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1-GİRİŞ  
 

Leishmania  spp ve Leishmaniasis  

 

Leishmania türleri evrimlerini omurgalı ve omurgasız olmak üzere iki 

konakta geçirirler. Omurgalı konak insan veya diğer memeliler, omurgasız 

konak ise tatarcıklardır. Omurgalılarda Leishmania amastigot kamçısız 

hareketsiz  formunda, omurgasızlarda ise promastigot deniler hareketli 

kamçılı formu  vektörün bağırsağında  bulunur.1,2 

 

İnsan ve diğer memelilerde Leishmania parazitleri özelikle 

retikuloendotelial sistem hücrelerinin içerisinde amastigot formunda 

bulunmaktadır.  Enfekte bir konağı ısıran Phlebotomus'lar  (tatarcık,kum 

sinekleri)kan emerken amastigotları almakta ve orta barsağında. Bu 

parazitlerin kamçılı formu olan promastigotlar meydana gelmektedir. bu süreç 

yaklaşık 1 hafta almaktadır. Promastigot şekli ise mekik veya iğ biçiminde 

kamçılı ve hareketlidir. 10-15 um boyutlarındaki kamçılı  promastigotlar 22-25 

°C 'lik ısının sağlandığı çeşitli besiyerlerinde de in vitro olarak da 

üretilebilmektedirler. Amastigot şekli 2-3 µm boyutlarında yuvarlak-oval bir 

şekile sahip olup kamçısı yoktur ve hareketsizdir. Giemsa veya Wright boyası 

ile yapılan boyama sonrasında büyük bir nukleus yanında sitoplasma 

içerisinde nukleustan daha küçük bir çubuk şeklinde kinetoplast 

bulunmaktadır. 3 
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  Leishmania parazitinin  bilinen 30’den fazla  türü vardır. Bunların 12 

türü  insanları enfekte eder. 1 

 

  Zorunlu hücre içi paraziti olan Leishmania, Trypanozom ailesinin 

Kinetoplastida sınıfında yer almaktadır. 4,5,6  

 

        Zoonotik bir enfeksiyon olan leishmaniasis, köpek ve diğer 

kemiricilerde de ortaya çıkar. Hastalığın klinik seyri, parazitin bulaşması, 

tropizmi ve patogenezi ile konağın immun sistemi arasındaki kompleks 

etkileşimlere bağlıdır. Klinik belirtileri; asemptomatik şekilden visseral 

leishmaniasis gibi ağır tablolarla seyreden değişik şekillerde olabilir. 7 

 

         VL; öldürücü  leishmaniasis  parazit hastalığı olup, tropik ve subtropikal 

bölgelerde görülür. L.donovani’ye Batı Afrika ve Hindistan’da L.infantum  ise  

Avrupa, Kuzey Afrika ve Latin Amerika’da ilaca dirençi giderek çoğalırken 

erken tanı tedavide büyük önem taşır, doğru tanı  doğru tedavi için önemlidir.  

VL tanısı zor ve invazivtir dalak aspirat alması ölüm riski taşır, lenf ve kemik 

iliği aspirasyonu gibi örnek alma invaziv yöntemlerdir. 8,9,10,11 

 

       Türkiye’de, L.donovani, L.infantum, L.tropica, L.major türleri ile 

enfeksiyonlara sıklıkla rastlanmaktadır. Bunlardan ilk iki tür insanlarda 

retiküloendotelyal sistem hücrelerine yerleşerek iç organ leishmaniasis (VL)’ 

ine neden olurlar. L.tropica ve L.major türleri ise deriye yerleşerek deri 

leishmaniosis(KL)’ine sebep olurlar. 12,13 

 

       Leishmaniasis, Dünya Sağlık Örgütü  Tropikal Hastalıkları Araştırma 

Merkezi'nin önemli kabul ettiği 6 hastalıktan birisidir. Bu hastalıkta; Visseral 

Leishmaniasis (VL), Kutanöz Leishmaniasis (KL) ve  Mukokütanöz 

Leishmaniasis (MKL) olmak üzere üç  farklı klinik tablo ortaya çıkmaktadır. 
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Ayrıca son zamanlarda bunlara Diffüz Kutanöz Leishmaniasis (DKL) 

eklenmiştir. Akdeniz bölgesinde de geniş bir yayılım gösteren leishmaniasis, 

eko-epidemiyolojik açıdan Antroponotik Kutanöz Leishmaniasis (AKL), 

Zoonotik Kutanöz Leishmaniasis (ZKL) ve Zoonotik Visseral Leishmaniasis 

(ZVL) olarak ayrılabilmektedir. 7,17,13,14,15,16  Şekil 1.1 

 

 WHO tarafından 1994 yılında AIDS sıklığındaki artışa paralel olarak 

VL olgularında da artış olduğu bildirilmiştir. 18, 19 

 

Dünya Sağlık Örgütünün yayınladığı (Leishmaniasis Worldwide and 

Global Estimates of Its Incidence)   raporunda her yılı yaklaşık 0.2 - 0.4 

milyon  VL ile 0.7-1.2 milyon KL   vakası rapor edilmektedir.  VL vakalarının  

%90’dan fazlası altı ülkede görünmektedir; Hindistan, Etiyopya,  Brezilya, 

Bangladeş, Sudan  ve Güney Sudan. KL daha yaygın olup vakaların üçte biri  

Amerika, Akdeniz havzası  Batı, Orta Doğu ve Asya merkezine doğru ortaya 

çıkmaktadır. KL’in en sık görüldüğü ülkeler ise Afganistan, Cezayir, 

Kolombiya, Brezilya, İran, Suriye, Etiyopya, Kuzey Sudan, Kosta Rika ve 

Perudur.  Hastalık nedeniyle VL Vakalarının %10 ölüme sebep olmakta,  

tahmini olarak yılda 20.000 -40.000 VL nedeniyle kişi hayatını yitiridiği 

bildirilmektedir. 95  Tablo 1.1  
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Bu tahminlerden 2-4 katan daha fazla  olduğu bildirilmiştir 

 

 

 

 

Ülkeler VL vakları /yıllar VL tahmini yıllık sıklığı 

Arnavut 114   /2004–2008 140    -   

Cezayir 111 /2004–2008 130 -  

Bosna-Hersek 2/ 2002–2005 2  -  

Bulgaristan 7/ 2004–2008 8-  

Hırvatistan 5/ 2004–2008 6-  

Kıbrıs 2/ 2008 1-  

Mısır 1/ 2008 1 -  

Fransa 18/ 2004–2008 20 -  

Yunanistan 42/ 2004–2008 50 -  

İsrail 2 /2003–2007 3  -  

İtalya 134/ 2003–2007 160 -  

Ürdün 0 /2004–2008 0 - 0 

Lübnan 0/ 2004–2008 0 - 0 

Libya 3/ 2004–2008 5 -  

Makedonya 7/ 2005–2009 9 -  

Malta 2/ 2002–2005 3 -  

Monaco Bilgi yok  

Karadağ 3/ 2004–2008 4 -  

Fas 152/ 2004–2008 300 -  

Filistin 5/ 2004–2008 10 -  

Portekiz 15 /2003–2007 20 –  

Slovenya Bilgi yok  

İspanya 117/ 2004–2008 140 -  

Suriye 14/ 2004–2008 30  -  

Tunus 89/ 2004–2008 110 -  

Türkiye 29/ 2003–2007 60 -  

Tablo 1.1. Akdeniz ülkelerde tahmin edilen VL sıklığı 95
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Leishmaniasis; tedavi ve kontrolünde yaşanan zorluklar nedeniyle, 

paraziter hastalıklar içinde sıtmadan sonra ikincil önemli hastalık olarak 

anılmaktadır. 15 

Leishmania türlerinin insanlarda sebep oldukları klinik sendromlar ve bunların 

dünyadaki dağılımları tablo 1.2 ‘de gösterilmektedir.  

Tablo1.2 İnsanlarda enfeksiyona sebep olan önemli Leishmania türleri. 20
 

Coğrafik lokalizasyon Klinik Tablo Türler 

Hindistan, kuzey ve doğu Çin, Nepal  Akdeniz havzası, 

Orta Doğu, Balkanlar,Asya, Kuzeybatı Çin ,Kuzey ve 

Sahra altı Afrika 

VL, PKDL 

 

Visseral leishmaniasis 

*L.(L.)donavani 

 

*L.(L.)infantum 

Latin Amerika VL, KL (nadir) L.(L.)chagasi 

Sudan, Kenya, Etiyopya VL, KL L.(L.)archibaldi 

Orta Doğu, Kuzeybatı Çin, Kuzeybatı 

Hindistan,Pakistan, Afrika 

KL L.(L.)major 

Akdeniz havası, Orta Doğu,Batı Asya , Hindistan VL, KL *L.(L.) tropica 

Kenya, Etiyopya, Yemen KL,  diffüz kutanöz 

leishmaniasis 

L.(L.) aethiopica 

Meksika ,Orta Amerika ,Teksas KL. Nadiren mukozal 

leishmaniasis 

L.(L.) mexicana 

Amazon havzası,Brezilya 

 

VL, KL, diffüz kutanöz 

leishmaniasis,nadiren 

L.(L.) amazonensis 

Venezuela KL, diffüz kutanöz 

leishmaniasis 

L.(L.) pifanoi 

Venezuela KL L.(L.) granhami 

Venezuela KL L.(L.) venezuelensis 

Latin Amerika kutanöz leishmaniasis, 

mukozal leishmaniasis 

L.(V.) braziliensis 

Amazon havası kutanöz leishmaniasis L.(V.) guyanensis 

Peru, Arjantin kutanöz leishmaniasis L.(V.) peruviana 

Panama, Costa Pica kutanöz leishmaniasis L.(V.) panamensis 

 
*Türkiye’de   görülen Leishmania türleri 
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Şekil1.1 Leishmaniasisin Dünyadaki dağılımı 21 

 

         VL’de, Leishmania parazitini görerek tanı koymak için, kemik iliği, 

dalak,karaciğer ve lenf bezi aspirasyonu yapılabilmekte veya alınan perifer 

kan örneğinden santrifüj yardımıyla ayrılan çekirdekli hücreler 

incelenmektedir. KL’de ise  lezyon kenarından alınan aspirasyon, kabuk veya 

punch biyopsi örnekleri kullanılmaktadır. Her iki klinik  formda da örnekler 

alındıktan sonraki tan koyma amaçlı yapılan işlemler büyük ölçüde benzerlik 

göstermektedir. 22 
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2-GENEL BİLGİLER  

2-1- Leishmania parazitinin  Morfolojisi 

Leishmania  türleri difazik hayat evresine sahiptir. İnsan ve diğer 

memelilerde amastigot, vektör olan kum sineklerinde ise promastigot formu 

bulunmaktadır.23, 24, 25,26  

2-1-1-Amastigotlar; yuvarlak veya oval şekilli, 2.5-6.8 μm 

büyüklüğünde hareketsisz  olup, lökositler, monositler veya endotel hücreleri 

içerisinde tek tek veya gruplar halinde bulunabilirler. Sitoplazmada uca yakın 

büyük bir nükleus ve nükleusa bitişik kinetoplast bulunmaktadır. Kinetoplastta 

da nükleusdakinden farklı bir DNA bulunmaktadır. DNA’nın dizilimi türlere 

göre farklılık gösterdiği için tür ayrımında yardımcı olmaktadır. Bütün 

Leishmania türlerinde sitoplazmada tek bir mitokondrium vardır. 

Sitoplazmada bulunan golgi aygıtı ve lizozomlar çeşitli enzim aktivitelerinden 

ve parazitin beslenmesinden sorumludurlar. Amastigotlar kamçı cebi içinde 

bir kamçıya sahip olmakla beraber kamçı hücre dışına çıkmamaktadır. 27 Şekil 

2.1  

 

 

Şekil2.1  Leishmania parazitinin  amastigot formu 
21
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2-1-2- Promastigotlar; ise 15-20 μm boyunda, 1.5-5 μm genişlikte mekik 

şeklinde olup kamçılıdırlar. Phlebotomus’ların bağırsaklarında ve besi yerinde 

bulunan formudur. Ön  uçundan çıkan serbest bir kamçısı vardır. Bu yapı 

hareket özelliği kazandırır  Kamçı kökü yanında yerleşmiş dokuz  çift periferik 

ve bir  çift merkezi lifden oluşan bir aksonemi vardır. Nükleus ve nükleolus 

merkezde bulunur. Nükleus membranında porlar vardır. Ayrıca sitoplazma 

içerisinde golgi aygıtı ve endoplazmik retikulum bulunmaktadır. 27,28 ,29  Şekil 

2.2  

  

 

 

Şekil2.2  Leishmania parazitinin  promastigot formu. 
21

 

2-2-Prosiklik  ve Metasiklik  Evreler  

Parazitin amastigot ve promastigot olarak iki hayat formu vardır. Dişi 

Phlebotom   enfekte konaktan kan emerken  amastigotları alır,  vektörün 

barsağında promastigotlar  oluşur. Promastigot, ekstraselüler olarak vektör 

barsağındaki mikrovilluslara tutunur.7,3 Bölünme yeteneği olan bu PP, 

bölünme yeteneğini kaybetmiş MP  dönüştüğünde (metasiklogenez) memeli 

konak için enfektif olan formunu kazanır. 30 Şekil 4 
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Vektör kan emmek için deri ile tekrar temasa geçer ve MP’u  dermise 

enjekte eder. Leishmaniasis oluşumunda sadece MP’un enjekte edilmesi 

yeterli değildir. Promastigotun, mekanik hareketle dermisin derin tabakalarına 

itilmesi gereklidir, aksi halde hedeflediği dermal kapillerlere ulaşması zordur. 

Çok daha önemli bir nokta, inokülasyon bölgesindeki doğal immün engellerin  

 

 aşılması gerekliliğidir. Vektörün tükrüğündeki hyalüronidaz-maksadilan 

gibi vazodilatatör etkili salgılar, enjeksiyon bölgesinde hızlı bir şekilde hareket 

ederek temel immün engellerin aşılmasını sağlar ve enfeksiyonun 

başlamasına yardımcı olur. 31  

 

MP,kültürlerde   stasiyonel  fazda görülmektedir ve  farklı yöntemlerle 

stasiyonel fazdan  izole edilmektedir. 30 

 

Şekil2.3 Metasiklikogenez Döngüsü 
21 
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a                                                                       b 

 

Şekil2.4  (a) Prosiklik promastigot  ve  (b) Metasiklik promastigot formları  91
 

 

 

Yapılan çalışmalarda MP formunu hücre  membranında bulunan 

protenleri PP formundan  130-250 kat daha fazla olduğu tespit edilmiştir ve 

Leishmania spp’inin virülans faktörünün hücre  membranda olduğu tespit 

edilmiştir. 30 

 

MP formu  PP formuna göre  daha hareketli ve Giemsa boyası ile sivri 

kamçıları vücudunun iki katı uzunluktadır  PP formu  ise daha az hareketli ve 

Giemsa boyası ile geniş  kamçısı kısa şekilde görünür. 32  Şekil 2.4   

 

 

 



11 

 

   

 

2-3-SINFLANDIRMA  

 

Dünya Sağlık Örgütünce Leishmania türleri aşağıdaki şekilde 

sınıflandırılmıştır 19 

Alem: Protista 

Altalem: Protozoa 

Şube: Sarcomastigophora 

Altşube: Mastigophora 

Sınıf: Zoomastigophora 

Ordu: Kinetoplastida 

Aile: Tryponosomatidae 

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

Phytomonas  

Cins: Leishmania 

2-3-1-Altcins: Leishmania 

Tür: 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 

Tür: Leishmania braziliensis kompleksi (L.braziliensis, L.colombiensis, 

L.equatorensis, 

L.peruviana) 

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

Leishmania lainsoni, Leishmania naifi  
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2-4-Leishmania’nın Yaşam Döngüsü 

 

Leishmania türleri vektörü olan Phlebotomus veya Lutzomyia cinsi 

tatarcıklar, leishmaniasisli bir omurgalı konaktan kan emerken makrofajlar 

içinde bulunan parazitin amastigot şeklini almaktadır( şekil 2.5). Emilen kan, 

orta midede “peritrofik membran’’ adı verilen bir membran ile sarılmakta ve 

sineğin sindirim enzimleri ile bu membran içine salgılanmaktadır. 

Leishmania’ların bir kısmı makrofajların lizis olması esnasında sindirilirken 

kalanların vücudu uzamakta ve kamçı gelişerek enfektif olmayan promastigot 

şekline dönüşüp bölünerek çoğalmaya başlamaktadır. 

 

Enfektif promastigotları barındıran vektör tatarcık, kan emmek için bir 

omurgalı konağı soktuğu zaman belli bir miktardaki promastigotları da gidiş 

yönü kan akımının aksine olduğu halde inoküle etmemektedir. Deriden 

vücuda giren promastigotlar ilk saatlerdeki serumdaki kompleman tarafından 

opsonize edilmekte ve uygun hücreler tarafından fagosite edilmektedir. 

Fagosite edilen promastigotlar kamçısını kaybederek amastigot şekline 

dönüşmektedirler. Enfeksiyonun bundan sonraki seyrini Leishmania’nın türü 

belirlemektedir. Enfeksiyon deride sınırlı kalabilmekte (L.tropica ) veya iç 

organlara göç edebilmektedir (L.infantum ). Enfekte makrofajlar kan yoluyla 

deriden öncelikle dalak, karaciğer ve kemik iliği olmak üzere diğer dokulara 

doğru hareket etmekte ve bu organlarda çeşitli patolojilere neden 

olmaktadırlar. 4, 7 Şekil 6, 2   
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Şekil2.5 Dişi Phlebotomus (Tatarcık) 
21

 

 

 

Şekil2.6  Leishmania’nın yaşam döngüsü 21
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2-5- Klinik  

(VL)  de amastigotları tüm RES hücrelerinin içerisinde bulmak 

mümkündür. genellikle L.infantum,L.donovani veya L.chagasi neden 

olmaktadır. Ancak  nadirde olsa Orta Doğu’da L.tropica’nın ve Güney 

Amerika’da L.amazonensis’in sebep olduğu olgularda bildirilmektedir. VL’de 

belirtiler arasında  ateş, halsizlik, iştahsızlık fagositoz yapan hücreler paraziti 

fagositoz yapmasıyla birlikte lenf düğümlerinde görülür.  Dalak ve karaciğerde 

anormal büyüme ortaya çıkar. Ateş şiddetli ve aralıklı olarak seyir edilir. 

Hastalık ilerdikçe splenomegali karında ağrı ve şişlik görünür, kilo kaybı, 

hepatosplenomegali, anemi,  lökopeni,  hipergamaglobulinemi yer almaktadır.  

Şekil 2.7  

 

                              Şekil2.7  VL olgusunda  hepatosplenomegali  
21
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Bu hastalık Kala-Azar olarak da adlandırılmaktadır. Bunun yanında 

bazı hastalarda enfeksiyon tamamen asemptomatik seyretmekte ve kendi 

kendine sınırlayan bir özellik göstermektedir. Enfeksiyon özellikle küçük 

çocuklarda ve HIV gibi immun yetmezik  yapan bir hastalıkla birlikte görülmesi 

ilerleyici hastalık oluşumunu etkileyen faktörlerdir.33, 34, 35, 36 

Post –kala-azar dermal leishmaniasis (PKDL), Afrika ve Hindistan’da 

VL olgularının tedavisi sonrası, yaklaşık 2 yıllık bir süreçte başlayan ve deri 

lezyonları olarak görülen, 20 yıl gibi uzun sürelerde devam edebilen bir 

hastalıktır.37 

Kutanöz leishmaniasis (KL) inkübasyon dönemi birkaç hafta ile birkaç 

ay arasında değişebilmektedir. Küçük kuru kabuklu tek bir lezyondan, geniş, 

derin ve skar bırakarak iyileşen birden fazla lezyona kadar değişen ülserler 

meydana gelebilmektedir. Lezyon özelikleri etken leishmania türüne göre 

değişmektedir.L.tropica ‘’kuru’’ kabuklu,yavaş ilerleyen ve tedavi edilmeyen 

olgularda bir yıl kalan lezyonlara neden olurken, L.major ve L.braziliensis 

‘’ıslak’’ zeminli, geniş ve birkaç ayda iyileşebilen lezyonlara neden olmaktadır. 

3  Şekil 2.8  
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Diffüz Kutanöz leishmaniasis (DKL) ise ülserleşmeyen bir papül olarak 

başlayan lezyonun etrafında satellit lezyonları meydana gelmekte ve bu 

lezyonlar hastanın tüm yaşamı boyunca kalabilmektedir. L.tropica sebep 

olduğu lezyonlar, İran ve Orta Asya’da  yaygın olarak görülmektedir. 

Genellikle yüzde görünmektedir. 3 

 

 

 

 

 

 

Şekil2.8 Sağ üst kol lateralında KL lezyonu 
21 

(21) 
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2-6-Leishmaniasis ve Immunolojisi  

 

2-6-1- Patogenez 

Parazite ait faktörler ve konağın savunma mekanizmaları patogenezi 

direk olarak şekillendirmektedirler. Immünopatogenezde, memeli konağın 

genetik alt yapısı doğrultusunda oluşturduğu immün yanıt ile vektörün 

çevresel ve genetik faktörleri rol alıyor olsa da; pek çok mikroorganizma ile 

enfeksiyon sırasında olduğu gibi ilk ve anahtar görevi gören elemanlar 

Leishmania türlerinin moleküler determinantlarıdır Bu determinantlar;  

enfeksiyon için gereken invazif determinantlar ve  immünopatolojiden sorumlu 

determinantlar şeklinde ikiye ayrılabilir. 38,39 

 

 

2-6-1-1-Invazif Determinantlar: Parazit için primer konak hücre olan 

makrofajların enfekte edilmesi, fagolizozomlar veya parazitofor vakuollerde 

başarılı hücre içi yaşam için gereken virülans faktörleri ile gerçekleşir. Bunlar 

arasında; glikozilfosfatidilinositol(GPI), glikozil-fosfolipid (GIPL), lipofosfo-

glikan (LPG), fosfoglikan (PG), proteo-fosfoglikanlar (PPG), leishmanolizin 

(gp63) ve sistein proteaz (CPs) sayılabilir. Enfeksiyon için zorunlu olduğu 

saptanan bu faktörlerin immünopatolojide rol oynamadıkları belirtilmektedir. 

 

2-6-1-2-Pato-antijenik Determinantlar: Enfekte hücreden köken alan bazı 

parazite özgül antijenlerin, konak immün yanıtı ile negatif yönde etkileşerek, 

immünopatoloji olarak gözlenen klinik semptomlardan sorumlu olduğu 

düşünülmektedir.38, 39, 40 
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VL’li hastalarda, enfekte makrofajların konaktaki diğer elemanlarla 

(immün sistem hücreleri gibi) etkileşimleri sonucunda ortaya çıkan bu 

antijenik epitoplara karşı, çok yüksek miktarda Leishmania’ya özgü ancak 

koruyucu olmayan antikorlar saptanmaktadır. Klinik semptomlardan da 

sorumlu olduğu düşünülen bu antijenlerin immünopatogenezde rol oynadığı 

kabul edilmektedir.38  

 

Bu determinantlar; hücre iskeleti proteinleri (kinesin=rK39, tübülin), 

şaperonlar, ısı şok proteinleri (HSP 60, 70, 83, LmSti1), ribozomal proteinler 

(eIF, LiPO, Lip2a, Lip2b) nükleozomlar, histon proteinleri ve glikozomlar (TPI, 

TSA, LACK, LeIF gibi antijenler) gibi protein komplekslerinin içinde bulunan 

sitoplazmik özgün epitoplardır.38, 39  

 

Tüm determinantlar leishmaniasis oluşturabilmek için immün sistemin 

belirli kompartmanları ile etkileşime girerler. İnvazif determinantlar, yani 

virülan fenotipe indirek olarak katkıda bulunan virülans faktörleri, 

Leishmania’nın immün ve immün olmayan engelleri aşarak intraselüler 

enfeksiyon oluşturmasına olanak sağlar. Devam eden kronik süreçte, bazı 

intraselüler amastigotlar ölür ya da lizise uğrar ve amastigotların bir takım 

sitoplazmik molekülleri (pato-antijenik determinantlar) ortaya saçılır. Bu özgün 

epitoplara karşı gelişen konak immün yanıtı, Leishmania’ya karşı immünite 

sağlamakta yetersiz kalır ve leishmaniasiste gözlenen klinik semptomlara 

neden olur.38 

 

Leishmaniasis immünopatogenezi üç  ayrı aşamayı içine alan bir 

etkileşim zinciri olarak ele alınabilir. Hastalık patogenezinde en çok role sahip 

olduğu belirtilen “parazit-memeli konak ilişkisi ” aşamasıdır.41 
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  Başlangıçta makrofaj içersine giren promastigot, amastigot formuna 

dönüştükten sonra hızlı bir çoğalma sürecine girmektedir.  Aynı anda ise 

konağın doğuştan edinilmiş yanıtı ve antijene spesifik immun cevapları 

(hücresel ,geç tip hipersensitivite) devreye girerek asemptomatik veya 

kendiliğinden iyileşen yada iyileşmeyen bir enfeksiyon olamak üzere farklı 

görüntülerde klinik tabloları meydana getirmektedirler.  En ideal koşullarda  

makrofajların aktive olması ile tetiklenen leishmanisidal aktivite, Th1 

hücrelerine bağımlı olarak dentirik hücreler (DC), CD4+ T hücreleri ve 

sentezlenen proinflamatuvar sitokinler (IL-12,IFN-ʸ ve TNF α) tarafından 

denetlenmektedirler.24 

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

Leishmania parazitleri, makrofaj ve DC mekanizmaları, hücre içersinde 

bulunan yapıları bozarak öncelikle humoral immun cevaptan kaçış yollarını 

bulmaktadırlar. Makrofaj içersinde gen eksresyonlarını, kinaz ve fosfatazların 

fonksiyonlarını bozarak makrofaj cevabını ve sitokin sentezini, yüzey 

moleküllerinin oluşumunu, reaktif, oksijen ürünlerinin salınımını 

engellemektedirler.  DC’lerin göçünü inhibe ettikleri gibi bunların T hücreleri 

aktive etmesini de engellemektedirler. Özellikle yüzey membran 

metaloproteazı olan gp63, komplemana bağımlı hücre lizisini engelleyip 

makrofaj içerisinde girmeyi sağlamaktadır. Leishmania’da homoloğu bulunan 

aktive C kinaz reseptörü (LACK) ise baskılıyıcı  Th2 CD4+ hücre cevabını 

oluşturmaktadır. Sonuç olarak amastigotlar makrofaj içersindeki fagolizozom 

içerisindeki asidik ortama adapte olarak hayatta kalmayı başarmaktadırlar. 24 
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2-6-3-Konak Cevabı 

Enfeksiyon bölgesinde yoğun bir mücadeleye girişen konak, çeşitli 

hücrelerini(nötrofiller, monositler, NK, makrofajlar, DC) antijeni tanımında 

görevli reseptör mekanizmalarını (toll-like reseptör) ve çeşitli eriyik molekülleri 

(kompleman,IL-1α,IL-12 ve TNFα’i de içeren sitokinler) bölgeye toplar. Anti-

leishmanial IgG’nin kronik ve iyileşmeyen hastalarda yüksek oluşu da göz 

önüne alınarak savunmada işlev görmediği anlaşılmaktadır.20 

2-6-4-İmmun Yanıt  

  Fare modellerinde çalışmak kolay olmakla birlikte özellikle 

hamsterlerdeki L.donovani ile  oluşan ilerleyici özellikteki enfeksiyon, 

insanlardaki VL kliniğine çok benzemektedir. Yapılan çalışmalarda 

L.donovani enfeksiyonu inoküle edildiğinde, ilk hafta amastigotların deride 

kalıp hücre içerisinde bölündükleri gözlenmiştir.4-6 hafta arasında ise bir 

granuloma oluşumu dikkat çekmekte iken 8.haftada derideki parazitlerin 

büyük çoğunluğunun kaybolduğu gözlenmektedir. Bundan sonra ilk olarak 

karaciğere yerleşirken ve karaciğerdeki bölünme ve sayı artışı çok hızlı 

olurken, dalağa yerleşenler ömür boyu bu organda kalmakta ve ‘’güvenli bir 

liman’’görevi gören dalak sayesinde yavaşça gelişimlerine devam 

etmektedirler.20 

Yapılan çalışmalarda amastigotların 8.haftadan sonra karaciğer kupffer 

hücreleri içinde yerleştiği ve hem dalak hemde karaciğerde IFN-ʸ ve IL-12 

üreten hücrelerin sayısı az olduğunda parazitin erken dönem çoğalmasının 

daha kolay olduğu gösterilmiştir. Parazit gelişiminin ilk 4 haftada IL-12 ‘den 

bağımsız olduğu hem enfeksiyona hassas C57BL/6 farelerde, hemde IL-12  

p40 eksikliği olan özel fare suşlarında bu gelişimin aynı olması ile 

gösterilmiştir. Çalışmalarda L.major  enfeksiyonununda ilk 4-6 haftalık yavaş 

ilerleyen, IL-12  p40, IFN-ʸ, CD40 ve iNOS sunan hücrelerin etkileşimi ile 



21 

 

gerçekleşmektedir. Enfeksiyonun genellikle gerilime aşamasında karaciğerde 

görülen granulomlar immun sistemi baskılanmış farelerde ve ilerleyen 

sistemik tutuluşlu VL olgularında gözlenmemektedir. Karaciğerde granuloma 

oluşumu için, CD40+, CD80+ hücrelerinin, IFN-ʸ, IL-12 sentezinin gerekliği 

gösterilmiş olup, dolaşımdaki monosit ve TNF-α’nın granuloma içerisinde 

parazitin öldürülmesi için şart olduğu gösterilmiştir. Tekrar enfeksiyon 

alınması durumunda ise artık karaciğer enfeksiyona dirençli olup, hemen 

toplanan CD8+ hücrelerinden meydana gelen granulomalar enfeksiyonu 

ortadan kaldırmaktadırlar. CD8 hücrelerinin özellikle uzun dönem immun 

belleğin korunmasında Leishmania enfeksiyonlarında temel rolü oynadığı 

gösterilmiştir.20 

 Dalakta parazit geç dönemde ortaya çıkıp, yavaş yavaş bölündükleri 

için ömür boyunca oradaki varlıkları devam edebilmektedir. BALB/c farelerde  

L.donovani enfeksiyonu sırasında IL-14 bulunmadığı durumlarda IL-10, IL-12, 

IFN-ʸ ve TGF-β varlığı birlikte göstermiştir. Özellikle IFN-ʸ’a cevap vererek NO 

sentezi gerçekleştiren hücrelerin dalakta bulunmaması, parazitin buradaki 

uzun süreli varlığını açıklayabilmektedir. Akut VL olgularının kanlarında 

artmış IL-10 sentezi yanında IL-14, IL-13 ve IgE seviyelerininde arttığı 

gözlenmektedir.25 

2-6-4-1-Humoral İmmun Yanıt: Leishmaniasis enfeksiyonları, hasta 

serumunda anti-leishmania antikorlarının varlığı ile karakterizedir. KL’de aktif 

lezyon döneminde antikor titreleri genellikle çok düşük olarak bildirilmekle 

birlikte bazı çalışmalarda antikor takiplerinin L.braziliensis enfeksiyonlarında 

tanı ve prognoz takibinde kritik öneme sahip olduğu vurgulanmaktadır. Ancak 

VL olgularında bu antikor seviyeleri tipik olarak çok yüksek olarak 

saptanmaktadır.26 
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VL’de Th1 kökenli IFN-ʸ’nın IgG1 ve IgG3 izotiplerini, Th2 kökenli IL-4 

ve IL-5’in ise IgG4’ü düzenlediği düşünülmekle birlikte, bu antikorların 

korunma ve patogenezdeki rolleri tam olarak bilinmemektedir.27 

  Son çalışmalarda IgG’nin enfeksiyondan koruma etkisi olmadığı gibi, 

enfeksiyonun ilerlemesine sebep olan faktörlerden olduğu saptanmıştır. 

BALB/c fareler dışarıdan IgG eklenmesinin hem daha büyük lezyonlara 

hemde daha fazla miktarda IL-10 sentezine neden olduğu bildirilmektedir. 

Artan antikor titreleri son yıllarda DAT, ELİSA, dot-ELİSA, immunoblot, hızlı 

strip test, İFAT, IHA gibi spesifik serodiagostik yöntemlerle tespit edilerek tanı 

konma amacıyla kullanılmakla birlikte Leishmaniasis tanısı hala güçlüğünü 

devam ettirmektedir.28 

 2-6-4-2-Hücresel İmmun Yanıt: KL’de konağın derisinde bulunan DC’ler 

Leishmania parazitlerini fagosite ederek doğuştan sahip olunan immunite ile 

edinsel immunite arasında ilk köprü görevini gerçekleştirmektedirler.  

Fagositozu gerçekleştiren DC’lerin yüzeyinde bulunan class Іve class  

ІІ major histocompatiblite (MHC) moleküllerinin belirginleşmesi,CD40 CD54, 

CD60 ve CD86 gibi yardımcı moleküllerinin yüzeye çıkış ve IL-12 p40 sentizi 

ile enfekte DC’leri deriden en  yakındaki lenf nodlarına transfer edilip burada 

T hücrelerine antijeni sunması gerçekleşmektedir.29 

Yapılan fare çalışmalarında DC’lerin lenf noduna geçişinde CCR2 ve 

CCR7 moleküllerinin sunumu ile ilgili olduğu gösterilmiştir. Genetik olarak bu 

moleküllerden yoksun olan farelerde bu göçün gerçekleşemediği 

gösterilmiştir.32 

VL’de çeşitli kemokinlerin ve kemokin reseptörlerinin Th1 cevabının 

oluşumunu etkilediği gösterilmiştir. Özelikle CCR5 ve MIP-1α’nın eksikliğinin 

enfeksiyonun erken fazındaki IFN-γ cevabını azalttığı gösterilmiştir. Ancak bu 
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cevabın enfeksiyonun kronikleşmesi ile düzeldiği gösterilmiştir. Leishmania ile 

konağın enfekte olması sonucunda karaciğerde hızlı bir CCL2, MIP-1 α ve 

CXCL10 birikmesi olduğu gözlenmektedir. Enfeksiyon sonrasında da yüksek 

konsantrasyonda varlığını devam ettiren CXCL10’un karaciğere Th1 hücre 

toplanmasını tetiklediği buna karşılık  dalaktaki CCL2 yoğunluğunun ise Th2 

sitokinlerinin sentezini attırarak bu bölgede parazitin varlığının devam 

etmesine neden olduğu gösterilmiştir.32 

Th1, Th2 hücre gelişiminde rol oynayan immunolojik faktörler ile ilgili 

özelikle fare modellerinde yapılan çalışmalar,  insan ve hayvan leishmaniasis 

olgularında parazitlerle konak arasındaki etkileşim anlamak konusunda 

yardımcı olmaktadırlar. Enfekte kişilerin lenfositlerine bakıldığında belirgin bir 

IFN-γ ve çok zayıf bir IL-4 varlığı dikkat çekmektedir. Aynı şekilde ağır 

enfeksiyonda IL-4 sentezi öne çıkarmaktadır. VL ve KL’ de iyileşme 

görüldüğünde, biopsi örneklerinde IL-10, IL-12 ve IFN-γ seviyelerinin yüksek 

olduğu gözlenmektedir. Yapılan çalışmalarda sitokin sentezinin tek bir hücre 

üzerinde belirginleşmesinden çok, hem Th1 hemde Th2 hücrelerden 

sentezlenen sitokinlerin varlığı dikkat çekmektedir.  

İnsan çalışmaları ile kıyaslandığında, özellikle fare modellerinde 

yapılan çalışmalar sonucunda elde edilen bilgilerin, leishmanisisden korunma 

çalışmalarına ışık tutacağı düşünülmektedir. 33 Şekil 2.9   
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2-6-5-Parazit-Memeli Konak İlişkisi ve İmmünopatogenez 

2-6-5-1-Doğal İmmün Yanıtın Aşılması 

 

İnoküle edilen promastigotun ilk hedefi makrofajlardır. Metasiklik 

promastigot, makrofajdaki C reseptörü 1-3, mannoz fukoz reseptörü ve Fc 

reseptörünü kullanarak tutunmayı gerçekleştirir. Anti-leishmanial antikorlar ve 

C parazitin yüzeyinde birikmeye başlar. Bu noktada parazitin yüzeyinde 

bulunan LPG ve gp63 çok önemli rol oynar.41,42, 43, 44,45 
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C3 molekülü aktif litik formu olan C3b ile LPG ve gp63’ün yüzeyine 

tutunur ve klasik yoldan C aktivasyonu yapar. Leishmania’lar C3b ile 

opsonize olmaları sayesinde CR1-3’ü kullanarak reseptöre bağlı endositozla 

makrofaj içine girer. Ancak yüzeylerinde eksprese ettikleri kalın LPG ve gp63, 

parazitleri C5-9 litik kompleks etkisinden korur.42, 43 

 

Benzer biçimde IgM’ye bağlı immünoaderans mekanizmaları da, C 

bağlı lizis gelişmeden çok önce Fc reseptörü yolu ile fagositoza olanak 

sağlamaktadır. Burada dikkat çeken bir başka nokta, çok az sayıda parazitin 

makrofajlarda olmasıdır. Diğer bir çok mikroorganizma için sorun olacak bu 

durum Leishmania’lar için avantaj olarak kullanılmaktadır, çünkü görmezden 

gelmek“ignorance” tetiklemek yolu ile de doğal bağışıklığın ilk 

basamaklarında konağa üstün gelebilmektedirler. Chang ve McGwire’ın 

ortaya koyduğu şekilde, LPG ve gp63 invazyon sonrası down regüle 

edilmektedir ki bu regülasyon da parazitin hedeflediği gözden kaçma ve 

düşük immünojenite olgularını desteklemektedir. Promastigotların 

fagositozunu takiben, tutunma ve bağlanmada önemli rol oynayan parazit 

ürünleri ve virülans faktörleri tekrar devreye girer. Hücre içi öldürme ve 

degradatif makrofaj yolakları ile interfere olarak parazitin zarar görmeksizin 

makrofaj içinde yaşamasını ve çoğalmasını sağlarlar.43,44 

 

LPG molekülünün fonksiyonları şu şekilde özetlenebilir: 

1. Adezyon moleküllerini (ICAM ve VCAM) ve makrofaj kemotaktik 

protein-1’i (MCP-1) inhibe ederek makrofaj göçünü engeller. 

2. Oksijen radikalleri ile NO ve NOS2 inhibiyonu ve protein kinaz C (PKC) 

sinyal yolunun inhibisyonu üzerinden oksidatif yıkımı engeller.42,44 

3. Fagozom-endozom füzyonunu geciktirir. gp63’ün fonksiyonları ise 

şöyledir: 
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1. Makrofaj içi oksidatif yıkım inhibisyonu yapar. 2. Proteaz aktivitesi ile 

lizozomal sitoliz ve degradasyondan korunma sağlar. 

 

Bu etkilere, tükrüğün makrofaj anti-leishmanial aktivite baskılama etkisi 

ve vazodilatasyon etkisi eklendiğinde, parazit promastigottan, dirençli olan 

amastigot formuna dönüşecek zamanı kazanır (immün yanıt oluşumunu 

erteleyerek ve geçici olarak baskılayarak zaman kazanır) ve yeterli derecede 

çoğalarak asıl hedefi olan yeni hücreleri enfekte edecek kapasiteye ulaşır. Bu 

kapasite sağlandıktan sonra fagozom-sekonder lizozom füzyonu gerçekleşir 

ve parazitofor vakuol oluşur. Bunu takiben makrofajlar parazit tarafından lizise 

uğratılır. Enfeksiyon bölgesine gelen diğer mononükleer fagositler ve antijen 

sunan hücre (ASH) kapasitesine sahip hücreler - özellikle DH- sekonder 

enfeksiyon hedefi haline gelir.43 

 

 2-6-5-2-Adaptif İmmün Yanıtın Aşılması 

 

Kutanöz lezyonlarla seyreden, tedavisiz bile %95 oranında spontan 

iyileşebilen KL etkeni L.major ile tedavisiz %95 ölümle sonuçlanan ve visseral 

özellik gösteren VL etkeni L.donovani’nin patogenezi, hayvan (özellikle fare) 

modelleri üzerinde yapılan çalışmalar ile bugünkü düzeye ulaşmıştır. Son 

yıllarda yapılan çalışmalar iki etkenin de her iki tipte hastalık 

oluşturabileceğini gösterir niteliktedir. Leishmania enfeksiyonun gidişi, 

koruyucu hücresel immün yanıt ile patoloji meydana getiren ve hastalığı 

ağırlaştıran immün yanıt arasındaki kompleks etkileşimler sonucunda belli 

olmaktadır.  Farelerin L.major ile enfeksiyonları, hastalık patogenezinin 

aydınlatılması açısından önemli olmanın yanı sıra, immün yanıt 

fonksiyonlarının anlaşılmasını da sağlayan çok değerli bir modeldir. Bazı 

fareler (C7BL-6), L.major ile enfekte edildikten sonra kutanöz lezyonlar 

geliştirirler ve hastalığı bölgesel lenf nodlarında sınırlandırırlar. Bu hayvanlar 
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insandaki KL’ye model olmaktadır. Enfeksiyonu kontrol edemeyen ve sistemik 

hale getiren fareler (BALB/C) ise, insandaki VL ya da DKL immünopatogenezi 

için model teşkil eder.43,44 

 

 Leishmania enfeksiyonlarına direnç ya da duyarlılıktan sorumlu olan 

immünolojik yolakların açığa çıkarılması, immün sistemin Th1/Th2 dengesine 

bağlı olan, hücresel-hümoral polarizasyon farklılığını ortaya koymuştur. 

Th1/Th2 dengesi, patojenin tipine ve virülans faktörlerine, ASH’lerin “naïve” T 

hücreleri ile etkileşimlerine ve salgılanan sitokinlere bağlı olarak 

gelişmektedir. Th1/Th2 dengesinin Th2 yönüne kayması veya Th1 yanıtının 

baskılanması leishmaniasisden sorumlu olarak düşünülmektedir. Adaptif 

immün yanıtın L.major ve L.donovani tarafından modülasyonu ve hastalık 

gidişine ait bilgiler deneysel hayvan modellerinden köken almaktadır.43,44 
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3-LEİSHMANİASİS’İN LABORATUAR TANISI   

 

3-1-Etkene Yönelik Tanı 

Parazitolojik yöntemler yüksek özgülük fakat, düşük duyarlılık gösterir. 

Doku, dalaktan aspirat, lenf nodlarından  ve kemik iliğinden  alınan örneklerle 

direkt mikroskobi yöntemiyle yüksek özgülük fakat duyarlılıkta farklık 

görülmüştür. Duyarlılık dalaktan alınan örneklerde (%93-99) iken kemik 

iliğinde (%53-86) ve lenf bezlerinde (%53-65) olarak saptanmıştır. Dalaktan 

aspirat alması ölüm riski taşır, lenf ve kemik iliği aspirasyonu da  invaziv 

yöntemlerdir.  Klasik  kültür yöntemlerinde dalak ve kemik iliği aspirasyonu 

yüksek özgüllük gösterir fakat, uzun zaman alması  ve  emek yoğun olması, 

konsantrasyon riski taşıması yapımını zorlaştırır. Son yıllarda geliştirilen 

mikrokültür yöntemi (MCM) daha yüksek duyarlılık, düşük maliyet ve sonuçlar 

kısa zamanda elde edilmesi mümkün olmuştur.46, 47,48 

Tanıda epidemiyolojik veriler, klinik ve laboratuar bulguları ile serolojik 

tanı yöntemleri önem taşımaktadır. Etkensel tanı ise her zaman için ön 

plandadır. Klinik  VL ile sıtma, bruselloz, verem, dönek humma, tifo, paratifo, 

sepsis, histoplazmoz gibi hastalıklarla karıştırılabilir. Hepatit, enfeksiyöz 

mononükleoz, lösemi chagas hastalıgı, akut sistozomiyaz, hepato-splenik 

sistozomiyaz, PKDL, lepra ve sifilisten ayırt edilmelidir. Bunlardan dolayı 

tanımında laboratuar metodlarının  büyük önemi vardır. Kala-azar'la sıtma 

birlikte bulunabilir.4,12 
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Kala-azar sonrası deri leishmaniasis’i lepra ile karıstırılabilir. Endemik 

bölgelerde uzun süren ates, ilerleyici kilo kaybı, hepatosplenomegali, 

pansitopeni ve hipergamaglobulinemi VL ‘i akla getirmelidir.7, 4, 17, 13  

 

KL veya VL’den şüphelenilen olgularda, kesin tanı alınan örneklerde 

amastigotların görülmesi ile konmaktadır. VL olgularında ,kemik iliği, dalak 

aspirasyon materyalleri incelenirken KL’dan alınan örneklerin incelenmesi 

gerekmektedir. Direk Giemsa boyama ile örnekler incelenirken aynı zamanda 

NNN besiyerinde yapılan ekimler sonucunda besiyerinde üreyecek  

promastigoların takip edilmesi ile de tanı konmaktadır. Ayrıca anti-

leishmaninal antikorların gösterildiği İFAT, rk39 antijenin kullanıldığı ELİSA 

testleri ile hızlı test olarak kullanılan rk39 dipstick testleri ve spesifik DNA’nın 

gösterildiği möleküler teknikler tanı amaçla kullanabilmektedirler.3 

 

3-1-1-Direkt mikroskobi  

 

Kan, kemik iliği ve dalak ponksiyon materyali ve karaciğer 

aspirasyonundan hazırlanan yayma preparatlar Giemsa ile boyanır ve 

mikroskobun (X100) büyütmesinde incelenir.  Kemik iliğinde parazit ilk 

enfeksiyonlarda % 94, relapslarda % 64 oranında bulunur. Dalak  ve 

karaciğer aspirasyonuda parazitin bulunma oranı % 96 -98’dir. Ancak her iki 

yöntemde  de hayatı tehdit edici derecede kanama riski vardır. Eğer büyümüş 

lenf nodu varsa oradan  da biyopsi yapılabilir. Tanıda kemik iliği aspirasyonu 

en güvenli yöntemdir.12, 50, 51 
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3-1-2- Klasik kültür yöntemi  

 

Kala-azar'lı hastalardan alınan kemik iliği, karaciğer, dalak ponksiyon 

materyalleri ya da  sitratlı kan leishmaniasis’in tanısı için en eskiden beri 

kullanılan ve günümüzde de en uygun  olan N.N.N. besiyerine ekilir. 23-

25°C‘lik etüvde 21-30 gün inkübe edilir. Besiyerlerinde  leishmania’nın ara 

şekli olan promastigotların üremesiyle kesin tanı konur.4, 12, 50, 51 , 52  

 

Kültür ile tanının duyarlığı, kültür ortamına inoklülasyon sırasında 

aseptik koşullara dikkat edilmesi ve daha sonraki günlerde kültürlerin 

dikkatlice incelenmesiyle arttırabilmektedir. Ancak tanının hemen mümkün 

olmaması kültür yönteminin dezavantajıdır. Eğer yeterince dikkat edilmezse 

kontaminasyon riski bulunduğu unutulmamalıdır.22 

 

Leishmania üretiminde kullanılan diğer besiyerleri   (RPMI 1640 - 

Medium 199 - Schneider's Drosophila Medium  - Nutrient Broth ) sayılabilir  

Ancak etkenin izolasyonu için N.N.N. besiyeri kullanılmalı ve üremeyi takiben 

istenirse  diğer sıvı besiyerlerine aktarılmalıdır. Hayvan inokulosyonları, 

ponksiyon materyallerini laboratuvar deney hayvanlarına inoküle  edilerek, 

bunların iç organlarında leishmania'ları görmekle de tanıya gidilebilir.3, 52  
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3-1-3-Mikrokültür  

 

Parazitolojik  yöntemlerle vakaların yalnız %30-40'ına tanı koymak 

mümkündür. İç organlardaki hastalığın periferik kan ile tespiti %26 

oranındadır. Yeni bir kültür tanı yöntemi olan Mikrokültür yöntem duyarlılığı 

çok güçlü olup, hastaların %80-95'ine, neredeyse tamamına mümkün hale 

getirildi. Tanı koymak için diğer yöntemlerle en az 1 ay, bazen 6 aya kadar 

uzanan zamana ihtiyaç duyulurken yeni mikrokültür yöntemiyle süre 

maksimum 1 haftaya indi. Ekonomik açıdan da diğer yöntemlere nazaran 

100-130 kez daha ucuza olduğu belirlenmiştir. 

 

  Yapılan çalışmalarda  hasta lezyonlarından alınan örnekleri ile 

mikrokütür ve klasik kültür yöntemleri arasındaki karşılaştırmda mikrokültür 

yönteminin  duyarlılığı% 83-97 olup 4-7 gün içinde elde edilmektedir klasik  

kültür yöntemi ile duarlılık % 20-40  olup 15- 30 gün gibi daha uzun sürede 

elde edilmiştir.46 

 

3-2-Serolojik Tanı  
 

VL’in düşünülmesi durumunda tanıda yardımcı olmak amacıyla  

dünyanın birçok bölgesinde yüksek duyarlılık ve özgüllükte olan  serolojik 

testler uygulanmaktadır. Serolojik yöntemlerde amaç akut fazda artan anti- 

paraziter antikorların titrelerini tayin ederek tanıya yardımcı olmaktadır. 

Serolojik testlerin  pozitif olması leishmaniasis'de çok değerli olmakla birlikte 

seronegatif vakalarda diğer  parazitolojik tekniklere ihtiyaç duyulmaktadır. 

Dolayısı ile birden fazla test uygulamanın  serolojik tanının değerini 

arttırabileceği bildirilmektedir.4 
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Aglütinasyon testleri: Direkt Aglütinasyon Testi (DAT) veya idrarda 

kullanılan lateks Aglütinasyon testi (LAT) rutin olarak VL tanısında kullanılyor. 

DAT yöntemiyle, serum, idrar plazma, çok kolay ve yaygın olarak kullanılan 

yöntemdir, duyarlığı (%90-100), özülüğü (%95-100)  rutin olarak 

kullanmaktadır. (LAT), (KAtex®) testi; idrarda oluşan anti-leishmania  

antikorlarıyla  lateks boncularına kaplanmış L.donovani antijenin arasındaki 

reaksiyona dayanır.  

ELISA ve  Western  Bloting, crud  ve faklı molekül ağırlıklı antijenler 

kullanılmıştır. Ancak bu tekniklerde deneyimli kişiler tarafından uygulanması 

gerekmektedir. Çeşitli yüzeyi antijenleri, ribosomal protein, nükleer protein, 

histon ve kinesin-related protein, hümoral  immün yanıtı oluşturduğu 

saptanmıştır dolayısıyla VL tanısında kullanabilir.  

Uzun zamandır uygulanan İndirekt Fluoresan Antikor (İFA) testine ek 

olarak, İndirekt  Hemaglütinasyon Testi (IHA)’de, rK39 özgül antijeninin 

kullanıldığı hızlı tanı testi (rK39 dipstik) rekombinat antijenleri crud/total 

antijenlerden daha duyarlı ve özgüldür, rekombinat antijenler arasında kinesin 

–related protein (rK39) en umut verici antijendir, rK39 

immunochromatographic strip test (ICT) çok hızlı ve kolayca uygulanan 

serolojik yöntemdir. Anti-leishmanial antikorların saptanması için sero-

epidemiyolojik çalışmalarda yaygın kullanılan antijenlerdir. Tabloda 3.1  

gösterilmiştir. 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63 ,64, 65, 66 ,67, 68, 69 
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Tablo 3.1   Yapılan çalışmalarda VL tanısı için kullanılan rekombinant antijenler Duyarlık ve 
özgüllüğü.

8,59,60
 

 

 

 

 

antijen türü Duyarlık özgüllik 

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 P0 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,LinJ16.1750, 

LinJ22.1590, LinJ33.2870,mLinJ28.2310 

97 - 

Q protein 100 - 
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3-2-1-Direkt Aglütinasyon Testi (DAT)  

 

İnsanda ve köpeklerde VL tanısında kullanılan serolojik bir yöntemdir. 

Afrika trypanosomiasis enfeksiyonlarının ayırmasında ELİSA ve IFAT 

testlerine göre üstün olduğu belirlenmektedir. Bu test basitliğinin yanı sıra, 

özel konjugeye gereksinim göstermemesi, insan ve bütün hayvanların 

serumlarıyla çalışma imkanı verebilmesi nedeniyle de oldukça ekonomiktir .70 

 

DAT yüksek duyarlık ve özgüllüğü sahip olması, özel cihazlara 

gereksinim göstermemesi,antijenin uzun süre ve kolayca saklanabilmesi gibi 

teknik avantajları yanında basit ve ekonomik olmasından dolayı endemik 

bölgelerde yer alan bütün hastanelerde, rutin ve sero-epidemiyolojik 

çalışmalarda rahatlıkla kullanbilmektedir.70 

 

3-2-2-İndirekt Hemaglütinasyon Testi  

 

  Bu yöntemde sadece eriyik antijenler kullanılmaktadır. Eriyik antijenle 

N.N.N. ve diğer, besiyerlerinde üretilen leishmania'nın promastigot şekillerden 

hazırlanır. Eriyik promastigot  antijen solüsyonu -70°C'lik derin dondurucu 

veya liyofilize edilerek kullanılacağı zamana  kadar saklanır. İnsan veya 

koyun eritrositleri uygun  fosfat tampon solüsyonu ile veya FTS ile 

yıkandıktan sonra tannik asit ile duyarlaştırılan eritrositler antijenle kaplanır.71 
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3-2-3-İndirekt Fluoresan Antikor Testi (IFAT) 

         

Goldman tarafından geliştirilen Fluoresan antikor testi   Ameobiasis'de 

patojen amiplerin  ayırımında kullanılmasından sonra, diğer protozoon ve 

helmint hastalıklarının tanısında da  kullanılmaya başlanmıştır. Kala - azar 

hastalığının tanısında kullanılan bu test, tüm  immunoparazitoloji 

laboratuarlarında sıklıkla uygulanmaktadır. Antijen olarak Leishmania'nın 

promastigot  şekilleri kullanılır.71 

 

 Bu test, VL için alışılageldik biçimde uygulanmakta,herhangi bir farkılık 

içermemektedir. Hasta tamaıyla iyileştikten sonra 9 -12 ay sonra da pozitif 

saptanabilmektedir. Bunun yanı sıra erken dönemde de pozitiflik 

saptanabilidiği için hastaları erken yakalamada  ve relapsları belirlemede de 

uygun bir testir.22 

 
 
 KL'de tanı amaçlı olarak tek başına kullanılmaması  önerilmektedir 

Uzun süreli devam eden, dokuya veya mukozaya invaze olmuş lezyonu 

bulunan, uzun süredir çok sayıda titre düzeyi olguların hemen hemen 

tamamında VL hastalarında saptanan düzeyden yüksek olmamaktadır  Diğer 

hastalıklarda olduğu gibi visseral leishmaniasisde de testlerde kullanılan 

antijen önem taşımaktadır. IFAT'ın hassasiyet ve  özgüllüğünün 

saptanmasında amastigot veya promastigot antijen olması yanında kullanılan 

leıshmania suşu ve izole edildiği bölgede uygulanıp uygulanmadığı da önem 

taşımaktadır.22 
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3-2-4-ELISA ( Enzyme-linked Immunosorbent Assay) 

 

  VL tanısında ve seroepidolojik çalışmalarda kullanılan önemli 

testlerden biridir. Promastigot veya amastigot eriyik antijeni kullanılmaktadır.22 

 

  Parazit hastalıklarının etkenleri direkt olarak görülemediği veya 

görülmesi zor olduğu  zamanlarda bu hastalıkların tanısının yapılabilmesi için 

uygulanmakta olan serolojik tanı  yöntemlerindendir.73 

 

  Son zamanlarda ELISA çalışmaları daha spesifik olan  rekombinant 

Leishmania antijenlerin (gp63, rK39, gp70-2 ve dp 72) kullanıldığı testler  

üzerine yoğunlaşmıştır.72, 74, 75  

 

3-2-5-Western Blot 

 

Leishmaniasisde bu test daha çok araştırma amaçlı ve eriyik haldeki 

leishmaial antijenlerle uygulanmaktadır. IFAT ve ELISA ‘ya göre daha hassas 

olduğu kabul edilmektedir.70 

 
Eriyik Leishmania antijeni ve moleküler standartlara Sodium Dodecyl 

Sulfate (SDS)  poliacrylamide jel elektrofrezi uygulandıktan sonra jeldeki 

polipeptidler nitrosellüloz  membrana geçirilmektedir. Bu membran, 3 mm 

genişlinde uzunlamasına kesilerek normal ELISA işlemi uygulanmaktadır. 

ELISA da olduğu gibi spesifik antijenler  kullanılabilmektedir.  VL hastalarının 

serumları 12-120 kD arasında moleküler ağırlıktaki bir  çok antijeni 

kapsamaktadır. 14-16 kD antijenleri leishmaniasis için en yüksek hassasiyeti  

göstermektedirler. Aynı şey AIDS’li hastalarda da geçerli sayılmaktadır. Bazı 

vakalarda 14  kD bantı bulunmasa da 16 kD’luk bant mutlaka saptanmaktadır. 

Endemik bölgelerdeki VL  hastalarının tanımlanmasında 14-16, 22, 24 kD 
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antijenlerine  karşı antikorlar kullanılırken  epidemiyolojik çalışmalarda 14 kD 

ve 16 kD antijenlerine karşı antikor taramanın değerli bir  tanı aracı olduğu 

belirtilmektedir.72 

 

3-3-İndirekt Yöntemler  
 

Kala-azar olgularında gamma-globulinlerde artma ve albumin 

miktarında azalma olduğu  bilindiğinden, şüpheli hastalarda globulin-albumin 

oranını saptamak gerekmektedir. Kala- azar hastalarının serumundaki immun 

globulin artışları genellikle IgG ve bazen de IgM şeklindedir. Albumin-globulin 

oranının değişmesi esasına dayanarak geliştirilen bazı testler  Kala-azar'ın 

tanısında kullanılmaktadır. Bunlardan Napier'in Aldehit (Formol-Jel) testi,  

Chopra'nın Antimon ve Şia'nın presipitasyon testlerini sayabiliriz.4,52 

 

 

3-3-1-Kompleman Birleşmesi Testi  

 

Kala-azar tanısında kullanılan ilk serolojik testlerden birisidir. Bu test 

için antijen, enfekte  deney hayvanlarının dalak ve karaciğerlerinden, 

L.donovani kültür formlarından ve asit - fast  basillerden hazırlanmaktadır. 

Kompleman Birleşmesi testinin esası;  antijenin bağışık serumlar ile 

karıştırılıp, bu karışıma kompleman eklendiğinde, antijenin özel antikoru ile  

birleşirken komplemanı da bağlayıp tesbit etmesidir.71 
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3-3-2-Leishman’ın Deri İçi Testi (Montenegro Reaksiyonu)  

 

Epidemiyolojik Leishmaiasis çalışmalarında önemli bir araçtır. İlk kez 

Montenegro tarafından; kültürde üreyen L. donovani promastigot şekilleri 

fenolle  inaktive edildikten sonra deri içine verilerek yapılan bir testir. 1 

ml'sinde 6-10 milyon promastigot şekiller bulunan solüsyondan 0.1- 0.2 ml 

deri içine verilir. Allerjik olan bu test  48-72 saat sonra okunur. Pozitif 

olgularda enjeksiyon yerinde 5 mm yada daha geniş bir  eritem oluşur. Bu 

test Kala-azar olgularında başlangıçta negatif olup, tedavi sonrası veya  

kronik hale geçtikten sonra pozitifleşir. Genellikle epidemiyolojik çalışmalarda 

kullanılır.4, 3, 7, 71 

 

3-4-Leishmaniasis Tanısında Moleküler Yöntemler  
 

Enfekte organlardan elde edilen örneklerde, genelde parazitin az 

miktarda veya atipik  morfolojide bulunması, kültür yöntemindeki 

kontaminasyon riski nedenlerle  Leishmania parazitlerinin saptanmasında 

güçlükler olabilmektedir. Parazitin direkt  saptanmasına yönelik yöntemler 

güvenli olmasına karşın hassasiyet düşüktür. Bu nedenle  hasta kanı gibi 

kolaylıkla elde edilebilecek bir örnek kullanılarak PCR uygulanabilir.  Tanıda  

kullanılan serolojik metotlar, daha önce parazitle karşılaşılıp 

karşılaşamadığının bir  göstergesi olarak yardımcı, duyarlı ve özgüldür. 

Ancak, immünitesi baskılanmış kişilerde  güvenli değildir. Eski ve yeni olguları 

tam olarak ayıramayabilir. Diğer patojenlerle çapraz  reaksiyonlar olabilir. 

Moleküler tekniklerde, incelenecek örneğin az miktarda olması ya da  örnekte 

parazitin az olması testi fazla etkilememekte, örnekten birkaç farklı inceleme  

yapılmasına olanak sağlamaktadır. Leishmania türlerinin saptanması ve 

tanımlanması için  genellikle her parazitte birçok kopyası bulunan 
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"maxisirküler" ve "minisirküler" kinetoplast  DNA'sı (KDNA) hedef 

seçilmektedir.  

 

Ayrıca sitoplazmada ve nükleusta çok miktarda  kopyası bulunan 16S 

rRNA genleri, küçük alt ünite rRNA genlerinin belli kısımlarından  hazırlanan 

probların kullanıldığı PCR ile, parazitler spesifik ve duyarlı olarak 

tanımlanabilirler. 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82 Tablo 3.2    
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Tablo3.2 Ant-leishmanial tedavi sonrası iyileşen ve  asemptomatik vakaları  tespiti  
etmek için  tanı yöntemlerinin karşılaştırılma çalışması. 83,84

 

Duyarlılık aralığı, +=30–45%, ++=45–60%, +++=60–75%, ++++=75–90%, +++++=95 100%, -ve= testin uygun 

olmadığı  

 

 

 

 

Testler Alınan örnek Tedavi 

sonrası 
asemptomatik 

vakalar 

Notlar 

Kültür (klasik 
ve mikrökültür 

yöntemi) 

,kan ,Lenf 

nod,kemik iliği 

ve dalak  

aspiratı 

+ + Düşük duyarlık 

Serolojik 

yöntemler 
DAT 

Serum, idrar -ve + Duyarlığı ve özgüllüğü 

yüksek ,fakat zaman alıcıdır 

ELISA and 

immunoblotting 

Soluble 

antigens 

Serum, idrar -ve +++ Asemptomatik  olgulara tanı 

koymak için idealdir fakat 

;geçmiş enfeksiyonda 

yararlı değil 

Rekombinant 

antijenleri 

Kan , serum, 

idrar 

-ve/++ -ve/+++ Sadece birkaç antijenle 

geçmiş enfeksiyonda 

kullanabilir 

LAT/KAtex idrar ++ +++ Düşük duyarlı çoğu zaman 

HIV hastalarında kullanılır 

Moleküler 
yöntemler 

PCR 

,kan ,Lenf 

nod,kemik iliği 

ve dalak  

aspiratı 

++++ ++++ Geçmişte ki ve 

ve şimdiki enfeksiyonlar 

ayırt etmez 

PCR-ELISA Kan ve serum - ++++  

Real-time PCR kan ,Lenf 

nod,kemik iliği 

ve dalak  

aspiratı 

+++++ +++++ Mükemmel ama pahalı 

QT-NASBA Duodenal 

Karaciğer, 

+++++ +++++  
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4-ÇALIŞMANIN AMACI  
 

Leishmania infantum  (MONI/EP126) suş ile BALB/C  farelerde  VL 

fare modeli oluşturmak  ve enfekte farelerde enfeksiyonun mikroskobik, kültür 

ve serolojik olarak ELISA yöntemiyle üç aylık sürede takibinin yapılması 

amaçlandı. Parazitin farklı promastigot formlarının immun yanıt üzerine etkisi 

farelerdeki anti-leishmania IgG  yanıtının ELISA yöntemiyle saptanan OD 

ölçümleriyle yorumlanmaya çalışıldı.  
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5-GEREÇ VE YÖNTEM  

 

5-1-Çalışmada kullanılan cihazlar ve kimyasal maddeler   
 

1. Bisturi 

2. Insülin enjektör (ROY-Med) 

3. Ependorf 

4. Gazlı bez 

5.  Otomatik Pipet  (Beta-Pette) 

6. Thoma lamında (Menzel superior)  

7. Santrifüj tüp 

8. Santrifüj cihazı (Boeco) 

9. Derin dondurucu (Uğur ) 

10. 0.22 Mm Filter (Corıng Ny 14831) 

11. Biyogüvenlik kabin (Metissafe) 

12. Ters (invert) mikroskop (Leica) 

13. Hasas terazi (Kernpfb) 

14. Vorteks  cihazı (Boeco) 

15. +4 °C, -20° C ve -80 °C   bozdaolabı (Uğur ) 

16. Otoklav (Sanyo) 

17. Hematokrit tüp (Lamtek) 

18. Cam keser aleti  

19. Lam (Gıtoglas) 

20. Şale  

21. Mikroskop (0lympus Cx31) 

22. Etüv  (Ünve) 

23. Nano drop (Thermo) 

24. Su banyosu (Temette Junior Te-8) 
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25. PH metre 

26. ELISA 96 kuyulu plakları  

27. ELISA çoklu plak yıkama cihazı (Thermo)  

28. ELISA çoklu plak okuyucusu (spektrometre) (Thermo)  

 

 Tablo 5.1Çalışmalarda Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Besiyerleri 

MADDE ADI ÜRETİCİ FİRMA 

RPMI1640 –L glutamin Fenol redli ve fenol redsiz 

besiyerleri GIBCO Invitrogen 

DMEM GIBCO 

Ficoll SIGMA 

PBS MEDICAGO AB 

EDTA APPLICHEM 

Gentamciin GIBCO 

Tween20 SIGMA 

Yağsiz Süt Tozu FLUKA 

Alkalin fosfataz (AP) konjuge IgG MILLIPORE 

Sodyum Karbonat Na2CO3 SIGMA 

Sodyum bikarbonat,  NAHCO3  
MERCK 

Sodyum azid, NaN3 SIGMA 

Çinko Klorür, ZnCl2 APPLICHEM 

MgCl2  Magnezyum klorür, FLUKA 

Glisin, FLUKA 

paranitrofenil fosfat(PNFF , pNPP) SIGMA 

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

Farelerde  VL enfeksiyonu oluşturmak için  Leishmania infantum  

(MONI/EP126)  Yıldız Teknik Üniversitesi  Kiymya – Metalürji Fakültesi  

Biyomühendislik Anabilim Dalından Prof.Dr. Adil ALLAHVERDİYEV’den temin 

edildi. Çalışmada 17 tane BALB/ C (  6-8 haftalık dişi)  fare kullanldı.Şekil 5.1 

 

          Şekil5.1 Çalışmada kullanılan dişi BALB/ C fare 
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Fare enfeksiyonu, enfeksiyonun  sonrasındaki takipleri ve örnek 

alınması Gazi Üniversitesi Laboratuvar Hayvanları Yetiştirme ve Deneysel 

Araştırma Merkezinde (GÜDAM)  yapıldı. Farelerin 11 tanesi  parazitin (MP, 

PP ve TP) üç farklı formıyla 3x  parazit /ml  şekilinde  intraperitonal olarak 

enfekte edildi, kontrol grubu altı fareden oluşturuldu.  Şekil 5.2 Tablo 5.2  

 

             Şekil5.2 Fareye intraperitoneal parazit enfeksiyonu  

 

Tablo5.2  Çalışmada parazit formu ve parazit yüküne göre oluşturulan fare grupları  

 

 

 

Parazit Yükü Parazit Formu Fareler 

3x  parazit /ml TP 4 tane 

3x   parazit/ml MP 4 tane 

3x   parazit/ml PP 3 tane 

- Konrol 6 tane 
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Enfekte edilen  farelerden 3 ay boyunca her hafta  farelerin 

kuyruklarında kan alınarak ince yayma preparatı hazırlanması, mikrokültür 

yapılması  ve ELİSA yöntemi ile anti-leishmaia   IgG’ seviyesi saptanma 

amacıyla kullanıldı.  

 

5-3-Fare enfeksiyonu ve ELISA Yöntemi İçin Leishmania  Suşunun 
Üretilmesi  

      L.infantum  parazitinin üremesi için %10’lük fetal bovin  serum (+L-

glutamin) ve gentamcin (60 mg/ml)  içeren   RPMI 1640 besiyeri  kulanıldı. 

Derin dondurucu (-80°C) ortamında saklanan suşlar oda sıcaklığında 

çözüldükten sonra  hazılanmış RPMI 1640  besiyerine  aktarıldı.  Kültür  27 

°C ‘de   inkübe edildi. Kültürde üreyen (1-2 günde itibaren)  parazitler inverted 

mikroskopta kontrol edildi. Kültürün pasajı haftada bir kez yeni flaska 5 ml 

besiyeri eklenerek ve üzerine 5x  parazit/ml olacak şekilde kültürden 

parazit aktararak yapıldı. 7-10 günlük inkübasyon  sonrasında üreyen 

promastigotlar fareye enfeksiyonu ve   ELISA yöntemi için  antijen eldesi 

amacıyla toplandı.22 

 

Uygulama  

1-Steril ortamda (biyogüvenlik kabininde bek kullanarak)  besiyerleri 

hazırlandı . 

2-  İnaktif (56 °C de 30 dk ) FBS 0.22 µm  filtreden geçirilip besiyerine %10   

olacak şekilde   eklendi. 

3- Gentamcin (60 mg/ml) 1µl/1ml besiyerine olacak şekilde eklendi . 
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4-Hazırlanan besiyeri steril plastik tüplere (50 ml’lik) bölünerek +4 °C’de 

saklandı. 

5- L.infantum  paraziti -80 C°’den(oda sıcaklığında çözüldükten sonra) alınıp 

hazırlanmış besiyerine  5000 parazit /ml olarak şekilde  40 ml’lik flask(yatay 

pozisyonda ) ve 50 ml’lik plastik  tüplere(dikeyi pozisyonda ) 30 ml besiyeri 

ekleyerek kültür yapıldı. Şekil  5.3 

 

Şekil5.3  40 ml’lik falskta Leishmania kültürü  

 

 

 

 

6-Kültür ortamı her gün  inverted mikroskopta  kontrol edilerek promastigotlar 

arandı. 

7- promastigotlar 5 - 9 gün arasında bol olarak (çiçek şeklinde)   ürediğinde, 

ficol dansite gradient  yöntemiyle MP, PP ve TP   formlar elde edildi. Şekil 5.4 
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Şekil5.4  Flaskteki kültürde  çiçek şekilinde görülen Leishmania promastigotları 

 

Parazitlerin Thoma Lamında Sayımı, hareketli parazitleri fikse etmek 

amacı ile kültürden alınan 100μl örneğin üzerine 1:1 oranında %2’lik formalin 

eklenerek ve 5 dakika bekletildikten sonra. Daha sonra fikse edilen hücrelerin 

Thoma lamında sayımı yapıldı. 

 

 

 

 

 

 

 



49 

 

5-4-Prosiklik  ve Metasiklik  Promastigotlatın  İzolasyonu        

1. Leishmania infantum paraziti   RPMI1640 kültürde  7-9  gün sonra  25  

°C’de  stasiyonelfaza geçerek metasiklik  oranı artar. Kültürü 11 güne 

kadar bekletilince  metasiklik formunun ayrıştrılması sağlanır. 

2. Bu amaçla ficol dansite gradient yöntemiyle MP ve PP’lar elde edildi. 95 

3. Prosiklik form logaritmik fazında 4-5 günlük kültürden izole edildi. 

4. Metasiklik form kültürde 7-9 gün üredikten  sonra kültür DMEM ile 2000 

devirde  10 dk 3 defa yıkandı . 

5.  Parazit sayısı 2 ×  parazit /ml RPMI1640 olarak  hazırlandı. 

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

hazırlandı. 

7.  15 ml’lik santrifüj tüpüne  2 ml  parazit konsantrasyonun üzerine  %40 

‘lık ficol PBS, %10 ‘luk ficol DMEM eklendi ve  365 g/10 dk santrifüj  

yapıldı. 

8.  Metasiklik formu % 0 ve% 10 ficoll tabakaları arasında bant şeklinde 

göründü ve mikropipet kullanarak izole edildi.  Şekil 5.5  
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Şekil5.5  Metasiklik Promastigot İzolasyon Yöntemi 95
 

 

9- MP, PP  ve TP forumlarının sayısı 3×  parazit /ml şekilde 

hazırlandıktan sonra farelere intraperitoneal  olarak  enfekte edildi. 

Şekil  5.6 

 

 

Kültür 

Pelletin üzerine RPMI besiyeri 
eklendi 

2000 devirde 10 dk 

santrifüj PBS ile 3 kez 
yıkandı  

2ml %40ficol PBS 

ve 2ml %40ficol 

DMEM 

2x  parazit/ml 

2x  parazit/ml 

356g/10dk 

santrifüj yapıldı %10 ficol 

DMEM 

%40 ficol PBS 

MP 0 - %10 ficol arasında bant şekilinde  
göründü mikropipet ile alındı. 
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a- L. infantum Promastigotların  Metasiklik  Formu 

b-  L. infantum Promastigotların  prosiklik  Formu 

Şekil 5.6  L.infantum Promastigot forumları 

 

 

5-5-Serum Örneklerinin Elde Edilmesi    

        Enfekte olan farelerden 12 hafta boyunca hafta da bir defa  Giemsa 

boyama, mikrokültür  ve ELİSA testler için  kuyruktan kan alındı. Her fareden 

70µL civarında kan alınarak 30 - 40µL  PBS ile sulandırılmış  EDTA içeren 

eppendorflar  konuldu, santrifüj yapıldıktan sonra serum yeni eppendorfa 

aktarıldı, ELİSA için -80°C’de saklandı. 

 

 

 

 

a b 
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Uygulama 

1- Kuyruk iodin ile temizlendi ve steril bisturiyle kuyruk kesildi, ilk 

kesmede kuyruk ucundan 1 cm uzaklıkta kesim yapıldı. Daha 

sonraki haftalarda ise kesik ucun 1 mm yukarısından kesim yapıldı 

ve kan alındı. Şekil 5.7   

 

    Şekil5.7 Enfekte farelerin kuyruklarından kan alınması 
a-bistüri ile kesim 

2- Kuyruk elle sağılarak kanlar steril pipet kulanarak 30 -40µL  EDTA 

içeren ependorflara aktarıldı. Şekil 5.8  b 

 

 

                                                          

Şekil5.7 Enfekte farelerin kuyruklarından kan alınması 

b-pipetle kan alma  

 

 

3- Ependorflar  +4 °C 3500 devirde 10 dakika da  santrifüj yapıldı.  

a 

b 
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4- Serum yeni eppendorfa aktarıldı ve ELİSA için -80°C’de saklandı. 

5- Serumlar ayrıldıktan sonra dipte kalan kanın üzerine 40µL 

RPMI1640  besiyeri eklendi. Şekil 5.8 

 

 

Şekil5.8  Kan örneklerinden serum ayrılması 

 

6- RPMI1640  besiyeriyle karıştırılan kan  hemokrit tüplerine  ve  

tüplerin bir tarafı ateş ile  kapatıldı diğer ucu ise açık bırakıldı. 

7- Hematokrit tüpleri  ateşte eritilmiş  mum içeren cam tüplere 

hemokritler açık tarafı üste ateş ile kapatılmış tafıda alt 

pozisyonda  yerleştirildi  3500 devirde 5 dakika  santrifüj edildi. 

8-  Hematokrit tüpleri santrifüjden sonra  tüpte görünen ince beyaz  

tabakanın üstüden  cam keser aletiyle kesilip pipetle buffy coat’ın 

1-5µL alındı. Şekil 5.9 , 5.10 

 

Şekil5.9 Hematokrit tüpünde oluşan buffy coat tabakası 
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. 

 

Şekil5.10 Hematokrit tüpü cam keser aletiyle buffy coattun  üstünden  kesilmesi 

 

9-   Ayrılan buffy coat ile Giemsa boyama  ve mikrokültür  testi 

yapıldı . 

Buffy coat: EDTA ‘lı kanın santrifüj edilmesi ile beyaz kan hücrelerinin 

toplandığı “buffy coat” olarak isimlendirilir. 

 

5-6-Giemsa Boyamasının Hazırlanma Ve  Yapılması 

           %10'luk giemsa boyası hazırlandı, 10 ml stok giemsa boyası ve 90 ml 

PBS  şale içerisinde hazırlandı . 

Uygulama  

1- Kan örneklerden  ayrılan buffy coat ile  yapıldı. 

2- Lamların üzerine buffy coattan   ince yayma yapıldı . Şekil  5 .11 
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Şekil5.11 Buffy coattan ince yayma perparatının hazırlanışı  

 

3- Lamlar havada kurutuldu ve saf metanolda 5 dk fikse edildi. 

4- Lamlar havada kurutulduktan sonra 30 dk Giemsa boyasında bekletildi. 

5- Çeşme suyıla yıkandı ve havada  kurtuldu. 

6- 100'lük objektif ile  imersiyon yağ kullanılarak mikroskopta  amastigot 

formu incelendi. Şekil 5 .12 

 

Şekil5.12  Fareden  alınan kandan ince yayma perparatında Giemsa boyalı  amastigot 

formu (x100) 
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5-7-Mikrokültür 
 

%10’luk FBS ile hazırlanan RPMI1640 besiyeri kullanıldı. Steril 

hematokrit tüpler  besiyeri ve buffy coat aktarıdıktan sonra steril mumla 

kapatılıp 25-27 °C de inkübe edildi. 

Uygulama  

1-Kan örneklerden  ayrılan buffy coat ile  yapıldı. Şekil 5. 13 

 

 

Şekil5.13 Mikropept ile buffy coat alınması 
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2-Alınan buffy coat 1-5µL  RPMI1640 içeren yeni eppendorfa aktarıldı. 

Şekil 5.  14 

 

Şekil5.14 Alınan buffy coat’ın 70 µl RPMI 1640 içeren yeni ependorafa 
aktarılması 

 

3-Karıştırılıp yeni hematokrit tüplerine aktarılıdı. Şekil 5.15 

 

 

Şekil5.15  Alınan buffy coat tabakasının yeni eppendorfa aktarılması 
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4- steril mumla iki tarafları kapatılarak etiketlenip   25- 27 C’lik sıcaklıkda  7 

gün boyunca inkübe edilerek  her gün inverted  mikroskopta  x20 objektifte  

kontrol edilerek hareketli  promastigotlar arandı. Şekil 5.16, 5.17 

 

 

Şekil5.16  Buffy coat ile kültür karışımının  yeni hematokrit tüplerine aktarılması ve  

steril mumla iki tarafının kapatılması  

 

 Şekil5.17 İnverted mikroskopta x20 objektifte incelenen  mikrokültürde görülen 

promastigotlar   
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5-8-ELISA Testi  

5-8-1-Solüsyonlar 

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

Coating buffer  solüsyonu  sodium karbonat (Na2CO3  1,59 g), sodium  

bikarbonat (NAHCO3   2,93 g) ,sodium  azid( NA2N3  0,2 g)  ve   distile su ile 

1lt’ye tamamlanarak  pH’ısı 9,6   olacak şekilde hazırlandı. 

5-8-1-2-Süt Çözeltisi  

100ml  coating buffer solüsyonuna 2 g süt tozu  ekleyip vorteksleyerk 

hazırlandı. 

5-8-1-3-PBS(PH 7,4) 

  PBS tablet kullanarak hazırlandı.  

5-8-1-4-PBS/Tween20 

  PBS çözeltisine %0,05  (v/v) olacak şekilde Tween20 eklenip 

hazırlandı. 

5-8-1-5-PBS/Tween20/Süt  

           PBS/Tween20 çözeltisine %2 olacak şekilde süt tozu eklenip 

hazırlandı. 

5-8-1-6-Substrat Tamponu (PH:10,4) 

        Çinko klorur,  (0,02 g ZnCl2), Magnesium kolrur  (0,04 g MgCl2) ve 1,5 

g Glisin 200 ml distile suya eklenip PH’sı 10.4 ayarlayarak hazırlandı . 

 



60 

 

5-8-1-7-Substrat Çözeltisi 

  (1/1)  oranında 1 µg paranitrofenil fosfat( PNFF  pNPP sigma) 1 ml 

substrat tamponunda çözündürüldü  Kullanılacağı gün taze olarak hazırlandı. 

5-8-1-8-ELISA Uygulaması  

             Bu test için fiziksel veya kimyasal işlemlerle organizmanın antijenik 

özelliklerinin bozulmadan eriyik antijen hazırlanması gerekmektedir. 

       5-8-1-8-1- Antijen Hazırlaması  

1- Flaskta hazırlanan besiyerinde (RPMİ 1640) yapılan ekimden sonraki 

7- 8. günde alınan promastigotlar  (+4 °C) soğuk PBS ile 2-4 kez 1500 

rpm'de  5 dk santrifüj edilerek yıkandı. 

2- Promastigotların bulunduğu tüpüne distile su eklenerek sulandırıp  5 

kez sıvı nitrojende dondurulup   37°C’lik su banyosunda çöz yapıldı ve 

parazitin  parçalandığı mikroskopta kontrol edildi. 

3- Bu işlem sonrasında  hücre artıklarını uzaklaştırmak amacıyla 9000 

rpm'de 20 dk santrifüj edildi. 

4- Antijen olarak kullanılarak üzere üstteki berrak sıvın kısım toplandı. 

5- 0,05 M karbonat kaplama solüsyonu (coating buffer) (pH: 9,6) içinde 

antijen dilüsyonları hazırlandı ve nano drop cihazı ile protein ölçülerek 

son konsantrasyon 7µg /100µl  protein ölçümü antijen olarak kullanıldı. 

6- Her kuyucuğa kuyu başına 7µg /100µl   antijen solüsyonu  eklenip 

4°C’de gece boyu inkübe edildi. 

7-  ELISA plakları PBS /Tween20 ile 3 defa yıkanıp%2’lik süt tozu 

kaplama solüsyonu (coating buffer içinde) ile 37°C’de 1 saat inkübe 

edildi ve 3 defa  PBS/Tween 20 ile yıkandı.  

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

1- Serum örneklerinin 1/100  dilüsyonları (kontrol ve enfekte tüm farelerin) 

%2 PBS/Tween20/Süt içinde hazırlandı. 

2- Dilüe  edilen serumlar  ELISA plaklarındaki  kuyulara 100µl olacak 

şekilde eklendi. 

3- ELISA plakları 1 saat 37°C’de  nemli ve karanlık  ortamda  inkübe 

edilip 3 defa  PBS/Tween20 ile yıkama yapıldı . 

4- Alkelen fosfataz (AP) konjuge IgG antikorlar 1/1000 oranında 

PBS/Tween20 ile sulandırılarak her kuyuya 100µl olacak şekilde 

eklendi. 

5- ELISA plakları 1 saat 37°C’de oda sıcaklığında inkübe edilip kuyular 

PBS/Tween20 ile 5  kez yıkama yapıldı. 

6- Her kuyuya substrat ilaveli substrat tamponundan 100 µl eklenir 30-45 

dk  karanlıkta inkübe edildi. 

7- ELISA Plaklar oda sıcaklığında karanlıkta bırakıldı. Oluşan renk 

değişimi, ELISA    okuyucusu ile 450 nm’de okumalar gerçekleştirilerek 

belirlendi. Şekil 5.18  

 

Şekil5.18 ELISA test plakları 
 

8- Farelerde oluşan anti-leishmania IgG için ölçülen OD düzeyleri her dört 

haftalık ölçümlerin ortalamları hesaplandı ve aylık karşılaştırldı. 
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5-9- Istatistik Analiz 

      Statistical Packages of Social Sciences (SPSS, version 16.0 for 

Windows) programı ile  Mann-Whitney U testiyle farklı promastigot formlarının 

oluşturduğu IgG yanıtının OD’lerinin karşılaştırlması amacıyla  istatistiksel  

analizi yapıldı  p<0,05 değeri istatistiki olarak anlamlı kabul edildi.  
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6-BULGULAR  

      Çalışmamızda, VL fare modeli oluşturmak amacıyla   BALB/C  fareleri , 

%10’lük fetal bovin  serum RPMI 1640 besiyerinde üretilen L.infantum   

parazitinin TP, PP ve MP formlarıyla enfekte edildi. Formlar ficol dansite 

gradiyent yöntemiyle ayrıldı ve fareler  3x  parazit/ ml yüküyle 

intraperitoneal olarak enfekte edildi. Enfeksiyonun  takibinde üç farklı yöntem 

kullanıldı.  Enfekte olan farelerden 12 hafta boyunca hafta da bir defa  

Giemsa boyama, mikrokültür  ve ELİSA testler için  kuyruktan kan alındı. 

 

6-1-Direkt Tanı  

       Kuyruktan alınan kanlardan ince yayma perparatı hazırlanıp Giemsa 

boyasıyla boyandı.  Örnekler ışık mikroskobunda100x objektif ile  incelendi. 

MP grupta  birinci hafta incelenmesinde amastigot görünmedi anack;  ikinci 

haftada pozitif olarak saptandı. PP grupta Giemsa boyaması ile  birinci ve 

ikinci hafta da  amastigot görünmedi. Üçüncü hafta  pozitif göründü.TP 

grubunda  giemsa boyamasıyla  birinci hafta  negatif olarak saptandı, ancak 

ikinci haftada pozitif göründü.  Şekil 6.1 Tablo 6.1 Giemsa yönteminin 

özgüllüğü ve duyarlılığı  Tablo 6.2 
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Şekil6.1 MP ‘ları ile enfekte edilmiş  balb/c farelerin  giemsa boyama ile 3 hafta  sonra 
yapılan yaymada görülen amstigotları 

 

  

Tablo6.1 Giemsa ile boyanan ince yayma  sonuçları 

Fare grupları Haftalar Giemsa 

 

MP grup 

1.hafta 

2.hafta 

3.hafta 

- 

+ 

+ 

 

PP grup 

1.hafta 

2.hafta 

3.hafta 

- 

- 

+ 

 

TP grup 

1.hafta 

2.hafta 

3.hafta 

- 

+ 

+ 

 

Kontrol  

1.hafta 

2.hafta 

3.hafta 

- 

- 

- 
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Tablo6.2 Giemsa yönteminin özgüllüğü ve duyarlılığı  

Haftalar Duyarlilik Özgüllük 

1.hafta %25 %100 

2.hafta %72,7 %100 

3.hafta %81,8 %100 

 

 

6-2-Mikrokültür  Tanı  
 

    Kuyruktan alınan kanlardan hematokrit tüpler içine  RPMI1640 

besiyeriyle mikrokültür yapıldı. MP grubu birinci hafta alınan kanlar  

mikrokültür 24 saat sonra incelen kültürlerde  ters (invert) mikroskop ile 

hareketli promastigot gözlendi(pozitif). PP  grubunda  birinci haftada 

mikrokültürde negatif iken  ikinci haftada pozitif olarak saptandı. TP grubunda  

birinci hafta mikrokültür testiyle pozitif tespit edildi. Tablo 6.3  Mikrokültür 

yönteminin özgüllüğü ve duyarlılığı Tablo 6.4. 
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Tablo6.3 Mikrokültür yönteminin   sonuçları 

Mikrokültür Haftalar Fare grupları 

+ 

+ 

+ 

1.hafta 

2.hafta 

3.hafta 

 

MP  grubu 
 

- 

+ 

+ 

1.hafta 

2.hafta 

3.hafta 

 
PP  grubu 

 

+ 

+ 

+ 

1.hafta 

2.hafta 

3.hafta 

 
TP grubu 

- 

- 

- 

1.hafta 

2.hafta 

3.hafta 

 
Kontrol 

 

 

 

  

 

Haftalar 

 

Duyarlilik 

 

Özgüllük 

 

1.hafta 

 

%72,5 

 

%66 

 

2.hafta 

 

%100 

 

%83 

 

3.hafta 

 

%100 

 

%83 

Tablo6.4  Mikrokültür yönteminin özgüllüğü ve duyarlılığı 
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6-3-Serolojik Tanı  
     Giemsa ve mikrokültür yöntemlerinin yanı sıra  ELISA testiyle serumda 

oluşan   anti-leishmania IgG’ seviyesi 3 ay boyunca takip edildi. 

MP, PP ve TP gruplarının aylık sonuçları grafiklerde ve tablolarda  

sunuldu.grafik 6.1, 6.2 ,  6.3 ,  6.4  Tablo 6.5 

 

Grafik6.1 MP grubunun aylara göre spektrofotometrik olarak ölçülen  anti-leishmania 

IgG düzelerinin   OD ortalaması 
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Grafik6.2  PP grubunun aylara göre spektrofotometrik olarak ölçülen  anti-leishmania 

IgG düzelerinin   OD ortalaması 

 

 

Grafik6.3  TP grubunun aylara göre spektrofotometrik olarak ölçülen  anti-leishmania 

IgG düzelerinin   OD ortalaması 
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Grafik6.4 Aylık MP, PP ve TP gruplarının spektrofotometrik olarak ölçülen  anti-
leishmania IgG düzelerinin   OD ortalaması 

 

Enfekte edilen tüm fare gruplarında spektrofotometred  450 nm’de 

ölçülen  anti-leishmania IgG antikorların OD düzeleri ayrı  ölçümlerin  

yapıldığı  kontrol grubuna OD düzelerinden farklının istatistiksel olarak 

anlamlı olduğu sapandı. Tablo 6.3 

Tablo  6.5 3 ay boyunca fare  gruplarının OD ortalamsı  ve P değeri 

Fare grupları OD 1.ay OD 2.ay OD 3.ay 

MP 

P değeri 
0.12655 

0.003 

0.2137 

0.003 

0.2232 

0.003 

PP 

P değeri 
0.18508 

0.006 

0.1406 

0.006 

0.20625 

0.006 

TP 

P değeri 
0.1981 

0.004 

0.15175 

0.004 

0.2746 

0.004 

NK 0.045 0.05 0.056 
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7-TARTIŞMA  
 

Leishmaniasis, Dünya Sağlık Örgütü Tropikal Hastalıkları Araştırma 

Merkezi'nin önemli kabul ettiği 6 hastalıktan birisidir. Bu hastalıkta; VL, KL ve  

MKL olmak üzere 3 farklı klinik tablo ortaya çıkmaktadır.13,14,15,16  

 

 Ayrıca son zamanlarda bunlara Diffüz Kutanöz Leishmaniasis (DKL) 

eklenmiştir. Akdeniz bölgesinde de geniş bir yayılım gösteren leishmaniasis, 

eko-epidemiyolojik açıdan AKL, Zoonotik Kutanöz Leishmaniasis (ZKL) ve 

Zoonotik Visseral Leishmaniasis (ZVL) olarak ayrılabilmektedir.7,17 

 

  WHO tarafından 1994 yılında AIDS sıklığındaki artışa paralel olarak VL 

olgularında da artış olduğu bildirilmiştir.7, 18, 19 

 

Zorunlu hücre içi paraziti olan Leishmania, trypanozom ailesinin 

kinetoplastida sınıfınada yer almaktadır. 4,5,6  Zoonotik bir enfeksiyon olan 

leishmaniasis, köpek ve diğer kemiricilerde de  hastalık yapar. Hastalığın 

klinik seyri, parazitin bulaşması, tropizmi ve patogenezi ile konağın immun 

sistemi arasındaki kompleks etkileşimlere bağlıdır. Klinik belirtileri; 

asemptomatik şekilden VL  gibi ağır tablolarla seyreden değişik şekillerde 

olabilir.7 

 

VL öldürücü parazit hastalığıdır, tropik ve subtropik bölgelerde, 

hastalığın etkeni leishmania parazitidir , L.donavani Batı Afrika ve Hindistan 

L.infantum  Avrupa, kuzey Afrika ve Latin Amerika, her yıl yaklaşık 0.5 milyon  

yeni vaka rapor edilmektedir, VL hastalığı nedeni ile 50000 kişi hayatını kayıp 

edilmektedir.83 
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VL’nin Ege, Akdeniz ve Orta Anadolu bölgelerinde, KL’nin ise Güney-

doğu ve Akdeniz bölgelerinde endemik olarak görüldüğü bildirilmiştir. Bu 

bölgelerde yaşıyan  yaklaşık 20 milyon insan leishmanasis  riski altında 

yaşamaktadır.94 

 

Leishmania enfeksiyonlarının kontrolünde, hücresel immünite ile 

beraber,  parazitin virulans faktörleri, tropizmi,  patojenitesi ve konağın 

genetik alt yapısına bağlı olarak geliştirdiği immünite ile vektörün evrimsel 

açıdan sahip olduğu avantajların tamamının rol aldığı etkileşimler sorumludur 

Konakla etkileşimlerinde, doğal bağışık yanıtı aşamaları en temel ve 

hastalığın gidişini belirleyen en önemli basamaktır. Hayvan deneyleri, tüm bu 

modifikasyon ve interferens mekanizmalarının, iki farklı tipte 

immünopatogenez şemasına yol açtığını ortaya koymuştur. KL’de tipik olarak 

Th1 tipi yanıtın Th2 tipi yanıta polarize olması ve hastalığın kronik-persistan 

hale gelmesi söz konusudur. VL’de ise, bir çok doku ve organ aynı anda 

enfektedir. Vektörün, parazitin enfektif formunu intradermal olarak enjekte 

etmesini takiben,  parazit ya makrofajlar tarafından retiküloendoteliyal sisteme 

geçer ya da direk kana karışarak sistemik dolaşıma katılır. Hepatik 

enfeksiyon kendisini sınırlarken, dalakta parazitin çoğalması önlenemez ve 

harabiyet belirgin hale gelir. Hayvan modelleri ve insan hastalığından elde 

edilen verilerin ışığında, yakın gelecekte hastalığın endemik olduğu 

bölgelerde kullanılması uygun olan yeni immünoterapötik yaklaşımlar 

geliştirilmesine çalışılmaktadır.88, 89 

 

İlaca direnç artışı giderek çoğalırken erken tanı tedavide büyük önem 

taşır, doğru tanı  doğru tedavi için önemlidir ve hastalığın iyileşmesinde çok 

yararlıdır. Ateş, splenomegali ve pansitopeni tablosu ile gelen hastalarda VL 

tanısının akla getirilmesi ve öncelikle serolojik testler yapıldıktan sonra pozitif 

olarak saptanan hastalardan kemik iliği incelenmesi yapılmalıdır.88 
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VL tanısı zor ve invaziftir, dalak aspirat alması ölüm riski taşır, lenf ve 

kemik iliği aspisrayonu gibi örnek alma invazif yöntemlerdir.88 

 

Leishmaniasis tanısında çeşitli yöntem kullanılmaktadır;  Direkt 

mikroskobi, Kültür yöntemleri (Klasik  kültür ve mikrokültür yöntemi ), serolojik 

testler ise  serumda antikor  araştırmasına dayalı bir yöntemlerdir. VL’in 

düşünüldüğü halde  tanısında duyarlılık ve özgüllükte olan  serolojik testler 

uygulanmaktadır.  Serolojik olarak DAT, LAT, (LAT), (KAtex®), Western  

Bloting (İFA), (rK39 dipstik) ve ELISA  örnek olarak verilebilir.  Anti-

leishmanial antikorların saptanması için sero-epidemiyolojik çalışmalarda 

yaygın olarak  kullanmaktadır. Serolojik testlerin en önemli testlerinden olana 

ELISA yöntemi çok yaygın olarak kullanılmaktadır, duyarlı ve özgüldür. 

Ancak, immünitesi baskılanmış kişilerde  güvenli değildir. Serolojik 

yöntemlerin dezavantaj tedaviden sonra  uzun süre antikorların pozitif 

seyretmesi  nedeniyle geçirilmiş, yeni  ve  asemptomatik olguları tam olarak 

ayırt edilmemesidir.8, 9, 10, 11,  22 

 

VL’in tanısında  moleküler tanı yöntemleride  kullanılmaktadır . 

Parazitin direkt  saptanmasına yönelik yöntemler güvenli olmasına karşın 

hassasiyet düşüktür. Bu nedenle  hasta kanı gibi kolaylıkla elde edilebilecek 

bir örnek kullanılarak PCR uygulanabilir.76, 77  

Çalışmamızda, Leishmania infantum  (MONI/EP126) suş ile BALB/C  

farelerde  VL fare modeli oluşturmak  ve enfekte farelerde enfeksiyonun 

mikroskobik, kültür ve serolojik olarak ELISA yöntemiyle üç aylık sürede 

takibinin yapılması amaçlandı. Parazitin farklı promastigot formlarının immun 
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yanıt üzerine etkisi farelerdeki anti-leishmania IgG  yanıtının ELISA 

yöntemiyle saptanan OD ölçümleriyle yorumlanmaya çalışıldı. 

 

 

 TP, PP ve MP formlarının enfeksiyonunda  hangi form daha etken,  

daha virülans olduğunu  ve aralarındaki   immün yanıt farkını takip   etmek 

için,üç farklı yöntem kullanıldı; Giemsa (ince yayma perparat), mikrokültür 

yöntemleriyle 3 hafta boyunca her hafta bir defa yapıldı,  ELISA ise üç ay 

boyunca her hafta bir kez  TP, PP ve MP karşı oluşan antikor yanıt  farkını, 

aynı zamanda  yöntemler arasındaki duyarlılık farkını ortaya çıkarmak 

amacıyla yapıldı. Fare kuyruklarından alınan kanlar ile ince  yayma perparat 

hazırlanıp Giemsa boyasıyla direkt mikroskobi  ve mikrokültür  yöntemleriyle  

birinci hafta itibariyle incelendi. Direkt mikroskobi ile birinci haftada enfekte 

edilen 3 grupta da (MP, PP ve TP) negatif olarak  saptandı; ancak  ikinci 

haftada MP ve TP farelerinde pozitif iken PP farelerinde sadece  üçüncü 

haftada  pozitiftir. (Tablo 6.1 ) Mikrokültür yöntemiyle birinci haftada MP  ve 

TP grupları pozitif iken PP grubu negatiftir fakat ikinci haftada pozitif olarak  

saptanmadı. Tablo 6.3 

Giemsa ve mikrokültür yöntemlerinin yanı sıra  ELISA testiyle serumda 

oluşan   anti-leishmania IgG’ seviyesi 3 ay boyunca takip edildi.MP grubunun 

OD ortalaması birinci aydan itibaren üçüncü ay kadar  sabit artış göründü 

(grafik 6.1), PP  ve TP  farelerde elde edilen OD ortalaması  artış görünür 

iken ikinci ayda antikor yanıtında düşüş göründü, ve  üçüncü ayda tekrar artış 

saptandı.( grafik 6.2, 6.3 )’te gösterilmiştir. 

MP grubunun birinci ayda OD ortalamasının  (0.12655 ),  PP ve  TP ( 

0.18508  0.1981) gruplarından düşük olduğu göründü. İkinci ayda ise MP 

grubunun OD ortalaması (0.2137) diğer iki gruptan da  PP ve TP 
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(0.1406,0.15175) yüksek  olduğu saptandı. Üçüncü ayda MP grubunun OD 

ortalaması 0.2232,  PP grubundan  0.20625  yüksek iken  TP  grubundan 

(0.2746) düşük  olduğu göründü. Tablo 6.5   garfik 6 .4 

 

Enfekte edilen tüm fare gruplarında spektrofotometred  450 nm’de 

ölçülen  anti-leishmania IgG antikorların OD düzeleri ayrı  ölçümlerin  

yapıldığı  kontrol grubuna OD düzelerinden farklının istatistiksel olarak 

anlamlı olduğu sapandı. Enfekte edilen grupların anti-leishmania IgG  OD 

düzeylerinin kontrol grubuna göre istatiksel olarak yüksek saptanmasına 

karşın, grup için aylık antikor ölçümlerinde anlamlı fark  saptanmamıştır. ( 

P>0.05 ) 

 VL tanısında Direkt mikroskobi yöntemiyle yüksek özgülük fakat 

duyarlılıkta farklık dalaktan alınan örneklerde (%93-99) iken kemik iliğinde 

(%53-86) ve lenf bezlerinde (%53-65) görülmüştür.12 

 

 Fakat başka çalışmalarda  dalak  ve karaciğer aspirasyonuda parazitin 

bulunma oranı %96 -98’dir. Ancak her iki yöntemde  de hayatı tehdit edici 

derecede kanama riski vardır. 47 

 

Bizim çalışmamızda periferik kandan yapılan ince yayma perpartlarının  

direkt mikroskobi yöntemiyle  duyarlılığı ( %25 - 81,8 ) iken özgülüğü  ise 

%100 olarak saptandı.  

 

KL’de  hasta lezyonlarından alınan örneklerinde mikrokültür yöntemin 

duyarlılığı %83-97 olup  4-7 gün içinde sonuç verdiği klasik yöntemi ise 

duyarlılığı % 20-40  olup 15- 30 günde sonuçlanmaktadır.46 
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VL şüpheli hastalarda Periferik kan ve kemik iliği örneklerin kullanarak 

mikrokütür ve klasik kültür yöntemleri karşılaştırmasında mikrokültür 

yöntemiyle  kemik iliğinde %100  ve Periferik kan %77.8 –100 klasik kültür 

yöntemiyle ise %37.5 –100 kemik iliğinde  ve%0 –100 Periferik kanda ise 

oranında parazit saptanmıştır. 92 

 

Bizim çalışmamızda periferik kandan yapılan mikrokültür yöntemiyle 

duyarlılığı %72,5 - 100 özgüllüğü  ise %66 - 83 olarak saptandı. 

 

Mikrokültür yöntemiyle ELISA, IFAT ve PCR  yöntemler arasındaki 

duyarlılık ve özgüllüğü karşılaştırması amacıyla asymptomatik fare kanları 

kullanıldı. Duyarlılıkları   ELISA  için %17.64,  IFAT  için %,8.82 ve  PCR   için 

%5.88 saptanırken mikrokültürde %100  görünmüştür.93 

 

Çalışmamızda aynı anda kan örneklerine uyguladığımız direkt 

mikroskop %25 - 81,8 ve mikrokültür yöntemi %72,5 - 100 arasındaki 

duyarlılık  sonucunda mikrokültür yöntemi daha duyarlı olduğu belirlenmiştir. 

 

MP,  PP ve TP’ların hangi formunun   enfeksiyon oluşturmak için  daha 

etkin, daha dirençli  ve daha virülan  olduğunu tespit etmek için çalışmalar  

yapılmıştır. 

 

KL oluşturmak amacıyla BALB/C (KL hassas tür ) ve C57BL/6 (KL 

dirençli tür) farelerine  L. amazonensis  parazitinin MP formu ( parazit/ml) 

ve TP’lar  ( parazit/ml)  ayak tabanından  verilmiştir. Farelerin iki türünde 

de MP ve TP enfeksiyon  sonucu  aynı sitokinlerin  salgılandığı ve benzer 

klinik tablo oluştuğu gözlenmektedir.  MP’un dozu leishmanisis oluşturmak 

için  gereken  TP dozundan 10-100 kat  az olduğu bildirilmiştir. Aynı   
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çalışmada  ayrıca 6 haftalık dişi BALB/C  farelere MP dozu  ( parazit/ml) 

ve TP ( parazit/ml) kuyruktan  verilmiştir. Üç hafta sonra fareler sakrefe 

edilmiştir,  dalak , karaciğerden ince yayma preparat yapıp Giemsa boyasıyla  

direkt  bakılmıştır,  MP formuyla enfekte edilen farelerin  dalak ve karaciğerde 

de total ile enfekte edilen farelerden parazit yükü olarak daha çok olduğu 

tespit edilmiştir. 85 

 

MP ve  PP  forumlarının taze insan serum ile 37 °C   30 dakika  inkübe 

edildi. MP formunun kompleman aracılı lizize daha dirençli olduğu 

saptanmıştır.90 

 

Aynı sayıda  L.chagasi  MP ve TP formuyla enfekte edildi. Enfekte 

edilen  farelerde  MP formuyla edilen ferelerde   TP ile olandan parazit yükü 

olarak üç  kat daha fazla olduğu saptanmıştır. Ayrıca aynı çalışmada  parazit  

membranında   bulunan proteninler  ölçerek   WB yöntemiyle stasiyonel  

fazdan izole edilen MP formunun  log fazındaki PP formundan 130-250 kat 

fazla  olduğu saptanmıştır, bu çalışmada MP formu PP formundan virülans 

olduğu, parazitin  virülans faktörü  membranda olduğu tespit  edilmiştir. 86 

 

Çalışmamıza elde edilen sonuçlar  MP ‘un virülansına yönelik yapılan 

çalışmalarla uyumlu olduğu saptanmıştır. MP  ile enfekte edilen grupta 

Geimsa boyama ve mikrokültür yöntemiyle PP formla enfekte gruba göre 

daha erken enfeksiyon oluşturduğu tespit edilmiştir. MP ve  TP grupları   

birinci haftada Geimsa ile parazit saptanmaz iken mikrokültür yöntemiyle  ilk 

haftadan itibaren parazit üremesi görülmüştür. PP ile enfekte grupta parazit 

ancak ikinci haftada mikrokültür ile saptanır iken,  üçüncü haftada ince yayma 

perparatlarında amastigotlar görünmüştür. 
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ELISA sonuçlarında birinci ayda üç grupta da  kontrol grubuna göre 

antikor yanıt vardır ancak PP ve TP gruplarının OD değeri MP grubundan 

yüksek olduğu görünür iken ikinci ayda MP grubunun OD değeri diğer iki 

gruptan da yüksek iken üçüncü ayda MP ve TP grupları PP grubundan 

yüksek olduğu saptandı. istatistiksel  analizide MP farelerde P 

değeri(P<0.003) üç ay boyunca TP gurubundan düşüktür ,ayrıca  TP gurubun 

P değeri(P<0.004) PP gurubundan P değeri(P<0.006) düşük  olarak saptandı. 

 

MP ile enfekte grupta ilk ayda diğer enfekte gruplara göre antikor 

düzeyi daha düşük saptanmıştır. İstatiksel olarak bu fark anlamlı olmasında 

enfeksiyon sonrasında ilk dönemde MP’in immun sisteminden kaçış ve 

makrofaj içerisinde sinyal, gen ekspresyonu gibi fonksiyonları inhibe 

etmesinden  kaynaklandığı düşünlmektedir.96 

 

 Elde edilen sonuçlara göre TP ve MP’lar enfeksiyon oluşturmak için 

PP formundan daha enfektif göründmüştür. Mikrokültür yöntemi erken tanı 

koymak ve  MP ve PP  ayrımını  yapmak imkanların  sağlamaktadır. 

Deneysel  çalışmalarda aşı üretimi için parazitin formlarının eldesi ve 

aşı hedeflerinin aday gen bölgelerinin belirlenmesi amacyıla faklı promastigot 

formların üzerinde çalışmalar sürdürülmelidir. 
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8- SONUÇ  

Leishmaniasis tanısında farklı yöntemleri kullanılmaktadır; direkt 

mikroskobi, kültür yöntemleri (klasik kültür-NNN- ve mikrokültür yöntemi), 

moleküler yöntemler ve serolojik testlerdir. Serolojik testler  serumda antikor  

araştırılmasına ve antijen aramaya dayalı  yöntemlerdir. VL’in 

düşünüldüğünde yüksek duyarlılık ve özgüllükte olan serolojik testler 

uygulanmaktadır.  Serolojik testlere DAT, LAT, (KAtex®), Western  Bloting 

(İFA), (rK39 dipstik) ve ELISA  örnek olarak verilebilir. Sero-epidemiyolojik 

çalışmalarda serolojik testler yaygın olarak  kullanılmaktadır.  

Çalışmamızda Leishmania infantum  (MONI/EP126) suşu ile BALB/C  

farelerde VL fare modeli oluşturmak  ve enfekte farelerdeki enfeksiyonun 

mikroskobik, kültür ve serolojik olarak ELISA yöntemiyle üç aylık sürede 

takibinin yapılması amaçlandı. Parazitin farklı promastigot formlarının immun 

yanıt üzerine etkisi, farelerdeki anti-leishmania IgG yanıtının ELISA 

yöntemiyle spektrofotometrik olarak saptanan OD düzeylerinin ölçümleriyle 

yapıldı. Enfektif fare grupları prosiklik promastigot (PP), metasiklik 

promastigot (MP) ve her iki formu içeren total promastigotlarla (TP) enfekte 

edildi. Aynı zamanda kontrol grubu olarak sağlıklı fareler kullanıldı. 

MP ile enfekte edilen grupta Geimsa boyama ve mikrokültür 

yöntemiyle PP formla enfekte edilen gruba göre daha erken enfeksiyon 

oluşturduğu tespit edilmiştir. Çalışmamızda aynı anda kan örneklerine 
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uyguladığımız direkt mikroskobinin duyarlılığı %25 – 81,8 mikrokültür 

yönteminin ise duyarlılığı %72,5 - 100 arasında saptanmıştır. 

 

ELISA sonuçlarında birinci ayda üç grupta da kontrol grubuna göre 

antikor yanıtının yüksek olduğu, ancak PP ve TP gruplarının OD düzeylerinin 

MP grubundan yüksek olduğu gözlenmiştir. İkinci ayda MP grubunun OD 

düzeyinin diğer iki gruptan da yüksek olduğu, üçüncü ayda ise MP ve TP 

gruplarının OD düzeylerinin PP grubundan daha yüksek olduğu saptandı. MP 

ile enfekte grupta ilk ayda diğer enfekte gruplara göre antikor düzeyinin daha 

düşük saptanması, enfeksiyon sonrasındaki ilk dönemde MP’in immun 

sisteminden kaçış mekanizmaları ve makrofaj içerisinde sinyal yolaklarını, 

gen ekspresyonu gibi fonksiyonları inhibe etmesinden kaynaklandığı 

düşünülmektedir. 

Mikrokültür yöntemi leishmaniasis tanısında kısa sürede sonuçlanan, 

pratik, güvenilir ve düşük maliyeti olan bir yöntem olup, direk mikroskobik 

incelemeye ve klasik kültür yöntemine göre daha üstündür. Promastigot 

formunun prosiklik ve metasiklik formalarının enfeksiyon patogenezinde 

etkinliklerinin farklı olduğu gözlenmiştir. Bu farklı formların tedavi direnci ve 

enfeksiyon seyri üzerinde farklı etkileri olabileceği düşünülmekte olup, hayvan 

modellerinin farklı formların farklı antijenik yapılarının ortaya çıkarılmasında 

ve yeni tedavi ve aşı seçeneklerinin geliştirilmesinde faydalı olacağı görüşüne 

varılmıştır.    

 

 

 



80 

 

9-ÖZET        

Leishmaniasis, Dünya Sağlık Örgütü Tropikal Hastalıkları Araştırma 

Merkezi'nin önemli kabul ettiği altı hastalıktan birisidir. Bu hastalıkta; Visseral 

Leishmaniasis (VL), Kutanöz Leishmaniasis (KL) ve Mukokütanöz 

Leishmaniasis (MKL) olmak üzere üç  farklı klinik tablo ortaya çıkmaktadır.   

VL; öldürücü  leishmaniasis  parazit hastalığı olup, tropikal ve 

subtropikal bölgelerde görülür. L.donovani Batı Afrika ve Hindistan’da, 

L.infantum  ise  Avrupa, Kuzey Afrika ve Latin Amerika’da yaygın suş olarak 

görülmekte olup, ilaca direncin giderek artması nedeniyle erken tanı, tedavide 

büyük önem taşımaktadır. VL tanısı zor ve invazivdir. Dalak aspirasyonu 

tanıda duyarlılığı yüksek olmasına rağmen hayati riski taşımakta, lenf ve 

kemik iliği aspirasyonu ise invaziv yöntemlerdir. 

Dünya Sağlık Örgütünün yayınladığı (Leishmaniasis Worldwide and 

Global Estimates of Its Incidence)   raporunda her yılı yaklaşık 0.2 - 0.4 

milyon  VL vakası rapor edilmektedir. VL vakalarının %10 kadarı ölümle 

sonuçlanmaktadır. Tahmini olarak yılda 20.000 - 40.000 VL nedeniyle kişi 

hayatını yitirdiği bildirilmektedir. 

Çalışmamızda Leishmania infantum  (MONI/EP126) suşu ile BALB/C  

farelerde VL fare modeli oluşturmak  ve enfekte farelerdeki enfeksiyonun 

mikroskobik, kültür ve serolojik olarak ELISA yöntemiyle üç aylık sürede 

takibinin yapılması amaçlandı. Parazitin farklı promastigot formlarının immun 

yanıt üzerine etkisi, farelerdeki anti-leishmania IgG yanıtının ELISA 

yöntemiyle spektrofotometrik olarak saptanan OD düzeylerinin ölçümleriyle 

yapıldı.  
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Enfektif fare grupları prosiklik promastigot (PP), metasiklik promastigot 

(MP) ve her iki formu içeren total promastigotlarla (TP) enfekte edildi. Aynı 

zamanda kontrol grubu olarak sağlıklı fareler kullanıldı. 

MP ile enfekte edilen grupta Geimsa boyama ve mikrokültür 

yöntemiyle PP formla enfekte edilen gruba göre daha erken enfeksiyon 

oluşturduğu tespit edilmiştir. Çalışmamızda aynı anda kan örneklerine 

uyguladığımız direkt mikroskobinin duyarlılığı %25 - 81.8 mikrokültür 

yönteminin ise duyarlılığı %72.5 - 100 arasında saptanmıştır. Mikrokültür 

yöntemi leishmaniasis tanısında kısa sürede sonuçlanan, pratik, güvenilir ve 

düşük maliyeti olan bir yöntem olup, direk mikroskobik incelemeye ve klasik 

kültür yöntemine göre daha üstündür. 

ELISA sonuçlarında birinci ayda üç grupta da kontrol grubuna göre 

antikor yanıtının yüksek olduğu, ancak birinci PP ve TP gruplarının OD 

düzeylerinin MP grubundan yüksek olduğu gözlenmiştir. İkinci ayda MP 

grubunun OD düzeyinin diğer iki gruptan da yüksek olduğu, üçüncü ayda ise 

MP ve TP gruplarının OD düzeylerinin PP grubundan daha yüksek olduğu 

saptandı. MP ile enfekte grupta ilk ayda diğer enfekte gruplara göre antikor 

düzeyinin daha düşük saptanması, enfeksiyon sonrasındaki ilk dönemde 

MP’in immun sisteminden kaçış mekanizmaları ve makrofaj içerisinde sinyal 

yolaklarını, gen ekspresyonu gibi fonksiyonları inhibe etmesinden 

kaynaklandığı düşünülmektedir. 

Deneysel çalışmalarda aşı üretimi için parazitin formlarının eldesi ve 

aşı hedefi olarak aday gen bölgelerinin belirlenmesi amacıyla faklı 

promastigot formların üzerinde çalışmaların sürdürülmesi faydalı olacaktır. 

Anahtar kelimeler:Leishmaniasis, hayvan model, tanı, 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. 

İn 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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