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OZET

Leyismanyoz etkeni olan Leishmania turlerinin tammlanmas hastahgin
klinik ozelliklerini belirlemek, hastaligin seyrini takip etmek ve hastalara uygun
tedavi uygulamak icin gok 6nemlidir. Leyismanyoz un epidemiyoloji ileilgili klasik
bilgilerde Leishmania tropica (L. tropica) ve Leishmania major (L. major)’un
Kutantz LeyismanyozZ'a, Leishmania infantum (L. infantum) ve Leishmania
donovani (L. donovani)'nin ise Visseral LeyismanyozZa neden oldugu
bildirilmektedir.

Son yillarda, Leishmania tdrlerinin genotiplerinin ve patojenitesinin
belirlenmesinde polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayali molekiler yontemler
gelistirilmistir. Bu galismalar sonucunda KL hikayes olmayan VL olgularinda L.
tropica, VL hikadyes olmayan KL olgularinda ise L. infantum tdrleri izole
edilmistir. Bu durum literattrde rapor edilen klask bilgilerin dogru olmadig, L.
infantum ile L. tropica’mn her iki formdaki Leyismanyoz' a neden olabilecegi
ihtimalini ortaya ¢ikartmstir.

Bu calismada Kutantz Leyismanyoz lu olgulardan L. tropica (%49), L.
infantum (% 36), L. major (%15), Visseral Leyismanyoz lu olgularda L. infantum
(%56), L. donovani (%31) ve L. tropica (%13) tlrleri izole edildi. Kutantz
Leyismanyoz lu olgulardan izole edilen L. infantum ve L. major’un haplotip, L.
tropica’ min heterotip oldugu tespit edildi. Visseral L eyismanyoz lu olgulardan izole
edilen L. infantum, L. donovani ve L. tropica'min haplotip oldugu tespit edildi.
Kutantz LeyismanyozZlu olgulardan izole edilen L. infantum’lar ile Visseral
Leyismanyoz' lu olgulardan izole edilen L. infantum’larin nikleotit dizileri
arasinda benzerlik gorulmektedir. Bu durum Kutan6z Leyismanyoz olgularindan
izole edilen L. infatum tdrlerinin Visseral Leyismanyoza neden olabilecegini
dustindirmektedir. Cahismada Kutandz Leyismanyoz hikayes olmayan Visseral
Leyismanyoz olgularinda ise L. tropica turi tespit edildi.

Cahsmanin sonucunda Visseral Leyismanyoz etkeni olarak bilinen L.
infantum’un Kutandz LeyismanyozZlu olgularda da gorilebilecegi, Kutantz
Leyismanyoz etkeni olarak bilinen L. tropicamin Visseral Leyismanyoz lu
olgularda da goéruldigi saptandi.

Anahtar Kelimeler: Leishmania, Leyismanyoz, DNA Dizi Analizi
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ABSTRACT

Diagnosis of Leishmania species which has Laishmaniass effect is very
important for determination of clinic features of disease, pursuing the course of
disease and apply proper therapy to patients. In the classical information about
epidemiology, it isknown that Laishmaniasis causes Leishmania tropica (L. tropica)
and Leishmania major (L. major) causes Cutaneous Laishmaniasis, Leishmania
infantum (L. infantum) and Leishmania donovani (L. donovani) causes Visceral
Laishmaniasis.

In the recent years, molecular methods based on polymerase chain reaction
(PCR) have been developed in the determination of genotypes and pathogenicity of
Leishmania species. As a result of these studies L. tropica was isolated in VL cases
without KL story, L. infantum species were isolated in KL cases without VL story.
This dtuation reveals the probability that classical information reported in
literature may be wrong, L. infantum and L. tropica may cause Laishmaniasis in
both forms.

In this study, L. tropica (49%), L. infantum (36%), L. major (15%) from
Cutaneous Laishmaniasis; L. infantum (56%), L. donovani (31%) and L. tropica
(13%) speciesin Visceral Laishmaniasiswereisolated. It was seen that L. infantum
and L. major from Cutaneous Leishmaniasis were haplotype, L. tropica from
Cutaneous Leishmaniasis was heterotype. It was found that L. infantum, L.
donovani and L. tropica from Visseral Leishmaniass were haplotype. The L.
infantum’s nucleotide series has smilarity with nucleotide series of L. infantum
isolated from caseswith Visceral Laishmaniasis. This situation makes usthink that
L. infantum species isolated from Cutaneous Laishmaniasis cases may cause
Visceral Laishmaniasis. In the study L. tropica species were determined in Visceral
L aishmaniasis cases which have no Cutaneous L aishmaniasis story.

Asaresult of the study, it was determined that L. infantum which is known
as the factor of Visceral Laishmaniasis can be observed in Cutaneous
Laishmaniasis and that L. tropica which is known as the factor of Cutaneous
Laishmaniasis can be observed in Visceral Laishmaniasis.

Kew Words: Leishmania, Leishmaniasis, DNA Sequencing
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GIRIS

Yirmiden fazla Leishmania tUrinin sebep oldugu Leyismanyoz, Kutandz
Leyismanyoz ve Visseral Leyismanyoz olmak Uzere iki temel formda gorulmektedir.
Kutantz Leyismanyoz (sark ¢ibami, Antep c¢ibam, Halep c¢ibani, Delphi ¢ibani, Yil
ciban, guzellik cibani) genellikle deriyi ve bazen de deri ve mukozolar: tutan ve iz
(skar) birakarak iyilesen lezyonlar ile karakterize bir deri hastaligidir. Visseral
Leyismanyoz ise ates, kilo kaybi, karaciger, dalak blydmesi gibi belirtiler ile ortaya
cikabilen ve tedavi edilmediginde 6liimle sonuglanabilen bir hastaliktir*?.

Kutan6z Leyismanyoz (KL) olgularinin %90 indan fazlasi iran, Afganistan,
Suriye, Suudi Arabistan, Brezilya ve Peru'da; Visseral Leyismanyoz (VL) olgularinin
%90’ dan fazlasi ise Banglades, Brezilya, Hindistan ve Sudan’da meydana gelmektedir.
1950'li yillardan ©6nce en fazla Guneydogu Anadolu Boélgesinde olmak Uzere
Tarkiye'nin Leyismanyoz icin endemik bir bolge oldugu, 1950'den sonra sivrisinek
kontrolinde kullamilan DDT nedeniyle azaldigi, ancak 1960'dan sonra sivrisinek
kontrol calismalarindaki yetersizlikten dolay: olgu sayisinin arttig: bildirilmektedir. Son
on yildir ise ¢zellikle Cukurova Boélgesinde Leyismanyoz' un dnemli bir halk saglig:
problemi oldugu rapor edilmektedir®*°.

Leyismanyoz etkeni olan Leishmania turlerinin tanumlanmast hastaligin seyrini
takip etmek ve hastalara uygun tedaviyi uygulamak icin cok 6nemlidir. Leyismanyoz’ un
epidemiyolojisi ileilgili klasik bilgilerde Leishmania tropica (L. tropica) ve Leishmania
major (L. major)’un Kutandz Leyismanyoz’ a, Leishmania infantum (L. infantum)’un ve
Leishmania donovani (L. donovani)'nin ise Visseral Leyismanyoz'a neden oldugu
bildirilmektedir®”.

Son vyillarda Leishmania tdrlerinin  genotiplerinin - ve patojenitelerinin
belirlenmesinde polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayali molekiler yontemler
gelistirilmistir. Bu calismalar sonucunda Kutantz Leyismanyoz hikayesi olmayan
Visseral Leyismanyoz olgularinda L. tropica, Visseral Leyismanyoz hikéyes olmayan
Kutandz Leyismanyoz olgularinda ise L. infantum tdrleri izole edilmistir. Bu durum
literatlirde rapor edilen klasik bilgilerin eksik oldugunu, L. infantum ve L. tropica’ nin
her iki Leyismanyoz enfeksiyonun etkeni olabilecegi ihtimalini ortaya gikartmustir®®,



Bu ¢alismada Kutandz Leyismanyoz olgularindan izole edilen L. infantum ve L.
tropica ile Visseral Leyismanyoz olgularindan izole edilen L. infantum ve L. tropica
turleri arasindaki farklilik ve benzerlikleri DNA dizi analizi ile tespit etmek
amaclanmistir.  Calismamin sonucunda literatirde belirtilen Kutantz Leyismanyoz
olgularindan izole edilen L. infantum ve L. tropica tirlerinin Visseral Leyismanyoz' a
neden olup olmachg:r sorusuna cevap bulunmustur. Boylece Kutandz Leyismanyoz
olgulart 6limcil olan Visseral Leyismanyoz'a maruz kalmadan tedavi edilecektir.
Ayrica bu calisma ile literatiirde eksik olan Cukurova Bolgesindeki Leyismanyoz etkeni

olan Leishmania tdrleri tammlanmustir.



2.GENEL BILGILER

Leishmania parazitleri ilk kez William B. Leishman tarafindan 1901 yilinda
saptanmis ve isimlendirilmistir. Leishmania cinsine ait tdrlerin yasam devrelerinde
morfolojik olarak, memeli konakta gorilen ‘’amastigot” ve vektérde gorilen
“’promastigot” sekil olmak Uzere iki farkli sekilde bulunmaktadir. Her iki sekilde de
nikleus yuvarlak veya oval sekilde, kinetoplast oval veya cubuk sekilde gorilmektedir.
Leishmania turleri morfolojik bakimindan birbirinden farklidir. Leishmania turleri
tedavi edilmediginde vicutta iz birakan deri enfeksiyonu Kutantz Leyismanyoz ve
tedavi edilmediginde 6lumcil olan i¢ organlar enfeksiyonu Visseral Leyismanyoz

olmak Uizere iki farkl1 Leyismanyoz etkenidir'?.

2.1. Leishmania’min Morfolojis

Leishmania tdrlerinin yasaminda amastigot ve promastigot sekilleri goralUr.
Amastigot sekil deride ve i¢ organlarda monositler, polimorf gekirdekli |okositler ve
endotel hicrelerine yerlesir. Hicre icinde cogalip evrimini tamamlayinca hticre
parcalanir ve bu yapilar hiicre disinda da gorilebilir. Amastigot sekil aeropdur ve
besinlerini konak hiicreden saglar, boyuna ikiye boltinerek cogalir. Giemsa ile boyanmis
amastigotun sitoplazmast mavi, ¢ekirdegi pembe veya koyu kirmizi renkte gorulir.
Cekirdegin yakininda bulunan ve parlak kirmizi menekse renkte boyanan yapiya
kinetoplast denir. Kinetoplast, omurgasiz konaktaki kamgili evrenin kamgisimin ¢iktigi
bolgedir™?. (Sekil 1)

Sekil 1: Leishmania amastigot seklinin ince yapisi



Promastigot sekil tek kamgili, mekik seklindedir ve vektor vicudunda
gorilmektedir. Promastigot sekil omurgali konak vicuduna girdiginde vicut
ylzeyindeki kompleman: baglayabilme yetenegine sahiptir. Promastigotlar hedef
makrofajin yuzeyindeki kompleman reseptérlerine yapisarak, opsonize edilmis bir
sekilde makrofaj tarafindan daha kolay fagosite edilmektedir®®. (Sekil 2)

Sekil 2: Leishmania promastigot seklinin ince yapisi
2.2. Leishmania nin Yasam DOngusi

Leishmania turleri yasam dongulerini biri omurgali digeri omurgasiz iki konak
vicudunda tamamlamaktadir. Bu ylzden Leishmania diheteroksen parazitler grubuna
girmektedir. Yasam dongllerinde eseyli treme gorilmedigi icin konaklar: son veya ara
konak olarak tamimlanmaz. Omurgali konak insan ve diger memelilerdir. Omurgasiz
konaklar ise Phlebotomus ve Lutzomyia turd sineklerdir. Bu sinekler parazitin
vektoriidir ve omurgal konaga paraziti bulastirmaktadirlar’?2,

Leishmania turlerinin konak zinciri; omurgali konak - tatarciklar - omurgali
konak seklinde uzanmaktadir. Leyismanyozlu kisiden kan emen disi tatarcik, amastigot
iceren hicreleri de alir. Bu evre vektorin orta bagirsaginda hemen promastigot sekle
donusir ve cogalir. Bu konaktaki son asama metasiklik evredir ve eklembacaklilarin
hortumunda yerlesir. Kan emme esnasinda bu evredeki parazitler, antikoagulan
kompleman reseptérlerine tutunan parazit hiicre icine girer ve orada defalarca ikiye
boltinerek cogalir. Cogalma tamamlaninca hiicre parcalanir, serbest kalan parazitler yeni



hicreleri enfekte eder. Cogalma bu sekilde devam ederken disi tatarcik enfekte insan
veya omurgali konaklardan kan emerse, parazitler onun viicuduna gecer ve dongu
tamamlanmus olur®®. (Sekil 3)
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Sekil 3: Leishmania’ mn Yasam Donguisil
2.3. Leishmania’ nin Molekiler Yapis

Leishmania gekirdekte bulunan DNA’'nin yam sira kinetoplast DNA (kDNA)
olarak bilinen mitokondrial DNA’ya sahiptir. KDNA, minicircle ve maxicircle olmak
Uzere iki kisimdan olusmus bir DNA modeli icermektedir. Maxicircle, 20-35 kb
blyuklGglinde, homojen, minicircle ise 0,5-1,5 kb kalinliginda olan heterojen dairesel
DNA molekilidiir®”,

Leishmania genomlarinda ardh ardina dizilmis tekrarlanan genler bulunmaktadir
ve olgun mRNA'’larin polisistronik prekirsorleri olarak RNA’ya donismektedirler. Bu
MRNA'’larin islenme yontemlerinin en 6zgunlerinin *’trans-splincing’’ ve mitokondrial
mRNA’larin *’ post-transkripsiyonel editing’’ ile islenmesi oldugu diistinil mektedir®.

TUm Leishmania tirlerinde yiksek derecede korunan genler 1 Mb'dan biiytk
kromozomlarda bulunmaktadir. Leishmania’'mn asil gerekli olan genleri biyuk



kromozomlarda bulunurken, diger kromozomlar 6zel adaptasyonlar icin ya da ¢ok 6zel
fonksiyonlar (yuzey proteazlari, antijenler, sekresyon faktorleri vs.) icin yardimci gen
kopyalarin tasimaktadir'™.

Leishmania genomunda 8300 protein kodlayan ve 900 RNA bulunmaktadir.
Protein kodlayan genlerin yaklasik %401 2 ile 500 arasinda Uyesi bulunan toplam 662
ailede yer almaktadir'®.

Leishmania turleri yiksek derecede esnek bir kromozom organizasyonuna
sahiptirler ve tur icinde bile kromozom blylUklugl ve sayisinda degisiklikleri
gorilmektedir. Tum Eski Dunya suslarinda toplamda haploid genom igin 35 Mb
blyukliginde, 0,3 Mb ile 3 Mb arasinda degisen 36 heterolog kromozom

tammlanmustir®*.

2.4. Leyismanyoz

Toplam olarak yirmiden fazla Leishmania tir veya alt ttrinin sebep oldugu
Leyismanyoz, Yeni Dunya da 22, Eski Dinya'da ise 66 Ulkede olmak Uzere 4 kitada
toplan 88 Ulkede endemik olarak gorulirken, Gilneydogu Asyada
bulunmamaktadir™>*°.,

Leyismanyoz temel olarak iki ana klinik sekilde gorulmektedir. Deri sekli olan
Kutandz Leyismanyoz' da; lezyonlar genelde lokalize kalmakta, deri Ulseri gelismekte,
kalici bir iz ile birlikte kendiliginden iyilesebilmekte ve dmir boyu siiren bir bagisiklik
birakmaktadir. ic organlarda yerlesen formu olan Visseral Leyismanyoz'da ise;
dizensiz ates, kilo kaybi, dalak, karaciger, lenf yumrulari blyimesi ve anemi gibi
onemli semptomlarla ortaya cikmakta ve tedavi edilmezse 6liimle sonuglanmaktadir'’ 2.

Visseral Leyismanyoz kala azar, kara hastalik, karahumma, 6ldiren ates, ic
organlar leyismanyozu gibi isimler ile bilinmektedir. Kutantz Leyismanyoz ise sark
cibani, guzellik cibam, Halep c¢ibam ve deri leyismanyozu gibi isimler ile
adlandirilmaktachr'>,

Leyismanyoz ekoepidemiyolojik agidan sadece insandan-insana bulasimi
niteleyen "Antroponotik Kutantz Leyismanyoz”, hayvanlardan insanlara bulasim
niteleyen "Zoonotik Kutandz Leyismanyoz" ve "Zoonotik Visseral Leyismanyoz"

olarak ayrilabilmektedir'®?.



2.4.1. Kutan6z L eyismanyoz

Kutan6z Leyismanyoz, Leishmania tUrl parazitlerin neden oldugu deri ve
mukozalar1 tutan, tedavi edilmediginde viicutta iz birakan bir deri hastaligidir. Kutandz
Leyismanyoz tedaviyle veya kendiliginden duizeldikten sonra kisiye dmir boyu yeni
enfeksiyonlardan koruyan kalici bir bagisiklik birakmaktadir®#,

Kutantz Leyismanyoz, Eski Dinya Kutandz Leyismanyozu ve Yeni Dinya
Kutantz Leyismanyozu olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir. L. tropica, L. major, L.
aethiopica ve L. infantum Eski Diinya Kutantz Leyismanyozuna, L. brazlienss, L.
mexicana, L. amazonensis, L. guyanensis, L. panamensis, L. peruviana Yeni Dinya
Kutandz Leyismanyozuna neden olmaktadir®®,

2.4.1.1. Kutantz L eyismanyoz Epidemiyolojis

Akdeniz Havzasi, Orta Dogu, Pakistan ve Hindistan’ in bir kismindaki sehirlerde
eski dinya Kutantz Leyismanyoz’una L. tropica, Orta Asya, Gliney Rusya, Orta Dogu
ve Afrikada kuru c¢ol bolgelerindeki kirsal alanlardaki Eski Dinya Kutantz
Leyismanyoz'una ise L. major ve sporadik olarak L. infantum sebep olmaktadir.
Meksika ve Giney Amerika'da gortlen yeni Dinya Kutandz Leyismanyoz una L.

braziliensis ve L. mexicana sebep olmaktadir'?.

2.4.1.2. Kutan0z L eyismanyoz un Klinik Tams

Kutantz Leyismanyoz lezyonlari tipik olarak vicudun elbise disinda kalan
bolgelerinde ve 6zellikle bas-boyun bolgelerinde, el-kol bolgelerinde ve ayak-bacak
bolgelerinde goriilmektedir?.

Kutandz Leyismanyoz her yasta gorulebilmektedir. Hastalarda gorulebilecek
lezyon sayisi 1 ile 20 arasinda olabilmekte, her birinin ¢apr ve klinik 6zellikleri farkl
olabilmektedir. Sekonder bakteriyel enfeksiyon siklikla gorilmekte ve bu da normalde
agrisiz olan lezyonlarda agriya sebep olmaktadir®.



Kutandz Leyismanyoz enfekte tatarcigin sokmasinm takiben subklinik kalabilir
veya 1-12 haftalik inktbasyon déneminden sonra, biyilyen bir papll ve sonrasinda
lezyona donismesi ile enfeksiyon gelisebilir. Lezyon sivilce seklinde baglar ve bir-iki
ay bu sekilde devam edehilir, yaklasik 6 ay icinde giderek genisleyen ve 1-2 cm c¢apa
ulasan lezyon zamanla ortasindan Ulserlesir ve bu Ulser Uzerine sikica yapismis bir
kabukla kaplanir. Bu kabuk kaldirilirsa Ulsere bakan yilzeyinde kirli-beyaz renkte
dikensi ¢ikintilar gozlenir. Buna Hulusi Behget ¢ivi belirtisi denir. Lezyon bir vyil
icerisinde yerinde elek goriniminde, deride iz birakarak kendiliginden
iyilesmektedir®”.

2.4.1.3. Kutan6z Leyismanyoz un Laboratuvar Tams

Kutandz Leyismanyoz Klinik tarmsi ile uyumlu her olgu, parazitolojik olarak
dogrulanmalidir. Parazitolojik olarak dogrulanma en ¢ok direkt mikroskobik baki veya
kiiltur yontemleri ile yapilir®®?”,

Kutantz Leyismanyoz'un serolojik yontemler ile tamsinda ¢ok distk titrede
saptanabilen veya hi¢ saptanamayan antikorlar olustugu icin tamda serolojik yontemler
tercih edilmemektedir®®?.

PCR, Real-Time PCR gibi molektler yontemler ile Leishmania parazitlerine tir
ve alt tir seviyesinde tam konulabilmektedir. Kutantz Leyismanyoz' un tamsinda
molekiler yontemlerin kullamlmasim amaglayan calismalar sonucunda PCR ve Real-
Time PCR yontemlerinin tamda % 100 6zgullik ve % 92-98 araliginda degisen
duyarlilik gosterdigi  tespit edilmistir. Klinige basvuran hastalarda ve saha
calismalarinda yapilan DNA izolasyonundaki yeni tekniklerin sagladigi avantajlar
sonucunda gunimizde PCR ile tam altin standart olarak kabul edilebilir konuma

gelmistir®®3132,



2.4.1.4. Kutanoz L eyismanyoz Immunolojisi

Kutandz Leyismanyoz olgularinda lezyon iyilestikten sonra tire 6zgu, kalict bir
bagisiklik gelisir. Lezyona erken doneminde uygulanan tedavi bagisiklik olusmasin
olumsuz yonde etkileyebilir®,

Tip 1 hicresel immun yanit Leyismanyoz bagisikligi ve patolojisi igin Kritiktir.
Tip 1 hicresel immun yanit, insanda Leishmania’ nin cogalmast ve yayiliminin kontrol
icin gereklidir. Karsit olarak interlokin (IL)-10 ve transforming growth factor (TGF)-3
Leishmania’'nin  gogalmasint  kolaylastirmaktadir. Tip 1 hicresel immun yant
Leyismanyoz kontroltinde kritik olsa da bu yanmtin uygun sekilde dizenlemesinde
olabilecek bir eksiklik Kutanbz Leyismanyoz'un konaktaki imminopatolojisini
belirlemektedir. Kutandz Leyismanyoz' da siddetli bir tip 1 htcresel immun yant
siddetli iltihabi yanit ile sonlanmaktadir®.

Kutantz Leyismanyoz'da CD8+ T hucreleri, siddetli tip 1 hicresel immun
yanitin kontrolinde Leyismanyoz’'un farkli klinik sekillerinde degisik stratgjiler
uygulanmasi bir tedavi yaklasimi olarak gorilmektedir.

2.4.1.5. Kutantz L eyismanyoz un Tedavis

Tedavide secilmesi gereken hirincil ilag bes degerlikli antimon bilesikleridir.
Eger lezyonlarda herhangi bir sekonder enfeksiyon yoksa hemen, eger sekonder bir
enfeksiyon varsa oOncelikle uygun antibiyotik/antimikotik tedavisi ile sekonder
enfeksiyon tedavi edildikten sonra lezyon tedavi edilmelidir®.

2.4.1.5.1. Sistemik Tedavi

10-20 mg/kg/giin bes degerlikli antimon (Sb") 12-15 giin sireyle parenteral
olarak uygulanir. Pentostam (sodyum stiboglukonat) ticari preparatinin 1 ml’sinde 100
mg’a esdeger Sh’ bulunurken, Glucantime (meglumine antimonate) ticari preparatimn 1
ml’sinde 85 ml'a esdeger Sh’ bulunmaktadir. Glucantime Intramuscular (IM) derin



enjeksiyon seklinde, Pentostam IM derin enjeksiyon seklinde, Pentostam IM veya
Intravendz (1V) uygulanabilir. IV uygulama bes dakika igerisinde yavas inflizyon
seklinde olmalidir. Birinci kir tedaviden sonra 1 ay ara verilir ve lezyon bu sire
sonunda tekrar degerlendirilir; gerekirse ikinci kiir tedavi uygulanabilir®.

2.4.1.5.2. intralezyonel Tedavi

Antimonun lokal olarak enjeksiyonu erken donemdeki, iltihapsiz lezyonlar igin
oldukca faydalidir. Ilag lezyonun icine intradermal olarak, lezyon tamamen beyazlasana
kadar enjekte edilir. Subkutan dokuya veya damar icerisine kagirmadan uygulanmalidhr.
Lezyonun tamaminm beyazlatana kadar ilag uygulamr. Blyik lezyonlarda, lezyonun
tamamini beyazlatabilmek icin birden fazla noktadan enjeksiyon yapilmas: gerekebilir.
Lezyon Ulsere isg, ilacin disar1 kagmasinit 6nlemek icin enjeksiyon Ulser kenarina, Ulsere
paralel olarak uygulanr®” %,

Haftada 1 veya 2 kez olmak Uzere toplam 5 doz enjeksiyon genellikle yeterlidir.
Bu tedavinin tamamlanmasindan 1 ay sonra yapilan kontrollerde lezyonda tam iyilesme

saglanamams ise ikinci kiir tedavi uygulanabilir®®.

2.4.2. Visseral Leyismanyoz

Visseral Leyismanyoz'un etkeni ilk kez 1900 yilinda, Hindistan'dan ulkesi
Ingiltere’ ye donen ve yedi yil sonra 6len bir hastanin dalaginda goralmustar. Aym yal
yine Hindistan’da birbirinden habersiz olarak Leishman ve Donovan, tropikal
kaseksiden Olen bir hastanin dalaginda parazitleri gorip Piroplasma donovani diye
issmlendirmigler fakat daha sonra L. donovani terimini kullanmiglardir. Bu parazitozun
etkeni olarak yillarcatek tur, L. donovani, sorumlu tutulmustur ancak son yirmi yilda en
az U¢ Leishmania turd belirlenmistir. Bunun iginde artik L. donovani kompleksinden
bahsedilmektedir. Bu kompleksi olusturan turler cografik dagilimlar: ve biyokimyasal
Ozellikleri yontinden farkli olduklar: gibi, olusturduklar: parazitozun klinigi bakinindan
dafarklilik gostermektedir'?,
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2.4.2.1. Visseral Leyismanyoz Epidemiyolojis

Visseral Leyismanyoz temelde bir zoonozdur. Cunkd bu parazitozun etkeninin
rezervuart kopek ve kopekgillerdir. Bu konaklardan bulasma olmaktadir. Kentsel
bolgelerde zoonoz 6zellik kaybolup, insandan insana tatarcik ile bulasma 6n plana
cikabilir. Ayrica Visseral Leyismanyoz' lu anne plasenta araciligi ile paraziti bebegine
bul astirabil mektedir®.

Visseral Leyismanyoz Afrika, Asya, Guney Avrupa ve Glney Amerika olmak
Uzere 88 Ulkede gorulmektedir. Her yi1l gorilen 500 bin yeni olgunun yaklasik %90’ 1
Benglades, Hindistan, Sudan, Nepal ve Brezilya olmak lzere 5 llkede saptanmaktadir.
Diinyadaki olgularin yaklasik %50’ si Hindistan’ da goriilmektedir®.

2.4.2.2. Visseral Leyismanyoz un Klinik Tams

Visseral Leyismanyoz’'lu olgularda parazitoz temelde ¢ faz halinde seyreder:
ivegen, ivegenimsi ve siiregen. Ivegen Visseral LeyismanyoZ' lu olgularda burun, dis eti
ve bagirsak kanamalar1 gorilmektedir. Boyle olgularda hizla anemi, granilositopeni ve
pansitopeni gelisir. Kusma, siirgiin ve dizanteri gorilir. Odem ve asit gelisimine bagl
olarak hasta 2-3 ayda yasamin: yitirir. En sik gorulen tip olan ivegenimsi yani subakut
Visseral Leyismanyoz da baslangic birinci tipten daha hafiftir. Ates baslangicta iki kez
inip cikarken sonradan dalgali atese doniistr. Dalak biyir ve sertlesir. Ozelikle
cocuklarda karaciger ve lenf bezleri blyUr. Surgin, hatta dizanteri gorultr ve hasta ileri
derecede zayiflar, kansizlik yogunlasir ama dil temiz kalir, istah iyidir. Hastanin sedim
hiz1 yiksek, serum albumin seviyesi disik, gamaglobulin seviyesi yuksektir. Hastada
graniilositopeni ve monositozlu lkopeni goriiliir*?#34.

Visseral Leyismanyoz iki yil kadar surebilir, hastalar 6zellikle goguklar sekonder
enfeksiyonlar nedeniyle yasamint vyitirirler. Stregen Visseral Leyismanyoz subakut
seyreden tipe benzer fakat seyri ondan daha hafiftir. Bazen ivegenimsi tip de

siregenlesebilir. Zayiflama, kansizlik, dalak ve karaciger biylmesi bu donemin
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karakteristigidir. Visseral Leyismanyoz' da ivegen sekil nadirdir ve parazitozun endemik

oldugu bolgeye gidenlerde sporadik olgular halinde goriilir®.

2.4.2.3. Visseral Leyismanyoz un Laboratuvar Tams

Visseral Leyismanyoz’un laboratuvar tamsinda dalak veya karaciger ponksiyon
sivisi, kemik iligi materyali veya kan ornekleri kullamlir. En iyi sonug dalaktan alinan
ornekle elde edilir ama dalak cok gergin ve duyarli oldugundan dolay:r ponksiyon
yapiimas: 6nerilmez. Sternumdan alinan kemik iligi 6rneginin de dalak ornegi kadar iyi
sonuc verdigi belirlenmistir. Arastirmalara gore dalak ornegi % 95'den fazla, karaciger
ve kemik iligi % 85 civarinda, Afrika'daki olgularin lenf dugimleri % 65 ve kamn
buffy coat tabakasi % 70 oraninda pozitif sonug vermektedir®.

Visseral Leyismanyoz’ un laboratuvar tanisinda direkt inceleme ve kiltir yapma
sik kullanilan yontemlerdir. Direkt incelemede drnekten yayma veya degdirme preparat
hazirlanir, Giemsa boyasi ile boyanir ve mikroskopta incelenir. Kilttr igin 6rnekler,
steril kosullarda ana maddesi tavsan kanli tuzlu agar olan Novy-MacNeal-Nicoll (NNN)
besiyerine ekilir. Ekimden sonra tiipler 22-25°C’ de inkiibe edilir. Ekim icin kullarlan
Ornekte parazit var ise en erken 2-3 giin sonra kiltirlerde promastigotlar gorulebilir.
Fakat kesin sonug almak igin kiltirleri 4 hafta kadar bekletmek hatta kor pasaj yapmak
gerekir. NNN besiyerinden baska Schneider’in Drosophila besiyeri ve RPMI 1640 gibi
besiyerleri de kullanilir*>.

Visseral Leyismanyoz’ un serolojik tanist igin IFA (dolayl: floresan antikor) tedti,
IHA (dolayli hemaglitinasyon antikor) testi, ELISA, DAT (dogrudan aglitinasyon
testi), FAST (hizli aglitinasyon tarama testi) ve western blot (WB) gibi yontemler
gelistirilmis olmasina ragmen soz konusu bu yontemlerin duyarliliklar: Vissera
Leyismanyoz tarusinda dilsuktiir®.

Son yillarda gelistirilen ve Visseral Leyismanyoz etkenine 6zgl rekombinant
antijene karsi antikor varhgim gosteren rK39 hizli tam testi yaygin olarak
kullanilmaktadir. rK39 hizli tam testi insan serumunda L. infantun’a karsi olusan
antikorlarin kalitatif tammlanmasi icin gelistirilmis bir immunokromatografik testtir®’.

Visseral Leyismanyoz tamisinda DNA’ya dayali genotipik molekiler teknikler
diger tam yontemlerine kiyasla daha guvenilir ve 6zguldir. Visseral Leyismanyoz
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etkeni olan Leishmania tdrlerini tiplendirmek igin kullanilan metotlar PCR, multiplex
PCR, rastgele amplifiye polimorfik DNA (RAPD), single-strand konformasyon
polimorfizmi, restriksiyon fragment length polmorfizmi (RFLP) ve DNA dizi

analizidir*®*°.

2.4.2.4. Visseral Leyismanyoz Immunolojisi

Bagisiklik sisteminin Leishmania infeksiyonlarina karst cevabir karmasiktir.
Birtakim 6zel kosullara bagli olarak hizla iyilesebilir veya daha da kétilesebilir. Bunlar
kismen memeli konaklarin genetik farkliliklaring, kismen parazitin tir ve suslarinin
genetik farkliliklarina, kismen de 1siran sinek sayisi, yeri ve buyukltgu gibi faktorlere
baglidir *°.

Visseral Leyismanyoz' daki koruyucu bagisiklik da hicresel bagisiklik ile
ilgilidir. Bununla beraber T lenfositleri yabanci antijenleri sadece MHC 11 yizey
molekiltine sahip olan makrofajlar, Langerhans hiicreleri ve keratinositler gibi antijen
sunan hicreler tarafindan sunuldugu zaman tanmyabilmektedir. Sistem calistigi zaman
ve antijen sunan htcre T hiicre ile etkilestiginde T hticre sitokin tUretmekte ve bu da
makrofajlar tarafindan Leishmania’ nin éldiriilmesini desteklemektedir >*.

Visseral Leyismanyoz'un immunolojisi ile ilgili yapilan klinik ¢alismalarda tiim
hastalarda 1gG1 artis1 saptanirken antimon tedavisine direngli olgularda belirgin olarak
1gG2 ve 1gG3 artist oldugu, IgM, IgA ve IgE seviyelerinde degisiklik olmadig:
saptanmistir. Yapilan son calismalar 1gG nin koruyucu etkisinin bulunmadigr ve

ilerlemesine neden olan faktorlerden birisi oldugunu gostermistir 2>,

2.4.2.5. Visseral Leyismanyoz un Tedavis

Visseral Leyismanyoz tedavisinde 5 degerli antimonlu bilesikleri
kullanilmaktadir. 100 mg antimon (Sb)/ml igeren Na stibogluconate ve 85 mg Sh/ml
iceren meglubin antimonat esit etki ve toksisiteye sahiptir. Ilag IM olarak veya kiigiik
bir igne kullamlarak damardan veya yavasca verilir. 50-100 ml, % 5'lik dekstroz igcinde
20 dakikadan uzun sirede inflizyon seklinde de verilebilir. Tedaviye 21 gin devam
edilir. Tedavinin sonuna dogru halsizlik, istahsizlik, bulanti, kusma ve kas agrilari
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gorulebilir. Toksk etkiler gelisince bir giin dinlenmeden sonra her dozu 2 mg/Sh/kg
azaltilarak tedaviye devam edilir. Karaciger ve pankreas enzim seviyeleri yikselebilir,
diger yandan hemoglobin seviyesi dusebilir. Fakat tedavi durduruldugunda tim

degerlerin normale dondiigii bildirilmistir®>®,

2.5. Leyismanyoz un Tamsanda Kullamlan Molekiler Ydntemler

Glnumizde molekiler yontemler Leyismanyoz tamsinda Ozgulligl ve
duyarliligr yuksek oldugu igin ¢ok yaygin olarak kullamlimaktadir. Ayrica molekuler
yontemler konaktaki Leishmania sayisim belirlemek, Leishmania’lar1 tir dizeyinde
tammmlamak, Leishmania'nin virulansint ya da ilaca direncini belirleyen genleri
belirlemek amaci ile kullanlmaktadir™.

Molekuler yontemler ile tam, kantitasyon ve canlilik calismalart igin
hassasiyetin en yuksek seviyede olmasi gerektigi icin kopya sayisi yuksek olan rRNA
genleri, kinetoplast DNA, mini-exon genleri gibi hedefler ile calisiimaktadir. Tur
ayriminda hedef bolgenin hassasiyet saglamasi kadar taksonomik dizeyde degisken
olmas: gerekliligi de 6nem tasimaktadir. Bu nedenle gp63, internal transcribed spacer
(ITS) bolgeleri, hsp70 ve sistein proteinaz genleri gibi kopya sayisi ¢ok ve polimorfik
bolgeler hedeflenmektedir>>°%>".

Leyismanyoz'un tarmst icin dokudan izole edilen DNA 6rneklerinin kullamldig:
bircok PCR yontemi gelistirilmistir. Bu yontemler vektér ve rezervuarlarin
epidemiyolojik arastirmalarinda da basariyla kullamlimaktadir. PCR hedefi olarak ¢ok
kopyal1 dizilerin secilmesiyle en yuksek duyarliliga ulagiimaktadir. PCR 1n 6zgulligu
Leishmania’ nin genomundaki korunan ya da degisken bolgelerin segilmesiyle 6zel
ihtiyaclara gore adapte edilerek parazit cins kompleksi, tir ya da bireysel izolat
seviyesinde tamimlanabilir. PCR-RFLP yontemi Leyismayoz tamsinda en ¢ok
uygulanan yontemlerden biridir. Bu yontem klasik PCR yonteminin ardindan Grinlerin
restriksiyon enzimleri ile kesilip elektroforez uygulandiktan sonra etidyum bromir ile
boyanarak goruntilenmesidir™.

Real-Time PCR yonteminde SY BR-green boyasi ile boyanarak ya da TagMan,
FRET gibi florogenik problarla parazitler hibridize edilerek ayni anda analiz
edilmektedir®®>°,
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Reverse line blot hibridizasyon yontemleri (RLB) birgok patojenin hizli tarmisi ve
genotiplendiriimesinde  kullanilmaktadir. RLB ile <0,1 pg parazit DNA’si
saptanabil mektedir®.

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) yontemi ile Leishmania nin
DNA'’lar1 cogaltilmakta ve Ortnler goruntUlenebilmektedir. Cogaltma asamast icin
sadece su banyosu gereklidir ve gortnttileme cogalan trin varliginda yesile donisen ve
yoklugunda portakal renginde kalan SY BR-Green | boyasi ile yapilabilmektedir®.

2.6. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi DNA birincil yapilarinin tayininde ve niikleotit baz diziliminin
belirlenmesinde kullamlan yontemdir. (Sekil 4) Analiz bir nikleik asit dizisinin diger
nikleik asit hibridizasyonuna dayanir. Bu hibridizasyon sirasinda radyoaktif ya da
radyoaktif olmayan maddelerle isaretleme yapilir®.
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Sekil 4. DNA dizi andizi ile tanimlamaislemi

Herhangi bir organizmadan ¢ok miktarda saf DNA elde edilmesini saglayan
rekombinant DNA tekniklerinin gelismesine parelel olarak DNA dizi analizi yontemleri
de gelisme gostermistir. ilk dizi analiz calismalari 1960’11 yillarin basinda 75-80
nikleotitlik tRNA’larla baslanmustir. 1965 yilinda Robert HOLLEY tarafindan 74
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nikleotitlik bir tRNA molekullntn dizi analizi yapilmistir. 1977 yilinda Allan Maxam-
Water Gilbert ve Frederick Sanger tarafindan iki fakli DNA dizi analizi yontemi
bulunmustur. 1982 yilinda Akiyoshi WADA DNA dizi analizinin otomatik olarak
yapilmasint 6nermistir ve robotlar gelistirilmeye baslanmistir. 1986 yilinda California
Teknoloji Enstitiisinden (Caltech) Leroy Hood ve Llyod Smith tarafindan DNA dizi
analizinde kullanmilacak tam otomatik bir makine bulunmustur. 1990 yilinda Edward
Uberbacher tarafindan bir gen bulma programi olan Grail kullanilmaya baglanmustir.
1992 yilinda Craig Venter, Claire Fraser ve Hamilton Smith tarafindan Haemophilus
infulenza'ya ait ilk DNA dizisi yayinlamistir. 1996 yilinda ulusal bir konsorsiyum
tarafindan bir ekmek mayasi olan S. Cerevisiae' nin DNA dizisi yayinlanmistir. 1998
yilinda Sanger Center ve Washigton Universitesi bilim adamlar: tarafindan
Caenorhabditis elegans in DNA dizisi agiklanmustir. 1999 yilinda Ingiltere, Japonya ve
ABD’den bilim adamlari tarafindan insamin 22. kromozomunun DNA dizisi
tamamlanmistir. 2000 yilinda Celera ve ishirligi icinde oldugu Universiteler tarafindan
Drosophila melanogaster’in DNA dizisi agiklanmistir. 2000 yili Haziran ay1 icinde
Insan Genom Projesi katilimcilar: ve Celera min insan gen haritasi taslagim tamamladig:
aciklanmistir. Arabidopsis thaliana 2000 yilinda DNA dizisi agiklanan ilk bitki
olmustur. 2003 yilinda Whitehead Enstitlisinde gérevli David PAGE ve arkadaslar1 Y
kromozomunun dizi analizini tamamlamuslardir®.

DNA dizi analizinde gunumizde iki farkli yontem kullamlmaktadir. Bu iki
yontem;

1. Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi

2. Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi

Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yonteminin prensibi hidrazin, dimetil
silfat ya da formik asit’in, DNA’da bulunan bazlar1 6zgll olarak degistirilmesine ve
daha sonra eklenen piperidinin  degisiklige ugrams nikleotitlerin - bulundugu
noktalardan zinciri kirmasina dayamr. Bu yontemde, nikleotit dizisi saptanacak olan
DNA 6nce 5' ucundan %P ile ya da floresan bir boya ile isaretlenir. DNA’min yalmizca
bir ucundan isaretlenmesi saglanir. ikinci adimda ise DNA molekilleri dort tipe
ayrilarak A, C, G yada T nukleotitlerini degistirmek ve kirmak igin gerekli tepkimeler
gerceklestirilir. Reaksiyon igin kisitli bir stire verilerek her tipde farkli pozisyonlardaki
hedef nikleotitlerden kirilmis DNA parcalar: elde edilir. Sonucta kirilmanin oldugu
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pozisyona gore hepsi 5'- pozisyonlarindan isaretli ancak boylar1 birbirinden farkli bir
dizi DNA fragmenti elde edilmis olur. Elde edilen boylar: gittikge kisalan DNA dizileri,
jel elektroforezi ile birbirlerinden biyukliklerine gore ayrilir ve otoradyografi
uygulanarak bantlar goriintiilenir®®.

Sanger-Coulson zincir sonlanma yontemi; dideoks ya da zincir sonlanmasi
reaksiyonlari olarak da bilinir. Tehlikeli kimyasallardan uzak ve daha hizli bir yontem
oldugundan Maxam-Gilbert yontemine gore tercih edilir. Bu yontem igin tek iplikci
kalip DNA’ya, dNTP lere, ddNTP, DNA polimeraz ve serbest OH grubu igeren primere
ihtiyag vardir. Bu yontemde dizisi saptanacak olan DNA ipligi yeni sentezlenecek iplik
icin kalip olarak kullanilir. DNA sentezini saglamak icin Klenov, Tag DNA polimeraz,
ters transkriptaz ya da sekuenaz enzimlerinden birisi kullanilabilir. Y dntemin temeli
DNA polimerazin dNTP lerin yamsira deoksiribozun 3' pozisyonunda OH grubu
tasimayan ddNTPleri de substrat olarak kullanabilmesine dayamir. (Sekil 5)
Sentezlenen DNA'ya bir ddNTP' nin katilmasi 3' pozisyonunda OH grubu olmadig: igin
sentezi durdurur. Dizi analizi yapilirken dort ayri reaksiyon karisimi hazirlamir. Her bir
karistm kalpp DNA  zinciri, bir primer, dNTP lerden birini icerir. Ozgul zincir
sonlanmast igin her bir reaksiyonda farkli bir ddNTP bulunur. Resksiyonlarin her
birinde gok az miktarda modifiye nukleotit kullanildig: igin yeni zincir sentezi rastgele
sonlanarak bir dizi DNA fragmenti meydana gelir. Reaksiyonlar sonucu elde edilen
DNA parcalarina elektroforez uygulanarak jel Gzerinde yanyana yuritulir. Uygulanan
elektriksel alanin etkisi ile DNA pargaciklar: en kisasi en 6nde olmak tizere jel Gzerinde
bir merdiven goruintuisii olusur. isaretleme yontemine gore jel (izerinde, tespit edilen
parcaciklar reaksiyon karisimina konulan ddNTP nin tipine gore okunur™.

P-P=-P —(:'/QQ"T"E
i '

Deoxythymidine \ 3 2»/
triphosphate C [
(dTTP) I [
OH H

5

r . Thymine
P=P=P—=C 0

| g,

C4 1" C
Dideoxythymidine \, 3 2_'/
triphosphate [:I —_— Cl

ddTTP
' : —»-H H

Sekil 5. DNA dizi analizinde kullanilan niiklectitlerden dATP ve ddATP mol ekl U
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2.6.1. Otomatik DNA Dizi Analizi

Insan genom projesi gibi blyik projeler cok sayida DNA dizi andizi
yapilmasint gerektirmektedir. Artan analiz sayisi, uzun zaman ve yuksek is guci
gerektirir. Bu gelismeler sonucunda otomasyon kaginilmaz olmustur. Otomatik DNA
dizi analizleri zaman kazanci yaminda, standart calisma kosullari ve elde edilen
sonuclarin degerlendirilmesinde de yarar saglamistir. Otomatik analizinde de Sanger’in
enzimatik DNA sentezine dayanan zincir sonlanma yontemi kullanilmistir. Otomatik
DNA dizi analiz cihazlar1 basit olarak, sabit bilgisayarda yUkli programlar ile bu
programlarin yonettigi elektroforez sistemini igerir. Elektroforetik tnitelerde bulunan
lazer 151k kaynagi ile monokromatik 1sik ile taranir. Elektroforez siiresince DNA'ya
baglanan floresan boya isik ile taranan bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi
icin karakteristik olan dalga boyunda 15131 geri yansitir. Yansiyan bu 11k demeti bir
dedektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar programalar: ile
degerlendirierek sonuclar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekramna
aktarilir. DNA dizi analizi cihazlarinda 6 bazdan 1000 baza kadar givenli okuma
yapilabilmektedir’®®?,

Gunumuizde DNA dizi analizi igin kullanmilan cihazlar genelde kontrol sistemi ve
elektroforez Unitesinden olusmaktadir. Kontrol sistemi tipik bir masa Ustl bilgisayar
sistemidir. Bu sistemde iki ana program yukludir. Iki programdan birinin gorevi
elektorforez cihazi ile baglantiy1 kurmak, elektorforez kosullarim saglamak ve verileri
toplamaktir. Ikinci programin gorevi ise toplanan verilerinin degerlendirilmesidir.
Elektroforez Unitesi hazirlanan Ornegin yuklendigi ve elektroforezin gergeklestigi
kissimdir. Ornek yiikleme (nitesi, dedektor tinitesi ve jel blok Unitesi olmak (izere g
boltimden olugmaktadr.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. ORNEKLERIN TOPLANMAS]

Calismada Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Deri Ve Zihrevi Hastaliklar Ana
Bilim Dalr’ na Kutandz Leyismanyoz stiphesi ile basvuran hastalardan alinan 207 smear
ornegi ile Cukurova Universitesi Tip Fakilltesi Pediatrik Enfeksiyon Hastaliklari Ana
Bilim Dali'na Visseral Leyismanyoz On tamsi ile bagvuran hastalardan alinan 135

kemik iligi 6rnegi kullanildi.

3.1.1. Smear Orneklerinin Ahinmas

Kutandz Leyismanyoz sipheli lezyon %70'lik alkol ile temizlendi. Steril 0,5'lik
bisttri ile lezyonun saglam deriye yakin olan kenarindan 1-2 cm derinlikte kazinti
ornekleri alindi. Kazint1 drnekleri alkol ile temizlenmis lam Uzerine ince bir serit
seklinde yayildi. (Sekil 6)

Sekil 6. Smear Orneginin Alinmasi
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3.1.2. Kemik iligi Orneklerinin Ahinmasi

Kemik iligi ornegi alinacak Visseral Leyismanyoz supheli hastaya 6nce lokal
anestezi uygulandi. Lokal anestezi etkisini gbostermeye basladiginda igne kalca
kemigindeki deri altindan kemik zarindan ve kemik dis bolimtnden gegcirildikten sonra
hafif bir dondirme hareketiyle kemik iligine sokuldu. Ignenin icindeki klavuz igne
cekildi kemigin icinde kalan ignenin ucuna 10-20 mL kapasitesinde bir siringa
yerlestirilerek 0,2-0,5 mL kadar sivi ¢ekildi. (Sekil 7)

Sekil 7. Kemik iligi Orneginin Alinmas

3.2. MiIKROSK OBiK INCELEME YONTEMi

3.2.1. Smear Orneginin Giemza Boyas ile Boyanmasi

Hastadan alinan kazint1 6rnekleri lam Gzerine yayild: ve kurutuldu.

Lam Uzerindeki kazint1 6rnegi etil alkol ile tespit edildi.

Lamin Uzerindeki kazint1 6rnegi % 2'lik Giemza boyasi ile boyand:.

Giemza boyal1 preparat 30 dk oda sicakliginda bekletildi.

Preparatin Uzerindeki Giemza boyasi ¢cesme suyu ile yikandi ve preparat

o~ D

kurutuldu.
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3.2.2. Kemik iligi Orneginin Giemza Boyas ile Boyanmas

1. Bir damlakemik iligi lamin bir kdsesine damlatildi.

2. Sag €lin bas ve isaret parmaklar: arasina alinan bagka bir lam, kemik iliginin
on kismina isaret parmagina bakan 45%lik bir aci yapacak sekilde temas
ettirildi.

3. Kemik iligi iki kosesine yayilmas: igin kisa bir sire beklendi ve agi
korunarak sol tarafa dogru sirtklendi. Lamin pesinden siriklenen kemik
iligi icindeki hicreler bozulmadan ince bir tabaka halinde yayildi ve
preparatlar oda sicakliginda kurutuldu.

4. Oda sicakliginda kurutulan preparatlar %70’ lik etil alkol ile tespit edildi.

5. Preparatlar % 2'lik Giemza boyasi ile boyand: ve 30 dakika oda sicakliginda
bekletildi.

6. Yuzeyi Giemza boyasi ile kapli preparatlar gesme suyu ile yikandi ve

kurutuldu.
3.2.3. Smear ve Kemik iligi Orneklerinin Mikroskobik Incelenmesi

Giemza ile boyanan smear ve kemik iligi preparatlarinin Gzerine bir damla
immersiyon yagi damlatilch. Preparatlar mikroskopta 100’ |Uk objektifte incelendi ve
amastigot gorulen preparatlar pozitif (+), amastigot gorilmeyen preparatlar negatif (-)
kabul edildi.

3.3. DNA iZOLASYONU

Giemza boyali smear Ornekleri temiz bir ependorfun icine bistira yardim ile
kazinarak aktarildi. Kazinti orneklerindeki Giemza boyasinin  ¢bzinmes igin
ependorflara 200 ul parcalayici tampon (150 mM NaCl, %1 SDS, 20 mM TrisHClI
pH:7,5) ilave edildi ve ependorf tiipleri 70°C’lik su banyosunda 30 dakika kaynatildh.
Kemik iligi orneklerinden ise 200 pl alindi, ependorfa aktarildi ve Uzerlerine 200 pl
parcalayici tampon (150 mM NaCl, %1 SDS, 20 mM TrisHCI pH:7,5) ilave edildi.
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Pargalayict tamponlar ile pargalanan kemik iligi ve kazinti Orneklerindeki
Leishmania parazitlerinin DNA'larini izole etmek igin Agencourt DNA izolasyon Kiti
(BeckmanCoulter, Massachusetts, USA) kullamldi. DNA izolasyon kitinin kullamm
sekli asagidaki belirtilmektedir:

1. 400 pL parcaliyici tampon solusyonu ve 10 pL proteinaz K eklendi.

2. 37°C'lik ettivde 20 dakika inkuibe edildi.

3. Ornekler etiivden cikartildiktan sonra homojen hale gelmesi igin vortekslendi.

4. Homojen hale gelen karisima 300 uL baglayici tampon solusyonu eklendi ve
karisim oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

5. Manyetik boncuk plagina érnekler yerlestirildi ve burada 15 dakika bekletildi.

6. DNA oOrnekleri manyetik boncuk ve manyetik plagin etkilesmes ile
ependorfun bir kenarinda topland: ve atik sivi pipet yardimi ile atik kabina bosaltildh.

7.Epeendorflar plaktan cikartildi ve her birine 800 pL yikama solusyonu-1
eklendi ve karisimin homojen hale gelmesi icin ependoflar vortekslendi.

8. Ependorflar manyetik boncuklar ve manyetik plagin birlesmesi icin tekrar
manyetik plaga yerlestirildi ve 10 dakika bekletildi.

9. DNA 0drnekleri ependorfun manyetik plaga yakin olan kisminda toplandi ve
atik sivi pipet yardim ile atik kabina bosaltildi.

10. Ependorflar manyetik plaktan cikartildi ve her birine tekrar 800 pL yikama
solusyonu-1 ilave edildi ve karigim vortekslendi.

11. Ependorflar tekrar manyetik alana yerlestirildi ve 10 dakika bekletildi.

12. DNA orneklerine zarar verilmeden atik sivi pipet yardim ile atik kabina
aktarildi.

13. Ependoflar manyetik plaktan cikartildi ve her birine 500 pL yikama
solusyonu-2 ilave edildi ve karigim vortekslendi.

14. Ependoflar tekrar manyetik plaga yerlestirildi ve 10 dakika bekletildi.

15. DNA orneklerine zarar verilmeden atik sivi pipet yardimi ile atik kabina
aktarildi.

16. Ependorflar plaktan ¢ikartildi ve her birine tekrar 500 pL yikama solusyonu-
2 ilave edildi ve karisim vortekslendi.

17. Ependorfun kenarina biriken DNA ¢rneklerine zarar vermeden pipet yardimi
ile atik siv1 atik kabina bosaltildi.
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18. Ependorflar manyetik plaktan ¢ikartildi ve her birine 50 pL steril saf su ilave
edildi ve vortekslendi.

19. Ependorflar tekrar manyetik plaga yerlestirildi, 10 dakika bekletildi.

20. Steril saf su igerisinde ¢ozinen DNA Ornekleri pipet yardimi ile yeni steril
ependorflara aktarildi.

Smear ve kemik iligi Orneklerinden elde edilen DNA &rnekleri Nanodrop
cihazinda okutularak DNA konsatrasyonlar1 hesapland:.

3.4.PCR YONTEMI

3.4.1. Hedef Alinan Gen Bdolges ve Primerler

Calismada Leishmania tdrlerinin tanimlanmast igin Leishmania’ mn Internal
Transcribed Spacers 1 (ITS 1) gen bolgesi hedef alindi ve LITSR-L5.8S primerleri
kullamldi®®. (Cizelge 1)

Cizelge 1: PCR Y 6nteminde Kullanilan Primerlerin Nuklectit Dizileri

Gen Bolgesi Primer Ismi Nuikleotid Dizlimi PCR Uriiniin
Uzunlugu
ITS1 LITSR 5-CTG GAT CAT TTT CCG ATG-3 300-350 bp
L5.8S 5-TGATACCACTTATCGCACTT-3

ITS 1 gen bolgesi Eski ve Yeni Dinya Leishmania tirleri arasinda ¢ok yuksek
derecede inter ve intra gesitlilik gostermektdir. Bu ylzden bu gen bdlgesi uygun
restriksiyon enzimleri ile kesildiginde Leishmania turleri tammlanmaktadir. ITS 1 gen
bolgesi Leishmania nin ssu rRNA gen bolgesi ile 5.8s rRNA gen bolgeleri arasinda yer
almaktadir ve her Leishmania turtinde yaklasik 40-200 kopya sayist vardir. (Cizelge 2)

Cizelge 2: Leishmania ITS1 Gen Bolges Semazites

LITSR L5.8SR
—> —
ssu TRNA 5.8s RNA LSU RRNA
ITS1 L5.8S ITS2 LITSV
«— «—
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3.4.2.PCR Reaksiyonun Karisimi

RFLP ve DNA dizi analizinde kullamimak Uzere toplam hacmi 50,5 pL olan
PCR karisimi hazirlandi. PCR karisiminda kullanmilan kimyasallarin oranlari cizelge

3'de gosterilmektedir.
Cizelge 3: PCR Karigiminda Kullanilan Protokol

Kimyasahin Ad Kullamlan Miktar
KCI Tamponu (10X) SuL

dNTP karisimi(12,5 mM) 1L

MgCl; (25 mM) 4 uL

Forward primer (10 mM) 1L

Reverse primer (10 mM) 1L

DNA o6rnegi (0.5-1 ng/mL) | 5uL

Taq polimeraz (5 U/uL) 0,5puL

Steril distile su 33 L

Toplam Hacim 50,5 pL

3.4.3. Termal Cycler Programi

Bu calismada kullamlan LITSR-L5.8S primerleri igin kullandigimiz termal
cycler programindaki sire, sicaklik ve dongu sayisi Gizelge 4 * de gosterilmektedir.

Cizelge 4: PCR Y 6ntemi icin Kullamlan Termal Cycler Program

94°C 5 dakika On Denatiirasyon ® 1 dongi
94°C 1 dakika Denatlirasyon

54°C 1 dakika Primer baglanmasi
72°C 1 dakika Zincir uzamasi

® 35 dongu

72°C 10 dakika Son donglide zincir uzamast | ® 1 dongl
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3.4.4. Agaroz Jel Elektroforezi ve Orneklerin Y iritilmes

Bu calismada agaroz jel elektroforezi; amplifiye edilmis DNA molekilintin
tanmmlanmasi, ayristirilmas: ve saflastirilmasi igin kullamldi. 1 gr agaroz tartilip temiz
bir erlen icine alindi, Uzerine 100 mL 0,5 X TBE tamponu ilave edildi ve bu karisim gaz
ocag1 Uzerindeki alevde homojen hale gelene kadar isitildi. Erlen igerisindeki jel
soguduktan sonra igerisine tarak yerlestirilen elektroforez tankina dokuldi ve tank
0.5 TBE tamponuyla dolduruldu. Jel icindeki tarak cikarilip aplikasyon kuyulari
tampon ile temizlendi. Amplifiye edilen drnekten 10 pL alinip 5 pL yikleme tamponu
ile karstirilarak kuyulara aplike edildi. Kuyulardan birine band uzunluklarin:
degerlendirmek icin DNA markeri (100 bp Bio Basic) aplike edildi. Bu jel 100 voltta 45
dakika yuratuldl. Elektroforez sonrasi jel, elektroforez tankindan ¢ikartilip etidyum
bromir ile 1 dakika boyandi ve saf suda yarim saat bekletilerek boya atiklarindan
temizlendi. Ultraviyole 1sik (UV) altinda gorilen DNA bandlarimin fotografi gekilerek
sonuc degerlendirildi.

3.5. RESTRIK SiYON FRAGMENT UZUNLUK POLIMORFiziMi

Kutan6z Leyismanyoz ve Visseral Leyismanyoz etkeni olan Leishmania
turlerinin tanimlanmast igin restriksiyon fragment uzunluk polimorfizimi (RFLP)
yontemi kullamldi. Ultraviyole (UV) 1s1g1 altinda DNA bandlarinin goruldigi L1TSR-
L5.8S primerleri ile amplifiye edilmis PCR Urdnleri, tr tayini yapmak amaciyla
Haemophilus aegyptius (Hae I11) restriksiyon enzimi ile kesildi. Hae Il restriksiyon
enziminin molekiiler agirhg: 37126 olup, DNA molekiilini 5'...GG/CC...3' niikleotit
diziliminden kesmektedir.

Amplifiye olmus her PCR Uriniunden 10 pL alimp PCR tlplerine aktarildi ve
Uzerlerine 1 pL Hae 111 (5U/ L) enzimi ilave edildi. Bu karisim 37°C'de 1 gece inkiibe
edildikten sonra %4’lik agaroz jelinde marker ile beraber yuratuldd. Agaroz jel
etidyum bromir boyast ile boyandiktan sonra band uzunluklar: degerlendirildi.
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3.6. PCR URUNLERINIiN PURIFiK ASYONU

PCR UrUnleri DNA dizi analizi uygulamasindan 6nce SentroPure (Sentromer,
Sentromer DNA Teknolojileri Ltd.Sti, istanbul) PCR Urunu saflastrma kiti ile
saflastirildi. PCR saflastirmakitinin kullanma sekli asagidaki gibidir:

1

2.

40 pL PCR Urdni 1,5 mL’lik steril ependorf tiplerinin igine aktarildi.

Icerisinde PCR Urinu bulunan ependorf tiplerinin tizerine 160 puL SG
solusyonu eklendi ve karisim homejen hale gelene kadar vortekslendi.

Karisim SentroSpin kolonuna aktarildi, 13000 rpm’de 1 dk santriflij edildi ve

toplama tupunde toplanan sivi dokaldd.

SentroSpin kolonuna 500 uL SW soliisyonu eklendi. 13000 rpm’'de 1 dk
santrifilj edildi ve toplama tiptinde toplanan sivi dokaldo.

SentroSpin kolonuna tekrar 500 pL SW soltisyonu eklendi. 13000 rpm’de 1

dk santrif(j edildi ve toplama tliptinde toplanan sivi dokulda.

Aritma isleminden sonra SentroSpin kolonu 13000 rpm'de 1 dk bos olarak
santrif(j edilerek kalan etil alkol uzaklastirildi ve toplama tipl atild.

SentroSpin kolonu 1,5 mL’ lik temiz bir mikrosantrifijj tUptne yerlestirildi ve
SentroSpin kolonuna 40 puL SE solUsyonu eklendi. Oda sicakliginda 3 dk
bekletildi ve 13000 rpm’de 1 dk santrifij edilerek saf DNA elde edildi.

Saflastirilan PCR Urdnlerinin konsatrasyonlart nanodrop cihazinda okutuldu
ve saf PCR Urunleri %1’ lik agaroz jelde yiritilerek kontrol edildi.
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3.7. DNA Dizi ANALIizi

3.7.1. Dideoks Terminasyon Reaksiyonu
Reaksiyon ABI Prism BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (ABI Prism
Big Dye™) kullarularak yapildi. Bu kit icerisinde AmpliTag DNA polimeraz iceren bir
PCR kitidir. Kullamlan polimeraz enzimi Thermus aquaticus' dan elde edilir. Bu
enzimin 5-3' nikleaz aktivitesi ile fosfataz aktivitesi inhibe edilmistir.
ABI Prism Big Dye™ terminatér reaksiyon kitinde ddNTP lerin isaretlendikleri
floresan boya isimleri ile bunlara karsilik gelen renkler asagidaki tabloda belirtilmistir.

Cizelge 5. DNA dizi andlizi resksiyon kitinde ddNTP lerin isaretlendikleri floresan boya ismleri

ile bunlarakarsilik gelen renkler

ddNTP Florasan Boya Renk
A dR6G Y esil

T dROX Kirmizi
C dR110 Mavi

G dTAMRA Siyah

DNA dizi analizi i¢in toplam hacim 20 puL olmak Uzere asagidaki protokole gore

reaksiyon karisimi hazirlandh.

Ready Reaction Premiks 4.0 ub
BigDye Sequencing Buffer 20uL
Primer (10 pmol)* 20 uL
Purifiye PCR Urtni 20uL
dH,O 10.0 puL
Toplam hacim 20.0 uL

*LITSR ve L5.8S primerleri kullanildi.

Terminasyon reaksiyonu termal cycler kullamlarak yapilir. PCR program;

95°C'de 30sn
50°C'de 10 sn 30 siklus olarak ayarlanch.
60°C' de 4 dk
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3.7.2. Terminasyon Reaksiyon Uriiniinun Purifikasyonu

Reaksiyonu bitmis olan PCR Urinunin purifikasyonu asagidaki protokoldeki gibi

yapild.
1.

N o o A~ WD

20 pL’lik DNA dizi andizi reaksiyon trtnine 5 pL (125 mM EDTA), 60 uL
(96100 etil alkol) ilave edildi.

15 dakika plate oda sicakliginda oda sicakliginda vortekslendi.

Platedeki PCR Urtinleri 2000 rpm’ de 30 dk santrifdij edildi.

Platedeki siipernatant kisim atik kabina bosaltildh.

Platedki kuyucuklarin Uzerine 20 UL %70’ lik etil alkol ilave edildi ve vortekslendi.

Platedeki PCR Urtnleri 2000 rpny' de 15 dakika santrifiij edildi.

Platedeki etil alkol atik kabina bosaltildi ve bos plate 15 dakika oda sicakliginda
bekletildi.

Her bir 6rnegin Uzerine 20 pL yukleme solusyonu (sample loading solution)
eklendi.

3.7.3. DNA Diz Analizi Cihazimin Calisma Programi
Ornekler hazirlandiktan sonra ABI 3100 DNA (Applied Biosystems, Nort

America) dizi analizi cihazinda bulunan 6rnek tepsisine yerlestirildi ve cihaza

baglama komutu verildi. Baslama komutu ile cihazin gerceklestirdigi islemler su

sekilde siralanir:

1.

4.

Cihaz basglama komutunu aldiktan sonra kapiler Unitesinin  sicakligin
elektroforez icin uygun sicaklik olan 50°C’ye cikarir.

Uygun sicaklik saglandiktan sonra kapilerin platin cubuga bagli serbest ucu
ornek yikleme Unitesinde bulunan distile su tipine girer. Cihaz polimer blok
sonunda bulunan ve anoda agilan kapagi kapatir. Polimer siringasi Uzerinde
bulunan piston ile sikistirilir. Polimer, anot tarafi kapali oldugu igin hareket
edebilecegi tek yon olan kapiler icine yayilmaya baslar.

Kapiler, polimer ile doldurulduktan sonra serbest kapiler ucu Ornek tepsisi
Uzerinde hareket ederek drnek icerisine girer.

Anot kapag: agilan cihaz Uzerinde elektriksel alan yaratir. Yaratilan elektriksel
alanda tUp icerisinde bulunan DNA parcalar1 kapiler boru icerisine dogru
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harekete gecerler. DNA parcalarimin kapilere tasinmasi icin gerekli stirenin
dolmasi ile akim kesilir ve serbest kapiler ucu distile su icerisine doner.

Platin cubuk ile kapiler cevresine 6rnekten bulasan kirlilikler temizlenir.

Kapiler serbest ucu temizleme sonrasi tekrar hareket ederek ornek tepsisi
Uzerinde bulunan yuritme ¢ozeltisi icerisine girer. Burasi kapiler serbest ucu
icin son noktadr.

. Anot kapag: agildiktan sonra cihaz lzerine tekrar akim verilir. Ornek tepsisi
Uzerinde bulunan yuritme ¢ozeltisi ile polimer blok sonunda bulunan ytritme
¢Ozeltisi arasinda 14000 V'’ye varan bir gerilim olusur. DNA parcalar1 kapiler
serbest ucundan kapiler boyunca, polimer bloga dogru harekete gegerler. Bu
yuritme sirasinda lazer Unitesi icerisinden gecerler ve yayildiklar: florasan 1sik

ile tespit edilirler. Elektroforez sonlandiginda cihaz yeni deney icin islemleri
tekrar eder. (Sekil 8)
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Sekil 8. DNA Dizi Analizi Cihazinda Elde Edilen Analiz Goruntist
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4. BULGULAR
4.1. Mikroskobik inceleme Y 6nteminin Sonucu

Mikroskobik inceleme yonteminde Giemza boyali preparatlarda Leishmania
amastigotlar1 gorilen ornekler pozitif, amastigot gortlmeyen ornekler ise negatif kabul
edildi. Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Deri ve Ziihrevi Hastaliklar Anabilim
Dalr'na Kutandz Leyismanyoz siphesi ile basvuran hastalardan alinan 207 smear
orneginin 127 tanesinin mikroskobik inceleme sonucu pozitif, 80 tanesinin mikroskobik
inceleme sonucu negatif bulundu. Cukurova Universitess Tip Fakiiltesi Pediatrik
Enfeksiyon Hastaliklar1 Bilim Dali’na Visseral Leyismanyoz 6n tamsi ile basvuran
hastalardan alinan 135 kemik iligi 6rneginin 12 tanesinin mikroskobik inceleme sonucu

pozitif, 123 tanesinin mikroskobik inceleme sonucu negatif bulundu. (Sekil 9)

Sekil 9: Leishmania amastigot sekilleri (X100 Obj)
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4.2.PCR Y Onteminin Sonucu

PCR yonteminde LITSR-L5.8S primerleri ile yaklasik olarak 300-350 bp’'de
band veren ornekler pozitif kabul edildi. (Sekil 10) Kutan6z Leyismanyoz stpheli 207
hastadan alinan smear drneginin 148 tanesi PCR’ da pozitif, 59 tanesi negatif bulundu.
Visseral Leyismanyoz supheli 135 hastadan alinan kemik iligi 6rneginin 32 tanesi PCR
yontemi ile pozitif, 103 tanesi negatif bulundu.

500

400

300

Sekil 10. PCR yontemi ile pozitif bulunan érneklerin agaroz jel gérintisi. (1.100 bp'lik marker
(Promega), 2.Negatif Kontrol, 3.Pozitif Kontrol, 4-6. Hastalardan izole edilen érnekler)

Calismada Kutantz Leyismanyoz ve Visseral Leyismanyozun laboratuvar
taisinda kullanilan mikroskobik inceleme ve PCR yonteminin sonuclari karsilastirildi.

Cizelge 6. Kutantz Leyismanyoz'un laboratuvar tamsinda mikroskobik inceleme ve PCR

yontemlerinin karsilastiriimast

Mikroskobi Pozitif (+) | Mikroskobi Negatif (-) | Toplam
PCR Poxzitif (+) 127 21 148
PCR Negatif (-) 0 59 59
Toplam 127 80 207

PCR yonteminin duyarliligi: 127 (127+0) x 100 = %100
PCR yonteminin 6zgulltgi: 80 (21+59) x 100 = %74

Kutan6z Leyismanyoz'un laboratuvar tamsinda kullanilan PCR yontemi ile
mikroskobik inceleme yontemi sonuglart karsilastirildiginda, PCR  yonteminin
mikroskobik inceleme yontemine gére %100 duyarlilik ve %74 6zgulluk gosterdigi
tespit edildi. (Cizelge 6)
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Cizelge 7. Visseral Leyismanyoz'un laboratuvar tamsinda mikroskobik inceleme ve PCR

yontemlerinin karsilastiriimast

Mikroskobi Pozitif (+) | Mikroskobi Negatif (-) | Toplam

PCR Pozitif (+) 12 20 32
PCR Negatif (-) 0 103 103
Toplam 12 123 135

PCR yonteminin duyarliligi: 12 / (12+0) x 100= %100
PCR yonteminin 6zgullug: 103 / (20+103)= %84

Visseral Leyismanyoz' un laboratuvar tamisinda kullanllan PCR yontemi ile
mikroskobik inceleme yontemi sonuglart karsilastirildiginda, PCR  yonteminin
mikroskobik inceleme yontemine gére %100 duyarlilik ve %84 6zgullik gosterdigi

saptandi. (Cizelge 7)

4.3.RFLP Y 6nteminin Sonucu

Calismada PCR yontemi ile pozitif bulunan 148 Kutantz Leyismanyoz' lu ve 32
Visseral Leyismanyoz'lu olgunun etken tdrlerini tespit etmek icin RFLP yontemi
caligild.

Kutantz Leyismanyoz tamsi konulan 148 PCR drdinun 72 tanesinin L. tropica
(% 49), 53 tanesinin L. infantum (%36), 23 tanesinin L. major (%15) oldugu tespit
edildi. PCR yontemi ile Visseral Leyismanyoz tamst konulan 32 PCR 0Urinin 18
tanesinin L. infantum (%56), 10 tanesinin L. donovani (%31) ve 4 tanesinin L. tropica
(%13) oldugu belirlendi. (Sekil 11)
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300 —p

200 —p

100 —p

Sekil 11. PCR yontemi ile pozitif bulunan drneklerin RFLP sonucundan elde edilen agaroz jel
gbrintisi. (1.100 bp'lik marker (Bio Basic), 2.L. infantum, 3. L. tropica, 4. L. major, 5. 100 bp’lik
marker (Bio Basic), 6. L. infantum, 7. L. donovani, 8.L. tropica)

4.4.DNA Dizi Analizi Ydnteminin Sonucu

Kutandz Leyismanyoz’lu olgulardan izole edilen L. tropica, L. infantum ve L.
major turlerinin DNA dizi analizi sonucu cizelge 8 de gosterilmektedir. Kutantz
Leyismanyoz’'lu olgulardan izole edilen L. infantum ve L. major tdrlerinin haplotip
yapiya, L. tropica tdrlerinin ise (L. tropica KL-1, L. tropica KL-2 ) heterotip yapiya
sahip oldugu tespit edildi.
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Cizelge 8. Kutantz Leyismanyoz' lu olgulardan izole edilen L. tropica, L. infantum ve L. major turlerinin

nuklotit dizileri

L. tropica (KL-1 izolasyonu)

1
61
121
181

241

ccccaaaaaa
acacacagca
acgcaccgcc
ttgttggcgg

t acaaat at a

aacat at aca
aacttttata
t at acacaaa
ggggt gcgt g
cggcgtttcg

aaact cgggg
ctcgaagttt
acaaaaat gt

t gt ggat aac

gttttgttgg

ggcct att at
gcagt aaaca
ccgtttatac

ggct cacat a

cggggggt gc

atacattaca
aaaggccgat
aaat at acgg
acgt gt cgcg
gt gt gt ggat

ggcctttccce
cgacgttata
cgtttcggtt
gacgtcgttt

aacggct cac

L. tropica (KL-2 izolasyonu)

1 tacacccccc aaaaaaaaca

61 ctttcccaca tacacagcaa

121 gacgttataa cgcaccgcct

181 cgtttcggtt ttgttggcgg

241 atggaagact tggcttccta

t at acaaaac
acttttatac
at acacaaaa
ggggt gcgt g
tttctttgaa

t cggggaggce
tcgaagtttg
gcaaaaat gt
t gt ggat aac

aaacgcaat a

ctattatata
cagt aaacaa
ccgtttatac
ggct cacat a

aagt gcgt ga

cattat aggc
aaggccgatc
aaat at acgg
acgt gt acgg
ggt gggaat a

L. infantum

1 cagcaaagtt ttgtactcaa aatttgcagt aaaaaaaagg ccgatcgacg ttataacgca

61
121
181
241

301

ccgcct at ac
ggcggagt gg
cttcctattt
ataacgtgtc

at aagt ggt a

aaaagcaaaa
gtgcgt gt gt
cgt t gaagaa

gcgatggatg

atgtcecgttt
ggat aacggc
cgcagt aaag

acttggcttc

at acaaaaaa tatacggcgt ttcggttttt

t cacat aacg
tgcat aagtg

ctatttcgtt

tgtcgcgatg
gt at caaat g

gaagaacgca

gat gact t gg

agtcccttcc

gt aaagt gcg

L. major

1
61
121
181
241

301

ctggatcatt
tatatatata
cagt aaaaaa
ccgtttatac
tgcgtgecgeg
t cgtt gaaga

tt ccgat gat
t agt at aggc
ggccgat cga
aaaaaaat ag
t ggat aacgg

acgcagt aaa

tacaccccaa
ttttcccaca
cgtt gt agaa
acggcgtttc
ct cacat aac

gt gcgat aag

aaaacat at a
tacacagcaa
cgcaccgcct
ggtttttgge
gt gt cgcgat
t ggt at ca

caact cgggg
acttttatac
at acacaaaa
gggagggaga
ggat gacttg

aggcttattc
tcgaaatttg
gcaaaaat gt

gagagggggg
gcttcctatt




Visseral Leyismanyoz’lu olgulardan izole edilen Leishmania turlerinin niikleotit

dizileri cizelge 9'da gosterilmektedir. Cukurova Bolgesinde Visseral Leyismanyoz’lu

olgulardan izole edilen L. infantum, L. donovani ve L. tropica trlerinin haplotip yapida

oldugu tespit edildi.

Cizelge 9. Visseral Leyismanyozlu olgulardan izole edilen L. infantum, L. donovani ve L. tropica

tdrlerinin nikleotit dizileri

L. infantum (VL izolasyonu)

301

61 tatatatgta ggcctttccc
121 aaaaaggccg atcgacgtta
181 caaaaaatat acggcgtttc

241 cataacgtgt cgcgat ggat

gat aact gct

1 ctggatcatt ttccgatgat tacacccaaa

acat acacag
t aacgcaccg

ggtttttgge
gacttggcett

aaacat at ac
caaagttttg
cct at acaaa

9gggt gggt g
cctatttcgt

aact cgggga
t act caaaat
agcaaaaat g
cgt gt gt gga

t gaagaacgc

gacctatgta
tt gcagt aaa
tccgtttata
t aacggct ca

agt aaagt gc

L. donovani (VL izolasyonu)

61
121
181
241

301

1 ctggatcatt ttccgatgat
atat atatat gtaggccttt
aaaaaaaggc cgat cgacgt

t acaaaaaat atacggcgtt

t acaccaaaa
cccacat aca
t at aacgcac

tcggtttttg

cacat aacgt gtcgcgatgg atgacttggc

gcgat aagt g

aaaacat at a
cagcaaagtt
cgcct at aca

gcggggt ggg

ttcctatttc

caact cgggg
ttgtactcaa
aaagcaaaaa
tgcgtgtgtg

gt t gaagaac

agacct at gt
aatttgcagt
tgtccgttta
gat aacggct

gcagt aaagt

L. tropica (VL izolasyonu)

1 aaatcgggga ggcctatata tattatacat

61 aacttttgta ctcgaagttt gcagtaaaca

t at at aggcc

tttcccacac

at acacagca

aaaggccgat cgacgttata acgcaccgcc

121 tatacacaaa agcaaaaatg tccgtttata caaatatacg gcgtttcggt tttgttggeg
181 gggggt gcgt gt gt gt ggat aacggct cac at aacgt gt c gcgat ggatg acttggcttc

241 ctatttcgtt gaaagaacgc agtaaagtgc gaaaagtggt atcaaaatgc cgtcggcectt
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Kutantz Leyismanyoz'lu ve Visseral Leyismanyoz lu olgulardan izole edilen
Leishmania tirlerinin nikleotit dizileri BIOEDIT programinda analiz edildi ve niikleotit
dizileri BLAST programi kullamlarak Gen Bankasina (blast.ncbi.nlm.nih.gov) kayith

olan diger Leishmania tirleri ile karsilastirildh.

Calismada Kutantz Leyismanyoz’ lu olgulardan izole edilen L. tropica (KL-1 ve
KL-2) 1in diger L. tropica turleri ile %74-99 arasinda degisen oranlarda benzerlik
gogerdigi saptandi. Kutandz Leyismanyoz’ lu olgulardan izole edilen L. infantum'un
diger L. infantum tarleri ile %96-97 oramnda benzerlik gosterdigi tespit edildi. Kutantz
Leyismanyoz'lu olgulardan izole edilen L. major’un diger L. major tarleri ile
karsilastirildiginda %75-100 arasinda degisen oranlarda benzerlik gosterdigi saptandi.
Kutan6z Leyismanyoz'lu olgulardan izole edilen L. infantum tdrlerinin BLAST
sonucunda benzerlik gosterdikleri L. infantum’larin Visseral Leyismanyoz’ lu olgulardan
izole edildigi tespit edildi.

Visseral Leyismanyoz’lu olgulardan izole edilen Leishmania turlerinin niikleotit
dizileri GenBankasinda kayitli olan Leishmania tirlerinin noikleotit dizileri ile
karsilastirilldi. Calismada Visseral Leyismanyoz'lu olgulardan izole edilen L.
infantum'un diger L. infantum torleri ile %98 oraminda benzerlik gosterdigi, L.
donovani’nin diger L. donovani tirleri ile %100 oraminda, L. tropica’ mn ise %74-95
arasinda degisen oranlarda benzerlik gosterdigi saptandh. (Cizelge 12,13)

Ayrica calismada elde edilen L. infantum tdrlerinin nikleotit dizilerinin L.
donovani turleri ile yliksek oranda benzerlik gosterdigi tespit edildi.
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Cizelge 10. Kutantz Leyismanyoz’ lu olgulardan izole edilen L. tropica tirlerinin Gen Bankasina

kayitl diger L. tropicatirleri ile karsilastirilmast (GB No: Gen Bank Kayit No, B: Benzerlik Orani)

L. tropica (KL-1 izolasyonu) L. tropica (KL-2 izolasyonu)

GB No B% | GBNo B% | GBNo B% | GB No B%
EU482829.1 | 99 FN677345.1 98 FJ948464.1 9% FJ948456.1 93
FJ948464.1 98 EN677343.1 98 FJ948463.1 9% FJ948450.1 93
FJ948463.1 98 FN677341.1 98 FJ948462.1 9% FJ948449.1 93
FJ948462.1 98 FJ948456.1 98 FJ948461.1 9% FJ948448.1 93
FJ948460.1 98 FJ948450.1 98 FJ948459.1 9% FJ948447.1 93
JIN541338.1 98 FJ948449.1 98 JIN541338.1 % GU561643.1 9%
HM1011311 | 98 FJ948448.1 98 GQ913688.1 9% FJ940895.1 78
GQo13688.1 | 98 FJ948447.1 98 FJ948458.1 93 AJ000302.1 91
FJ948461.1 98 GU561644.1 98 FJ460459.1 % FJ948452.1 93
FJ948459.1 98 EU727197.1 91 FJ948465.1 93 AJ000301.1 91
FJ948458.1 98 AJ000302.1 % FJ948457.1 93 HM101131.1 80
FJ948465.1 98 FJ948452.1 98 EU727198.1 89 GU561644.1 9%
FJ948457.1 98 AJ000301.1 % EU326226.1 9% EU871037.1 89
FJ940895.1 % EU871037.1 % FJ460458.1 9% AJ300485.1 91
FJ940894.1 99 EU727198.1 9% FJ460457.1 9% EU604811.1 89
EU326226.1 | 98 JIN860723.1 90 EU727197.1 90 FJ940894.1 76
EF095751.1 9% AJ300485.1 % JIN860722.1 93 EF095751.1 74
FJ460459.1 98 EU604811.1 % HM060590.1 93 JIN860725.1 83
FJ460458.1 98 EU683618.1 % HM060589.1 93 EU683618.1 9%
FJ460457.1 98 GU591305.1 % HM060588.1 93 EU683617.1 76
FN6773%6.1 | 97 GU591394.1 9% EF653267.1 93 EU482829.1 76
JIN860722.1 98 GU591393.1 9% FN677356.1 93 JIN104588.1 87
HM060590.1 | 98 GU591392.1 9% JIN860723.1 86 JIN005821.1 84
HMO060589.1 | 98 GU591391.1 9% FJ948451.1 9%

HMO060588.1 | 98 GU591390.1 9% HM004586.1 93

FJ948451.1 98 JIN005821.1 97 FJ948455.1 93

EF653267.1 98 GU591396.1 9% FJ948454.1 93

HM004586.1 | 98 EU683617.1 93 FJ948453.1 93

GU561643.1 | 98 JIN005822.1 % FN677345.1 93

FJ948455.1 98 JIN860725.1 88 FN677343.1 93

FJ948453.1 98 JIN104588.1 91 FN677341.1 93
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Cizelge 11. Kutan6z Leyismanyoz'lu olgulardan izole edilen L. infantum ve L. major tirlerinin
Gen Bankasina kayitl1 diger L. infantumve L. major turleri ile karsilagtirilimas: (GB No: Gen Bank Kayit
No, B: Benzerlik Orani)

L. infantum (KL izolasyonu) L. major (KL izolasyonu)

GB No B% | GBNo B% | GBNo B% | GBNo B%
FJ940892.1 % AJ000293.1 9% FR796423.1 100 | EF413078.1 85
FM209177.1 | 96 AJ000291.1 9% FJ460456.1 100 | JN541335.1 83
FM209179.1 | 97 AJ000289.1 9% FJ753394.1 100 | JN860735.1 83
HQ830354.1 | 96 AJ000288.1 % FJ753393.1 100 | JNO05827.1 84
HQ830353.1 | 96 FN182207.1 9% FJ753392.1 100 [ HM117696.1 82
FN3983432 | 96 FN687759.1 %5 FJ753391.1 100 | IN541337.1 82
HQ535858.1 | 96 FM209178.1 9% FJ326229.1 100 | IN541332.1 82
FN677362.1 | 96 GQ444144.1 9% AY550178.1 100 | IN541327.1 82
FN67736L.1 | 96 FM164417.1 %5 AF339752.1 100 | JNO05825.1 83
FN677360.1 | 96 FM164416.1 9% FN677357.1 100 | IN860731.1 81
FN677359.1 | 96 EU326227.1 9% AY573187.1 100 | IN860721.1 84
FN677358.1 | 96 AJ249616.1 9% AY573188.1 100 | IN860732.1 78
GU045592.1 | 96 AJR249615.1 9% JF831924.1 100 | JN860750.1 85
GU045591.1 | 96 AR249613.1 %5 FN677342.1 100 | IN860742.1 84
FM164420.1 | 96 AJ249612.1 %5 AJ000310.1 100 | IN541333.1 77
AM9014531 | 96 FM164419.1 9% FJ753395.1 100 | IN860740.1 77
AMO01451.1 | 96 FM164418.1 %5 AJ300482.1 % JIN860746.1 79
EU604810.1 | 96 HQ830358.1 % DQ295825.1 % JIN860741.1 79
AJB34369.1 % FN398344.2 % DQ295824.1 % JIN005823.1 86
AJB34368.1 % FR799614.1 % DQ300195.1 % AJ000309.1 100
AJB34367.1 % FN677364.1 % AY?283793.1 97 AJ000307.1 100
AJB34366.1 % FN677363.1 % AY260965.1 97 JIN860739.1 77
AJB34365.1 % GU045590.1 % AJ300481.1 % JIN860739.1 75
AJ634364.1 % GU045589.1 % EF413075.1 % JIN860730.1 83
AJB34363.1 % FJ753386.1 % EF653269.1 % FJ555209.1 100
AJB34362.1 % AM901450.1 % AJR272383.1 % JIN860734.1 73
AJB34361.1 % AM901449.1 % GQ402544.1 9% EF413079.1 9%
AJB34355.1 % AM901448.1 % GQ402543.1 %5 AJ272382.1 9%
AJB34354.1 % AM901447.1 % GQ466350.1 87 AJ272381.1 9%
AJ634353.1 % AJB34378.1 % GQ466353.1 87 AJ272380.1 %
AJB34352.1 % AJB34377.1 % JIN860745.1 87 AJ272379.1 9%
AJB34351.1 % AJB34376.1 % EF413077.1 89 AJ272378.1 9%
AJB34350.1 % AJB34375.1 % JIN860754.1 87 HM 130607.1 %5
AJB34349.1 9% AJB34374.1 9% GQ466351.1 86 HQ830351.1 9%
AJB34348.1 % AJB34373.1 % GQ466352.1 86 JIN860714.1 79
AJB34347.1 % AJB34372.1 % JIN860720.1 88 HQ830350.1 %
AJB34346.1 % AJB34371.1 % JIN005828.1 86 EF413076.1 9%
AJB34345.1 % AJ634370.1 % JN005830.1 86 JIN860736.1 69
AJ634344.1 9% AJ634360.1 9% JIN005824.1 86 EU395712.1 91
AJB34343.1 % AJB34359.1 % JIN005829.1 85 JIN860737.1 75
AJB34342.1 % AJB34358.1 % JIN860718.1 88

AJB34341.1 9% AJ634357.1 9 JIN860757.1 85

AJB34340.1 9% AJ634356.1 9 JIN860713.1 85

AJB34339.1 9% AJ000297.1 9 JIN005826.1 85

AJ276260.1 9% AJ000296.1 9 JIN541336.1 84

AJ276259.1 9% AJ000294.1 9 JIN541334.1 84

AR276258.1 | 96 AJ000292.1 9 JIN541331.1 84

AJ000306.1 9% JIN541330.1 84

AJ000305.1 9% JIN541329.1 84

AJ000304.1 9% JIN541328.1 84

AJ000303.1 9% JIN541326.1 84

AJ000295.1 9% EU482830.1 86

38




Cizelge 12: Vissaa Leyismanyoz'lu olgulardan izole edilen L. infantum ve L. donovani
turlerinin GenBankasina kayitli diger L. infantum ve L. donovani tirleri ile karsilastiriimas: (GB No: Gen
Bank Kayit No, B: Benzerlik Orani)

L. infantum (VL izolasyonu) L. donovani (VL izolasyonu)

GB No B% | GBNo B% | GBNo B% | GBNo B%
FN3983432 | 98 AJR249615.1 98 FN398344.2 100 | AJ634365.1 100
HQ535858.1 | 98 FN398344.2 98 FR799614.1 100 | AJ634364.1 100
FM209179.1 | 98 FR799614.1 98 FN677364.1 100 | AJ634363.1 100
FM209178.1 | 98 FN677364.1 98 FN677364.1 100 | AJ634362.1 100
FM209177.1 | 98 FN677363.1 98 FN677363.1 100 | AJ634361.1 100
GU045592.1 | 98 GU045590.1 98 GU045590.1 100 | AR76258.1 100
GU045591.1 | 98 GU045589.1 98 GU045589.1 100 | AJR49612.1 100
GQ444144.1 | 98 GQ367489.1 98 GQ367489.1 100 | AJ000293.1 100
FM164420.1 | 98 FJ753386.1 98 FJ753386.1 100 | AJ000291.1 100
FM164419.1 | 98 AM901448.1 98 AM901448.1 100 [ AM901452.1 100
FM1644181 | 98 AM901447.1 98 AM901447.1 100 | AJR76260.1 100
FM164417.1 | 98 EU753232.1 98 EU753232.1 100 | FN182208.1 100
FM164416.1 | 98 EU75323L.1 98 EU75323L.1 100 | FN182210.1 100
AMO01451.1 | 98 EU753230.1 98 EU753230.1 100 | AJR49613.1 100
EU326227.1 | 98 EU753229.1 98 EU753229.1 100 [ AM901450.1 100
AJB34355.1 98 EU753228.1 98 EU753228.1 100 | AJ634360.1 100
AJ634354.1 98 EU753227.1 98 EU753227.1 100 | AJ634359.1 100
AJB34353.1 98 EU753226.1 98 EU753226.1 100 | AJ634358.1 100
AJB34352.1 98 EU753225.1 98 EU753225.1 100 | AJ634357.1 100
AJ634350.1 98 EU326228.1 98 EU326228.1 100 | AJ634356.1 100
AJB34349.1 98 AJB34378.1 98 AJB34378.1 100 | HQ830354.1 %
AJB34348.1 98 AJB34377.1 98 AJ634377.1 100 | AJR49614.1 100
AJB34347.1 98 AJB34376.1 98 AJB34376.1 100 | FN398343.2 100
AJB34346.1 98 AJB34375.1 98 AJB34375.1 100 | HQ535858.1 100
AJ634345.1 98 AJB34374.1 98 AJ634374.1 100 [ FM209179.1 100
AJ634344.1 98 AJ000297.1 98 AJ000297.1 100 | FM209178.1 100
AJB34343.1 98 AJ000296.1 98 AJ000296.1 100 | FM209177.1 100
AJB34342.1 98 AJ000292.1 98 AJ000292.1 100 | GU045592.1 100
AJB34341.1 98 AJ000290.1 98 AJ000290.1 100 | GU045591.1 100
AJB34340.1 98 FN182207.1 98 AJ634373.1 100 | GQ444144.1 100
AJB34339.1 98 FN687759.1 98 AJ634372.1 100 | FM164420.1 100
AJ000306.1 98 FN677362.1 98 AJ634371.1 100 | FM164419.1 100
AJ000305.1 98 FN677361.1 98 AJ634370.1 100 | FM164418.1 100
AJ000304.1 98 FN677360.1 98 AJ276259.1 100 [ FM164417.1 100
AJ000303.1 98 FN677359.1 98 AJ249615.1 100 | FM164416.1 100
AJ000295.1 98 FN677358.1 98 AJ249620.1 100 | AM901451.1 100
AJ000289.1 98 AM901453.1 98 FN182206.1 100 | EU326227.1 100
AJ000288.1 98 AJB34368.1 98 AJ249616.1 100 | AJ634355.1 100
AJR249613.1 98 AJ634369.1 98 FN182209.1 100 | AJ634354.1 100
AM901450.1 | 98 AJ634367.1 98 FN182207.1 100 | AJ634353.1 100
AJB34360.1 98 AJB34365.1 98 FN687759.1 100 | AJ634352.1 100
AJB34359.1 98 AJ634364.1 98 FN677362.1 100 | AJ634351.1 100
AJB34358.1 98 AJ634363.1 98 FN677361.1 100 | AJ634350.1 100
AJB34357.1 98 AJ634362.1 98 FN677360.1 100 | AJ634349.1 100
AJB34356.1 98 AJ634361.1 98 FN677359.1 100 | AJ634348.1 100
AJ276260.1 98 AJ276258.1 98 FN677358.1 100 | AJB34347.1 100
GQ367488.1 | 98 AJ276259.1 98 AM901453.1 100 | AJB34436.1 100
GQ367487.1 | 98 AM901449.1 100 | AJB34345.1 100
GQ367486.1 | 98 AM634369.1 100 | AJB34344.1 100
AJ000294.1 98 AJB34368.1 100 | AJ634366.1 100
AJ249616.1 98 AJB34367.1 100
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Cizelge 13. Visseral Leyismanyoz'lu olgulardan izole edilen L. tropica turlerinin GenBankasina

kayitl diger L.tropica turleri ilekarsilastiriimast (GB No: Gen Bank Kayit No, B: Benzerlik Orani)

L. tropica (VL izolasyonu)

GB No B% GB No B%
JN104588.1 95 FJo48457.1 95
AJ300485.1 95 FJA60458.1 94
FJ948456.1 95 FJA60457.1 93
FJ948455.1 95 EU727197.1 95
FJo48454.1 95 JN860723.1 89
FJ948453.1 95 EU727198.1 90
FJ948450.1 95 EU683618.1 87
FJ948449.1 95 JN860725.1 89
FJo48448.1 95 EU683617.1 87
FJo48447.1 95 EF653267.1 96
EU604811.1 95 JN860722.1 92
AJ000301.1 95 GUS591395.1 75
HM004586.1 94 GU5913%4.1 75
FN677345.1 95 GUS591393.1 75
FN677343.1 95 GUS591392.1 75
FN677341.1 95 GUS591391.1 75
FJo48452.1 95 FJ595949.1 74
FJ948451.1 95 FNG677346.1 95
EU871037.1 95 GQ920676.1 95
AJ000302.1 95 GQ920673.1 95
GU561643.1 88 HM060590.1 89
EU326226.1 94 HM060589.1 89
GUS561644.1 88 HM060588.1 89
FN677356.1 95 GUS591396.1 75
JN541338.1 95 GUS591390.1 75
FJo48464.1 95 FJ595950.1 74
FJ948463.1 95

FJ948462.1 95

FJ948461.1 95

FJ948460.1 95

FJo48458.1 95

GQ913688.1 94

FJ948465.1 95

FJ948459.1 95
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5. TARTISMA

Dunya saglik orglttne gore Leyismanyoz 88 Ulkede endemiktir. Diinyada yilda
500 bin Visseral Leyismanyoz, 1.5-2 milyon Kutandz Leyismanyoz olgusu vardir ve her
iki parazitoz yoniinden yaklasik 200 milyon kisi risk altindadir®™®, Leyismanyoz
1950'li yillardan beri Ulkemizde ve son yirmi yil icerisinde 6zellikle Cukurova
Bolgesinde yaygin olarak gorilen 6nemli bir hastaliktir. Ulkemizde Leyismanyoz ile
ilgili yapilan calismalar sonucunda, hastaligin etkeni olan Leishmania tirleri hem
insandan hem kopeklerden izole edilmis ve hastaligin dogadaki rezervuarligin
kopeklerin yaptig: epidemiyolojik calismalar ile kanitlanmistir®,

Bu calismada Mart 2010 - Mart 2012 tarihleri arasinda Cukurova Bolgesinde
yasayan Kutandz Leyismanyoz sipheli olgulardan smear, Visseral Leyismanyoz stipheli
olgulardan kemik iligi 6rnekleri alinmistir. Klinik ornekler mikroskobik inceleme ve
PCR yontemleri ile incelendiginde Kutantz Leyismanyoz (%71,5) ve Visseral
Leyismanyoz (%24) un literatirde yer aldigi gibi Cukurova Bdlgesinde yaygin oldugu
gordlmistdr.

Klinik olarak Kutan6z Leyismanyoz akne, kan cibam, ekzama, lupus
eritomatozus, lupus vulgaris, tuberculosis verrucosus, ¢esitli frengi belirtileri, leptomlu
lepra, yumusak yara, psoriasis ve deri urlari gibi bircok deri hastaligiyla, Visseral
Leyismanyoz ise sitma, tifo, tiberkiloz gibi hastaliklar ile karigabilmektedir. Bu yizden
Kutantz Leyismanyoz ve Visseral Leyismanyoz olgularinin tamisinda klinik bulgular
yeterli olmayip, laboratuvar tamisina ihtiyag duyulmaktadir®®. Her iki parazitozun
laboratuvar tamisinda mikroskobik inceleme, kuiltdr, serolojik ve molekiler yontemler
kullamilmaktadir. Visseral Leyismanyoz olgularinin laboratuvar tamisinda rekombinant
antijen (rK39) hizli tam testi duyarliligr ve 6zgulliginin yiksek olmasindan dolay:
yaygin olarak kullaniimaktadir. Ancak Ozerdem ve ark®.’larinin Cukurova Bélgesinde
bulunan Visseral Leyismanyoz olgularinin laboratuvar tamisinda kullanilan PCR
yontemi ile rk39 hizli tan: testini karsilastirmislardir®®. Calismanin sonucunda PCR
yonteminin duyarhiligimin rK39 hizli tam testine gére daha yuksek oldugunu
bulmuslardir. rK39 hizli tani testi insan serumunda L. donovani’ye Kkarsi olusan
antikorlarin kalitatif tanimlanmasi igin gelistirilmis bir immunokromatografik testtir. Bu

calismada da Visseral Leyismanyoz olgularina etken olan Leishmania tirleri arastirilms
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ve bu bdlgede L. donovani ile birlikte L. infantum ve L. tropica tirleri tespit edilmistir.
rk39 hizli tam testi sadece L. donovani komplesini tanimlayan bir test oldugu igin
Cukurova Bolgesindeki Visseral Leyismanyoz olgularinda bu testin duyarliligimn disik
olmast normaldir.

Glnumuze kadar bircok arastirmact Leyismanyoz'un tamsinda kullamlan
laboratuvar tani yontemlerini karsilastirmus ve calismalarin sonucunda molekiler
yontemlerin duyarliliginin yiksek oldugu rapor edilmistir®’. Bu calismada da
Leyismanyoz'un laboratuvar tamsinda mikroskobik inceleme yontemi ile PCR
yonteminin duyarliliklar1 karsilastirildiginda PCR yonteminin mikroskobik inceleme
yontemine gore daha duyarli (%100) oldugu goruld.

Leyismanyoz etkeni Leishmania tdrleri klinik, biyolojik ve epidemiyolojik
Ozelliklerine gore simiflandirilmigtir. Tur tayininde izoenzim yontemi, PCR-RFLP gibi
DNA'ya dayal1 molekiiler yontemler kullaniimaktadir®. Son yillarda Leyismanyoz’un
endemik oldugu Afrika, Iran, Brezilya, israil, Tirkiye gibi Ulkelerde molekiler
yontemler ile Leyismanyoz etkeni olan Leishmania turlerini genotiplendirme
calismalar: yapilmistir®. Palestin, Jericho bolgesinde Kutandz Leyismanyoz etkeni
olarak L. tropica’min baskin oldugu, Iran’da Kutandz Leyismanyoz etkeni olarak L.
major ve L. tropica’ nin baskin oldugu, Sudan’da Visseral Leyismanyoz etkeni olarak L.
donovani’nin baskin oldugu, Ozbekistan'da ise Visseral Leyismanyoz etkeni olarak L.
infantum’ un baskin oldugu rapor edilmektedir®"*.

Turkiye' de Cukurova, Glneydogu Anadolu ve Ege Bolgelerinde de Leishmania
genotiplendirme calismalar1 yapilmistir ve bu calismalarda Turkiye'de Kutandz
Leyismanyoz olgularinda etken tirin L. tropica oldugu, Ulkede L. major tdrinin
bulunmadig bildirilmistir’?®®, Ancak bu tez calismasinda Kutandz Leyismanyoz'lu
olgulardan L. major (%15) izole edilmistir. Ayrica tez caligmasimin sonucunda
Cukurova Bolgesinde Kutantz Leyismanyoz etkeni olarak L. tropica’ min (%49) baskin
oldugu, Visseral Leyismanyoz etkeni olarak L. infantum’ un (%56) baskin oldugu ortaya
Gikmusgtir.

Leishmania genotiplendirme calismalarinda Visseral Leyismanyoz hikayesi
bulunmayan Kutandz Leyismanyoz olgularinda L. infantum, Kutandz Leyismanyoz
hikayesi olmayan Visseral Leyismanyoz olgularinda ise L. tropica izole edildigi rapor
edilmektedir®®®°, Bu tez calismasinda da Kutandz Leyismanyoz hikdyesi olmayan
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Visseral Leyismanyoz olgularinda L. tropica (%13), Visseral Leyismanyoz hikayesi
olmayan Kutantz Leyismanyoz olgularinda ise L. infantum tirleri tespit edildi. Bu
durum L. tropica ve L. infantum tirlerinin her iki Leyismanyoz formuna neden
olabilecegi ihtimalini ve bunun sonucunda da Kutan6z Leyismanyoz ve Visseral
Leyismanyoz olgularinin tedavi protokollerinin  degismesi  gerektigini  ortaya
cikartmustur.

Leyismanyoz etkeni olan Leishmania tirlerinin nikleotit dizilerini ortaya
cikartmak, tdrler arasinda polimorfizimi tespit etmek amaciyla birgok molekiler
calisma yapilmustir. Schonion ve ark”. Leishmania genotiplendirme calismalarinda L.
tropica turinde 14 farkli nikleotit dizilimi oldugunu bildirmiglerdir. Sudan’da izole
edilen L. tropica turinin nikleotit dizilimi incelendiginde bolgede izole edilen L.
tropica’ larin haplotip 6zellik gosterdigi tespit edilmistir™. Bu calismada da Kutandz
Leyismanyoz'lu olgulardan izole edilen L. major ve L. infantum tirlerinin haplotip
yapiya, L. tropica turlerinin ise heterotip yapiya sahip olduklar: tespit edildi.

El-Tai ve ark™. calismalarinda ise L. donovani tiiriiniin 11 farkl polimorfizim
gogerdigi ve bu nedenden dolay: Leishmania siniflandirmasinda L. donovani'nin L.
donovani kompleksi olarak tammlanmasinin daha dogru olacagim bildirmiglerdir. Bu
calismada Visseral Leyismanyoz'lu olgulardan izole edilen L. infantum (%56), L.
donovani (%31) ve L. tropica (%13) tdrlerinin hepsinin aynt nikleotit dizilimi
gogerdigi, hepsinin haplotip yapiya sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica calismada
Kutantz Leyismanyoz ve Visseral Leyismanyoz olgularindan izole edilen L.infantum
turlerinin nikleotit dizileri ile L. donovani turlerinin nikleotit dizileri arasinda yuksek
oranda benzerlik gosterdigi tespit edildi. Bu durum L.infantum ve L. donovani’nin tdr
ayriminin zor oldugunu ve El-Tai ve ark”™ min L. donovani tirlerleri icin L. donovani
kompleksi ifadesinin kullanilabilirligini dogrulamaktadir.

Visseral Leyismanyoz'lu olgulardan izole edilen L. tropica turinin nikleotit
dizileri GenBankasina kayitli Kutandz Leyismanyoz'lu olgulardan izole edilen L.
tropica tirleri ile yiksek oranda benzerlik gostermektedir. Bu durum Cukurova
Bolgesinde L. tropica’ nin Visseral Leyismanyoz’ a neden olabilecegini gostermektedir.
Ayrica bu calismada Kutandz LeyismanyoZz’ lu olgulardan izole edilen L. infantum’un

turleri Visseral Leyismanyoz' lu olgulardan izole edilen L. infantum’ un nikleotit dizileri
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ile yiksek oranda benzerlik gosterdigi tespit edildi. Bu durum Cukurova Bolgesinde L.

infantum’ un Kutantz Leyismanyoz’ a neden olabilecegi sonucunu ortaya ¢gikartmaktadir.



6. SONUC VE ONERILER

Leyismanyoz tanmsinda mikroskobik inceleme yontemi ucuz ve hizli bir yontem
olmasina ragmen, PCR yoOnteminin tamda duyarliliginin ve 6zgulliginin yiksek
olmasi, deneyimli mikropistlere ihtiyag duyulmamas: gibi sebeplerden dolay:
Leyismanyoz tamsinda mikroskobik inceleme yontemi ile birlikte PCR yonteminin
kullanimasinin yararli olacag: sonucu ¢alismamizda elde edilmistir.

Klasik bilgilerde yer alan Kutandz Leyismanyoz etkeni L. tropica ve L. major
bilgilerine ek olarak L. infantum'un da Kutantz Leyismanyoz etkeni olabilecegi bu
ylzden Kutan6z Leyismanyoz'lu olgularin Visseral Leyismanyoz agisindan da
degerlendirilmesi gerektigi kamisina varilmustir. Ayrica calismamizin  sonucunda
Kutandz Leyismanyoz hikayesi olmayan Visseral Leyismanyoz olgularinda L. tropica
turleri izole edilmistir. Ancak ¢alismamizda izole edilen L. tropica olgu sayisimin dusik
oldugu ve bu konu ile ilgili calismalarin daha fazla érnekle tekrarlanmasi gerektigi
distnul mektedir.
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