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8- SONUC

Leishmaniasis tanisinda farkli yontemleri kullaniimaktadir; direkt
mikroskobi, kultir yontemleri (klasik kualtir-NNN- ve mikrokultir yontemi),
molekuler yontemler ve serolojik testlerdir. Serolojik testler serumda antikor
arastinlmasina ve antijen aramaya dayall yontemlerdir.  VL'in
dusundldugunde yuksek duyarliik ve 06zgullikte olan serolojik testler
uygulanmaktadir. Serolojik testlere DAT, LAT, (KAtex®), Western Bloting
(IFA), (rK39 dipstik) ve ELISA &rnek olarak verilebilir. Sero-epidemiyolojik

calismalarda serolojik testler yaygin olarak kullaniimaktadir.

Calismamizda Leishmania infantum (MONI/EP126) susu ile BALB/C
farelerde VL fare modeli olusturmak ve enfekte farelerdeki enfeksiyonun
mikroskobik, kuiltir ve serolojik olarak ELISA yontemiyle Ug¢ aylik surede
takibinin yapilmasi amaglandi. Parazitin farkli promastigot formlarinin immun
yanit Uzerine etkisi, farelerdeki anti-leishmania 1gG yanitinin ELISA
yontemiyle spektrofotometrik olarak saptanan OD duzeylerinin olgimleriyle
yapildi. Enfektif fare gruplari prosiklik promastigot (PP), metasiklik
promastigot (MP) ve her iki formu igeren total promastigotlarla (TP) enfekte

edildi. Ayni zamanda kontrol grubu olarak saglikli fareler kullanildi.

MP ile enfekte edilen grupta Geimsa boyama ve mikrokulltlr
yontemiyle PP formla enfekte edilen gruba goére daha erken enfeksiyon

olusturdugu tespit edilmigtir. Calismamizda ayni anda kan &rneklerine
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uyguladigimiz direkt mikroskobinin duyarlihgi %25 - 81,8 mikrokultur

yonteminin ise duyarlihdi %72,5 - 100 arasinda saptanmistir.

ELISA sonuglarinda birinci ayda U¢ grupta da kontrol grubuna goére
antikor yanitinin yuksek oldugu, ancak PP ve TP gruplarinin OD duzeylerinin
MP grubundan yiiksek oldugu gdézlenmistir. ikinci ayda MP grubunun OD
duzeyinin diger iki gruptan da yuksek oldugu, uguncu ayda ise MP ve TP
gruplarinin OD duzeylerinin PP grubundan daha ylksek oldugu saptandi. MP
ile enfekte grupta ilk ayda diger enfekte gruplara goére antikor dlzeyinin daha
dusuk saptanmasi, enfeksiyon sonrasindaki ilk donemde MP’in immun
sisteminden kagis mekanizmalari ve makrofaj igerisinde sinyal yolaklarini,
gen ekspresyonu gibi fonksiyonlari inhibe etmesinden kaynaklandigi

dusunulmektedir.

Mikrokultir yontemi leishmaniasis tanisinda kisa surede sonuglanan,
pratik, guvenilir ve duguk maliyeti olan bir yontem olup, direk mikroskobik
incelemeye ve klasik kultir yontemine gore daha Ustunddr. Promastigot
formunun prosiklik ve metasiklik formalarinin enfeksiyon patogenezinde
etkinliklerinin farkli oldugu gdézlenmistir. Bu farkli formlarin tedavi direnci ve
enfeksiyon seyri lzerinde farkl etkileri olabilecedi dustnulmekte olup, hayvan
modellerinin farkli formlarin farkli antijenik yapilarinin ortaya ¢ikariimasinda
ve yeni tedavi ve asi segeneklerinin gelistiriimesinde faydali olacag gorusune

variimigtir.
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9-OZET

Leishmaniasis, Dinya Saglik Orgitii Tropikal Hastaliklari Arastirma
Merkezi'nin dnemli kabul ettigi alti hastaliktan birisidir. Bu hastalikta; Visseral
Leishmaniasis (VL), Kutandéz Leishmaniasis (KL) ve Mukokitandz

Leishmaniasis (MKL) olmak tzere Ug farkh klinik tablo ortaya ¢ikmaktadir.

VL; oldurict leishmaniasis  parazit hastaligi olup, tropikal ve
subtropikal bolgelerde gorullr. L.donovani Bati Afrika ve Hindistan’da,
L.infantum ise Avrupa, Kuzey Afrika ve Latin Amerika’da yaygin sus olarak
gorulmekte olup, ilaca direncin giderek artmasi nedeniyle erken tani, tedavide
buyuk onem tasimaktadir. VL tanisi zor ve invazivdir. Dalak aspirasyonu
tanida duyarliidi yliksek olmasina ragmen hayati riski tasimakta, lenf ve

kemik iligi aspirasyonu ise invaziv yontemlerdir.

Dinya Saghk Orgitinin yayinladigi (Leishmaniasis Worldwide and
Global Estimates of Its Incidence) raporunda her yili yaklagik 0.2 - 0.4
milyon VL vakasi rapor edilmektedir. VL vakalarinin %10 kadari 6limle
sonuglanmaktadir. Tahmini olarak yilda 20.000 - 40.000 VL nedeniyle Kisi
hayatin yitirdigi bildiriimektedir.

Calismamizda Leishmania infantum (MONI/EP126) susu ile BALB/C
farelerde VL fare modeli olugturmak ve enfekte farelerdeki enfeksiyonun
mikroskobik, kultir ve serolojik olarak ELISA yontemiyle G¢ aylk slrede
takibinin yapilmasi amaglandi. Parazitin farkli promastigot formlarinin immun
yanit Uzerine etkisi, farelerdeki anti-leishmania 1gG yanitinin ELISA
yontemiyle spektrofotometrik olarak saptanan OD duzeylerinin Olgimleriyle

yapildi.
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Enfektif fare gruplar prosiklik promastigot (PP), metasiklik promastigot
(MP) ve her iki formu igeren total promastigotlarla (TP) enfekte edildi. Ayni

zamanda kontrol grubu olarak saglikli fareler kullanildi.

MP ile enfekte edilen grupta Geimsa boyama ve mikrokdltr
yontemiyle PP formla enfekte edilen gruba goére daha erken enfeksiyon
olusturdugu tespit edilmigtir. Calismamizda ayni anda kan &rneklerine
uyguladigimiz direkt mikroskobinin duyarliigi %25 - 81.8 mikrokultar
yonteminin ise duyarhligi %72.5 - 100 arasinda saptanmigtir. Mikrokultur
yontemi leishmaniasis tanisinda kisa surede sonuglanan, pratik, guvenilir ve
dusuk maliyeti olan bir yontem olup, direk mikroskobik incelemeye ve klasik

kaltar yontemine gore daha Gstunddar.

ELISA sonuglarinda birinci ayda U¢ grupta da kontrol grubuna goére
antikor yanitinin yuksek oldugu, ancak birinci PP ve TP gruplarinin OD
dizeylerinin MP grubundan yiiksek oldugu gézlenmistir. Ikinci ayda MP
grubunun OD duzeyinin diger iki gruptan da yuksek oldugu, tGg¢lnci ayda ise
MP ve TP gruplarinin OD dulzeylerinin PP grubundan daha ylksek oldugu
saptandi. MP ile enfekte grupta ilk ayda diger enfekte gruplara gére antikor
dizeyinin daha dusuk saptanmasi, enfeksiyon sonrasindaki ilk donemde
MP’in immun sisteminden kagis mekanizmalari ve makrofaj i¢erisinde sinyal
yolaklarini, gen ekspresyonu gibi fonksiyonlari inhibe etmesinden

kaynaklandigi dusunulmektedir.

Deneysel galismalarda asi Uretimi igin parazitin formlarinin eldesi ve
asl hedefi olarak aday gen bolgelerinin belirlenmesi amaciyla fakl

promastigot formlarin Gzerinde ¢alismalarin surdurtlmesi faydal olacaktir.

Anahtar kelimeler:Leishmaniasis, hayvan model, tani, serolojik, ELISA
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10- SUMMARY

Visceral leishmaniasis (VL) is a potentially fatal parasitic disease of the
tropics and the subtropics. Leishmania. donovani in East Africa and the
Indian subcontinent and Leishmania. infantum in Europe, North Africa, and
Latin America. With the increasing incidence of drug resistance in endemic
areas, early case-finding and accurate diagnosis for effective treatment is an
essential component of VL control. VL diagnosis was complex and invasive
(direct microscopic examination of splenic, lymph gland, or bone marrow

aspirate).

According to the report published by the World Health Organization
about the leishmaniasis, Based on these estimates, approximately 0.2 to 0.4
cases and 0.7 to 1.2 million VL and Cutaneous Leishmania (CL) cases,
respectively, occur each yearUsing an overall case-fatality rate of 10%, we
reach a tentative estimate of 20,000 to 40,000 leishmaniasis deaths per year.

in our research we have injected the BALB / C mice with Leishmania
infantum (MONI/EP126) for create the leishmaniasis disease and follow
infection with three method microscopy, culture and serological Enzyme-
linked Immunosorbent Assay (ELISA) method. Aimed to evaluated the
infection by three month period and in infection, we used three different
promastigote forms effect of the parasite on the immune response in mice of
different forms of anti-leishmania IgG OD measurements was determined by
ELISA.

The mice groups was; procyclic promastigot (PP), metacyclic
promastigot (MP), containing two forms total promastigotes (TP) and healthy
mice were used in control group.
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In our studies we found the MP group Geimsa staining and
microculture method was early infection befor PP group. Direct microscopy
sensitive %25 - 81.8 whereas the microculture method was %72.5 - 100 as
a result the microculture method is more sensitive than direct microscopy

method.

Microculture method a short time, resulting diagnosis of leishmaniasis,
quick, reliable and low-cost method. Microculture method is better than direct

microscopic and classical culture method.

According to the results, in ELISA’s method the response of the three
groups according to the control group in three months was high. In the first
month, in PP and TP groups the OD levels was higher than the that level in
MP group. In the second month MP group was higher than the two groups.
In the third month MP and TP groups was higher than the PP group. OD
levels in MP group was low in the first month due to infection escape from
the immune responses that would otherwise be directed against it. However,
it is also necessary to inhibit numerous macrophage functions, particularly
those involved in immune surveillance and macrophage activation, at either

the protein or gene expression level.

In experimental studies, In order to determine gene regions vaccine
targeted for vaccine production, it is recomended to obtain parasite forms

and . continue to work on the different forms of promastigote.

Keywords: Leishmaniasis, animal modelling, diagnosis, serology, ELISA
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