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OZET

ISTANBUL’DAKI KAN MERKEZLERINDEN ELDE EDILEN DONOR KAN
ORNEKLERINDE, LEISHMANIA PARAZITLERININ YENi MiKROKULTUR
YONTEMIi VE DIGER YONTEMLER iLE KARSILASTIRMALI iNCELENMESi

Sezen CANIM ATES

Kimya Anabilim Dah

Doktora Tezi
Tez Danismani: Prof. Dr. Adil M. ALLAHVERDIYEV

Leishmaniasis, zorunlu hiicre igi Leishmania cinsi protozoonlarin etken oldugu zoonotik
bir hastaliktir. Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) verilerine gore leishmaniasis 72’si
gelismekte olan llke olmak tzere 98 {ilkede 350 milyon insani tehdit etmektedir.
Diinya ¢apinda yaklasik 12 milyon vaka vardir. Her yil bu sayiya 500 bin kisinin eklendigi
ve her yil 75 bin kisinin bu hastaliktan 6ldiglu tahmin edilmektedir. Son yillarda
hastaligin giderek vyayillmasinin esas nedeni; hastaligin vektorlerinde kullanilan
insektisitlere, etkenlerinde ise kullanilan ilaglara karsi direncligin gelismesidir. Ayrica
simdiye kadar etkin bir asi gelistiriimemesidir. Kiresel i1sinma ile hastaligin Avrupa
Ulkeleri de dahil olmak Uzere diinyanin c¢esitli Ulkelerinde giderek ¢ogalmasi bu
problemin 6nemini daha da arttirmaktadir. Leishmania parazitleri tatarciklarin isirmasi;
kan nakli, organ transplantasyonu gibi gesitli yollarla bulasmaktadir. Ayrica donér kani
vasitasiyla hastaligin  bulastigi  bilinmekte ve bu konu gilincel bir problem
olusturmaktadir. Dono6r kani ile hastaligin bulasmasi sadece epidemiyolojik agidan
degil, ayni zamanda kan alicilarinin saghgi icin de hayati 6nem tasimaktadir. Hastaligin
kan nakli ile iletildiginin belirlenmesi zor olsa da endemik bdlgelerde kan donérleri
arasinda Leishmania parazitinin tasindigina dair kanitlar bulunmaktadir. Ayrica
DSO’niin aciklamalarina gore, semptomatik hasta sayisi mevcut leishmaniasis
hastalarinin sadece % 5-20’ini olusturmaktadir.
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Diinyanin cesitli endemik Ulkelerinde dondr kanlari Uzerine yapilmis calismalar
mevcutken, llkemiz gibi endemik bolgeler iceren bir cografyada heniliz insan donor
ornekleri ile yapilmis bir calisma bulunmamaktadir. Buna gore de, bu tez ¢calismasinda
ilk kez olarak dono6r kan orneklerinde, Leishmania parazitlerini tespit etmek amaciyla,
semptomatik visseral leishmaniasis hastalarinin tanisinda yiksek duyarhlik ve
spesifiklik gosteren, ancak asemptomatik saglikh kisiler veya donér kanlarindaki
duyarhhgi bilinmeyen mikro kiltir yontemi (MKY), leishmaniasis tanisinda kullanilan
diger yontemler ile kiyaslanarak incelenmistir. Capa Kizilay kan merkezinden temin
edilen 343 donor kan ornegine mikroskobik (yayma), kiltir (NNN agar ve MKY),
serolojik (IFAT, ELISA ve ICT) ve molekiiler ydntemler (PCR) uygulanmistir. incelenen
343 don6r kaninin yirmi altisinda (% 7.58) kullanilan yontemler Leishmania
parazitlerine gore pozitiflik tespit edilmistir. 343 dondriin hepsine uygulanan Yayma,
MKY, IFAT ve ELISA yontemleri temel alinarak en az bir yontem ile pozitif veren 26
donoriin muhtemelen enfekte oldugu kabul edilerek duyarlilik degerlendirmesi yapildi.
Bu degerlendirmeye goére asemptomatik leishmaniasisi tespit etmede yontemlerin
hassasiyeti MKY igin % 58, yayma igin % 15, NNN agar icin % 4, PCR igin % 11 ve ICT igin
% 4 olarak hesaplanmistir. Ayrica IFAT-L. infantum igin % 38 ile IFAT-L. tropica igin % 23
ve ELISA-L. infantum igin % 35 ile ELISA-L. tropica igin % 19 olarak duyarlilik
belirlenmistir. Boylece ilk kez olarak donér kanlarinda MKY ile leishmaniasisin tanisinda
kullanilan diger yontemlerin kiyaslanarak incelenmesi sonucunda, kan bankasindan
elde edilen 6rneklerde Leishmania parazitlerinin tespiti icin en duyarli yontemin MKY
oldugu ortaya ¢cikmistir. Ayrica ilk kez olarak Tiirkiye’de istanbul gibi non-endemik olan
bir bolgede dondr kanlarinda Leishmania parazitlerinin varligi saptanmistir. Kullanilan
diger yontemlere gbre serolojik yontemlerden IFAT ve ELISA da ylksek duyarlilik
gostermistir. Ancak parazitolojik olarak kesin tani parazitin kendisine veya molekiler
Ozelliklerine dayanmaktadir. Serolojik yontemlerin ise c¢apraz reaksiyon verdikleri
dikkate alindiginda, asemptomatik saglikli bireylerin tanisinda MKY’nin kullaniimasi
onerilebilir.

Sonuc¢ olarak non-invaziv, uygulamasi kolay ve ekonomik olan MKY ile kan
bankalarindan temin edilen kanlar, kan ihtiyaci olan kisilere verilmeden 6nce mutlaka
leishmaniasise gore kontrol edilmelidir. Gerek Leishmania tanisindaki hekim
bilgilendirilmelerinin arttiriimasi, gerekse kan bankalarindaki kanlarin leishmaniasise
gore taranmasi gibi dizenlemeleri yapilmasi gerekmektedir. Bu amacla TC Saghk
Bakanliginin bu sorunu dikkate almasi igin ¢alismalar baslatiimahdir.

Anahtar Kelimeler: Leishmaniasis, tani yontemleri, mikro kiltiir yontemi, donor kanlari
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ABSTRACT

COMPARATIVE INVESTIGATION OF LEISHMANIA PARASITES WITH NEW
MICRO CULTURE METHOD AND SOME OTHER METHODS IN DONOR
BLOOD SAMPLES WHICH ARE OBTAINED FROM BLOOD CENTERS IN

ISTANBUL

Sezen CANIM ATES

Department of Chemistry

PhD. Thesis

Advisor: Prof. Dr. Adil M. ALLAHVERDIYEV

Leishmaniasis is a zoonotic disease which occurs by a compulsory intracellular
protozoon Leishmania species. According to the World Health Organization (WHO)
leishmaniasis is threatening 350 million people in 98 countries in which 72 of these
countries is developing countries. There are approximately 12 million cases worldwide.
It is estimated that every year 500 thousand people are being added to this number
and 75 thousand people going to die according to this disease. Recently, the basic
reason of the disease’s expanding is emerging resistance to the insecticides in vectors
and to drugs in parasites. Furthermore vaccines are inefficient improving against
leishmaniasis up to now. In addition global warming is indicating this disease’s effect
area in the world including Europe countries, so this situation is being increase the
importance of the problem. Leishmania parasites are being transmitted by
Phlebotomus bites, blood transfusion, organ transplantation and etc. Additionally it’s
known that the disease can be transmitted by donor bloods and this subject is
producing a current problem. Transmitting the disease by donor bloods not only has a
vital importance as epidemiologically but also important for the health of blood
receivers. It's difficult to determinate the transmitting with blood transfusion but in
endemic areas there are evidences about transmitting the Leishmania parasite
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between blood donors and blood receivers. Furthermore according to WHO, the
number of symptomatic patient is just 5-20 % of total patients.

There are different studies on donor bloods in the endemic countries of the world but
in our country there is no study about this subject. Accordingly in this thesis study for
the first time, different Leishmania diagnostic methods and micro culture method
(MCM) investigated by comparing to identify Leishmania parasites in the donor blood
samples. Because MCM is highly specific and sensitive for symptomatic visceral
leishmaniasis but the sensitivity of the MCM is not known in asymptomatic healthy
individuals or donors. Obtained 343 donor blood samples from the Capa Red Crescent
Blood Center were analyzed by microscopic (smear), culture (NNN agar and MCM),
serological (IFAT, ELISA and ICT) and molecular (PCR) methods. Twenty-six of (7.58 %)
the investigated 343 donor blood samples were identified as positive for Leishmania
parasites with the applied methods. The sensitivity was calculated as considered that
these 26 donors were probably infected when was one of the techniques gave a
positive result. The sensitivity assessment was 58 % for MCM, 15 % for smear, 4 % for
NNN agar, 11 % for PCR and 4 % for ICT. Furthermore the sensitivity calculated 38 %
for IFAT-L. infantum, 23 % for IFAT-L. tropica and 35 % for ELISA-L. infantum, 19 % for
ELISA-L. tropica. Thus, for the first time, in donor bloods as a result of investigation in
comparison MCM with other methods used in the diagnosis of leishmaniasis, in
samples which are obtained from the blood bank for the detection of Leishmania
parasites have emerged as the most sensitive method MCM. In addition, for the first
time in Turkey such as Istanbul, which is a non-endemic region, the presence of
Leishmania parasites in the blood donors has been identified. Serological methods,
IFAT and ELISA, also showed a high sensitivity according to the other used methods.
However, as a parasitological definitive diagnosis based on the parasite itself or its
molecular characteristics. MCM can be suggested for diagnosis of asymptomatic
healthy individuals, because the serological methods could be given cross-reaction.

As a result, obtained blood from blood banks, must be checked before giving people
according to leishmaniasis with MCM which easy to apply, non-invasive and
economical. Arrangements such as physicians informing about the diagnosis of
Leishmania and screening of blood banks according to leishmaniasis should be made.
For this purpose, studies must be started for considering this issue by the Turkish
Ministry of Health.

Key words: Leishmaniasis, diagnosis methods, micro culture method, donor bloods
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti ve Amag

Leishmaniasis, zorunlu hiicre igi Leishmania cinsi protozoonlarin etken oldugu zoonotik
bir hastaliktir [1, 2]. Diinya Saghk Orgiitiinin (DSO) belirledigi 6 6nemli tropikal
hastaliklar listesinde, sitmadan sonra ikinci hastalik olarak bilinmektedir [3, 4]. DSO’niin
verilerine gore leishmaniasis 72’si gelismekte olan llke olmak (zere 98 lilkede 350
milyon insani tehdit etmektedir [1]. Dinya’da 12 milyon Leishmania hastasi oldugu,
her yil bu sayiya 500 bin kisinin eklendigi ve her yil 75 bin kisinin bu hastaliktan oldigu
tahmin edilmektedir [5-7]. Ancak bu veriler sadece semptomatik leishmaniasise ait
olup, mevcut leishmaniasisin % 5-20’sini olusturmaktadir. Geride kalan % 80-95 kismini
ise asemptomatik leishmaniasis olusturmaktadir [8, 9].

Uzun vyillardan beri leishmaniasise karsi miicadele yapilmasina ragmen, hastalgin
giderek artmasinin esas nedeni; hastaligin vektorlerinde kullanilan insektisitlere,
etkenlerinde ise kullanilan ilaglara karsi direngliligin gelismesidir. Ayrica simdiye kadar
leishmaniasise karsi etkili bir asinin bulunmamasidir [4]. Kiiresel isinma ile hastaligin
Avrupa Ulkeleri de dahil olmak lizere dinyanin cesitli Ulkelerinde giderek artmasi
beklenmektedir. Ayrica AIDS ve diger immiin yetmezliklerin artmasi, seyahatler,
savaslar ve laboratuvar tanisindaki problemler de hastaligin yayilmasinda énemli rol
oynamaktadir [10].

Leishmaniasis ayni zamanda Turkiye'nin de ciddi halk saghg problemidir [11].

Turkiye’de yaklasik 20 milyon kisi leishmaniasis tehdidi altindadir. Ulkenin degisik



bolgelerinde hastaligin visseral ve Ozellikle de kutandz formlarina rastlanmaktadir.
Saghk Bakanhgi (SB) istatistiklerine gore hastalik son yillarda giderek artis gostermekte
ve Ozellikle Sanhurfa, Osmaniye, Adana, Hatay, Kahramanmaras ve Mersin illerinden
cok sayida olgu bildirilmektedir [12]. izmir, Aydin, Denizli, Manisa, Mugla gibi kiyi
illerinin yani sira Bilecik, Karabiik, Kars, Tokat, Kastamonu ve istanbul gibi farkli cografi
bolgelerde bulunan illerden hastalik bildirimlerinin olmasi bu hastaligin subtropikal
iklimde yer alan (llkemizin diger non-endemik bdlgelerinde de gorilebilecegini
dislindirmektedir [5, 12, 13]. Bununla birlikte hastaligin rezervuari olan koépeklerde
non-endemik kabul edilen istanbul ilinde yapilan bir calismada PCR ile % 4.30 pozitiflik
gdrilmistir [14]. Yine istanbul ilinde farkli hastanelerden temin edilen leishmaniasis
supheli hastalara uygulanan gesitli tani testleriyle bir ya da daha fazla test ile %
32.2’sinde Leishmania varhg bildirilmistir [5, 15].

Leishmaniasisin kontrol altina alinmasinda, etkenlerin identifiye edilmesi hastaligin
epidemiyolojisinin anlasilmasi acisindan c¢ok o6nemlidir [16]. Akdeniz’e kiyisi olan
Ulkelerde L. infantum, L. major, L. tropica olmak Uzere baslica l¢ Leishmania tirine
rastlanilmaktadir [17, 18]. Turkiye’'nin gesitli bolgelerinde ise en sik karsilagilan etkenler
L. infantum ve L. tropica’dir [19]. VL etkeni olarak Ege ve Akdeniz kiyilarinda L.
infantum’un saptandigi bilinmekte, Gliney ve Glineydogu kesimlerinde KL etkeni olarak
L. tropica izole edilmektedir. Ayrica Akdeniz bdlgesinin dogu kesimlerinde KL etkeni
olarak yine L. infantum gorildigine dair calismalar mevcuttur [20].

Leishmania parazitleri saglikh kisilere ¢esitli yollarla bulagmaktadir. Bunlarin en
onemlisi Leishmania parazitleri ile enfekte olmus tatarciklarin isirmasi ile olan
bulagsmadir [8, 21]. Ancak leishmaniasisin tatarcik 1sirng1 disinda diger yollarla; kan
nakliyle [8, 22-27], laboratuvar kazalariyla [28, 29], cinsel iliski ile [8, 30], anneden
plasenta yolu ile bebege [31], Leishmania ile enfekte olmus hamsterin isingiyla [32] ve
organ [8, 33] ve kdk hiicre nakli [34, 35] ile bulastigl da rapor edilmistir. Ayrica
laboratuvarimizda yapilan c¢alismalarda ilk kez olarak, yag dokusundan izole edilen
mezenkimal kdk hiicrelerin Leishmania parazitlerinin cesitli tirleri (L. infantum, L.
tropica) icin konak hicre roliini oynadigi gosterilmistir [36]. Ancak Leishmania’nin
bulagsmasinin en 6nemli nedenlerinden biri de donér kani araciligiyla hastaligin

yayillmasidir. Ayrica kan bankalarinda depo edilen kanlarin uzun siire saklanmasiyla da
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Leishmania parazitlerinin canliik ve enfektifliklerini koruduklari gosterilmistir [8, 37,
38]. Bu ise leishmaniasisin epidemiyolojisi agisindan olduk¢a énemlidir. Donér kani ile
hastaligin bulasmasi ayni zamanda kan alicilarinin saghgi icin de hayati 6nem
tasimaktadir. Dinyanin ¢esitli endemik boélgelerinde leishmaniasisin donor kanlari ile
yayilmasi hakkinda bircok ¢alisma yapilmis ve dondr kani ile bulasma riskinin oldukca
yuksek oldugu gorilmistir [8, 39-44]. Visseral leishmaniasisin kan transflizyonu ile
bulasmasi, ingiltere, Belcika, Fransa, Hindistan’in endemik olmayan bdlgelerindeki
yurtdisi seyahat gecmisi bulunmayan bireylerde de belirlenmistir [2, 41, 45]. Tlrkiye'de
ise simdiye kadar kan bankalarindan elde edilen insan dondér kan érnekleri ile yapilmis
bir calisma bulunmamaktadir. Leishmaniasisin dondr kanlarindaki tanisi ile ilgili
¢alismalarin az sayida olmasinin 6nemli nedenlerinden biri tanida karsilasilan
problemler ve bu konunun ihmal edilmesidir [18, 46]. Leishmaniasisin tanisinda cesitli
yontemler kullaniimaktadir. Ancak mevcut bu yontemler genellikle klinik agidan sipheli
leishmaniasis hastalarinin tanisina yoneliktir. Kullanilan yontemlerin yiiksek spesifite ve
duyarliligi ise invaziv yontemlerle (dalak, karaciger, kemik iligi) elde edilen o6rnekler
kullanildiginda mimkin olmaktadir. Tani yontemlerinden en yaygin ve uygulanmasi
daha kolay olani mikroskobik yontemlerdir. Ancak mikroskobik yontemlerde duyarlilik
ornegin invaziv veya non-invaziv yolla elde edilmesine ve 6rnekte bulunan parazit
sayisina bagh olarak degisir.

Leishmaniasis tanisinda kullanilan diger bir yontem klasik kiltir yontemidir. Kaltir
yonteminin en blylk avantaji parazitin direk olarak gozle goriinebilmesidir. Yapilan
bazi ¢alismalar, mikroskobik yontemlerde oldugu gibi bu yontemin duyarhliginin da
ornekteki parazit sayisina bagh oldugunu gostermistir [6]. Yontemin en biylk
dezavantaji parazit sayisi az olan durumlarda duyarliliginin azalmasidir. Semptomatik
VL tanisinda ventz kandan elde edilen kan kiltiriinin duyarhligi % 42.3 iken
mikroskobik yontemin duyarliligi % 26.3’dir [6, 47]. Boylece semptomatik
leishmaniasisin tanisinda kullanilan mevcut yontemlerin dezavantajlari, parazit sayisina
bagh olarak duyarhliklarinin azalmasidir. Ayrica mikroskobik yontemlerde deneyimli
arastirmaciya gereksinim duyulmasi, kiltiir ydontemlerinde ise 20 glinden 6 aya kadar

sure gerektigi bilinmektedir [2, 6, 39, 40].



VL tanisinda immiunfloresan antikor testi (IFAT), Enzim-bagh immiinassay (ELISA) testi,
direk aglitinasyon testi (DAT), lateks aglitinasyon, rk39 immiinkromatografik dipstik
hizli tani testi (ICT), western blotting (WB) gibi invaziv olmayan yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemlerin temeli, hasta serumunda veya idrarinda parazite karsi
olusan antikor yanitinin serolojik testlerle belirlenmesine dayanir. Ancak periferik
laboratuarlarda pratik uygulamalardaki zorluklar bir yana bu testlerin ¢ogunda
hassasiyet ve spesifiklik sinirlayici faktorlerdir [48, 49]. Ayrica diger bazi protozoonlarla
ile capraz reaksiyon olusturmasi ve Ozellikle asemptomatik VL'de duyarhligin disik
olmasi nedeniyle dezavantajhdir.

Leishmaniasis tanisinda kullanilan diger yontemlerden biri polimeraz zincir
reaksiyonudur (PCR) [6, 47]. PCR’In klinik semptomlar gosteren kisilerde duyarhhgi %
75’dir. Ancak saha g¢alismalari igin heniiz uygulanabilir olmayan ve halen ¢ok pahali
olan bir yontemdir. Ayrica bazi kiltir pozitif asemptomatik donér kanlarinda PCR
negatif sonug verebilmektedir. Ancak asemptomatik saglikh kisilerde, leishmaniasis
klinik agidan hicbir sliphe gostermediginden bu tir donérlerden 6rnegin invaziv
yontemler ile elde edilmesi uygulanmamaktadir. Buna gére de asemptomatik saglikli
kisilerin tanisinda invaziv yontemler ile elde edilmeyen ve ayni zamanda 6rnekteki
parazit sayisina bagli olmayan yeni yontemlerin gelistirilmesi olduk¢ca dnemlidir. Ayrica
asemptomatik leishmaniasis enfeksiyonun tespit edilmesinin zor olmasina bagli olarak,
asemptomatik leishmaniasisli hastalarin belirlenmesinde altin standart olarak

gosterilecek bir yontemin bulunmadigida bilinmektedir [43, 50].

1.2 Tezin Amaci

Boylece asemptomatik saghkli kisilerin donér kan Orneklerinde Leishmania
parazitlerinin tanisi icin daha duyarli ve spesifik bir yontemin acilen gelistirilmesi
gerekmektedir. Bu agidan leishmaniasisli hastalarin tanisinda yiksek duyarllik ve
spesifiklik gosteren yeni mikro kiltlir yonteminin (MKY) donér kan orneklerinde
incelenmesi olduk¢a 6nemli olabilir. Son vyillarda gelistirilmis olan MKY’nin, klasik
kiiltirden farkl olarak daha duyarli, daha kisa siirede yanit veren ve daha spesifik bir

yontem oldugu bilinmektedir [6, 51, 52]. Ancak simdiye kadar bu ydntemin



semptomatik hastalardaki duyarlligi bilinmesine ragmen, asemptomatik hastalardaki
duyarliligl incelenmemistir.

Buna gore bu galismanin amaci, kan bankalarindan elde edilen donér kan drneklerinde
leishmaniasis tanisinda kullanilan yontemler ile son yillarda gelistirilmis ve VL stpheli
hastalarin tanisinda yliksek duyarliik gosteren ve dinyanin cesitli bdlgelerinde
uygulanan, ancak simdiye kadar asemptomatik leishmaniasis veya donér kanlarindaki
duyarhligi bilinmeyen MKY’nin, diger yontemler ile kiyaslanarak daha duyarli, daha
spesifik, daha hizli ve daha ekonomik tani yontemini belirlemek olmustur. Hedefe

ulasmak icin asagida belirtilen ¢alismalar planlanmustir.

Farkli Leishmania suslarinin (L. infantum, L. tropica) in vitro kilturlerinin elde

edilmesi ve serolojik tani yontemlerinde kullanmak amaciyla antijen

hazirlanmasi,

- IFAT ve ELISA serolojik yontemlerinin optimizasyonu,

- Parazit miktarina bagh olarak PCR’in tanidaki duyarliliginin belirlenmesi,

- Capa Kizilay Kan Merkezinden dondr kan érneklerinin temin edilmesi,

- Elde edilen donor kan 6rneklerinin yayma, MKY, IFAT ve ELISA yontemleri ile
incelenmesi,

- Yayma, MKY, IFAT ve ELISA yontemleri ile leishmaniasise gore pozitif bulunan
donor kan orneklerinin klasik kaltdr, ICT ve PCR ile incelenmesi.

- Uygulanan yoéntemlerin  kiyaslanmasi  sonucunda donér kanlarinda

leishmaniasisin tanisi icin daha duyarl, daha hizli ve daha ekonomik tani

yonteminin belirlenmesi ve pratikte uygulanmasinin énerilmesi.

1.3 Bulgular

Bu doktora tez ¢alismasinda donér kan 6rneklerinde, leishmaniasis tanisinda kullanilan
yontemler ile son yillarda gelistirilmis ve VL slipheli hastalarin tanisinda yiksek
duyarhlik gosteren ancak simdiye kadar asemptomatik leishmaniasis veya donor
kanlarindaki duyarhligi bilinmeyen MKY kiyaslanmistir. Bu amacla Tirkiye’'de ilk kez
olarak non-endemik bir bélge olan istanbul’da donér kan ornekleri mikroskobik
(yayma), kultiir (klasik ve mikro kaltir), serolojik (IFAT, ELISA ve ICT) ve molekiler

yontemler (PCR) ile incelendi. Uygulanan yontemler ile asagidaki sonuclar elde edildi.
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1. Mikroskobik inceleme sonucunda 343 adet dondr kan 6rneginin dérdiinde (4)
(% 1.16) Leishmania parazitleri tespit edildi. Uygulanan buffy coat katmani ile
direk kandan hazirlanan yaymalar kiyaslandiginda, buffy coat katmaninin daha
duyarli oldugu goruldd.
2. Dondr kanlarinin klasik ve mikro kiltiur yéntemleri ile yapilan incelemeleri
sonucunda 343 dondrden on bes (15) (% 4.37) adet dondr pozitif tespit edildi.
Bu donorlerden biri (1) hem klasik hem de mikro kiltiir yontemi ile pozitif
cikarken, on dordi (14) sadece MKY ile pozitif ¢ikti.
3. Donor kan ornekleri serolojik yontemlerden IFAT, ELISA ve ICT ile incelenmis ve
kullanilan farkl Leishmania tirleri ile asagidaki sonuglar elde edilmistir.
e |FAT yonteminde antijen olarak L. infantum parazitleri kullanildiginda,
1/32 seyreltmede 1gG % 15.4 ve IgM % 14.5, 1/64’de 1gG % 3.7 ve I1gM
% 2.6 ve 1/128’de ise 1gG % 2 ve I1gM % 1.7 pozitiflik gosterirken;
antijen olarak L. tropica parazitleri kullanildiginda ise, 1/32 seyreltmede
IgG % 11 ve IgM % 9.9, 1/64’de 1gG % 2.9 ve IgM % 2.3 ve 1/128'de ise
IgG ve IgM’in % 0.8 pozitiflik oldugu goralda.
e ELISA yonteminde ise kit ve tarafimizca optimize edilen yontemlerin
kullanilmasi sonucunda IgG antikoruna karsi L. infantum antijeni ile %
2.6, L. tropica antijeni ile % 1.5 ve L. donovani antijeni ile de % 0.7
pozitiflik tespit edildi. Ayrica sadece 1 donérde de hem L. infantum hem
de L. donovani karsi antikor varhigl belirlendi. Boylece tarafimizca
hazirlanan antijenlerle uygulanan ELISA yonteminin ticari alinan ELISA
kitinden daha duyarl oldugunu gosterdi.
e ICT yontemi ise ticari olarak temin edilen rK39 antijenine 6zgiin kalazar
tespitine dayali ticari hizli test ile uygulanmasi sonucunda ise bir (1)
donor pozitif olarak tespit edildi.
Serolojik yontemlerin kiyaslanmasi sonucunda ICT yonteminin duyarhliginin en disuk
IFAT ve ELISA yontemlerinin ise yiksek oldugu goruldi. Leishmania tirlerine gore
incelemede ise L. infantum antijenine karsi antikor pozitifliginin L. tropica antijenine

gore daha fazla oldugu goruldi.



4. PCR yontemi ile incelenen 54 dondr orneginin Ugl (3) pozitif olarak tespit
edildi.

Uygulanan yontemler ile 343 dondrden 26’sinda (% 7. 58) en az bir ydntem ile pozitiflik
saptandi. Dondr kanlarina uygulanan yontemlerin duyarliig bu pozitif 26 donorin
muhtemelen enfekte oldugu kabul edilerek degerlendirildi. Duyarhiligin MKY icin % 58,
yayma igin % 15, NNN agar icin % 4, PCR icin % 11 ve ICT igin % 4 oldugunu gosterdi.
Ayrica IFAT-L. infantum igin % 38 ile IFAT-L. tropica igin % 23 ve ELISA-L. infantum igin %
35 ile ELISA-L. tropica icin % 19 oldugunu gosterdi. Sonuglar MKY’nin uygulanan diger
yontemlerden daha yiksek duyarhlikta oldugunu gosterdi.
L. infantum ve L. tropica antijeni ayri ayri kullanildiginda serolojik y&ntemlerin
duyarliiginin MKY’ne goére daha disik oldugunu ancak her iki tir sonuglari birlikte
degerlendirildiginde ise MKY ile serolojik yontemlerin benzer sonuclar verdigi goralda.
Sonuglar farkh suslarin birlikte kullanilmasi ile uygulanan serolojik yontemlerin
duyarliligi arttirdigini gésterdi.
Boylece bu c¢alismada ilk kez olarak kan bankalarindan elde edilen donér kan
orneklerinde leishmaniasis tanisinda kullanilan yéntemler ile MKY’nin kiyaslanmasi
sonucunda asemptomatik leishmaniasis ve donér kanlarinda leishmaniasisin tanisi igin
MKY’nin daha duyarli, daha hizli ve daha ekonomik oldugu belirlendi.
Ayrica yapilan calismalar sonucunda ilk kez olarak istanbul gibi non-endemik bir

bolgede dondr kanlarinda Leishmania parazitlerinin oldugu goralda.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 Leishmania Parazitlerinin Tarihgesi ve Siniflandiriimasi

Leishmania paraziti, ilk kez Gliney Amerika’da yer alan And daglari bélgesinden dénen
mevsimlik ispanyol iscilerinde goriilmiis ve “Vadi Hastaligi” veya “And Hastaligl” olarak
isimlendirilmistir. Ayrica XV. ve XVI. ylzyillardan kalma Inca yazitlarinda da bu
hastaliktan bahsedilmistir [46, 49] .

lyilesmeyen burun ve agiz lezyonlariyla clizzama ¢ok benzemesinden dolayi hastaliga
“beyaz clizzam” adi da verilmistir. 1882 yilinda Clarke, Hindistanh hekimler tarafindan,
Sanskritge “kala azar” adi verilen ve anlami kara ates “black fever” olan hastaligin
Hindistan’da bazi yerlerde hemen hemen hig insan birakmayacak kadar 6liimlere sebep
oldugunu bildirmistir [46, 53].

Bu ¢ok eski tarihlere dayanan ve nedeni bilinemeyen hastaligi olusturan Leishmania
parazitleri ilk kez 1900 yilinda W.B. Leishman tarafindan Hindistan'da dizanteriye
yakalanan bir hastanin dalaginda gorilmustir. Daha sonra Donovan Madras'ta viseral
leishmaniasisli hastalarin dalagindan elde ettigi oOrneklerde paraziti gérmis ve
bulgularini 1903 yilinda yayinlamistir. Yine 1903 yilinda Major Ross bu parazitler igin,
Leishmania cinsini ortaya koymus ve kala-azar etkenine Leishmania donovani ismini
vermistir [53-58]. Nicolle ise 1908’de, Akdeniz Ulkelerinde buldugu kiglk kala-azar
etkenlerine Leishmania infantum adini vermistir. Ayrica Nicolle ve Compte iclerinde
kopeklerin de bulundugu bir grup memelinin Leishmania paraziti icin rezervuar roli
oynadigini  bildirmistir [49, 53]. 1911'de Vianna, Amerikan deri leishmaniasis

olgularinda buldugu etkenleri L. brasiliense olarak adlandirmis ve parazitlerin képek,



kedi, ¢akal gibi memeli hayvanlarda da bulundugunu belirtmistir [46, 53]. 1942’de
Swaminath, Shortt ve Anderson gonulli insan denekleri kullanarak leishmaniasisin

Phlebotomus cinsi sineklerle tasinabilecegini gostermislerdir [1, 15].

Tirkiye’de, leishmaniasis’in varligi ilk kez Kristamonas tarafindan ortaya koyulmus ve
izmir'de ilk bildirim de 1918 yilinda Dr. Hofer Kaller tarafindan yapilmistir [15, 46].
Parazit ilk kez kiltirde 1911’de Uretilmistir. Hulusi Behget, 1916’da Ulserin altindaki
epitel hiicresi tabakasini “stub sign” olarak tanimlamis ve tanidaki 6nemini
gdstermistir. 1931 ve 1936 yillarinda ibrahim Osman ve Dr. Akil Muhtar Ozden
tarafindan kala-azar vakalari yayinlanmistir [53, 57]. 1936 yilindan itibaren Dr. Arif
ismet Cetingel tarafindan yapilan arastirmalarda hastaliga dikkat cekilmis ve iilkemizde
1948 yilina kadar ylzden fazla kala-azar vakasi bildirilmistir. 1950’li yillardan 6nce en
fazla GlUneydogu Anadolu Boélgesinde olmak Uzere Tirkiye’nin endemik bir bolge
oldugu 1950’den sonra sitma kontroliinde kullanilan insektisitler nedeniyle hastaligin
azaldigi ancak 1960’dan sonra sitma kontrol calismalarindaki yetersizlik sonucu tekrar
olgu sayisinin arttigi bildiriimektedir. Tirkiye’de 1988-1999 yillari arasinda toplam
27.960 olgu bildirilmistir [48, 53, 57, 59, 60].

Leishmania cinsi, icinde yirmiden fazla farkh tirler ve alt tirler bulundurur [54, 61]. Isik
mikroskobunda butin tirler morfolojik olarak ayni goriinime sahip oldugundan
siniflandirma; neden olduklari hastaliklar, epidemiyolojik, cografik dagilim, serolojik,
biyokimyasal ve biyolojik 06zelliklerine dayanarak vyapilmistir. Son vyillarda
siniflandirmada izoenzimlerin arastiriimasi, monoklonal antikorlar ya da parazitin DNA
yapisinin incelenmesi de dikkate alinmistir. Buna ragmen siniflandirma da halen
sorunlar devam etmektedir. DSO’niin onayladigi siniflandirma Cizelge 2.1 ‘de verilmistir

[49, 62].



Cizelge 2. 1 Leishmania parazitlerinin siniflandirilmasi [62]

Kingdom (Alem) Protista

Subkingdom (Alt Alem) | Protozoa

Phylum (Sube)

Sarcomastigophora

Subphylum (Alt Sube) Mastigophora
Class (Sinif) Zoomastigophora
Order (Takim) Kinetoplastida

Suborder (Alt Takim)

Trypanosamatina

Family (Aile)

Trypanosamatidea

Genus (Cins)

Leishmania

|
Genus Crithidia Leptomonas Herpetomonas  Blastocrithidia — Leishmania  Sauroleishmania  Trypanosoma  Phytomonas  Endotrypanum
Subgenus I.el‘\'hinunia Viannia
Complex L. donovani L. lrorca L. major L. aethiopica L. mexicana . braziliensis L. guyanensis L. naiffi [ lainsoni
Species L. archibaldi L. killicki [, major L. aethiopica L. amazonensis L. braziliensis L., panamensis [, naifi . lainsoni
L. chagast L. tropica 1. garnhamt .. peruviana L. guyanensis
L. infantum L mexicana Non pathogenic for L. shawi No final
; humans classification
L. donovani L. pifanoi Old World L. colombiensis
1. venezuelensis L. arabica L. equatorensis
" L. gerbilli
L. forattinii L. turanica
New World
L. aristidesi
L. enrietti
1, deanei
L. hertigi
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2.2 Morfoloji

Leishmania protozoanlari, tek bir kamgi, mitokondri benzeri bir organel, kinetoplast,
lizozom, endoplazmik retikulum, golgi aygiti, vakuoller ve zengin DNA igerigine sahip
nikleusu bulunan tek hicreli 6karyot organizmalardir [63]. Leishmania parazitleri
yasam sikluslari boyunca iki formda gozlenirler. Parazitin vektor olan sinegin
gastrointestinal sisteminde bulunan, kamcili ve hareketli formuna promastigot,
hastalarda ve hayvan rezervuarlarda bulunan kamgisiz ve hareketsiz formuna ise
amastigot denir [55, 64].

Leishmania parazitleri insan ve diger memelilerde amastigot, vektorlerde (kum sinegi,
tatarcik, yakarca) ise kamcili promastigot (Leptomonas) olmak Uzere iki farkl

morfolojik sekilde bulunur [55, 56, 64].

2.2.1 Amastigot Formlar

Parazitlerin amastigot formu, yaklasik 1-3 um eninde ve 2-5 um boyunda; oval ve
hareketsizdir (Sekil 2.1). Bu formlar omurgali konakta retikiiloendotelyal sistem
makrofajlarinin fagolizozomlar icinde cogalmaktadir [28]. Sitoplazmada biyik bir
nukleus ve nukleusa yakin kinetoplast bulunur. Kinetoplast Leishmania’y: da iceren
kinetoplastida sinifindaki tiim protozoonlarda bulunan bir organeldir. Kinetoplast, sekli
cubuga benzeyen mitokondrial bir yapidir. icerisinde yaklasik 10 bin kadar mini DNA
halkalari ile 50 kadar biyik DNA halkalari bulunmaktadir. Bu halkalar “minicircle” ve
“maxicircle” olarak adlandirilir. Kinetoplastin hicre icindeki islevi tam olarak
aydinlanmamakla birlikte, biylk halkalarin mitokondrial ribozomal RNA’y1 kodladigs;
kiicik halkalarin ise mRNA’nin edisyonunda rol oynadigi bilinmektedir [21, 32, 65].
Elektron mikroskobunda disk biciminde gorilen kinetoplastin boyutu 0,4-0,8 um
arasinda degisir. Giemsa ile boyanan yaymalarda amastigotun sitoplazmasi agik mauvi,
cekirdegi ise koyu renkte goriilir. Kinetoplast cekirdegin yaninda parlak kirmizi veya
mor renkte boyanir [55, 56, 64]. Nikleus ve kinetoplastin her ikisi de Deoksiribontikleik
Asit (DNA) icerir. Kinetoplasttaki DNA cekirdekten farklhidir. Bu DNA'nin dizilimi tirlere

gore farkhlik gésterdiginden tir tayinlerinde kullanilir.
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Sekil 2. 1 Leishmania parazitlerinin amastigot formu [48, 54, 66]

Kinetoplastin genetik bir devamliigi oldugu ve c¢ekirdekten 6nce bolindigi
belirlenmistir. Kinetoplast’ta koyu boyanan parabazal cisim ve yaninda nokta seklindeki
blefaroplasttan (kamgi koki) cikip 6n kisimda sonlanan bir aksonem vardir. Elektron
mikroskobu ile yapilan gézlemlerde parazit plazma membraninin tipik olarak Ug¢ katl
oldugu, hiicreye destek goérevi de yapan 2-4nm'lik bir yapi olan pelikdl alti
mikrotibdlleri bulunmaktadir [54, 67]. Makromolekdllerin hiicre icine alinmasinda
onemli rol oynayan bu mikrotiibillerin sayilari ve merkezden uzakliklari Leishmania tir
ayriminda kullanilmaktadir. Bitin Leishmania tirlerinde sitoplazmada tek bir
mitokondri bulunmaktadir. Lizozomlarin, suda erimeyen polifosfat asidinin,
peroksizomlarin ve RNA iceren volutin taneciklerinin, parazitin beslenmesinden ve salgi
kontroliinden sorumlu oldugu belirlenmistir. Amastigotlar, kamg¢i cebi icinde aktif ve

serbest olmayan bir kamgiya sahiptir [54].
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2.2.2 Promastigot Formlar

Vektorlerin bagirsaklarinda ve in vitro kiltir ortamlarinda bulunan ve parazitin hiicre
disi formu olan promastigotlar (Leptomonas) ise, 14-20 um boyunda, 2-3 um genislikte
ve On uctan cikan serbest bir kamg¢i boylari 20 um’ye ulasabilen ve yliksek oranda
hareketlilige izin veren bir yapiya sahiptirler (Sekil 2.2) [54, 68]. Kamg¢inin bir gift
merkez ve dokuz cift periferik fibril ciftinden olusan bir aksonemi vardir. On ugta
yuvarlak veya at nali seklinde kinetoplast, kinetoplastin 6n ve kamg¢inin dip kisminda ise
blefaroblast bulunur. Cekirdek ile ¢ekirdekgik merkezde bulunur ve cekirdek zarinda
porlar vardir. Ayrica sitoplazma iginde golgi aygiti ve endoplazmik retikulum gibi

organeller bulunur [69].

Mikrotiibiil

. Bazal Yapi
Kinetoplast

kDNA

Golgi

Niikleus ! j Pl

; {7 Membrani
#— Mitokondri

Vektdrde Promastigot Formu
(ve kultiirde)

14-20pm

Kinetoplast

Sekil 2. 2 Leishmania parazitlerinin promastigot formu [48, 54, 66]

Promastigotlar vektoriin agzindaki hortum kismina goc¢ ederler ve bu gog¢ sirasinda
parazitler cesitli asamalar gecirerek enfektif metasiklogenez olarak adlandirilan olgun

ve bolinmeyen bir evreye gecerler [70, 71]. Bu evrede yilzey glikokonjugatlari
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sentezlenir ve bu da promastigotun konak serumuna karsi direncini arttirir. Bu evredeki

parazit, metasiklik promastigot olarak adlandirilir [70, 72].

2.3 Parazitlerin Hayat Dongiisii

Disi tatarciklar enfekte konaktan kan emerken, amastigotlar ile enfekte olurlar. [63,
70]. Kan ile alinan amastigotlarin bir kismi sindirilirken, bir kismi da orta bagirsakta
bolinerek kamgili metasiklik (enfektif) promastigot formuna donusirler. Bu metasiklik
promastigotlar vektorin agiz kismina gecerek bir sonraki kan emiliminde memeli
konaga girerler [63, 70]. Enfektif promastigotlar, tatarciklarin kan emmesini
diizenleyen kardiak kapaga zarar vererek, kan akiminin tersi yoninde tatarcigin
viicudundan, omurgali konaga gecerler. Makrofajlarin promastigotlarla 4-8 saat icinde
enfekte edildigi ve 24 saat sonra amastigotlarin cogaldig belirlenmistir [54, 68].
Konaga gegen promastigotlarin bir kismi, kan dolasimina katilarak konak tarafindan
oldardlir. Ancak geri kalan promastigotlar deri makrofajlari veya dendritik hiicreler
tarafindan reseptor temelli fagositoz ile fagosite edilir. Fagosite edilen promastigotlar,
amastigot formuna donuserek ¢ogalirlar ve hiicreyi patlatarak serbest kalirlar. Hicreyi
parcalayarak serbest hale gecen bu amastigotlar, yeniden makrofajlari enfekte ederek
dalak, karaciger ve kemik iligi gibi retikuloendotelial sistem organlarina yerlesirler.
Parazitin vyerlesim vyeri karsilasan konagin immin sisteminin durumuna gore
degisiklikler gosterebilmekte ve parazitler tlriine uygun olmayan yerlere de goc¢
edebilmektedirler [69, 73]. Enfekte olmus konaklarin kan ve lezyonlarinda hem serbest
amastigotlar, hem de enfekte makrofajlar vardir. Vektor, enfekte konaktan tekrar kan
emdiginde, hem serbest amastigotlari, hem de enfekte makrofajlari alir. Amastigotlar
tekrar vektoriin mide kanalinda gelisim silirecini gecirerek, promastigot forma
donusurler. Bu dongl vektor olan tatarcigin beslenmek igin bir baska konak bulmasiyla
devam etmekte ve tim bu doéngl Ozellikle gevre isisina bagl olarak 4-25 gin

sirmektedir [54, 74].
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Sekil 2. 3 Leishmania parazitlerinin hayat déngusu [75]

2.4 Leishmaniasis

Leishmania parazitlerinin neden oldugu leishmaniasis (Leishmania hastaligi), farkh
klinik belirtilerle ortaya ¢ikan hastaliklara verilen genel isimdir. Leishmaniasis
epidemiyolojik ve klinik agidan farkhliklar gosteren ve ciddi bir halk saghgi problemi
olarak tim dinyada 6nemini koruyan bir hastaliktir [76]. Leishmania parazitleri
yasamlarini siirdiirebilmek icin omurgali ve omurgasiz konaklara ihtiyag duyarlar. insan,
kopek, kedi, kemirgen, sirtlan, kobay gibi omurgali canlilarda parazit amastigot seklinde
bulunurken, omurgasiz konagi olan Phlebotomus ve Lutzomyia cinsi kum sinekleri ile
kiiltiir ortamlarinda promastigot seklinde bulunurlar. Enfekte disi tatarciklar kan emme
sirasinda Leishmania parazitleri ile hastaligi bulastirir [54, 77]. Yaklasik olarak 30 farkh
tlr Phlebotomus ve/veya Lutzomia cinsi sineklerin ve 21 degisik Leishmania turGnin
insanlarin enfekte olmasinda rol oynadiklari bilinmektedir [11, 78, 79]. Hastaligin en sik
rastlanan Gg¢ klinik formu; retikliloendotelial sistemin organlarini etkileyen i¢ organ

leishmaniasisi-visseral leishmaniasis (VL), kronik deri Ulserleri ile ortaya cikan deri
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leishmaniasisi-kutan6z leishmaniasis (KL) ve mukozalarda erozyonlarla seyreden

mukozal deri leishmaniasisi-mukokutan6z leishmaniasis (MKL)'dir.

Cizelge 2. 2 Etkenlerine gore leishmaniasis siniflandiriimasi [56, 80]

Klinik Etkeni

i¢ Organ Leishmaniasis L. donovani

(Visseral Leishmaniasis) L. infantum
L. chagasi

Deri Leishmaniasis L. tropica

(Cutanoeus Leishmaniasis) L. major
L. aethiopica
L. mexicana
L.braziliensisguyanensis
L. b. panamensis

L. peruvuiana

Mukokutan6z Leishmaniasis L. b. Brasiliensis

L. mexicana

2.4.1 Kutanoz Leishmaniasis (KL)

Kutan6z leishmaniasisin, Delhi (lseri, Sark Cibani, Yil vyarasi, Alleppo, deri
leishmaniaisisi olarak farkli adlandirmalari vardir. Leishmania cinsi parazitler, tatarcik
tarafindan kan emilen yerden derinin retikuloendotelial hicrelerine girererek
amastigot formuna donisdrler. Vektor tarafindan isirilan yerde kigilik kirmizi bir papal
meydana gelir, bu paptl daha sonra nodiile donustr. Papiller 2 cm'den biyuk caplh,
kasintili lezyonlar olustururlar ve daha sonra ilserleserek kabuklanir. inkiibasyon

periyodu cinslere gore 2 hafta kadar kisa sirede olabilecegi gibi, birka¢c aydan 3 vyila
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kadar uzun da olabilir. KL'nin Tarkiye'deki baslica etkeni L. tropica’dir. Ancak son
yillarda yapilan g¢alismalarda L. infantum’un da KL'ye neden oldugu ortaya ¢ikmistir [20,
49, 55, 56]. KL her yasta gorilebilir ve genellikle viicudun ortiilmeyen yiiz, ense ve kol
kisimlarinda sikhkla olusur. Ancak, gévdede, sagh deride ve hatta peniste de olustugu
bildirilmistir [81]. Parazit memeli konaga girdikten 2-12 haftalik bir siire gectikten sonra
ilk lezyonun tam olarak gorilmeye baslar. Daha uzun siiren kulugka sireleri de
bildirilmistir. Ayrica dinyanin gesitli bolgelerinde KL'nin cinsiyete gére de farklihk

gosterdigi bilinmektedir [82].

2.4.2 Mukokutanéz Leishmaniasis (MKL)

Deri ve mukozalarin birlestigi yerde Ulser ve kabuklasma meydana gelmesiyle olusur.
Etkeni L. braziliensis’tir. Gliney Amerika'da Espundia olarak da adlandirlan L.
braziliensis ile enfekte olan kisilerde, burun, agiz, farinks ve larinkste mukozal
lezyonlarin gelismesi ile mukokutandz leishmaniasis olarak isimlendirilen klinik tablo
ortaya cikmaktadir [83]. Hastaligin kulucka siliresi 10 giin ile birka¢ ay arasinda
degisebilir. Tatarcigin kan emdigi bélgede meydana gelen nodiil, papul, vezikil ya da
Ulser lezyonlari 10 cm'den buyik olabilir [61]. Herhangi bir komplikasyon olusmazsa
lezyon 6 ay ile 2 yil arasinda kendiliginden iyilesebilir. MKL lezyonlari mukozal
bolgelerde meydana geldiginden, sark cibanindan ayirt edilebilir [84]. Burundaki
lezyonlar sonucu doku kayiplari olusur. Doku harabiyeti sonucunda burun, (st dudak
ve alt géz kapaginda ciddi patolojik degisiklikler gelisir [82]. Bazi Leishmania tirlerinin
yetersiz tedavisinden sonra da mukokutanoz leishmaniasis ortaya cikabilir ve eger

tedavi edilmezse, acili sakatliklar hatta 6liime bile neden olabilir.

2.4.3 \Visseral Leishmaniasis (VL)

Kala-Azar olarak da bilinen VL, en siddetli ve c¢ogunlukla 6limcil olan sendromdur.
Ozellikle dalak, karaciger, kemik iligi ve lenf nodlarinda bulunan mononiikleer fagositik
sistem hicrelerinin enfekte olmasi sonucu gorilen bir hastaliktir. Etkenlerinden
Leishmania donovani Hindistan ve Afrika'da, Leishmania infantum Akdeniz Boélgesi'nde
ve Leishmania chagasi ise Yeni Diinya'da gorilmektedir [85]. VL yetersiz beslenme,
organ nakilleri sonucu olusan immin yetersizlik ve AIDS gibi immin sistemin
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baskilandigi durumlarda kolaylikla gelisebilmektedir [86]. Bununla birlikte,
monontkleer fagositik sistem hicrelerinin bulundugu akciger ve bagirsaklarda da
gorilebilir [54, 68]. Hastaligin kulucka stresi genellikle 2-4 aydir. Bu siire bir yila kadar
uzayabilir. Hastalik genellikle kendini gizleyerek sinsi baslar, immiin sistemin
baskilandigi durumlarda aniden ortaya c¢ikabilir. Ayrica ates, hepatosplenomegali,
anemi, trombositopeni, |6kopeni ve hipergammaglobilinemi gibi klinik semptomlar
gosterir. Baslangicta bas agrisi, zayiflama ve hafif ates goriliir. Daha sonra yiksek ates
ile birlikte dalak buylr. Hastalgin ilerlemesi ile ates yikselip diserek VL'ye 6zgl bir
egri cizer. Gunde iki kez yukselen aralikli bir ates ile devam eder. Genelde 39-40°C
olmakla beraber bazen 40-40.5°C'yve cikabilir [56]. Yetiskinlerde de gorilen VL
genellikle cocuklarda tedavi edilmez ise ciddi enfeksiyonlara ve hatta dlimlere neden
olabilir [28]. Ayrica eger tedavi birakilirsa, hastaligin, imminbaskilayici ve ikincil
hastaliklara dayah ylksek bir 6lim orani mevcuttur. VL, endemik alanlardaki HIV pozitif
bireylerde sik gorilen bir hastalik haline gelmistir.

Klinik olarak VL'in akut, subakut ve kronik olmak tzere 3 formu oldugu belirlenmistir
[67]. Subakut form; klinik olarak en sik gorilen form olup akut forma gbre daha
belirgindir. Tedavi edilmesine ragmen hastaligin % 1 ile % 11 arasinda o6limle
sonuclandigi bildirilmistir. Olim nedenleri olarak gastrointestinal sistem kanamalari,
anemiye bagl gelisen kalp yetmezligi ve karaciger yetmezligi rapor edilmistir. Akut
form; siddetli dis eti, burun, bagirsak kanamalari ile kemik iligi baskilanmasina bagl
olusan kanda eritrosit, 16kosit ve trombosit sayisinin normalin altina diismesi sonucu
hastalik daha da agirlasarak ilerlemekte ve Ozellikle ishal sikayetlerinin eklenmesi ile
hastanin genel durumu bozulmakta, hasta 2-3 ay icinde hayatini kaybetmektedir.
Kronik vakalarda ise zayiflama, karaciger ve dalak buylkligli disinda genelde
hastalarda bir sikayet yoktur ve hastanin yasamina normal olarak devam ettirdigi
bildirilmistir [85]. Genellikle L. infantum’un rezervuari kopekler olup, seroprevalansi bu
hayvanlarda % 0.72-% 33 olarak belirlenmistir [87]. Son yillarda immun yetmezligi olan
hasta olgularinin artmasina paralel olarak VL olgularinda da artis gorildigia dikkat

¢cekmektedir.
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2.4.4 Asemptomatik Leishmaniasis

Son yillarda yapilan endemik gcalismalarda subklinik form olarak asemptomatik viseral
leishmaniasisin de oldukca vyaygin oldugu gosterilmistir [88]. Asemptomatik
enfeksiyonun sebebi parazitin virulensligi veya hastanin hicresel immiin sistemine
bagl olabilir. Bazen de klinik iyilesme saglandiktan sonra parazitlerin hala vicutta
kalarak asemptomatik olarak devam ettigi gosterilmistir [2, 9, 89]. Diinya saghk
orglitiinin aciklamalarina goére, semptomatik olarak ilerleyen hastalarin sayisi,
asemptomatik bireylerin sadece % 5-20’sini olusturmaktadir [8, 9]. Hafif ve gizli
Leishmania enfeksiyonlarinin varligi yakin zamanda degil, 20. ylizyilin baslarinda da ¢ok
az belirti veren VL ve spontan olarak VL tanisi konmus sekilde rapor edilmistir [90].
Brezilya’da yayinlanan epidemiyolojik raporlarda, hafif seyreden ya da asemptomatik L.
chagasi ya da L. infantum etkenlerine bagh enfeksiyon hastaliginin daha 6nceden
dislintlenin aksine az belirti gosteren hastaliklardan daha sik rastlanildig
gosterilmektedir [91, 92]. Akdeniz bolgesinde ise, uzun siiren subklinik leishmaniasis,
saglikli ve HIV ile enfekte vakalarda da rapor edilmistir [39, 40, 93-95]. Asemptomatik
leishmaniasis, periferal kanda parazit dolasiminin bulundugu ancak tespit edilemeyen,
higbir klinik veya hematolojik degisiklik bulunmayan asemptomatik subklinik periyot ile
baslar. VL'nin kan transfiizyonu ile bulasmasi, ingiltere, Belgika, Fransa, Hindistan’in
endemik olmayan bodlgelerindeki yurtdisi seyahat gecmisi bulunmayan bireylerde
belirlenmistir [2, 41, 45]. Asemptomatik leishmaniasis immin sistemi baskilanmis
kisilerde meydana gelebilir [88]. Ertelenmis antileishmanial hipersensitivite gostergesi
olan pozitif leishmanin deri testi (LDT) sonuglari VL ge¢misi olmayan ve yeni bir
enfeksiyonu bulunmayan kisilerde gosterilmistir. L. donovani ve L. tropica
asemptomatik enfeksiyonunda, tedavi edilmis L. brasiliensis enfeksiyonunda ve Gliney
Fransa ile ispanya’nin Balerik Adalarindaki asemptomatik kan bagiscilarinda gériilen L.
infantum enfeksiyonunda periferal kanda parazit sirkiilasyonu oldugu rapor edilmistir
[2, 39, 42]. Asemptomatik bireylerin % 5’den daha azinda klinik olarak kalici visseral
leishmaniasis gelismektedir ancak bu kisiler yillarca hastalik tasiyicisi durumundadirlar
[96]. Hatta asemptomatik Leishmania’nin inkiibasyon sliresinin 30 yila kadar ¢ikabildigi
rapor edilmistir [8, 97, 98]. Ayrica non-endemik bodlgelerde de asemptomatik

leishmaniasis bulgularina da rastlanmistir [96].
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2.5 Leishmaniasisin Epidemiyolojisi

Leishmaniasis tim diinyada yaygin olup, 98 llkenin tropikal ve tropikale yakin iklime
sahip bolgelerinde endemik olarak goriilmektedir. Dinya g¢apinda yaklagik 12 milyon
vaka vardir [5]. Her yil 1.5 milyonu KL ve 0.5 milyonu VL olmak tizere 2 milyon yeni vaka
ortaya ¢iktig tahmin edilmektedir [1]. Leishmaniasisin cografik dagilimi, tatarcigin
dogal yasam alanlarina bagli olarak degisir. Ekonomik gelismislik, yaygin kentlesme,
ormanlarin yok olmasi ve kentsel alanlara gbé¢ sonucu yeni yerlesim vyerlerinin
kurulmasi Leishmania’nin rezervuari olarak tatarcigin yayllmasinda neden olarak
gosterilebilir.  Ayrica, yeni konak popilasyonunun sayisi, o6rnegin; HIV ve
leishmaniasisin ayni anda enfekte ettigi hasta poplilasyonu 6zellikle gliney Avrupa ve
Afrika’da artis gostermektedir [28].

Uzun yillardir leishmaniasise karsi miicadele yapilmasina ragmen, hastaligin giderek
yayllmasi devam etmektir [1]. Hastalik rezervuari kopeklerin basta kirsal alanlar olmak
Uzere her yerde bulunmasi ve vektérlerin bu kaynaktan alabilecekleri paraziti her
zaman insanlara bulastirma olasiligl, leishmaniasisin yayillmasinin baslica nedenidir.
Ayrica hastaligin vektorlerinde kullanilan insektisitlere ve hastaligin etkenlerinde ise
kullanilan ilaglara karsi direngliligin gelismesi de 6nemlidir. Hastaligin yayilmasinin
bircok etkeni vardir. Bunlar; hastalarin tedavi edilememesi, kentler arasi seyahatlerin
kolaylagsmasi ve leishmaniasise duyarl kisilerin endemik olan bolgelere gogleri,
savaglar, AIDS ve diger immiin yetmezliklerin, tarim alanlarinin ve sulamanin artmasi,
ormanlarin tahribi, barajlarin yapimi, insektisit uygulamasinin etkin ve yeterli
yapilamamasi ile vektorin insektisitlere diren¢ kazanmasi gibi pek ¢ok neden
mumkiindir [67, 86].

Ayrica Leishmania parazitleri saglikl kisilere cesitli yollarla bulasmaktadir. Bunlarin en
onemlisi Leishmania parazitleri ile enfekte olmus tatarciklarin isirmasi ile olan
bulagmadir [8, 21]. Ancak leishmaniasisin tatarcik i1singi disinda diger yollarla; kan
nakliyle [8, 22-27], laboratuvar kazalariyla [28, 29], cinsel iliski ile [8, 30], anneden
plasenta yolu ile bebege [31], Leishmania ile enfekte olmus hamsterin isingiyla [32] ve
organ [8, 33] ve kok hicre nakli [34, 35] ile bulastigi da rapor edilmistir. Ancak
Leishmania’nin bulasmasinin en énemli nedenlerinden biri de dondr kani araciligiyla

hastaligin yayilmasidir. Ayrica dlinyanin cesitli bolgelerinde leishmaniasisin donor
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kanlari ile yayilmasi hakkinda ¢alismalar yapilmis ve donér kani ile bulasma riskinin de
oldukea yiiksek oldugu gorilmistiir [8, 39-44]. Ornegin Giiney Fransa’da 565 donériin
% 13.4’U western blot ve % 1.6’si kiiltiir ydntemi ile [8], ispanya’nin Eivissa endemik
bolgesinde 656 dondriin %7.6’s1 Western Blot, %2.4’ ELISA, %4.4 kiltir ve % 22 PCR
yontemi ile [8, 40], Brezilya’da 21 dondriin %24’tG PCR ve % 43’ dot-blot yontemi ile
[41] pozitif cikmistir. Monako’da 462 dondriin %13.2’sinde western blot ve %0.4’linde
de kan kilturinde Leishmania enfeksiyonuna pozitiflik vermistir. Ayrica Leishmania
DNA’sI 122 donor kaninin %22.1’inde amplifiye edilmis ve nested-PCR ile pozitif sonug
veren (¢ dondérden kan kultlrl yapilarak canli parazitlerin varligi tayin edilmistir [40].
Gliney Fransa’da, 18 dondr kanindan kiltiir ya da PCR ile yaptiklari arastirmada sadece
iki kisiden pozitif sonuc¢ alarak Leishmania tanisi koyabilmislerdir [39]. Visseral
leishmaniasisisin Endemik oldugu Hindistan’in Bihar bolgesinde 450 asemptomatik
saglikh kisiden Giemsa boyama ile periferik kandan hazirlanan yaymalardan sadece 6
kiside (%1.3) Leishmania amastigotlarinin varligina rastlanmigtir [44]. Brezilya’da da
yapilan bir ¢calisma ile L. donovani'nin donor kanlarinda bulunmasi incelenmis ve donor
orneklerinde PCR yontemi ile %24 ve dot-blot yontemi ile de % 43 pozitiflik oldugu
gosterilmistir [41]. Bununla birlikte italya’nin Sicilya bélgesinde yapilan bir ¢calismada
500 donorden kan ornekleri alinarak L. infantum seropozitifligine bakilmis ama hastalik
bulgusuna rastlanmamistir [42]. Gorlldigla gibi leishmaniasisin epidemiyolojisinde
dondr kanlarinin énemini belirlemek amaciyla diinyanin gesitli endemik Ulkelerinde
donor kanlari Gzerine yapilmis ¢calismalar mevcuttur.

Ayrica tanida yasanan problemler, her saghk kurumunda ayrintii tani ve teshis
yapitlamamasi, simdiye kadar leishmaniasise karsi cesitli asi gelistiriimesi calismalari
olmasina ragmen etkin bir asinin elde edilmemis olmasi gibi sorunlarin da ¢6ziime

ulastiriimasi gerekmektedir.

2.6 Leishmaniasisin Diinyadaki Dagilimi

Bircok Ulkede endemik olan leishmaniasis llkelere 6zgl bélgesel karakter gdsterir. Bu
durum 1s1, nem, bolgenin yiksekligi ve bitki ortist gibi faktorlere baghdir. Ayrica
vektor olan tatarcik tirlerinin, o bélgede fazlasiyla ¢ogalabilmesi ve rezervuar olan

insan ve hayvanlar gibi farkh etkenler de rol oynar [15, 67, 86]. Tropikal ve subtropikal
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bolgelerin hastaligl olan leishmaniasis; Kuzey Afrika ve Gliney Bati Asya’da 6zellikle 1-4
yas, Bati Afrika ve Hindistan’da 5-9 yas arasi ¢ocuklarda, Cin ve Avrupa’da ise hemen

tiim yas gruplarinda gorulebilecek sekilde epidemik karakter gostermektedir.

LEISHMANIASIS

12 miyon kisi enfekte
350 milyon Kkisi risk

e 3 altinda

Kutan6z / Mukokutanoz

Sekil 2. 4 Dinya’da Leishmaniasis Dagilimi [99]

Akdeniz havzasi ve Avrupa icin de bir saghk problemi olan hastalik, Tirkiye'den
Portekiz’e kadar olan kiy1 bolgelerinde gorilmektedir. Azerbaycan, Ermenistan,
Tirkmenistan, Kazakistan gibi llkelerden de olgular bildirilmistir [15, 100]. Diinya'da
leishmaniasis; orman Urinleri ticareti, madencilik, baraj yapimi, tarim alanlarinin
genisletilmesi, yol insaatlari gibi nedenlerle orman alanlarinin tahribi ve insanlarin bu
bolgelerde yogunlasmasi, kirsal alandan kentlere gog, hizli sehirlesme gibi durumlar,
insanlarin flebotomlarla karsilasmasini ve hastaliga yakalanmasini arttirmaktadir [67,

86].

2.7 Leishmaniasisin Ulkemizdeki Dagilimi

Tirkiye’de yaklasik 20 milyon kisi leishmaniasis tehdidi altindadir. Ulkenin degisik
bolgelerinde visseral ve Ozellikle de kutandéz formlarina rastlanmaktadir. SB

istatistiklerine gore hastalik son yillarda giderek artis gdstermekte ve 6zellikle Sanliurfa,
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Osmaniye, Adana, Hatay, Kahramanmaras ve Mersin illerinden cok sayida olgu

bildiriimektedir [12].

@ Visceral Leishmaniasis

@ Kutanoz Leishmaniasis

@® Visceral&Cutaneous Leishmaniasis

Sekil 2. 5 Tirkiye’de Leishmaniasis Dagilimi [101]

2004 yilinda SB’nin yayinladigl, halk saghgi sorunu olarak dnemini koruyan bazi bulasici
hastaliklarin etiyolojik ajanlari hakkinda veri elde edilmesi ve gerektiginde bunlarin ileri
epidemiyolojik arastirmalarinin yapilabilmesini amaclayan ydnergeye goére bulasic
hastaliklarin ihbari ve geri bildirimi zorunlu hale gelmistir. Buna gére KL birinci
basamaktan itibaren saglik sisteminde yer alan tim kurumlardan bilgi toplanmasini
gerektiren A grubundaki hastaliklara girerken VL de oOnemli bir kismini bildirim
sistemine yeni dahil olan hastaliklarin olusturdugu C grubuna girmektedir [102]. Sekil 2.
‘de Tirkiye’de VL (Kala Azar) ve KL (Sark Cibani) vaka sayilari ile morbidite hizlari
verilmistir [103].
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Cizelge 2. 3 Tlirkiye’de VL ve KL vaka sayilari ile morbidite hizlari

Kala Azar Vaka Sayilari ve Morbidite Sark Gibani Vaka Sayilari ve
Hizlari, Turkiye, 1989-2005 Morbidite Hizlari, TUrkiye, 1988-2005

Morbidite
Morbidite Yil Ortasi Vaka Hizi
Yil Ortasi Vaka Hizi Yillar Niifus Sayisi (100.000)
Yillar Niifus Sayisl (100.000) 1088 54.176.000 1.005 1,66
1980  57.426.316 129 0,22 1089  57.426.316 2743 478
1990  57.582.446 47 0.72 1090  57.582.446 1.056 1,83
1991  57.736.288 1.045 1,81 1991  57.736.288 1.732 3,00
1992  59.088.101 768 1.30 1992  59.088.101 1.935 327
1993  60.384.474 713 1,18 1003  60.384.474 3.235 5,36
1994  61.779.288 196 0,32 1994  61.779.288 5602 9,21
1995  63.206.510 95 0,15 1005 63206510 2158 341
1996  62.727.000 1.748 2719 1096  62.727.000 3.857 6.15
1997  63.745.000 71 0,11 1097  63.745.000 2038 320
1998  64.786.000 34 0,05 1098  64.786.000 1.499 2,31
1999 65.819.000 22 0,03 1999 65.819.000 1.010 1.53
2000  67.844.903 34 0,05 2000  67.844.903 1135 1,67
2001 69.081.716 17 0,02 2001 69.081.716 994 1,44
2002 70.415.064 46 0,07 2002  70.415.064 2.721 3,86
2003  71.772.711 24 0,03 2003 74772714 2497 348
2004  71.152.000 30 0,04 2004  71.152.000 4187 5,88
2005  72.065.000 32 0,04 2005  72.065.000 2563 3.56

Vaka sayilari rutin bildirim sisteminden elde edilmistir. Morbidite Vaka sayilari rutin bildirim sisteminden elde edilmistir. Morbidite

hesaplanmasinda kullanilan niifuslar Tiirkiye istatistik Kurumu hesaplanmasinda kullanilan nifuslar Tirkiye istatistik Kurumu

2000 yili niifus sayimina gore yapilan projeksiyonlardir. 2000 yil niifus sayimina gdre yapilan projeksiyonlardir.

2.8 Leishmaniasisin Tedavisi

Leishmaniasis vakalarinda, kriyoterapi, laser, cerrahi eksizyon gibi fiziksel ydontemler de
olsa da glinimizde en sik kullanilan, en etkili ve en iyi sonu¢ alinabilen tedavi ilag
tedavisidir. Leishmaniasis tedavisinde uygun ilacin se¢imi 6énemlidir. Clnkl L. donovani
ve L. tropica gibi tiirlerde ilag¢ direnci ile karsilasilmaktadir. Tedavide, DSO tarafindan
kullanilmasi ilk olarak onerilen, en yaygin ilaglar; 5 degerli antimonlu sodyum
stiboglukonat (Pentostam®), meglumine antimonat (Glucantime®) ve ethilstibamine
(Neostibosan®) gibi bes degerli antimon bilesiklerdir [82, 85, 104]. Bu ilaglar intravenoz
veya intramuskuler yoldan uygulanir. Antimonlarin parenteral uygulanma yolu, uzun
tedavi siresi ve yan etkileri gibi dezavantajlari vardir. Antimonlara direncli

leishmaniasis tedavisinde ise pentamidin, paromomisin (aminosidin), allopurinol,
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amfoterisin B ve vyaglh formilasyonlari, miltefosine, ketokonazol, itrakonazol,
flukonazol, terbinafin ve metronidazol gibi ilaglar kullanilabilir. Ancak hastaligin

tedavisinde kullanilan ilaclar oldukca toksikdir [82, 105, 106].

2.9 Leishmaniasisten Korunma ve Kontrol

Leishmaniasisin kontrol altina alinmasinda en dnemli nokta, enfekte bireylerin etkin
olarak tedavi edilmesidir. Ayrica kontroll igin kisisel korunma tedbirleri arttiriimali,
toplumun hastalikla ilgili bilgilendirilmesi saglanmalidir. Kemirgen ve vektor kontroli
ile vektorlerin gelisme alanlarinin ortadan kaldirilmasi da tatarcik poplilasyonunu
azaltilabilir [86, 107].

Ekonomik blylime, kentlesme, insanoglunun neden oldugu ekolojik dengenin
degismesi, baraj ve sulama sistemlerinin yapimi, yeni tarim Grlnleri hastaligin artmasi
icin ana sebepler olarak dusitinilmektedir. Ayrica kiresel 1sinma ile Avrupa ulkeleri
dahil Dinya’nin gesitli tlkelerinde hastaligin giderek artmasi beklenmektedir [10].

Bu nedenle DSO, her iilkede bulunan tyeleriyle isbirligi icinde hazirladigi kontrol
programlari yaninda, ulusal c¢apta egitim kurslari, calistaylar, seminerler, diinya
capindaki epidemiyolojik verilerin giincellestiriimesi, teknik dokiimanlarin hazirlanmasi
ve kontrol agirlikh arastirma projelerinin desteklenmesi gibi hizmetleri de

ylriutmektedir [1, 84, 86, 100, 108]

2.10 Leishmaniasisin Tanisinda Kullanilan Yontemler

Leishmaniasisin tanisinda klinik ve laboratuvar tani yontemleri kullanilmaktadir.

2.10.1 Klinik Tani

Tanida ilk asama klinik tanidir ve olduk¢a dnemlidir. Endemik bélgede yasayan ve bu
bolgelere yolculuk eden insanlarin leishmaniasis acisindan daha fazla risk altinda

oldugu unutulmamalidir.

2.10.1.1 Visseral Leishmaniasis

Klinik belirti ve bulgular ile VL’ye tani konulmamaktadir. Clinki VL sitma, hepatomegali

ve splenomegaliye neden olan hastaliklar ya da portal hipertansiyona sekonder gelisen
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siroz gibi tablolarla karigabilmektedir [109]. Ayrica miliyer tiiberkiiloz, broselloz, tifoid
ates, lenfoma, |6semi gibi hastaliklardan ayirici ve dogru taninin konulmasi da ¢ok

onemlidir.

2.10.1.2 Kutanoz Leishmaniasis

KL icin endemik bolgelerde deri lezyonlari olan hastalarda, lezyonlar KL'nin erken evresi
olarak tanimlanarak gerceginden fazla sayida tani bildiriimekte, bunun yaninda
endemik olmayan bdlgelerde ise KL yerine diger deri hastaliklarina ait tanilar konup
gdzden kacirilmaktadir. impetigo, lepra, lupus wvulgaris, sifilizin deri lezyonlari,

blastomikoz, deri kanseri ile KL icin ayirici tanida yer almalidir.

2.10.2 Laboratuvar Tanisi

Leishmaniasis sUphesinde son nokta laboratuvar testlerinin sonuglari ile ortaya
konmaktadir. Laboratuvar tanisinda mikroskobik, kultlir, serolojik ve molekiler

yontemler ile deney hayvani uygulamalari yer almaktadir [109, 110].

2.10.2.1 Mikroskobik Tani Yontemleri

Laboratuvar tanisinda en sik kullanilan yontemlerdir. Dalak, kemik iligi, karaciger, deri
lezyonu, lenf diglimiinden invaziv yontemlerle elde edilen ornekler ile periferik
kandan ve buffy coat katmanindan elde edilen 6rneklerde bu yéntem kullanilir. Elde
edilen orneklerin Giemsa boyas! ile boyanmasi sonucunda mikroskopta Leishmania
parazitlerinin amastigot formunun gorulmesi ile tani konmaktadir. Bunun i¢in 6rnekler
lama yayilip fikse edildikten sonra Giemsa boyasi ile boyanarak isik mikroskobunda
immersiyon objektifi ile incelenir. Amastigotlar, monosit ve makrofajlar icinde
intraselliler ya da ekstraselliler olarak bulunurlar. Deneyimli kisiler, 2-4um
boyutlarinda yuvarlak-oval sekilli sitoplazmasi acik mavi, nikleuslari gorece olarak
biylk, koyu ve niikleusa benzeyen ama daha kiigik ve hiicrenin bir késesinde
yerlesmis olan cubuksu sekilli kinetoplastlari da koyu pembe boyanmis amastigotlari
tanirlar. Kemik iligi ince yaymasi mikroskobik incelemesinin tanisal duyarlilik degeri %
60-85 civarindadir. Son derece riskli bir invaziv girisim olan dalak ince igne biyopsisi

tecribeli kisilerce yapildiginda, bu o6rnekle hazirlanan yaymalarin mikroskobik

26



incelemesi % 95’in Gzerinde duyarlilik degerine ulasabilmektedir [28]. Ancak hasta igin
riskli, agrili ve invaziv bir yontemdir. Hem kemik iligi hem de dalak aspirasyonu hastane
kosullarinda ve aseptik olarak deneyimli hekimler tarafindan gergeklestirilmeli, bu
durum ise sik uygulanmasini engellemektedir. Periferik kandan elde edilen kan
orneklerin mikroskobik duyarliligi ise invaziv yontemlere gore oldukga disik olup,
tanida sik kullanilmamaktadir. Buna gore de periferik kandan leishmaniasisin tanisi igin
yeni yontemlerin gelistiriimesi olduk¢a Onemlidir. KL tanisinda lezyondan alinan
ornegin mikroskobik incelenmesinin yaninda, kialtirinin yapilmasi duyarhihgr % 70
oranina ylkselttigi belirlenmistir. Ancak bu yontemin duyarliligi elde edilen 6rnekteki

parazit sayisinin miktarina bagh olarak degisir.

2.10.2.1.1 igne Biyopsisi ve Biyopsi

Dalak, kemik iligi ya da lenfatik bezlerden alinan igne biyopsisi genellikle kullanilan
yontemdir. Onceleri deri lezyonlar icin materyal, lserin alt kenarindan elde edilirdi
ancak glinimiizde bu yontemin yerine biyopsi gecmistir [32]. Eger doku, bir ayirma
islemi ile elde edilecekse bir Ulserin kenarindan dolu kalin biyopsi alma en iyi
yontemdir. Once kiigiik bir parca uygun kiltir medyumuna yerlestirilir; doku
preparatlari uygun bir sabitleyiciye kondugu sirada kenardan kesilerek vyapilir.
Sonradan ortaya c¢ikan lekelenmeler Giemsa boyama yontemiyle ve parazitler histoloji
icin hematoksilin ve eosin ile gosterilir. Ayrica kiiciik bir parca az miktarda streptomisin
ve penisilin iceren normal tuzla homojenize edilebilir. Yaymalar ve dokunma

preparatlar Leishman, Wright ya da Giemsa boyasi ile pH 7.2’de boyanmalidir [32].

2.10.2.2 Kultur Yontemleri

Leishmaniasis tanisinda kullanilan kiltir yontemleri diger yontemlerden farkli olarak
daha spesifiktir. Bunun nedeni kiltiir ortaminda direk olarak canli parazitlerin tespit
edilmesidir. Kaltir yontemlerinin temeli, hastadan elde edilen 6rneklerde bulunan
amastigotlarin kiltir kosullarinda hareketli promastigotlara doniismesine dayanir.
Ayrica leishmaniasis tanisinda kdltir, serolojik tani yontemleri icin yeterli sayida antijen
elde etmek ve tir belirleme calismalari ile in vivo calismalarda kullaniimak Gzere yeterli

sayida parazit elde etmek; in vitro ila¢ calismalari yapabilmek ve makrofajlarla
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amastigotlar arasindaki iliskiyi incelemek igin birinci sirada gelen bir tani yontemidir
[28, 32]. Akut VL hastalarinda kaltarin duyarliligi % 90 olarak bildirilmistir. Son yillarda
Allahverdiyev ve ark. [51] tarafindan gelistirilen mikro kiltir yontemi VL ve KL
olgularinin tanisinda hizli ve duyarh sonuglar vermesinin yaninda uygulanmasinin da
kolay olmasi nedeniyle dikkat cekmektedir [6, 52, 111-114]. Ancak kiltir yontemlerinin
duyarliigi mikroskobik yontemlerde oldugu gibi elde edilen Ornekteki parazitin
miktarina baglidir. Boylece kiltir yonteminde duyarlilik, semptomatik leishmaniasisli
hastalardan invaziv yontemler ile elde edilen 6rnekler kullanildiginda ylksek
olmaktadir. Ancak bu yilksek duyarlilik elde edilen 6rnekteki parazitin miktarina bagh
olarak degistiginden tani konulmasinda NNN agar kullanildiginda bile tani siresi
degismektedir. Boylece parazit sayisi ¢ok olan durumlarda yaklasik bir haftada tani
konulurken parazit sayisi az olan durumlarda bu siire bir aydan fazla stirmektedir [51].
Asemptomatik leishmaniasisde ise bu yontemin duyarlihgi oldukga diisiik olup bu sire
6 aya kadar cikabilmektedir [2, 39, 40]. Sonug olarak leishmaniasis tanisinda kiltir tani
yontemleri, altin standart olarak kabul edilmesine ragmen duyarliligi ancak invaziv
yontemler kullanildiginda mimkin olmaktadir. Asemptomatik leishmaniasisde ise
klinik bir belirti olmadigindan dolayi, invaziv yontemler kullanilmamaktadir. Buna gore
de, asemptomatik leishmaniasis tanisinda daha duyarli kiltir yontemlerinin

gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.10.2.2.1 Leishmania Parazitlerinin Kiltiiriiniin Yapilmasi

Kiltirlerde besiyeri olarak tek fazhi (Schineder’in besiyeri, M199, ya da Grace’in
besiyeri) ya da iki fazli (NNN besiyeri ve Tobies besiyeri) kullanilabilir [28]. M199 ve FDS
iceren Tobies besiyeri de kiltir amaciyla kullanilmaktadir. Leishmania parazitlerinin in
vitro klltird promastigot ve amastigot formlarin her ikisi icinde yapilabilmektedir.
Ancak memeli konaklarda hiicre icinde yasayan amastigotlarin kiltlrli, makrofaj
benzeri hiicreler icinde vyapilmasi nispeten zor ve zahmetli olmasi nedeniyle,
promastigot kiltird tercih edilmektedir [115, 116]. Promastigot ve amastigot formdaki
parazitlerin blylime kosullari arasinda, sicaklik, pH, besin kaynagi ve serum
komponentleri agisindan dnemli farkliliklar bulunur. Sicaklik ve pH’in, promastigotlarin

amastigotlara dontsimini tetiklemede o6nemli rolG vardir. Bu sekilde ortam
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Ozelliklerini degistirerek promastigotlar aksenik amastigotlara donustirilebilir [117,
118]. Leishmania parazitlerinin kultlirinin yapilmasi parazitlerin  biyokimya,
immunoloji ve hiicre biyolojisi Uzerine calisma vyapilmasina olanak saglar.
Leishmaniasisli hayvanlardan alinan biyopsi ornekleri, uygun besiyerine ekilerek
Leishmania promastigot kiltiri  yapilabilmektedir. Kdiltire ekilen biyopsi
orneklerindeki Leishmania parazitleri dnce hareketli promastigotlara doénisir daha

sonra ¢ogalmaya baslar [54, 70, 115].

2.10.2.2.2 Leishmania Parazitlerinin Kiltiiriinde Kullanilan Besiyerleri

Leishmania’nin in vitro kiltGrinin yapilmasinda birgok besiyeri kullaniimaktadir. Bu
besiyerlerinin her birinin farkli avantaj ve dezavantajlari vardir. Bugiin Leishmania'nin
Uredigi besiyerlerinin timi, diger hicrelerin Uredikleri besiyerlerinin denenmesi ile
bulunmustur [115, 116].

1994 yilinda, McNeal ve Novy tarafindan Trypanosoma kiltirini elde etmek igin
hazirlanan bifazik besiyeri, Nicole tarafindan modifiye edilerek Leishmania
promastigotlarini Gretmek icin denenmis ve tiim diinyada Novy-MacNeal ve Nicole
(NNN) ismiyle bilinen besiyeri gelistirilmistir [70, 115, 116]. Glinimuzde Leishmania
kiiltlirG icin cesitli kati, yari kati ve sivi besiyerleri bulunmaktadir. Kati besiyerlerinden
olan NNN besiyeri; agar, tuz ve defibrine edilmis tavsan kanindan olusmaktadir.
Besiyerine ayrica % 20 fetal dana serumu (FDS) ilave edilerek 5-14 giinde
promastigotlarin Gremesi saglanmistir [54]. FDS kullanilan besiyerlerinde, Leishmania
% 25 oraninda daha fazla Gremektedir. Besiyerindeki besinin hizla tiikenmesi, hiicre
Olimune neden olacagindan, Leishmania kiltirinin sik sik rutin pasajlarinin yapilmasi
gerekmektedir [119]. Schneider’in besiyeri sivi bir besiyeri olup bircok amino asit
icermektedir. Bu besiyeri genelde serolojik ve biyokimyasal calismalar icin
kullanilmaktadir. Ayrica belli oranlarda FDS eklenmesi ile promastigot kiltlriinde
kullanilmasi  uygundur [54]. Schneider'in besiyeri, Leishmania'nin Uremesini
hizlandirmakta bdylelikle kisa siirede yilksek parazit miktarlarina ulasilabilmektedir
[115]. Daha ¢ok tani amach kullanilan beyin-kalp inflizyonu eriyigi, NNN besiyerinden
agarin cikartilmasi ile hazirlanmakta ve kisa slirede bol miktarda Leishmania

Uretilmesini saglamaktadir [116].
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Ayrica tampon olarak HEPES kullanilan ve genelde % 10-20 FDS eklenmesi ile uygun
sonug alinabilen Medium 199 ile Leishmania pasaji 2 haftaya kadar dayanabilmektedir
[115]. Bunun yani sira RPMI (Media Designed at Roswell Park Memorial Institute) 1640
gibi besiyerlerine % 10 FDS eklenmesi ile rutin promastigot kalturu basarili bir sekilde
yapilmaktadir.

Biyokimyasal galismalarda, sivi besiyeri onerilirken, izolasyon ve pasajlarda modifiye
NNN besiyerleri 6nerilmektedir [54, 115]. Sivi besiyerleri ile kiltir yapilmasinin birgok
avantaji vardir. En 6nemlisi kapal bir sivi 6rnek icersinde bircok hareketli promastigot
bir arada toplanip galisilabilmektedir. Hastalik tanisi konulmasinda, sivi besiyerleri
Ozellikle parazit sayisinin yiksek oldugu o6rneklerde oldukca avantajlidir. Ayrica
Allahverdiyev vd. tarafindan Diinya’da ilk kez olarak daha hassas, daha spesifik, daha
duyarli, daha hizl ve daha ekonomik olan “Yeni Mikro Kultir Yontemi” gelistirilmistir.
Bu yontem ile klasik yontemden farkl olarak hastaligin tanisi 15 glin-6 ay yerine en
fazla 1-5 giin icinde konulabilmektedir [2, 6, 36, 51]. Bu yontem Tirkiye’de ve
Dinya’nin cesitli bolgelerinde uygulanmaktadir [52, 111, 113, 114]. Mikro kaltir
yontemi olarak bilinen bu yontemde sivi besiyeri ortaminda parazitlerin, mikroaerofilik
bir ortamda, kisa slirede amastigot formdan promastigot forma donistligi ve bu
promastigotlarin hizli bir sekilde ¢ogaldig1 gosterilmistir.

Deneysel calismaya uygun besiyeri secilerek, besiyerlerinin pH'sinin 6.8-8 arasinda
olmasi gerekir. inkiibasyon ise genellikle 25-30°C arasinda olmaktadir. Ancak
promastigotlarin bazi durumlarda 38°C'ye de uyum saglayabildikleri gérilmastir [115].
Makrofaj icinde yapilan amastigot kaltlrl icin CO, etlvi gerekirken, promastigot
kiiltiriinde boyle bir gereksinim yoktur, sadece sicakligin ayarlanmasi yeterlidir. Rutin
pasajlar, eski kiltiirden alinan 10°-10° promastigotun, yeni besiyeri icine konulmasiyla
yapilir. Bakteri kontaminasyonlarini 6nlemek icin besiyeri icine penisilin, streptomisin
veya gentamisin gibi antibiyotikler katilabilmektedir [120]. Rutinde kullanilan bu
antibiyotikler, promastigotlarin Uremesini etkilememektedir. Ayrica, Leishmania
kiltirlerindeki mantar kontaminasyonlarini 6nlemek amaciyla mikostatin ve
amfoterisin B gibi antifungal bilesikler besiyerine eklenebilmektedir [54]. Leishmania
kiiltiriinde kontaminasyon oldukg¢a dnemli bir problemdir. Bu sebepten kiltiriin steril

ortamda yapilmasi zorunludur [54, 121].
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In vitro ortamda cogalan tiim Leishmania promastigotlarinin ortak 6zelligi; diger
organizmalarda oldugu gibi logaritmik lGreme ve sabit faz dénemlerinin olmasidir.
Genellikle ilk inokiilasyonda 10°-10° hiicre/ml olan parazitler, 3-4 giinliik inkiibasyonun
aradindan 10-10% hiicre/ml'ye kadar cikabilmektedir [119].

Rutinde, oOrnek sayisi ¢ok oldugu zaman hicrelerin sayiminda Coulter sayaci
kullanilabilir. Ayrica, Leishmania'nin mikroskobik incelenmesi invert mikroskopla
yapilabilmektedir. Kiltlr sliresince, kiltlirdeki promastigotlar sikca pleomorfizm
gosterirler. Bircok tirde promastigotlarin eni 1.5-2 um, boyu ise 1-20 um arasinda
degisebilir [116]. Yuvarlak, oval, eliptik veya silindir sekilde olabilirler. Bazen de ug
kisimlari sivrilebilir veya yuvarlaklasabilir. lyi hazirlanmis bir kiiltiirde, kendiliginden
hareket edebilen ve bdéliinen hicrelerin olmasi gereklidir. Cok sayida hareketsiz ve
normalden biylk veya asiri kicgik atipik hicrelerin varligi, kiltlir ortaminin
yetersizliginin gostergesidir [115]. Primer izolasyonda énemli olan, en uygun besiyerine
karar vermektir ¢inkli bazi Leishmania tirleri ilk izolasyonun yapildigi besiyerinin
degistirilmesine adapte olamazlar. Eger, besiyerleri arasinda karsilastirma yapilmak
isteniyorsa, ilk besiyerine uyum saglandiktan sonra alinan 6rnegin, birden fazla farkli
besiyerlerine ekilmesi gerekir. Leishmania'nin primer olarak izolasyonu sirasinda % 10
FDS eklenmis RPM1 1640 besiyeri kullanilabilmektedir [70, 115, 116].

Promastigotlarin Uretilmesi, amastigotlara oranla biraz daha kolaydir. Kamgisiz
amastigotlar, ancak memeli makrofaj hiicrelerinde (remektedir. Amastigotlarin isi
tercihi de promastigotlardan farkhh olup 32°C'dir. Leishmania tirleri; hazir
besiyerlerinde Uretildikleri gibi, deney hayvanlarina inokile edilerek de Uretilebilirler.
Deney hayvanlari kullanilarak; Leishmania’larin vektorlerdeki yapisi, biyolojisi ve
patolojisi deneysel olarak arastirilabilmektedir [54, 70, 115, 122]. Ginlmizde de
enfekte edilmis deney hayvanlari kullanilarak aksenik amastigotlari elde etme
calismalari devam etmektedir [123]. Leishmania tirlerinin devamlihgl, yapilan
promastigot ve amastigot kultirleri ile hayvanlara inokilasyonla ya da diger memeli
hiicreleri veya protozoanlarda oldugu gibi sivi azotta dondurup uzun siire saklayarak

saglanabilir [115, 122].

31



2.10.2.2.3 Klasik Kultur

Leishmania suslari besiyerlerinde promastigot formunda bulunurlar. Kiltir amaglh
besiyerleri monofazik ya da difazik olabilirler. Birinci gruba 6rnek olarak Schneider’in
besiyeri, M199, Grace besiyeri; ikinci gruba 6rnek olarak ise NNN besiyeri, Tobies
besiyeri gibi besiyerleri verilebilir. KL ve VL olgularindan alinan 6érnekler geleneksel
olarak % 20-% 30 tavsan kani iceren NNN agar veya sivi Schnedier’in besiyeri ortamina
inokile edilir. Ayrica, lezyonun bulundugu bélgeden, lezyonu kanatmadan alinan
materyal, RPMI modifikasyonlari olan RPMI 1629, RPMI 1630, RPMI 1640 gibi ¢esitli
besiyerlerine ekim yapilarak amastigotlarin promastigotlara donistip donismedigi
kontrol edilerek yapilmaktadir [48, 61, 67]. Akut hasta orneklerinde N.N.N agar
besiyerinde 20-30 giin icinde, RPMI ve Schneider’in takviyeli besiyerinde ise daha az

sirede Ureme gerceklesmektedir [6, 48, 67].

2.10.2.2.4 Mikro Kiiltur

Allahverdiyev ve ark. [51] tarafindan gelistirilen yeni kiltir yontemi diger yontemlere
gore daha hassas, daha spesifik, daha duyarli, daha hizli ve daha ekonomik olmasiyla
one ctkmaktadir. MKY’nin temeli klasik kiltiirde oldugu gibi 6rnekteki amastigotun
hareketli promastigota donismesine ve mikroskop altinda saptanmasina
dayanmaktadir. MKY olarak bilinen bu yontemde kapiler tlipte sivi besiyeri kullanilarak,
Oornekte parazit sayisi az olsa bile sivi kiiltirde cogaltiimasinin mimkiin oldugu
gosterilmistir. Yontemin duyarliliginin esas nedeni ortamin mikro olmasi ve parazitin
salgiladigl Ureme faktori ile COy’nin mikro ortami zenginlestirmesidir. Ayrica dar ve
uzun olan kapiler tlpte parazitin tespiti arastirmaci tarafindan daha kolay
saptanmaktadir. Mikroaerofilik bir ortam saglanarak, kisa slrede amastigotlarin
promastigotlara donlstigl ve bu promastigotlarin hizli bir sekilde cogaldigi da
bilinmektedir [6, 51]. VL'den sipheli hastalarda geleneksel kiltiir yontemleri ile
duyarhlik kemik iliginde % 37.5—-100 ve periferik kanda da % 0—-100 olurken, MKY ile ise
duyarlilik kemik iliginde % 100 ve periferik kanda % 77.8-100 olarak belirlenmistir.
Ayrica ornekteki parazit yogunluguna gore promastigot tespitinin MKY'de geleneksel

kiltir yontemlerinden daha kisa slirede oldugu gosterilmistir (Cizelge 2.4) [6].
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Cizelge 2. 4 Farkh besiyerleri kullanilarak VL’den stipheli hastalarin kemik iliginden
alinan orneklerde kltir yontemlerinin duyarlihginin karsilagtiriimasi

Kiiltiir-pozitif olgularda her grubun pozitifliginin (%) orani ve pozitifligin goriildiigii zaman (giinler)

Grup | Grup Il Grup Il
Besiyeri TCM MCM TCM MCM TC™ MCM
SDM + 15% FBS 8/8 (100%) 8/8 (100%) 5/9 (55.6%) 9/9 (100%) 3/8 (37.5%) 8/8 (100%)
4-6% 1-2 7-20 2-4 15-24 3-5
RPMI-1640 + 15% FBS 6/8 (75%) 8/8 (100%) 4/9 (44.4%) 5/5 (100%) 8/8 (100%)
7-12 12 7-25 2-5 3-5
Medium 199 + 15% FBS 5/8 (62.3%) 8/8 (100%) 2/9 (22.2%) 9/9 (100%) 8/8 (100%)
7-25 24 7-35 4-6 3-7
NNN-agar + SDM + 15% DRB 8/8 (100%) - 719 (77.7%) - -
3-7 7-15 15-25
NNN-agar + RPMI-1640 + 15% DRB 7/8 (87.5%) - 6/9 (66.7%) - 4/8 (50.0%) -
4-10 7-20 15-25
NNN-agar + 199 + 15% DRB 6/8 (75%) - 4/9 (44.4%) - 4/8 (50.0%) -
7-25 10-30 15-35

TCM, geleneksel kiiltiir metodu; MCM, mikro kiiltiir metodu; BMs, kemik iligi ornekleri; SDM, Schneider'in Drosophila besiyeri; FBS, fetal dana serumu; DRB
defibrine tavsan kani. Grup | yayma pozitif (2+,3+ derecesinde); Grup Il yayma pozitif (1+ derecesinde); Grup Ill yayma negatif (0 derecesinde).
* Kiiltiirlin pozitiflegme siiresi (giin)

KLl'den stpheli hastalarda da geleneksel kiiltir yontemleri ile 15-30 giinde % 20-40
pozitiflik gorilirken mikro kiltiir yontemi ile 1-5 giinde % 83-97 pozitiflik bulunmustur
[51]. Azerbaycan’da yapilmis bir calismada V0L'den stpheli 19 hasta incelenmis ve
yontemlerin duyarliligi MKY ile % 94.74, NNN agar ile % 31.58, IFAT ile % 42.11-47.37,
ICT ile % 73.68, yayma ile % 36.84 ve PCR % 57.89 olarak belirlenmistir [124].

Yapilan galismalar ile MKY’nin semptomatik leishmaniasis tanisinda diger yontemlere
nazaran oldukca ylksek duyarhliga sahip oldugu ve Tirkiye ile diinyanin diger
bolgelerinde de leishmaniasisten stipheli hastalarda uygulandigi bilinmektedir [52, 113,

114, 124, 125].

MKY’nin en buylk avantaji klasik kdltir yontemlerinden farkli olarak duyarlihgin
ornekteki parazit sayisina bagli olmamasi bunun yani sira en énemlisi invaziv yonteme
gerek duyulmamasi ve periferik kandan Uretilmesinin mimkin olmasidir. Ayrica
yontem basit ve endemik bolgelerde tani icin kullanima uygundur. Klasik kulttr
yontemlerine gore duyarlilig ve spesifitesi daha yuksek olan mikro kdltiir, az miktarda
besiyeri kullanilmasi ve inklibasyon periyodunun 1-5 giinde tamamlanmasi nedeniyle

hem maliyet hem de zaman agisindan da avantajli bir tekniktir [6, 51, 54, 70].

2.10.2.2.5 In vivo Kiiltiir

Parazit laboratuvar hayvanlarina asilama yapilmasinin ardindan, enfekte olmus
orneklerle gosterilebilir. Hayvan asilamasi pozitif sonucglar alinana kadar birkac ay

gerektirdiginden, genellikle tani testi olarak kullanilmaz. Parazit izolasyonu igin
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alternatif bir yéntem olmakla birlikte hayvan gereksinimi ve bakimiyla ilgili zorluklar ve
ayrica alternatif tani  yontemlerinin  gelismesi nedeniyle yaygin  olarak
kullanilmamaktadir. Gerek in vitro kiltlir gerekse in vivo kiltir sonucunda elde edilen
promastigotlar, parazitin biyolojisinin arastirilmasi ve genotiplerinin saptanmasi
amaciyla kullanilmaktadir. BALB/c farelerin ve hamsterlarin Leishmania tirleriyle
enfeksiyona duyarh olduklari belirlenmistir. Mikroskobik yontemlere gore tanida
duyarhligi yiksek bulunmakla birlikte 6rnegin hamsterlar kullanildiginda tanida
ortalama sure 34.5 giin olarak belirlenmistir. BALB/c fareler kullanildiginda ise bu
surenin kisaldigi belirtilmistir [126]. Altin hamster en uygun hayvandir ve Leishmania
suslarinin ¢gogunlugunda duyarlidir. Periton kesesi icinde yapilan asi ¢ogunlukla L.
donovani ve L. infantum suslari icin yeterlidir [32]. Altin hamster L. donovani
kompleksini korumak igin iyi bir hayvan segimidir. Mukoz membranlardan gegisi de
iceren, enfekte etmek icin bircok yol vardir fakat periton ici ya da dalak ici rota tercih
edilir. Amastigotlar da promastigotlar da hayvani enfekte edebilir. Asilamadan sonra,
hayvan, haftalik olarak kutandz lezyonlar, karaciger ve dalak blyimesi ya da
metastatik lezyonlar gibi enfeksiyon belirtilerini gormek igin tetkik edilir. Amastigotlar
anestezi altindaki hayvanda biyopsi ile dalak ve karacigerden toplanabilir ve bu islem
prosediiriin devami icin enfektif parazitlerin kaynaginin yasamasina izin verir. Agik
olarak enfeksiyon belirtisi goriilmediginde hayvan 4 ay sonra oldurilir, bu noktada

parazit icin karaciger ve dalak érnekleri toplanir [28].

2.10.2.2.6 Kriyoprezervasyon

Hicrelerin istenildigi zaman bulunamamasi ve bundan dolayi kullanilamamasina bagh
problemler, pratik olarak kolay yapilabilen in vitro Uretilen kiltir hcrelerinin
dondurularak saklanmasi ihtiyacini ortaya c¢ikarmistir. Leishmania kiltlriinin uzun
yillar saklanmasi ve g¢alismalar icin gerekli durumlarda tekrar Leishmania kiltirl elde
edilebilmesi igin -196°C’deki sivi azotta dondurularak saklanmasi, kriyoprezervasyonu
mimkindir. Glnldmizde Leishmania tirleri icin kriyoprezervasyon etkin olarak
kullanilmaktadir. Hiicrelerin dondurulmalari ve ¢oziilmeleri esnasinda hiicre icerisinde
buz kristallerinin olustugu ve bu kristallerin hiicreyi pargalamasinin yani sira olusan

osmatik basincin hiicreler (zerinde o6ldirici etkisi oldugu bilinmektedir. Dimetil
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stlfoksid (DMSO) ve gliserol gibi kriyoprotektan maddelerin kullaniimasiyla birlikte
uygun bir dondurma ve ¢6zme metodunun izlenmesi hiicrelerde meydana gelebilecek
hasari en aza indirmektedir [127-129]. Kriyoprotektan maddeler dondurma ve ¢b6zme
islemleri sirasinda suyu baglayarak hicre igerisindeki elektrolit miktarini ve hiicre igi
buz olusum noktasini baskilayarak mevcut suyun buz kristallerine dénlismesini azaltir
[130]. Ayrica hiicre membranini stabilize eder ve hiperozmotik ¢evre olusturarak
hlcrenin su kaybetmesini saglar. DMSO hiicre digina ve hiicre igine oldukga hizli bir
sekilde difflize olabilmektedir. Bu 6zellik hiicre prezervasyonu igin oldukga 6nemlidir.
Bu sayede dondurma islemleri sirasinda hticre hasarina neden olabilecek osmotik sok
en aza indirilmektedir [131]. Kriyoprezervasyon sirasinda dikkat edilecek hususlar
dondurulacak érneklerin sivi azot iginde saklanmaya uygun kriyotiiplere konmasi ve siki
kapatilmasidir. Dondurulacak olan hicreler kriyoprotektan maddelerle birlikte
kriyotiplere alinir, kademeli olarak sogutularak dondurulur ve azot tanklarinda uzun

sure saklanabilirler [132].

2.10.2.3 Serolojik Yontemler

Aktif leishmaniasis tanisinda antijen ve ozellikle antikor tespitine yonelik testler dGnem
tasimakta olup, antijen dizeylerinin parazit ylklyle paralellik go6sterdigi
dislintldigiinde antikor yaniti zayif olan immiin yetmezlikli hastalarda antijen tespiti
antikor temelli serolojik testlere goére daha hassas olmaktadir. Ornegin AIDS
hastalarinda oldugu gibi yetersiz antikor (iretimi yapilmasi durumunda hastaligin tanisi
icin bu metot gereklidir. Ayrica son yillarda gelistirilen lateks agliitinasyon testi ile VL
olgularinin idrar 6rneklerinde leishmanial antijenler belirlenebildigi gortlmustir [133].
Antijen tespitine dayali testlerin duyarliiginin % 68-% 100, 6zgulliginin ise % 100
oldugu bildirilmistir [134]. Antijen enfeksiyon sirasinda erken tespit edilmekte ve ancak
kemoterapi sonrasinda tespit edilen antijen sayisindaki azalma hayvan deneyleri ile de
belirlenmistir [28].

Ancak bircok serolojik yontem antikorlarin tespit edilmesi temeline dayanmaktadir.
Testlerde kullanilan antikorun spesifikligi antijene ya da epitopa baghdir, parazit gibi
gruba, cinse ve tire 6zel antikorlarin Gretimini uyarir. Bu nedenle hassasiyet teste ve

yonteme baghdir fakat spesifiklik, serolojik prosedirlerde kullanilanlara oranla daha
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cok antijene bagimhdir. Bircok serolojik testte hassasiyet ve spesifiklik bilgileri farkl
dokularda gosterilerek karsilastirilir. Spesifik olmayan immunoglobulinleri tespit etmek
icin; Napier’in formol jel ya da aldehit testi ve Chopra antimon testi gibi bazi testler
vardir. Globulin seviyesi ylikselmesine bagl olan bu testlerde, sonuglar konakta pozitif
olabilir. Spesifiklik yoksunlugu, bunun yaninda hassasiyet degiskenligi bunlarn
glvenilmez hale getirmektedir. Daha hassas ve daha spesifik birgok immiinodiagnostik
yontem gelistirilmistir. Bunlar spesifik durumlari tanimlamak igin yararl yontemlerdir
ve toplum denetimi icin kullanilabilir. insan viicudu VLye karsi, herhangi bir hastaliga
cevap olarak bulunan, birbirinden farkli yiksek seviyeli antikorlar Ureterek karsi
koymaya calisir. Bu, B hicrelerinin poliklonal aktivasyonlarindan dolayi spesifik
olmayan proteinlere ve haptenlere karsi serumda immiinoglobulin G (IgG) ve
immunoglobulin M (IgM) seviyelerindeki artisin isaretlenmesi ile sonuglanir. Parazit
antijenlerine karsi antikorlarin yilksek seviyelerde tutarliliklari durumunda VL tanisi
daha basitlesebilir.

Leishmaniasis tanisinda jel diflizyon, dolayli (indirek) hemaglutinasyon testi (IHA), IFAT,
ELISA, DAT, ICT, kompleman fiksasyon, karsi akimli imminoelektroforezi ve WB analizi
gibi pek c¢ok serolojik test kullaniimaktadir. Ancak laboratuarlarda pratik
uygulamalardaki zorluklar bir yana bu testlerin ¢ogunda hassasiyet ve spesifiklik
sinirlayici faktérlerdir. Ozellikle VL olgularindaki antikor yanitini belirlemek amaciyla
kullanilan IHA, immiinelektroforez, immindifliizyon gibi testler glinimizde zahmetli
olmalar ile dustuk duyarlihlk ve o6zgilllige sahip olmalari nedeniyle tercih
edilmemektedir [48, 49].

Ayrica serolojik yontemlerle ¢ok disik titrede saptanabilen veya hi¢ saptanamayan
antikorlar olustugu icin de tanida serolojik test ¢cok fazla tercih edilmemektedir. LDT
hiicresel bagisikligl gostermekte, lezyon kabuklanmaya baslar baslamaz pozitif olmakta
ve Oyle kalmaktadir. Ancak bu testler eski ve yeni enfeksiyonu ayirt edememektedir
immoiinitesi baskilanmis kisilerde giivenli olmamakla birlikte diger patojenlerle capraz
reaksiyonlar da verebilmektedirler [48, 135].

Ayrica serolojik yontemler semptomatik hastalarda yiliksek spesifiklik ve duyarlilik
gostermesine ragmen, asemptomatik insan ve hayvanlarda oldukga diisik duyarliliga

sahip olmalari ve donér kanlarinda antikor titresinin diisiik olmasi nedeniyle ¢cok fazla

36



tercih edilmemektedir [48, 135, 136]. Bu testlerin yerine duyarlihgl yiksek, kolay
uygulanabilen, ¢ok sayida 6rnegin ¢alisiilmasina imkan veren, hizli testler gelistiriimekte

ve yenilerinin arastiriimasina da devam edilmektedir.

2.10.2.3.1 immiinofloresan Antikor Testi (IFAT)

Fikse edilmis promastigotlara karsi olusan anti-Leishmania antikorlarini belirlemek igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle VL olgularinin tanisinda yararlanilmaktadir.
Enfeksiyonun erken dénemlerinde antikorlar belirlenmekte ve tedavi sonrasinda 6-9.
aylarda ise antikor belirlenmemesi seklinde tanida kullaniimaktadir. IFA testi degisen
ozelliklidir ve c¢apraz tepkimeler genellikle Sitmada, T. cruzi enfeksiyonunda, Afrika
trypanosomiasisinde ve bazi akciger tiberkiiloz hastaliklarinda goralar [137].

IFAT icin antijenler amastigotlardan ya da kiltirde gelismis promastigotlardan
hazirlanabilir. Promastigot antijen; direk kullanim ya da dondurularak kurutulmus
preparatlarin yeniden yapilanmasiyla kullanilarak, kiltlirden elde edilebilir. T.cruzi ‘nin
trypomastigotlari ve diger organizmalarin epimastigotlarinin da kullanilabilmesine
ragmen Leishmania promastigotlari bazi hastaliklarda daha yiksek titre verebilir [32,
137] Amastigot antijen ise; iyi antijenlerdir ve daha genel kullanima sahiptir.
Amastigotlar promastigotlarin 34°C’ye yiikseltilmesi ile kiltiirinden elde edilebilirler
[32].

Antikor titresinin 1:20 saptanmasi 6nemli kabul edilirken, 1:128 ise tanisaldir. Kuvvetli
pozitif hastalarda testin pozitifliginin 1/800 dillisyonun (zerinde oldugu bulunmustur.
Leishmaniasis tanisinda, zayif pozitif hastalarda IFAT sonuglarinin diger serolojik
yontemlerle desteklenmesi 6nerilmektedir [55, 64, 135, 138]. IFAT icin antijenler
amastigotlardan ya da promastigotlarin kiltiirde gelismislerinden hazirlanabilir [32].
Antijenli lamlar oda sisinda kurutulduktan sonra -20°C de uzun sire
saklanabilmektedir.

IFAT ile Leishmania parazitleri tarafindan enfekte edilen insanlarda antikorlarin
olusmaya basladigi tarihi belirlemenin zor oldugu, ancak tedaviden sonra antikor
seviyesinin ilk iki ay icinde 1/100 seviyesine distigu ve bu diizeyde bir yildan fazla
varligini korudugu bildirilmektedir. IFA testinin duyarliigi ve 6zgulligu % 100 olarak

bildirilmistir [55, 64, 135, 138].
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2.10.2.3.2 Enzim baglanan immiinosorbent Testi (ELISA)

ELISA yontemi VL tanisinda serolojik yontemler arasinda duyarliligl en yiksek test
olarak kabul edilmektedir. Ozellikle saha calismalarinda ve laboratuvar
uygulamalarinda ¢ok sayida Ornegin kisa zaman diliminde taranabilmesine olanak
tanimasi blyldk yarar saglamaktadir. ELISA ydnteminde tim stoplazmik antijen,
fukozmannoz, sentetik peptidler, rekombinant proteinler gibi farkli antijenler
kullanilabilmektedir. Duyarhhgi oldukga ylksek olan bu yontemin, 6zglinligli tamamen
kullanilan antijenin iyi sekilde hazirlanip hazirlanmadigina baglidir. Antijen genellikle
fosfat tamponundaki (PBS) promastigotlarin siispansiyonu tekrarlanan dondurma ve
¢6zme (dort ya da alti kez), ardindan 10.000 — 20.000 g ile soguk santrifiijleme
islemleriyle hazirlanir. Supernatant ¢o6zllebilir antijen olarak kullanilir ve protein
icerikleri (100 — 5000 ng/ml) hesaplanarak ELISA platelerini kaplamak igin kullanilir
[28]. Promastigot ve amastigotlardan elde edilen eriyik antijenlerden baska son yillarda
daha spesifik olan rekombinant leishmanial (rk39, gp63, gp70-2, dp72) antijenler
kullanilmaktadir [48, 49, 55, 56, 61, 139]. Rekombinant antijenlerden rk39 (zerinde
¢ok sayida arastirma yapilmis olup L. donovani kompleks tirlerinin neden oldugu VL
olgularinda spesifik antikor olusumu gosterilmistir. AIDS gibi immum yetmezlikli hasta
gruplarinda gelisen V0L'de de rK39 ELISA tanida yliksek duyarliliga sahiptir. Dot ELISA
yonteminde bu antijenlerle VL siipheli kisilerde % 84 ile % 100 oraninda antikor cevabi
alinmis ve glivenilir bir ydontem olarak kullanilabilecegi bildirilmistir [49, 55, 56, 61, 64,
140]. Fakat trypanosomiasis, tiberkiiloz ve sitma hastalarinin serumlariyla capraz
reaksiyonlar oldugu da gozlenmistir [28].

ilk kez. L. chagasi parazitlerinden elde edilmis olan rK39 adi verilen ve L. donovani
kompleksine ait tiim tirlerin neden oldugu VL'li hastalarin serumlarinda antikor yanit
olusturdugu gozlenen rekombinant bir antijen, hastaligin akut evresi daha baslarken
bile olumlu yanit vermektedir [28, 109]. Bu antijen kullanilarak VL'li ve imm{in sistemi
baskilanmamis hastalarda yiksek antikor dlzeyleri gosterilmistir. Bu antijen ile
gerceklestirilen ELISA sonugclari % 100 duyarli ve 6zglin bulunmustur [28, 141]. Anti—
rk39 antikorlarinin titreleri dogrudan hastaligin ne kadar aktif olduguyla iliskili
oldugundan VL hastalarinin tedaviye verdikleri yaniti degerlendirmek acisindan da
onemlidir. Hasta kisilerin rK39 antijenine verdikleri antikor yanitinin titreleri, eriyik
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antijene verdikleri titre yanitindan 59 kat daha gugli bulunmus, tedavi sonrasinda

gorilen disuslin de ¢ok daha keskin oldugu belirlenmistir [28, 60, 141].

2.10.2.3.3 immiinokromatografik Test (ICT)

Endemik bolgelerde saha kosullarinda ileri teknoloji gerektiren ve uygulanmasi
karmasik testler kullanilamayacagi icin, hizli, ucuz, uygulanisi basit ve herhangi bir
uzmanlik gerektirmeyecek testlere daima ihtiyac vardir. Bu nedenle rK39 ve rKE16 gibi
rekombinant antijenler kullanilarak membran filtrasyon teknolojisi ile ticari hizh testler
kullanima  sunulmustur  [142]. rK39 antijeni temelli  kullanima  hazr
imminokromatografik bant testi hizli bir test olarak zor durumlarda kullaniimak igin
gelistirilmistir. Rekombinant antijen dikdortgen bir nitroseliiloz membran parcasina
bant formunda immobilize edilir ve kegi anti-protein A membran lzerindeki antijen
bantina tutturulur. Farkh bolgelerde yapilan calismalarda bu testin hassasiyeti ve
spesifikliginde farkhliklar gozlemlenmistir. Saha kosullarinda son derece kolay
kullanilabilecek bu “imminokromatografik strip test”, VL hastalarini igeren ilk genis
kapsamli saha calismasinda % 100 duyarli ve % 98 6zgiin bulunmustur [143]. Bunun
ardindan Hindistan ve gcevresinde yapilan ¢alismalarda da benzer degerler bulunmustur
[28, 143, 144]. Ancak Sudan’da yapilan bir calismada duyarlilik % 67 [28, 60], Gliney
Avrupa’da yapilan bir calismada % 71,4 olarak bulunmustur [145, 146]. Bu farkhliklarin
nedeni farkh etnik gruplarin verebilecegi farkli immiin yanitlara baglanmistir. Ozgiinliik
acisindan degerlendirildiginde ise % 97-100 arasinda rakamlar elde edilmistir [147].
Ancak bazi saglkli endemik bolgelerdeki kontrollerde de (% 12.5) pozitif test edilmistir.
Bazi reaksiyonlarin yanlis pozitif olmasi ihtimali g6z éniinde bulundurulurken, bunlar
muhtemelen belirti gostermeyen enfeksiyonlari ifade etmektedir. Bu yontemdeki diger
bir engel, baska bir hastaliktan kaynaklanan (sitma, tifo ya da tiberkiloz) VL ile benzer
klinik 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle bireyde rk39 bant testinin pozitif ¢cikmasidir.
Buna ragmen rK39 immiinokromatografik bant testinin akut enfeksiyonlarin tahmin
edilmesi icin kullanilabilir olmasi kanitlanmistir [28]. Biitiin bu calismalar rK39
immunokromatografik strip testi, VL tanisini saha kosullarinda ve tarama calismalari

acisindan; Ustelik de herhangi bir egitim de gerektirmedigi ve ¢cok ucuz oldugu icin son
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derece kullanish oldugunu gostermistir [147]. Ancak kan bankalarinda kullaniminin

uygun olmadig da ticari kitlerde uyari olarak belirtilmektedir.

2.10.2.3.4 Direk Agliitinasyon Testi (DAT)

Yiksek duyarlilk (% 91-% 100) ve 6zgullige (% 72-% 100) sahip olan DAT, ucuz ve kolay
uygulanabilir olmasi nedeniyle 6zellikle saha ¢alismalarinda ve rutin laboratuvarlarda
tercih edilmektedir. Hasta serumundaki antikorlarin isaretli promastigotlarla plak
kuyucugunda agliitinasyon (¢c6kme) olusturmasi temeline dayanir [60, 109, 148]. Bu
yontemde tiim boyanmis promastigotlar ya sispansiyon olarak ya da donmus-kuru
formda kullanilmaktadir. Donmus-kuru formun 1s1 stabil olmasi saha c¢alismalarinda
kullanimina olanak vermektedir. Bununla birlikte 18 saatlik inkiibasyon gereksinimi,
kan veya serumun seri dilisyonlarinin yapilmasi kullanim zorluklarini olusturmaktadir.
Ayni zamanda tedavi sonrasinda yillarca antikor titresini saptamasi nedeniyle tedavi
takibi amaciyla kullanilamamaktadir [149].

1988 yilinda, VL'de oldukga kullanish oldugu belirtilen modifiye bir DAT kullanilimis;
daha stabil oldugu bildirilen ve dondurulup liyofilize edilerek hazirlanan antijen
sayesinde, bir ¢cok lilkede endemik takip amaciyla yararl bulunarak saha calismalarinda
uygulanmaya baslamistir [150]. DATIin bircok avantaji bulunmakla birlikte, tedavi
sonrasinda tam iyilesme durumunda bile uzun sire serumdaki antikorlari gdéstermeye
devam etmektedir [60, 109, 150]. Schoone ve ark. [151] tarafindan gelistirilen fast
agglutination-screening testi (FAST) anti-Leishmania antikorlarinin serumda ya da filtre
kagidina emdirilmis kanda kisa siirede belirlenmesine olanak tanimaktadir. Ayni
zamanda FAST ile tek serum diliisyonunda kalitatif sonu¢ elde edilmektedir. Duyarlihg

ve 0zgllligu DAT yonteminden daha yiiksek bulunmustur [152].

2.10.2.3.5 Komplement Fiksasyon Testi

Antijenler, amastigotlarin ultrasonik titresimler ile fragmentlere ayrilmasiyla hazirlanir
fakat promastigotlarin bir polisakkarit parcasi negatif reaksiyon verir [153]. 1/10 tireleri
ya da daha fazlasi 6nemlidir ve enfeksiyonda erken gelisir, tedaviden sonra hizlica
diser ve genellikle 6 ay icinde gorilmez, ama devaml titreler gizli ve gecmis

enfeksiyonlari saptamakta seroepidemiyolojik tetkiklerde kullanilir [154].
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Gapraz reaksiyonlar T. cruzi enfeksiyonuyla olusur ve ara sira tiberkiloz hastaliklarinda
ortaya ¢ikar. Komplement fiske antikorlar VL'de (L. donovani) ve KL espundia’da (L.
braziliensis) bulunur ve klinik tanilarda ve hastaliklari goériintilemede kullanilir.
Komplement fiske antikorlar, VL icin seroepidemiyolojik tetkiklerde kullanilir [32, 154].

Ancak erken pozitiflesen bir antikor testidir ve yalanci pozitiflik gérilebilir [64].

2.10.2.3.6 Indirek (Dolayl) Hemaglutinasyon Testi (IHA)

VL ve post kala-azar dermal leishmaniasisin tanisinda kullanilan bu yontemde antijenler
promastigotlarin gelismis kilturlerinden hazirlanir. 1/200 titresi ciddi olarak dikkate

alinmalidir [32, 155, 156].

2.10.2.3.7 Western Blotting (WB)

Western blotting ya da imminoblotting adi verilen bu immiinokimyasal yontem bir
membran Uzerine sabitlestirilmis proteinleri tanimlamada kullaniimaktadir. Bu transfer
yontemi “blotting-blotlama” diye adlandirilir, clnkii elektroforez ile jel icinde
ayristirilan proteinlerin transfer edildikleri nitroselliloz membran ya da polivinilidin
difloriir (PVDF) Uzerindeki bant oOrnekleri, orijinal jel Uzerindeki orneklerin tam
anlamiyla kopyasidir. Proteinlerin membranlara transferi de “Western blotting”, DNA
izolasyonu igin kullanilan yontem “Southern blotting”, RNA izolasyonu igin kullanilan
yontem ise “Northern blotting” olarak isimlendirilmistir [157]. Spesifik antikorlarin
varliginin tespit edilmesinde sik kullanilan bir teknik olan Western blotting yontemi iki
asamada gerceklestirilmektedir. Birinci asamasi olan SDS-PAGE ile elektroforeze tabi
tutulan proteinler transfere hazir hale gelirler. Bu asamadan sonra uygulanacak olan
western blotting yonteminin ana hatlarini 6nce seperasyona tabi tutulan proteinlerin
nitroseliiloza transfer edilmesi ve non-spesifik baglanmayi onlemek i¢cin membran
Gzerindeki protein baglanma kisminin bloke edilmesidir. Bundan sonraki islem transfer
edilmis ilgili proteine spesifik antikorun baglanmasi ve birinci antikora, enzim isaretli
ikinci antikorun baglanmasi son olarak enzim bagh kompleksin membrana uygun
enzim-substrat soliisyonu uygulanarak gosterilmesi seklindedir.

Serumlarda Leishmania antikor varhginin tespiti icin ise o©ncelikle Leishmania

parazitlerinin promastigot formlarinin logaritmik faza gelismesi saglanir. Bu
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parazitlerden eriyik antijen hazirlanir. Protein igeren eriyik Leishmania antijeni sodyum
dodesil silfat-poliakrilamide jel elektroforezinde (SDS-PAGE) kosturulur. Ayrilan
proteinler nitroseliiloz bir membranda elektroblotting ile gegirilir ve bakilacak serumlar
ile problanir. ELISA da oldugu gibi spesifik antijenler kullanilabilmektedir. VL
hastalarinin serumlari 12-120 kD arasinda molekiler agirhktaki birgok antijeni
kapsamaktadir. 14-16 kD antijenleri leishmaniasis igin en ylksek hassasiyeti
gostermektedirler. Ayni durum AIDS'li hastalarda da gegerli sayilmaktadir. Bazi
vakalarda 14 kD banti bulunmasa da 16 kD’luk bant mutlaka saptanmaktadir. Endemik
bolgelerdeki VL hastalarinin tanimlanmasinda 14-16, 22, 24 kD antijenlerine karsi
antikorlar kullanilirken, epidemiyolojik galismalarda 14 kD ve 16 kD antijenlerine karsi
antikor taramanin degerli bir tani araci oldugu belirtilmektedir. Western blotting
teknigi kullanilarak gesitli organizmalar arasindaki minér antijenik farkhliklar bulunur ve
bu sayede capraz reaktif antijenler tespit edilir. Ancak uygulamasi zor bir yontemdir.
Ayrica, bu proses zaman kaybina sebep olur, teknik olarak kullanissiz ve pahalidir [15,

28, 158].

2.10.2.3.8 Leishmanin Deri Testi (LDT)

Montenegro reaksiyonu olarak da bilinen Leishmanin deri testi leishmaniasisin kutan6z
formu icin gecikmis tip hipersensitivite (DTH) reaksiyonu ile belirlenebilmektedir. LDT
spesifik leishmaniasisde DTH icin uygulanan bir testtir fakat sinirh bir islevi vardir. Bu
yontemde tim parazitleri (5x10” promastigot) 6ldirecek 0.5 ml fenol hastanin dirsekle
bilek arasindaki kismina enjekte edilir. 48-72 saat sonra katilasmanin buyGkliga olcalur
ve kontrol amaciyla diger koldaki dirsekle bilek arasina enjekte edilen fenol tamponun
olusturdugu katilasmayla karsilastirma yapilir. Halen LDT’ye ait standardize edilmis bir
ayrag yoktur. DTH olmadigi durumda VL'nin akut belirtilerinde test negatiftir ve sadece
kala-azar tedavisinde belirtiler pozitiftir [28]. Daha ¢ok insan ve hayvan
popilasyonlarinda KL ile MKL ve tedavi edilmis VL prevalansinin belirlenmesi amaciyla
kullanilmaktadir. Cok sayida serolojik test bulunmasina ragmen, zayif humoral yanit
nedeniyle disuk dizeyde antikor Uretimiyle karakterize KL ve MKL tanisinda serolojik

yontemler yardimci olamamaktadir [159]. Leishmanin deri testi leishmaniasisin gegmis
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enfeksiyon o6lglimlerini ve VL ile KL epidemiyolojisini ¢alismak igin yaygin olarak

kullanilir [32].

2.10.2.4 Molekiler Yontemler

Leishmaniasisin tanisinda kullanilan serolojik yontemler, daha dnce parazitle karsilasilip
karsilasilmadigina yardimci, duyarli ve 06zglildiir. Ancak, immiunitesi baskilanmis
kisilerde glvenli degildir. Eski ve yeni olgulari tam olarak ayiramayabilir. Diger
patojenlerle capraz reaksiyonlar olabilir. Molekiler tekniklerde parazitin az miktarda
veya atipik morfolojide bulunmasi, kiltir yéntemindeki kontaminasyon riski gibi
nedenlerle 6rneklerde, genellikle Leishmania parazitlerinin saptanmasinda gugltkler
olabilmektedir. Parazitin direkt saptanmasina yonelik yontemler gilivenli olmasina
karsin hassasiyet disuktir. Yine de, 6rnekten birkag farkli inceleme yapilmasina olanak
sagladigindan Leishmania tlrlerinin saptanmasi ve tanimlanmasi igin genellikle her
parazitte bircok kopyasi bulunan "maksisirkiler" ve "minisirkiler" kinetoplast DNA's
(kDNA) hedef secilmektedir [15, 59, 160, 161]. Cesitli molekiler yontemler ile
enfeksiyon tanimi icin Leishmania DNA’sini bulma ve tirlerin tanimlanmasi
hedeflenmistir. Birgok arastirmaci tarafindan Leishmania’ya 6zgli olarak belirlenen
primerler ile PCR amplifikasyonu yapilarak tir tayini tespit edilmektedir. Leishmania
turlerini tiplendirmek icin kullanilan metodlar multipleks PCR, nested-PCR, rastgele
amplifiye polimorfik DNA, single-strand konformasyon polimorfizmi, kesilmis parca
uzunlugu polimorfizmi (RFLP) ve DNA dizi analizi kullanilmaktadir. DNA’ya dayali bu
genotipik molekiler teknikler diger tani yontemlerine oranla daha glivenilir ve
spesifiktir. Bu yontemler ¢ok hassas olduklari halde (50 — 100 kadar parazit tespiti),
hibridizasyonun karmasik olan prosesi rutin uygulamalarda potansiyellerinin

kullanilmasina engel olmaktadir [28, 59].

2.10.2.4.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR’In gelisimi leishmaniasis tanisinda kullanilan molekiiler biyoloji teknikleri
uygulamalarda yiksek verime yaklasilmasini saglamaktadir. Tir seviyesi tanimlamasi
farkli Leishmania tirlerinin minisirkiiler kDNA’larinda korumali bolgelerden primer

secimi ile amplifiye minisirkiler kDNA’larinin analizi ile yapilabilir. Clinkl kinetoplastin
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binlerce minisirkiiler DNA kopyasini yapabildigi bilinmektedir. Sudan’da yapilan bir
calismaya gore PCR, lenf diglmleri ve kemik iligi aspirasyonunda Leishmania paraziti
tespiti icin yapilan mikroskopiden daha hassas bulunmustur. Ancak kandan yapilan
Leishmania DNA’si ile akut VL vakalarinin % 70’inin tespitinin yapilabildigi parazitolojik
olarak kanitlanmistir. Hindistan’da L. donovani igin tlre 06zgl primer kullanilarak
yapilan baska bir ¢alismanin sonucuna gore de VL hastalarindan alinan tam-kan ile
yapilan PCR hassasiyeti % 96 tespit edilmistir. Bununla birlikte Leishmania tespitinde
buffy coat preparatlari kullanilarak yapilan PCR galismasi tam-kan preparatlariyla
yapilandan 10 kat daha hassastir. PCR’In, VL hastaliginda basari degerlendirmesinde
onemli bir ara¢ oldugu bilinmektedir. Diger taraftan parazit canl olmadigi halde PCR
sonucu hastalarda pozitif olarak gozlenebilir ve bu nedenle hatali sonuglara sebep

olabilir [28].

2.10.2.4.2 Kesilmis Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP)

Ozel restriksiyon enzimleri (RE) kullanilarak cesitli organizmalarin DNA’larinin kesilmesi
sonucunda, tlrlere ve hatta bazen suglara 6zgi farkh uzunluklarda DNA pargalari
olusmasi ile karakterize DNA modellerinin elde edilmesini saglayan bir yéntemdir.
RE’ler DNA’y1 4—6 bp’lik 6zel tanima bdlgelerinden keserler. Daha sonra da ortaya ¢ikan
DNA pargalarinin uzunluklari, jel elektroforezi yoluyla goriintilenir [60]. RFLP analiz
yontemi ile tim DNA zinciri hedef alinarak kullanilmasinin yani sira, bir DNA dizisi
hedef alinarak, PCR yontemiyle ¢ogaltilip, elde milyonlarca kopyasi bulunan bu diziyi RE
ile keserek daha keskin bantlar elde etmek mimkiindir. Ozellikle tiir diizeyinde tani
koyabilmek amaciyla bu yontem c¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Uygulama
sirasinda, énce DNA bolgelerinden birisi PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilir. Sonra bir
ya da birden fazla RE kullanilarak, cogaltilan hedef DNA optimum kosullarda parcalara
ayrilir. Daha sonra agaroz jel elektroforezi ile bu pargalarin uzunluklarina gére ayrilmasi
saglanir. Benzerlik ve farkhliklar, yakinhk ve uzaklklar elde edilen modellerin
birbirleriyle karsilastirmasi ile yapilir. Hem Trypanasoma hem de Leishmania tlirlerinde
onemli minisirkdler siniflarinin PCR uygulanmadan yapilan direkt RFLP 20 yildan uzun
bir stredir gulvenilir bir sekilde kullanilmaktadir [162]. Bir mikroorganizma igin

kullanilacak olan PCR—RFLP yonteminin duyarhligi, 6ncelikle PCR'da hedef olarak
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secilen gen ya da DNA bolgesinin tekrar sayisina ve ne kadar az polimorfizm
gosterdigine; ardindan da PCR drinlerinin kesimi igin kullanilacak olan RE’nin diziye
olan 6zgunltgiine baglidir. Duyarlihg! artirmanin en sik kullanilan bir baska yolu da, bir
DNA bolgesini hedefleyerek ¢ogalttiktan sonra, ilk PCR Grlinliniin iginde yer alan daha
0zglin bir dizi hedefleyen ve ilkinden farkl primerler kullanan ikinci bir PCR uygulayarak
cok daha 6zgiin bir DNA bolgesini elde etmektir. Bu yonteme “nested PCR” denir. Eger
hedef DNA bolgesi baska organizmalarda da varsa 6zginliglu daha duslik olacaktir.
Ancak tani amaciyla popliler olarak kullanilan PCR boélgeleri tiir ya da sus ayrimi igin

yeterince iyi olmayabilir [60, 160, 163, 164].

2.10.2.5 Leishmaniasisin tanisinda kullanilan yéntemlerin 6zet degerlendirmesi

Literatir degerlendirilmesinden gorildigh gibi leishmaniasis tanisinda 6zellikle
laboratuvar tani yontemleri 6nem tasimaktadir. Bu yontemlerin duyarhhgi 6zellikle
semptomatik VL'de daha yilksek olmaktadir. Bunun nedeni ise bu hastalardan elde
edilen orneklerin invaziv yolla (dalak, karaciger, kemik iligi) elde edilmesidir. VL
tanisinda invaziv yontemler kullanilmasinin esas nedeni ise periferik kanda parazit
sayisinin olduk¢a az olmasi ve kullanilan yontemlerin (mikroskobik, kiiltlir, serolojik ve
molekiler) duyarliliklarinin ise incelenen 6rnekteki parazit miktarina bagl olmasidir.
Serolojik yontemler VL tanisinda yliksek duyarlilik gdsterse de eski ve yeni enfeksiyonu
ayirt edemez ve diger patojenlerle capraz reaksiyonlar verirler [48, 135]. Ancak VL'in
blayik bir kismini % 80-95 asemptomatik leishmaniasis olusturmaktadir [8, 9].
Semptomatik leishmaniasisten farkli olarak asemptomatik leishmaniasisde hig bir klinik
belirti olmadigindan dolayl invaziv yontemler kullaniimamaktadir. Ayrica invaziv
yontemler oldukca zor olup bazen hasta acgisindan hayati tehlikelere neden olmaktadir.
Bazen de tekrari yapilamamaktadir. invaziv olmayan serolojik ydntemlerin ise
duyarhligi asemptomatik leishmaniasisde oldukca diistiktiir ve tani agisindan pek 6nem
tasimamaktadir. Kullanilan yontemler arasinda mikroskobik, kiltlir ve molekiiler
yontemler oldukca 6nemlidir. Bunun nedeni mikroskobik ve kiltir yontemlerinde direk
olarak parazitin gozle gorilmesi, molekiiler yontemlerde ise DNA analizinin
yapilmasidir. Ancak kullanilan bu yontemlerin duyarhligi 6rnekteki parazit sayisina bagl

oldugundan, asemptomatik leishmaniasisin tanisini oldukca zorlastirmaktadir. Bugiin
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asemptomatik leishmaniasisde 06zellikle dondr kanlarinda Leishmania parazitlerinin
belirlenmemesi de mevcut yontemlerin yetersizligine dayanmaktadir. Buna gore de
leishmaniasis tanisinda az sayida parazit iceren oOrneklerde bile tani konulmasini
saglayan yeni yontemlerin uygulanmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu agidan son vyillarda
diinyanin cesitli bolgelerinde leishmaniasisten sipheli kisilerin tanisinda kullanilan ve
yuksek duyarlilik ve spesifiklik gosteren MKY’nin, asemptomatik leishmaniasislerde ve
Ozellikle dondr kan 6rneklerinde leishmaniasis tanisinda kullanilan diger yéntemler ile

kiyaslanarak incelenmesi 6nemlidir.
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BOLUM 3

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

3.1.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Deneysel calismalarimizda asagidaki cihazlar kullanildi.

Bidistile Su Cihazi (GFL, 2104)

Buzdolabi No-Frost (Argelik, 5007 NF)

CO, inkiibatérii (New Brunswick Innova CO-150)
Derin (-40°C) dondurucu (GFL, 6341)

Elektroforez Sistemi (Thermo EC1000-90)

ELISA okuyucu (ThermolLabsystem, Multiskan Ascent)
ELISA Yikayici (ThermoLabsystem, Wellwash 4Mk 2)
Etiv (Memmert, UM 500)

Hassas terazi (Precisa, XR 305A)

Hassas terazi (Sartorius, CP 225D)

Hematokrit Santrifiij (Heraeus, Pico 17)

Isiticih Magnetik karistirici (Heidolp MR 3001)
inkiibatér (Memmert, BE 500)

Gorintlleme Sistemi (BioRad)

Laminar-hava akish kabin (Heraeus, KS12)
Mikrodalga Firin (Arcelik, MD 554)

Mikroskop (Olympus, BX 51)
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e Otoklav (Hirayama, Hiclave HVE-50)

e pH metre (Hanna, pH 211)

e Santrifiij (Sigma, Benchtop 1-15)

e Santriflij (Sigma, Benchtop 2-5)

e Sogutmall Etiv (MMM Medcenter, Friocell 111)
e Sogutmali Santriflj (Eppendorf, 5810R)

e Su Banyosu (GFL, 2104)

e Su Saflastirma Sistemi (Millipore MilliQ Elix 5)

e Ters (invert) mikroskop (Olympus, CKX41)

e Thermal Cycler-PCR (Techne, TC-312)

e TriokularFluoresan ve yansima-kontrast mikroskobu (Leica, DMR HC)
e UV transilluminator (Vilbert-Lourmat)

e UV/VIS Spektrofotometre (Jasco V-530)

e Vorteks (Heidolp, Reax top)

3.1.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Besiyerleri

MADDE ADI URETICi FIRMA KATALOG NO
Agar Bacto BD 214010
Agaroz Bioron 604001
Borik Asit Applichem A2940
DMSO Applichem A7248
EDTA Applichem A5097
Etanol Riedel De Haen 32221
Fenol Sollisyon Sigma P4557
Fetal Dana serumu Biochrom AG S0113
Formaldehid (% 37) Applichem A0877
Formalin solusyon Sigma HT501128
Gentamisin Sigma G1397
Giemsa solusyon Merck 109204
Gliserin Sigma G2289
Glisin Fluka 50049
Hidroklorik asit Merck 100314
lgG (ALP-anti-Human) invitrogen 627122
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IgG (FITC-Anti human) Chemicon AP112F
IgM (FITC-Anti human) Chemicon AP114F
immersiyon Yagi Sigma-Aldrich 56822
izo amil alkol Applichem 100385N
KH,PO,4 Sigma-Aldrich 04243
Kloroform Carlo Erba 438603
L-glutamin Biochrom AG K0283
Metanol Merck 106009
MgCl, Merck 105833
Na,COs3 Sigma-Aldrich S7795
Na,HPQO,.2H,0 Merck 106580
NacCl Sigma-Aldrich 13423
NaHCO; Merck 106329
NaN; Merck 106688
Parafin J.T. Baker 3925
Penisilin/streptomisin Biochrom AG A2213
PNFF Sigma-Aldrich N4645
Potasyum klorr Riedel De Haen 12636
pUC Mix Marker Fermentas SMO0301
RPMI 1640 Biochrom AG F1215
Schneider insect medium Sigma S0146
SDS Sigma L4390
Sodyum dihidrojen fosfat Merck 106345
Sodyum hidroksit Riedel De Haen 062303
Sut tozu Fluka 70166
TEMED Sigma T7024
Tripsin Biochrom L2103
Tripsin EDTA Biological Industries 030515B
Tris-Base Applichem A2264
Tris-HCI Sigma T2913
Trizma base Sigma T6066
Tween 20 MP 194841
ZnCl, Merck 108815
B-Mercaptoetanol Amresco 0482
Whatman Kagidi Whatman 3MM Chr
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3.2 Galisma grubunun olugturulmasi

istanbul’daki kan merkezlerinden elde edilen donér kan 6rneklerinde, Leishmania
Parazitlerinin yeni mikro kiltir yontemi ve diger bazi yontemler ile karsilastirmali
incelenmesini amaclayan doktora tezi icin istanbul Universitesi, Tibbi Etik Kurul
Baskanhg’'ndan onay alindi (EK-A). Calismanin konusu Kasim 2008-Nisan 2011
dénemini kapsayan kesitsel, randomize ve metodolojik temelinde planlandi. Buna
gore; Capa Kizilay Kan Merkezi'ne kan vermek igin bagvuran 18-65 yas araliginda
saglikh 343 kisi calisma grubunu olusturdu.

Degisik yas ve meslek grubu gonilli kan donorleri ilgili formu (EK-B) doldurdu ve
imzaladi. Calismaya dahil edilen dondrlerin adi, soyadi, yasi, cinsiyeti, meslegi, ev ve is

adresleri, telefon numarasi kaydedildi.

3.2.1 Donér Kan Orneklerinin Toplanmasi, Tasinmasi ve Saklanmasi

Gonulla kan donorlerinin sag, on kol ylizeysel venlerinden intravenéz yolla 2 adet tipe
(EDTA igeren ve icermeyen) kan ornekleri alindi. Steril alinan tiim kan ornekleri soguk
ortamda 1-2 saat iginde tiim deneylerin uygulandig Yildiz Teknik Universitesi, Kimya-
Metalurji Fakiltesi, Biyomihendislik Bolimi, Hicre Kiltiri ve Doku Mihendisligi
Laboratuvarina ulastirildi. EDTA’h tiplere kan konulduktan sonra diizenli bir sekilde
karistirilarak kanin pihtilasmasi onlendi. Laboratuvara getirilen EDTA iceren tilplere
mikroskobik ve mikrokiltiir ydntemi uygulandi. EDTA icermeyen tipler 4.000 rpm’de
10 dakika santriflj edilerek serumlari ayrildi. Ayrilan serumlar 2 ml’lik steril eppendorf
tipler icine alinarak dondr numaralandiriimasi yapildiktan sonra serolojik testlerin

uygulanma zamanina kadar -20°C’de saklandi.

3.3 Deneysel calismalarda kullanilan Yontemler

3.3.1 Mikroskobik Yontemler

3.3.1.1 Yayma Orneklerinin Giemsa ile Boyanmasi

Dondérlerden direk kandan ve buffy coat katmanindan olmak lzere temizlenmis lam

(Metzel gloser) lizerine yayma yapildi. Lam Gzerindeki 6rnek kurutuldu ve metanol ile 5
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dakika oda sicakhginda fikse edildi. Kurutulan lamlar 1:10 oraninda sulandiriimis
Giemsa boyasinda 25-30 dakika 37°C etivde bekletilerek boyama islemi
gerceklestirildi. Giemsa ile boyanmis drnekler cesme suyu ile yikandi, kurutuldu. Son

olarak i1sitk mikroskobunda (100x) immersiyon yagi kullanilarak incelendi [68].

3.3.2 Kultir Yontemleri

Dondr kan ornekleri klasik kiiltir (NNN agar) ve MKY ile incelenmistir.

Fosfat-tuz tamponu (PBS) Hazirlanmasi

8 g NaCl, 0,2 g KCl, 3,62 gr Na,HPO,, 0,24 g KH,PO, tartilip 800-900 ml distile suda
¢ozundurildi. pH 7.4’e ayarlandi ve son hacim deiyonize suyla 1 litreye tamamlandi. 1
atm basing, 121°C sicaklik ayarlanmis otoklavda cam siseler igersinde 20 dakika steril

edildi.

RPMI 1640 Medyumunun Hazirlanmasi

100 ml RPMI 1640 igerisine % 1 L-glutamin ve 0.5 ml gentamisin eklenerek stok
hazirlandi. Yikama islemlerinde serumsuz RPMI 1640 besiyeri medyumu kullanildi.
Kiltarde kullanilmak Gzere buradan 45 ml alinip 5 ml FDS eklenerek % 10 FDS iceren

besiyeri hazirlandi. Ayrica pH ayari HEPES ile saglandi [165].

Donér kan érneklerinden buffy coat katmaninin ayrilmasi

EDTA iceren kan tiipleri +4°C’ de 3.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust faz
atildiktan sonra altta kalan kismin 2 kati kadar PBS ilave edilerek elde hafifce yilkama
amaciyla tipler alt Ust edildi. Tekrar +4°C’ de 3.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Ust faz atildi. Yikama islemi st faz renksizlesinceye kadar tekrarlandi. Son yikamada
PBS yerine serumsuz RPMI 1640 besiyeri kullanildi. Ust faz atildi ve bu sekilde +4°C’ de
4.000 rpm’de 30 dakika sliresince santriflij edildi. Santriflij sonrasi Ust faz ile alt faz
arasindaki ince sinirdaki alandaki sivi otomatik pipet yardimiyla (Eppendorf Pipette 10-
100 ul) alindi. Alinan sivi 2 adet kapiler tipe aktarildi. Tlplerin bir ucu macun ile

kapatildi ve macunlanan ucg dista, acik olan u¢ merkezde kalacak sekilde kapiler tipler,
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hematokrit santrifiijde 8 g’de 10 dakika santriflj edildi. Santrifiij sonrasi koyu renkli faz

ile acik renkli faz arasindaki ince sinirdaki buffy coat katmani ayrildi.

3.3.2.1 Klasik Kultir YOntemi

EDTA’l tiplere alinan dondr kanlarindan elde edilen buffy coat katmanindan yaklasik

100-150ul kadar alinip, NNN agara ekim yapildi.

NNN Besiyeri Hazirlanmasi

4.5 g bakteriyolojik agar 100 ml distile su eklenerek otoklavda 121°C’de 20 dakikada
steril edildi. 50-55°C ye kadar (el ve yanak yakmayacak kadar is1) sogutuldu. 15-20 ml
defibrine  tavsankani  soguyan besiyerine eklendi. Son olarak bakteri
konteminasyonunun engellenmesi amaciyla 250 pl gentamisin (50mg/ml) ilave edilerek
karistirildi. Onceden pastér firininda steril edilmis vidali kapakl cam tiiplere hazirlanan
besiyerinden 2.5-3 ml dokilerek 45° egimde sogutuldu. Kapaklari kapatilan tiplerden
bir kagi 24 saat 37°C de bekletilerek kontaminasyon kontroli yapildi. Diger hazirlanan
tlpler +4°C de 1-2 ay saklanmak Uzere buzdolabina yerlestirildi. Kullanilacagl zaman
icerisine 1-2 ml steril serum fizyolojik eklendi ve kullanmadan 6nce oda sicakhgina

gelinceye kadar beklendi [2].

3.3.2.2 Mikro Kltiir Yontemi (MKY)

EDTA’li tliplere alinan donér kanlarinin yikama islemi sonucu elde edilen her dondére ait
buffy coat katmani dnceden hazirlanan igerisinde ~100-200ul % 30 serum igeren RPMI
1640 ya da Schneider’in besiyeri olan eppendorf tlplerine aktarilarak karistirildi.
Hazirlanan karisimin, onceden pastor firninda 175°C'de 1 saat tutularak sterilize
edilmis kapiler tlplere aktarildi. Uglari steril eritilmis parafin ile kapatilan en az 2’'ser
adet mikro kultirler hazirlandi ve 27°C’lik etlive kondu. Hazirlanan mikrokdltirler 1-5

glin [51] yerine 1-10 gilin suresince 20 buylitmede ters mikroskopta takip edildi.
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3.3.3 Serolojik Yontemler
Leishmania Promastigot Kiiltiirlerinin Yapiimasi

VL etkeni olan L. infantum (MON-1) ile KL etkeni olan L. tropica (MHOM/TR/99/EP39)
promastigotlari, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali 6gretim (yesi
Sayin Prof. Dr. Seray Ozensoy T6z ve Prof. Dr. Yusuf Ozbel’den temin edildi. Leishmania
parazitlerinin kiiltlirtii % 10 FDS iceren RPMI 1640 besiyerlerinde 27°C sogutmali etlivde
gerceklestirildi. Parazitlerin gelisimi ve morfolojik durumu ters (invert) mikroskopta
glnliik olarak incelendi. Kiltirin pasaji haftada bir kez yapildi. Pasaj oncesi kiltirden
ornek alindi, ortamin pH’1 parazitlerin morfolojileri, hareketlilikleri incelendi ve
sayimlari yapildi. Flaska 7.5 ml besiyeri eklendi ve tzerine 3x10° parazit/ml olacak
sekilde kultlirden parazit ekimi yapildi. Leishmania promastigotlarinin kdltird bu
sekilde devam ettirildi. Hazirlanan kiltlrler serolojik yontemler icin antijen

hazirlanmasinda kullanildi.

“Me

-

Sekil 3. 1 Leishmania infantum Kulttrd (40x)
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Sekil 3. 2 Leishmania tropica Kiltird (40x)
Parazitlerin Thoma Laminda Sayimi

Kultir ortamindaki parazitler hareketli olduklari igin thoma laminda sayilmasi zordur.
Bu nedenle homojenligi saglanmis kiltirden ~50-100ul alindi ve 1:1 oraninda % 2’lik
formalinle karistirlarak 5-10 dakika bekletildi. Daha sonra Thoma laminda

(Marienfeld) asagidaki formal kullanilarak sayim yapildi:

Parazit sayisi = Ortalama hiicre sayisi x Seyreltme katsayisi x Thoma lami sabiti

Parazit sayisi: 1 ml’deki parazit sayisi

Ortalama hiicre sayisi: Thoma laminin alt ve Ust kisminda bulunan 16 karedeki
hicrelerin aritmetik ortalamasi

Seyreltme katsayisi: Sayim icin yapilan seyreltme katsayisi

Thoma lami sabiti: 10.000

Promastigotlarinin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Kdltirin genel durumunun iyi oldugu invert mikroskop ile incelendikten sonra pasaj

asamasina gelen hicreler donduruldu. Sitispansiyon halindeki kiltirden 1.8 ml kriyo
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tipe alinip, 0.2 ml steril DMSO yavasca eklendi. 1 saat +4°C’de, 24 saat -40°C’de

bekletilip sivi azot tankina konuldu.

3.3.3.1 immiinofloresan Antikor Testi (IFAT)

Elde edilen tiim donor kan 6érneklerinin serumlar 1/2°den 1/128’e kadar seyreltildi. Bu
dilisyonlardan 1/32; 1/64 ve 1/128 oranlarina IFA testi uygulandi. IFAT ile hem IgG

hem de IgM antikorlari arastirildi.

Antijen Hazirlanmasi

IFA testinde kullanilacak olan antijen lamlari hem Leishmania infantum hem de
Leishmania tropica suslarindan hazirlandi. Ticari olarak satin alinmis olan teflon kapl
lamlar deterjan ve musluk suyu ile uygun sekilde yikandiktan sonra % 96’lik etanol
iceren sale icinde 10 dakika bekletildi. Hava akimi altinda uygun sekilde kurutulan
lamlar kullanima hazir hale getirildi. Promastigot kiltiriinden sayimi yapilan parazitler
yaklasik mililitrede 2.0-3.0 milyon hiicre olacak sekilde teflon kaph lamdaki her
kuyucuga 10 pL damlatildi. Parazitle kaplanan lamlar oda sicakliginda kurutuldu.

Kuruyan lamlar -40°C’de muhafaza edildi.

Sekil 3. 3 L. infantum ve L. tropica antijenleri kapl kuyucuklu IFAT lamlari

IFA Testinin Uygulanmasi

1/32; 1/64 ve 1/128 oranlarina seyreltiimis donor serumlari ~10uL olacak sekilde
antijenle kaph kuyucuklara nemli ortamda ilave edildi. Lamlar 30 dakika inkube

edildikten sonra nemli ortamdan cikarilarak icerisinde PBS bulunan sale icerisine
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yerlestirildi ve burada 15 dakika bekletildi. Bu siire bittikten sonra lamlar iginde PBS olan
bir piset ile hafifce Ustten yikandi. Lamlar bir pecete Ustiine konup, hafifce alttan
(antijen bulunmayan tarafi) silindi. Daha sonra lamlar yeniden nemli ortama alindi.
Onceden 1:50 oraninda distile su ile seyreltilerek hazirlanmis olan IgM ve IgG antikorlar
lam Uzerindeki kuyucuklara damlatildi. Antikorlar ile de 30 dakika inkubasyondan sonra
yine salede PBS i¢ine kondu ve 15—-20 dakika bekletildi. Yine piset icindeki PBS ile yikandi.
Nemliyken, kurutmadan Uzerine 1- 2 damla gliserin damlatildi. Lamel ile kapatildi ve fazla
suyu suzdirilerek alti silindi. Hava kabarcigl olusmamasina dikkat edildi. Hazirlanan
preparatlar immun flloresan mikroskopta 20 veya 40'lik objektif ile bakildi. Calismada
Cukurova Universitesinden temin edilen KL ve VL tanisi konmus hasta serumlari pozitif

kontrol olarak degerlendirildi.

L. infantum

Sekil 3. 4 Pozitif kontrol olarak kullanilan hasta serumunun IFAT gorintisi (40x)
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L. tropica

Sekil 3. 5 Pozitif kontrol olarak kullanilan hasta serumunun IFAT goriintiisa (40x)

3.3.3.2 Enzim baglanan immiinosorbent testi (ELISA)

Ticari kit ile ELISA Yénteminin Yapilmasi

EDTA’siz tlplerden ayrilan dondér kan orneklerinin serumlari ticari olarak piyasada
bulunan ELISA (inBios Kalazar Detect™ ELISA System, Seattle, USA) kiti kullanim
kilavuzuna uygun olarak laboratuvarda calisildi. VL etkenine karsi olan bu kitin antijen
olarak L. donovani kompleksini kullandigi iceriginde belirtilmistir. Calisma uygulamasi
ilk basamakta 10 ul alinan serum 490 pl kit tamponu ile sulandirarak 1: 50 diliisyon
hazirlandi. Kitten gikan negatif kontrol ile pozitif kontrol ve sonra sirasiyla devam eden
kuyucuklara seyreltilmis donor 6rneklerinden 100’er pl ilave edilerek 30 dakika 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Daha sonra 6 kez 300 ul yikama tamponu ile kuyucuklar
yikanarak kurutma kagidi ile kurutuldu. ikinci asamada 100 pl kullanima hazir anti-
human IgG isaretli Horse Radish Peroksidaz Enzimi (HRP) damlatilarak 30 dakika
37°C'de inkibasyona birakildi. Daha sonra tekrar 6 kez 300 ul yikama tamponu ile

yikama yapildi. Uglincii asamada kuyucuklarin lzerine 150 pl son yikama tamponu
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ilave edilerek 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Sonra tekrar plate 6 kez yikandi. Her
kuyucuga 100 pl tetrametilbenzidin substrat ilave edilerek 10 dakika oda sicakliginda
karanlik bir ortamda bekletildi. Son olarak 50 ul durdurma sollisyonu damlatilarak
zaman kaybetmeden 450 nm dalga boyunda spektrofotometrede okutularak sonuglar
degerlendirildi.

Elde edilen absorbans degerleri reaktiflerin kontroll icin negatif ve pozitif kontrol
ortalamalari alinarak pozitif kontrol negatif kontrole béliindi. Cikan oranin en az 8
olmasi eger oran bu degerin altinda ise yontemin tekrari gerektigi ticari kitin kullanim

kilavuzunda belirtildigi sekilde uygulandi.

Sekil 3. 6 ELISA Yontemi uygulamasi

Kiiltiirden Hazirlanan Farkli Antijenler ile ELISA Yonteminin Yapilmasi

Ticari olarak VL etkenine karsi alinan kitte L. donovani antijeni kullanildigindan donér
kan orneklerinin serumlarina laboratuvarimizda tarafimizca hazirlanan L. infantum ve L.
tropica antijenleri kullanilarak da ELISA y6ntemi uygulandi. Calisma uygulamasi igin
oncelikle laboratuvarimizda surekli kilttrd yapilan L. infantum ve L. tropica suslarindan
1x 108 parazit sayimlari yapildi. Sayimi yapilan parazitler 3 kez PBS ile 3.000 rpom’de 5
dakika santrifij edilerek yikandi ve -20°C’de 2 saat donduruldu. Sonra oda sicakligina
alinarak eritilen parazitler 1:40 oraninda distile su ile reslispanse edildi. Daha sonra 3
kez sivi nitrojende dondurulup ve 37°C'lik su banyosunda eritiimenin ardindan 10.000
g’'de 15 dakika +4°C’de santriflijlendi. Santriflij sonrasi antijenleri iceren slipernatant
ayrilarak 96 kuyucuklu plate her kuyucukta 0.5 pg/ml olacak sekilde 100 ul kaplama

¢Ozeltisi ile kaplandi ve 1 gece +4°C’de bekletildi.
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Ertesi glin buzdolabindan alinan plate 3 kez PBS ile yikandi. 1,59 g Na,COs, 2,93 g
NaHCOs3; ve 0,2 g NaNjs, tartilip 1000 ml distile suda ¢ozindirilmesi ve pH 7.2°e
ayarlanan kaplama sollisyonu hazirlandi. Hazirlanan % 2’lik st tozu iceren kaplama
sollisyonundan 100’er pl her kuyucuga eklendi ve 37°C‘de 1 saat inkube edildi. Daha
sonra 3 kez PBS’de yikandi. Serumlar % 0,05 tween iceren % 2‘lik sit tozlu PBS
(PBS/T/ST) ile 1:100 oraninda seyreltilerek hazirlandi ve her kuyucuga 100 pl eklendi.
37°C‘de 1 saat inkubasyonun ardindan yine PBS/T/ST sollisyonunda 1:2000 oraninda
seyreltilmis olan alkalin fosfataz konjuge edilmis IgG ilave edildi. 1 saat 37°C'de
inkiibasyona birakildi. Daha sonra 5 kez yikama tamponu ile yikandi.

0,02 g ZnCl, 0,04 g MgCl, ve 1,5 g glisinin 200 ml’de distile suda ¢oziindirilmesi ile
hazirlanan ve pH 10.4’e ayarlanan substrat tamponunda PNFF substrati (25mg/25ml)
hazirlandi. PNFF substratindan kuyucuklara 100 uL eklenir ve 45 dakika oda sicakhginda
karanlik ortamda inkibe edilir. 45. ve 60. dakikalarda 405 nm’de okuma yapildi. Optik
Densite (OD) > 0.500 olan degerler pozitif olarak kabul edildi.

3.3.3.3 immiinokromatografik test (ICT)

EDTA’siz tliplerden ayrilan dondr kan orneklerinin serumlarina rk39 antijenine 6zgin
kalazar tespitine dayali ticari hizh test (Dipstick-Kalazar DetectTM Rapid Test) kullanim
kilavuzunda belirtildigi gibi uygulandi. Buna goére testin belirtilen kismina 10-20ul
serum damlatiip 5 dakika beklendi. Daha sonra testin iginde bulunan tampon
soliisyonda 10 dakika oda sicakhginda tutuldu. Kontrol gizgisinin yani sira pozitif ¢izgi

kisminda da kirmizi gizgi belirmesi ile test pozitif olarak kabul edildi.

3.3.4 Molekiiler Yontemler

3.3.4.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Tez calismasinda donér kan 6rneklerine molekiler yontemlerden PCR uygulandi. PCR
Leishmania tanisinda kullanilmasina ragmen; parazit sayisina bagli olarak duyarhlik
¢alismalarinin yetersizliginden dolayi ve donér kanlarinda da parazit sayisinin az oldugu
goz online alinarak; 6ncelikle kiiltlir ortamindan elde edilen parazitlerin sayisina gore

duyarhlik incelendi. PCRIn parazit sayisina gore duyarliiginin tespiti icin 6ncelikle

59



surekli kalttrd yapilan Leishmania infantum susundan sayim yapilip tim seyreltmelerin
DNA izolasyon calismalari yapildi. izole edilen parazit sayimlari 10’; 105 10°; 10% 10%;
10% 10 ve 1 parazit olacak sekilde yapildi.

Ayrica asemptomatik Leishmania enfeksiyonlarinin belirlenmesi i¢in tarafimizca yapilan
baska bir ¢galismada mikro kiltird yapilmis periferal kan érneklerinde PCR yonteminin
daha yilksek duyarlikta oldugu bilindiginden, bu durum goz 6niline alinarak donor kan
orneklerine mikro kiltird yapilmis periferal kanlardan PCR yontemi uygulandi.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu fenol-kloroform-izoamil alkol prosediriine gére uygulandi. Buna goére
100 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, % 0.5 SDS ve pH 8.0’e ayarlanmis lizis tamponundan 300
ul alinarak ve 1 pl proteinaz K (100 mg/ml) ilave edilerek farkli sayimlardaki 100pl
hacimdeki orneklere eklendi. Bir gece boyunca 56°C'de inkilibe edildi. Ertesi giin
orneklerin tzerine 2 kat hacimde fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) ilave edildi ve
iyice alt Ust edilerek +4°C'de 30 dakika bekletildi. Sonra 12.000 rpm’de 15 dakika
santriflj edildi. Baska bir tiipe alinan slipernatantin lzerine 2 kat hacimde kloroform
ilave edildi. Karisim alt st ederek +4°C'da 30 dakika bekletildi. Tipler tekrar 12.000
rom’ de 15 dakika santrifiij edildi. Yeni bir tlipe aktarilan sipernatantin lizerine 1 ml
soguk etanol ilave edildi ve yavasca alt Ust edip -20°C'de bir gece bekletildi. 12.000
rom’ de 15 dakika santrifiij edildikten sonra Ust kisim dikkatlice uzaklastirildi. Oda
sicakliginda kurutulan tlplerin dibinde pellet olustugu goriildi. Pellet 10 mM Tris-HCl,
0,1 mM EDTA ve pH 8.0’e ayarlanmis Tris-EDTA (TE) tamponunda 20 pl alinarak
¢Ozdiruldi [166]. Pellet olarak izole edilen DNA'nin miktar tayini igin UV
spektrofotometre kullanilarak 260nm dalga boyunda 6l¢lim yapildi.

Cift zincirli DNA molekdlleri i¢in, 1 optik dansitenin (OD) 50 pg/ml ye karsilik geldigi
bilinmektedir. Buna gore cift zincirli DNA igin miktar belirlenmesinde asagidaki formiil

kullantlhr:

DNA (pg/ml) = Ay xsulandirim orani x 50

Ayrica izole edilen DNA'nin saf (protein veya RNA kontaminasyonu olmayan DNA )
oldugunu anlamak icin de 260 nm'deki absorbansin 280 nm'deki absorbansina oranina
bakilir bu oran 2’den kii¢lik 1,5'dan buiylikse elde ettigimiz DNA saf DNA'dir. Yeterli
saflikta DNA elde edilmesinden sonra PCR yontemi ile DNA amplifikasyonuna gegilir.
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PCR Amplifikasyonu

Leishmania’ya 6zgl secilen hedef DNA dizisinin her iki ucuna 6zgi spesifik primerler ve
kullanima hazir DNA polimeraz (Taq polimeraz) da igceren 2X PCR Master Mix ticari
olarak temin edildi. Leishmania parazitinin, miniekson gen bdlgesine ait olan primerler
kullanildi. Bu primer ciftleriyle (Fme 5 TAT TGG TAT GCG AAA CTT CCG 3’ ve Rme 5’
ACA GAA ACT GAT ACT TAT ATA CGC 3’) Leishmania parazitleri i¢in 6zel bir DNA pargasi
olan 378-424 bp gliclendirilir [167]. PCR son hacim 25 pul olacak sekilde 2X Master Mix,
her primerden 100 pM, kalip DNA, saf su ve DMSO ilavesiyle hazirlandi. PCR ile dongi
sayisina gore Ustel oranda artan diizeyde ve ilgilenilen DNA bdlgesinin elde edilmesini
saglandi. Buna gore termal siklus cihazina (PCR) yerlestirilen 6rneklere 45 siklus; 5
dakika 94°C’de ilk denatiirasyon, 94°C’'de denatirasyon (1 dak.), 54°C’de tutunma (1
dak.), 72°C’de uzama (1,5 dak.) ve 72°C’de son uzama (7 dak.) olacak sekilde uygulandi.
Yapilan PCR analizine, pozitif kontrol olarak Leishmania infantum ve Leishmania tropica
suslarindan izole edilen DNA ve negatif kontrol olarak da DNA igermeyen 6rnekler de

ilave edildi [168].

Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez ile PCR ile ¢ogaltilmis DNA molekiilli, goériintiilenmesi amaciyla agaroz ile
hazirlanan jele yiklendi ve elektrik alanda belirli bir siire boyunca yiritilerek
boyutlarina ve molekiler agirliklarina gore ayrilmasini saglandi. PCR drlnlerini
gorintilemek icin 108 g Tris-Base, 55 g Borik asit ve 8,3 g EDTA, tartilip 1000 ml distile
suda eritildi ve pH 8.8’e ayarlanan TBE tamponu hazirlandi. Hazirlanan TBE
tamponundan 30 ml alinarak, 0,6 g agaroz ve 2 ul EtBr ilavesiyle % 2’lik agaroz jel
hazirlandi. Oda sicakliginda jelin iyice soguyarak tamamen polimerize olmasi
saglandiktan sonra PCR drilinlerinden ve DNA oOlceginden (marker) 2’ser ul alinip 4 pl
ylikleme boyasi ile karistirilarak jele ylklendi. Voltaj, 110-120 Volt olarak ayarlandi.
Yikleme boyasinin aglk mavi fraksiyonu jelin 2/3’Gne ulastiginda elektroforez
durduruldu ve UV transilluminator cihazinin tizerine konuldu. Ultraviyole 1sig1 altinda

gorintilendi. Ardindan elde edilen gorintiler fotograf makinesi ile kaydedildi.
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3.4 istatistik

Calismaya alinan donorlerden elde edilen veriler SPSS 19.0 (Statistical Package for
Social Science, version 19.0 for Windows; SPSS, Inc, Chicago, IL) istatistik programinda
degerlendirilmigtir. Verilerin degerlendirilmesinde Pearson’in bagimsiz ki-kare testi ve

Kappa tutarlilik testi kullanilmuistir.
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMALAR

Bu galismada ilk kez olarak dondr kan 6rneklerinde Leishmania parazitlerinin tanisi igin
daha duyarl bir yéntemin belirlenmesi hedeflenmistir. Hedefe ulasmak icin son yillarda
gelistirilmis olan ve donoér kan 6rneklerinde leishmaniasisin tanisinda simdiye kadar
kullanilmayan yeni MKY ile leishmaniasisin tanisinda kullanilan diger y&ntemlerin
karsilastirilmasi amacglanmistir. Bu amagla ¢alismamizda Capa Kizilay Kan Merkezinden
temin edilen dondr kan ornekleri mikroskobik (yayma), kiltiir (klasik ve mikro kultr),
serolojik (IFAT, ELISA ve ICT) ve molekiler yontemler (PCR) ile incelenmistir. Kasim
2008-Nisan 2011 tarihlerini kapsayan donem iginde merkeze kan vermek igin basvuran,
saglikh 343 dondrde bu ¢alisma yapilmistir. Bu dondrlerin 39°u (% 11) kadin, 304’0 (%
89) erkek, yas araligi da 18-65 olarak saptanmistir. Temin edilen butin 6rneklere
oncelik yayma, MKY, IFAT ve ELISA yontemleri uygulandi. Ancak bu yontemlere gore
pozitiflik saptanan 6rneklere de klasik kdltir, ICT ve PCR yontemleri uygulanmistir.
Farkli yontemler ile incelenen toplam 26 dondrde en az bir yontem ile Leishmania’ya
gore pozitif sonug tespit edilmistir. Bu 26 dondrin demografik bilgileri (yas, cinsiyet,

dogum yeri ve oturdugu yer) cizelge 4.1'de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Leishmania pozitif sonug veren donorlerin bazi demografik bilgileri

63



27
63
71
73
74
83
84
89
100
106
116
124
126
137
145
147
149
157
161
176
180
188
202
296
307

m m m m m m X A MM mMm mMm m mMm mMm m mMmMm m mMm m X M m m m m m

64
42
29
41
49
21
27
22
48
40
28
19
29
34
47
54
22
54
37
25
27
34
36
60
49
53

SOFOR

SOFOR
SER. MESLEK
SER. MESLEK
SER. MESLEK

OGRENCI
SER. MESLEK
SER. MESLEK
SER. MESLEK
SER. MESLEK
SER. MESLEK

OGRENCI
SER. MESLEK

issiz
SER. MESLEK
SER. MESLEK
SER. MESLEK

EMEKLI

HEMSIRE

HEMSIRE

SOFOR

SOFOR
SER. MESLEK
SER. MESLEK

ESNAF

DENiZzLI
TRABZON
MALATYA
TEKIRDAG
iISTANBUL
ISTANBUL

EDIRNE

DIYARBAKIR
ICEL
KONYA
MARDIN
SiNOP
ISTANBUL
KIRSEHIR
ISTANBUL
iISTANBUL
ISTANBUL
MALATYA
SANLIURFA
SAMSUN
iSTANBUL
ALMANYA
ZONGULDAK
CANAKKALE
SANLIURFA

SER. MESLEK  AFGANISTAN

ISTANBUL
ISTANBUL
ISTANBUL
ISTANBUL
ISTANBUL
ISTANBUL
ISTANBUL
ISTANBUL
KOCAELI
ISTANBUL
ISTANBUL
ISTANBUL
ISTANBUL
ISTANBUL
ISTANBUL
ISTANBUL
ISTANBUL
ISTANBUL
ISTANBUL
ISTANBUL
iISTANBUL
ISTANBUL
iISTANBUL
ALMANYA
iISTANBUL
ISTANBUL

64



4.1 Donér Kan Orneklerinin Mikroskobik olarak incelenmesi

Calismanin bu béliminde donér kan érneklerinden 520 adet ince yayma (direk kandan
343 ve buffy coat katmanindan 177) hazirlandi ve Giemsa yontemi ile boyandi.
Mikroskobik olarak her yayma oOrnegi en az 45 dakika siresince incelendi. Tani,
mikroskopta Leishmania parazitlerinin 100X biylitmede amastigot formunun tespit
edilmesi ile konuldu. incelenen 520 adet yaymanin dérdiinde (4) Leishmania parazitleri
tespit edildi (Sekil 4.1). Ayrica Leishmania tespit edilen 6rnekler bu alanda uzman olan

Yrd. Doc. Dr. Melahat BAGIROVA tarafindan da incelenerek, onaylandi.

Sekil 4. 1 Dondr Kan Orneklerinde Leishmania parazitlerinin amastigot formu
(Giemsa,100x)

Ancak, Leishmania parazitleri gorilen 4 dondr 6rnegi de, buffy coat katmanindan
hazirlanan yaymalarda tespit edildi. Buna gore de, ¢alismalarda agirlikli olarak buffy
coat katmanindan hazirlanan yaymalar yapildi.

Sonug olarak leishmaniasise gore mikroskobik olarak incelenen 343 dondr kan
orneginin 4’Unde Leishmania parazitleri tespit edildi. Buffy coat katmanindan

hazirlanan yaymalarin direk kandan hazirlananlara goére daha duyarli oldugu belirlendi.
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4.2 Dondr Kan Orneklerinde Leishmania Parazitlerinin Kiiltiir Yontemleriyle
incelenmesi

Deneylerde klasik ve mikro kiltir yontemleri kullanildi.

Klasik Kiiltiir Yontemi: Klasik kiltlir ydonteminde deneysel ¢alismalar kisminda verildigi
gibi tavsan kani iceren NNN agar kullanildi. Kiltir ortamina buffy coat katmanindan
hazirlanan o6rnekler eklendi ve 28-45 giin gozlemlenerek hareketli promastigot
varhginin takibi yapildi. incelenen 85 donér kan kiltiriiniin sadece birinde (1)
parazitlerin varligi tespit edildi. Ayrica bu pozitif ¢ikan dondr 6rnegi ayni zamanda diger
yontemler (yayma, MKY, IFAT, ELISA ve PCR) ile de onaylandi.

Mikro Kiiltir Yontemi: Mikro kiltlir yonteminde ise deneysel calismalar kisminda
verildigi gibi kalttr hazirlandi. Sonuglarin degerlendirilmesi MKY’de belirtildigi gibi 1-4
gin siliresince degil, kullandigimiz kanin donér kani oldugunu goéz 6niine aldigimizdan
1-10 giin siresince incelendi. incelenen 343 donér 6rneginin on besinde (15)
Leishmania parazitlerinin hareketli promastigot formu, genellikle kaltirin 3-4.
glnlerinde tespit edildi.

Sonuc olarak klasik ve mikro kiltir yontemleri ile toplam 427 dondr kan ornegi
incelendi. Hem klasik hem de MKY ile toplam 15 donér kan 6rneginde Leishmania
parazitleri gorildu. Klasik kiltir yontemi ile ancak bir donér 6rneginde ve MKY ile on
bes dondr orneginde parazit tespit edildi. Pozitif ¢cikan bu 15 dondr 6rneginin sadece
biri hem klasik kiltlir yontemi hem de mikro kiltir yonteminde pozitif olarak tespit
edildi. Boylece mikro kultlir yonteminin klasik kiltlir yontemine gore, donor kan

orneklerinde daha duyarl oldugu gorildi.

4.3 Dondr Kan Orneklerinin Serolojik Yontemlerle incelenmesi

4.3.1 IFAT incelemesi

IFAT incelemesi amaciyla laboratuvarimizda sirekli kiltlirl yapilan Leishmania
parazitlerinin farkh tirlerinden (L. infantum ve L. tropica,) antijenler hazirlandi. Donér
serumlarina deneysel calismalar kisminda verildigi gibi IFAT uygulanarak floresan
mikroskobunda isima veren ornekler pozitif olarak degerlendirildi. Her iki antijene karsi
donor kanlarinda olusan farkli antikorlarin (IgG ve IgM) pozitif 6rnek gorintileri sekil

4.2,4.3,4.4 ve 4.5'de verilmistir.
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Sekil 4. 2 Antijen olarak Leishmania infantum kullanildiginda IgG antikoru pozitif olan
donor serum orneginin goriintiisu (40x)

Sekil 4. 3 Antijen olarak Leishmania infantum kullanildiginda IgM antikoru pozitif olan
donor serum orneginin goriintlisi (40x)
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Sekil 4. 4 Antijen olarak Leishmania tropica kullanildiginda IgG antikoru pozitif olan
donor serum orneginin goriintlisi (20x)

Sekil 4. 5 Antijen olarak Leishmania tropica kullanildiginda IgM antikoru pozitif olan
donor serum Orneginin goriintiisu (20x)
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Kan merkezinden elde edilen 343 donor kan ornegi serumlari farkh seyreltmelerde
(1/32, 1/64, 1/128) hazirlandi ve IFA testi ile incelendi. 343 dondr serumunda,
Leishmania parazitlerine karsi antikorlarin (1gG ve I1gM) varhigi hem L. infantum hem de

L. tropica antijenlerine gore incelendi (Cizelge 4.2, 4.3 ve 4.4).

Gizelge 4.2 Donor kan orneklerinin farkli serum seyreltmelerinde L. infantum ve L.
tropica antijenlerine karsi antikor varligi

Antikor I1gG IigM I1gG IgM

Seyreltme|1/32|1/64| 1/128/1/32 |1/64/1/128| 1/32 [1/64(1/128|1/32 |1/64| 1/128

Pozitif | 53 | 13 7 50 | 9 6 38 | 10 3 34 8 3
(%) |(15.4)(3.7)] (2) |(14.5)|(2.6)| (1.7)| (11) [(2.9)] (0.8) | (9.9) | (2.3)] (0.8)

Negatif | 290 | 330| 336 | 293 (334 | 337 | 305 [ 333 | 340 | 309 | 335 | 340

Toplam 343
Ornek

Cizelge 4.3 Leishmania infantum antijenine karsi I1gG ve IgM antikor varhiginin farkl
titrelerdeki sayisal dagihimi
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Cizelge 4.4 Leishmania tropica antijenine karsi IgG ve IgM antikor varliginin farkli
titrelerdeki sayisal dagilimi
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Antijen olarak L. infantum parazitleri kullanildiginda, 1/32 seyreltmede 53 (% 15.4),
1/64'de 13 (% 3.7) ve 1/128’de ise 7 (% 2) Ornekte IgG antikor varligl pozitif olarak
tespit edildi. IgM degerlerinde ise, 1/32 seyreltmede 50 (% 14.5), 1/64’de 9 (% 2.6) ve
1/128'de de 6 (% 1.7) 6rnek pozitif olarak tespit edildi. Pozitif ¢cikan 6rneklerin yiizde

olarak dagilimi ¢izelge 4.5'de verilmistir.

Cizelge 4.5 L. infantum antijeni kullanildiginda farkli titrelerdeki serum orneklerinin
pozitiflik dagilimi (%)

Leishmania infantum
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Antijen olarak L. tropica parazitleri kullanildiginda, 1/32 seyreltmede, 38 (% 11),
1/64’de 10 (% 2.9) ve 1/128’de ise 3 (% 0.8) ornekte 1gG antikor varligi pozitif olarak
tespit edildi. IgM degerleri ise, 1/32 seyreltmede 34 (% 9.9), 1/64’de 8 (% 2.3) ve
1/128'de de 3 (% 0.8) ornek pozitif olarak tespit edildi. Pozitif ¢ikan 6rneklerin yizde

olarak dagilimi ise gizelge 4.6’de verilmistir.

Cizelge 4.6 L. tropica antijeni kullanildiginda farkh titrelerdeki serum érneklerinin
pozitiflik dagihmi (%)

Leishmania tropica

16
141 5
12 9,9

8] m % Pozitiflik
29 23
0,8 0,8

QN BO;
L

1/32 | 1/64 |1/128 1/32 ‘ 1/64 ‘1/’128

lgG lgM

IFAT L. tropica

Cizelgelerden de goruldiugl gibi IFAT ile incelenen 343 dondr kan orneginde her iki
antijene karsli pozitiflik, farkh seyreltmelerde saptanmistir. En ¢ok pozitiflik L. infantum
antijenine karsi 1gG antikorunda gorilmustir (% 15.4). Tani icin 6nemli kabul edilen
1/32 ve 1/64 seyreltmelerde L. infantum, L. tropica antijenine gbre daha ylksek
pozitiflik gostermistir. Ayni sekilde tani degerinde de (1/128) L. infantum, L. tropica
antijenine gore daha yiksek pozitiflik verdigi saptanmistir.

incelenen 343 donér 6rneginden her iki antijene gére pozitif olan ortak dondr
orneklerinin (30) ve sadece L. infantum (41) ya da sadece L. tropica (25) antijenine gore
pozitif olan donor orneklerinin farkh seyreltmelerdeki antikor dagilim cizelgesi ise

4.7'de verilmistir.
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Cizelge 4.7 Dondrlerde L. infantum ve L. tropica antijenlerine karsi 1gG ve IgM
antikorlarinin dagilimi

Sira  Donér L infatum
No No 1/32 1/64 1/128
IgG IgM IgG IgM IgG IgM
1 1 + + + + + +
2 10 + + - - o o
5 33 + - - - - -
6 69 + - - - - -
7 71 + - + = = -
8 72 + - - - -
9 73 - + - + - +
11 96 + - - - - -
12 100 + - + - o -
15 141 + - - = o -
16 143 + + + + = -
18 149 - + - + = -
19 158 + - - o a -
24 176 + + + + + +
25 178 + + - - - -

28 183 + - - - - -
29 184 + - + B o -
30 185 + + - - - -
31 188 + + + + + -
32 191 + - - - - -

34 202

+ +
+ +
"o+
+
+
+

+
'

43 225 + + - - - -
44 238 + + - o a -
45 239 + + - o a -
46 240 - + - - - -
47 242 - + - o a -
48 252 + + - - - -
49 253 - + - o a -
50 255 + + - o o 5
51 256 - + - - - -
52 257 - + - - - -
B
54 262 + + - - - -
55 263 + + - = o 5
56 266 - + - - - -
57 269 + + - = o 5
58 272 - + - - - -

1
+

70 321 + + - - - -
71 333 + - - = = -
Toplam 53 50 13 9 7 6

Sira  Donor L. tropica

No No

1/32 1/64 1/128
1gG IgM IgG  IgM IgG IgM

18 124 + - + o + -
19 129 + - + - - -
21 151 + - + - - -
22 156 - + - - - -
23 159 + + - - - -

30 190 + + - + - -

41 279 + + - - - -
42 287 + + - - = o

a7 295 + - - - - B
a8 296 + + B - - B

55 335 + 5 5 5 5 -

Toplam 38 34 10 8 3 3

Sadece L. infantum ya da L. tropica antijene
karsi antikor tasityanlar mavi; her iki antijene
karsi antikor tasiyan ortak dondrler de kirmizi
ile belirtilmistir.
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Cizelge 4.7'deki L. infantum ve L. tropica antijenlerine karsi olusan I1gG ve IgM
antikorlarini tastyan dondrlerin dagilimi incelendiginde, 343 dondr kan orneginin farkli
serum seyreltmelerinin 71’inde L. infantum antijene karsi, 55’inde ise L. tropica
antijenine karsi IgG ya da IgM antikoru pozitif oldugu goriilmektedir. Ancak 30 donor
kani 6rneginde ise her iki antijene karsi da antikor oldugu tespit edilmistir. Bu 30 donor
ayrintili olarak incelendiginde L. infantum antijenine karsi 8 dondriin sadece IgG pozitif;
farkli 8 dondriin sadece IgM pozitif; 14 dondriin ise hem IgG hem de IgM pozitif oldugu
tespit edilmistir. L. tropica antijenine karsi ise 10 donoriin sadece IgG pozitif; 11
donoriin sadece IgM pozitif; 9 donoriin ise hem IgG hem de IgM pozitif oldugu tespit
edilmistir.

Ayrica 2 dondrde L. infantum antijenine karsi 1gG antikoru; L. tropica antijenine karsi
IgM antikoru pozitif tespit edilirken, 3 donorde de L. infantum antijenine karsi IgM
antikoru; L. tropica antijenine karsi 1gG antikoru pozitif tespit edilmistir.

Boylece IFAT yontemi ile incelenen 343 donér 6rneginin hem L. infantum hem de L.
tropica antijenine karsi farkli seyreltmelerinde toplam 96 donérde IgG ve IgM
antikorlarinin varhigi saptandi. incelenen 343 donérde en cok pozitiflik L. infantum
antijenine karsi IgG antikorunda gorullrken L. infantum antijeni de L. tropica antijenine

gore daha yliksek pozitiflik gdstermistir.

4.3.2 ELISA incelemesi

Deneyler, hem ticari ELISA kiti (InBios Kalazar Detect'™ ELISA System) hem de
tarafimizca optimizasyonu yapilan ELISA ile gergeklestirildi. Calismamizda 138 adet
dondr kan serumunun incelenmesinde antijen olarak L. donovani iceren ticari ELISA kiti
kullanildi ve bir (1) donor 6rneginde Leishmania’ya karsi pozitif sonuc elde edildi.

Ticari kitin ¢ok pahalli olmasi, ayrica VL etkeni olarak L. donovani icermesi nedeniyle
kendimiz ELISA icin laboratuvarimizda stirekli kiltirl yapilan L. infantum ve L. tropica
suslarindan antijenleri hazirlayarak yéntemi optimize ettik. = Bu amagla farkl
miktarlarda (0.5; 1 ve 5 pg/ml) antijen, farkli konsantrasyonlarda (1:100 ve 1:200)
serum ve yine farkli konsantrasyonlarda (1:750; 1:1000; 1:1500 ve 1:2000) antikor
denemeleri yapildi. Leishmaniasise karsi IgG antikoru varligi incelenen 343 adet donér

kan serumunun incelenmesinde optimize ettigimiz ELISA kullanildi. L. infantum
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antijenleri ile ¢alisilan 6rneklerin 9’unda (% 2.6) ve L. tropica antijenleri ile galisilan

orneklerin 5’inde (% 1.5) IgG tipi antikor pozitif olarak tespit edildi (Cizelge 4.8 ve 4.9).

Cizelge 4.8 Dondr serum orneklerinin pozitif ve negatif dagilimi (ELISA)

400

343 343
350 334 338

300 -

250 -
W Pozitif
200 -

B Negatif
137 138

150 H Toplam

100 +

50 +

0 4

L. infantum L. tropica L. donovani

Cizelge 4.9 Donor serum Orneklerindeki IgG tipi antikor varliginin farkl antijenlere gore
pozitiflik dagilimi (%)

2,6
3,0 - ® % Pozitiflik

2,5 1

2,0 1,5

0,5 -

0,0 T T f

L.infantum L. tropica L.donovani
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Cizelgelerden de goruldigl gibi 343 dondr 6rnegine hazirladigimiz L. infantum ve L.
tropica antijenleri kullanilarak ELISA uygulanirken, L. donovani iceren ticari ELISA kiti
ancak 138 dondr drnegine uygulanmistir.

Elde edilen ELISA sonuglarina gére 9 dondrde L. infantum antijenine karsi; 5 dondrde L.
tropica antijenine karsi ve 1 donérde de L. donovani antijenine karsi antikor varhg
tespit edilmistir. Ayrica sadece 1 donérde de hem L. infantum hem de L. donovani karsi
antikor varligi belirlenmistir. Bu durum laboratuvarimizda kendimizce hazirlanan
antijenlerle uygulanan ELISA y6nteminin ticari alinan ELISA kitinden daha duyarh
oldugunu gostermistir. Ayrica kitte kullanilan antijenin tGlkemiz icin endemik olmayan
bir tirden elde edilmesi nedeniyle boyle bir tablonun ortaya ¢iktigi da disinilmesi

gereken bir gergektir.

4.3.3 ICT incelemesi

Cesitli yontemlerle (yayma, MKY, IFAT ve ELISA) incelenen 343 dondér 6rneginde
Leishmania’ya gore pozitif olan (26) ve ayrica rastlantisal olarak secilen (112) toplam
138 ornegin serumlari rk39 antijenine 6zgiin kalazar tespitine dayali hizli test (Dipstick-
Kalazar Detect™ Rapid Test) uygulandi. incelenen 138 &érnekten yalniz birinde (1) ICT
ile Leishmania’ya karsi antikor varlig pozitif tespit edildi. Bu pozitif ¢ikan 6rnek ayni
zamanda diger yontemlerle (yayma, MKY, IFAT ve ELISA) de pozitif oldugu saptanmistir.
Boylece ticari olarak ICT dondrlerde onerilmemesine ragmen bir dondrde pozitiflik

saptandi.

S B

Sekil 4. 6 ICT ile pozitif cikan donér serum ornegi
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4.4 Molekiiler Yontem Sonuglari

4.4.1 PCR incelemesi

Leishmaniasisin tanisinda molekiler yontemlerden PCR kullanilmasina ragmen; bu
yontemin bazi dezavantajlari vardir. Bunlardan en 6nemlisi yontemin duyarliliginin
parazit sayisina bagh olmasidir. Ayrica PCR’In parazit sayisina bagh olarak duyarhlik
konusundaki bilgiler oldukga yetersizdir. Literatiirde donor kan 6rneklerinde PCR’In
duyarliliginin yiksek olmamasi konusundaki bilgiler g6z 6niine alinarak ¢alismamamizin
bu béliminde 6ncelikle kiltiir ortamindan elde edilen parazitlerin sayisina gore PCR
duyarliligi incelendi.

PCR’In parazit sayisina gore duyarhliginin belirlemek igin, ¢alismalarimizda 6ncelikle
laboratuvarimizda siirekli kiiltlrl yapilan L. infantum susundan 6rnekler alinip ortamda
1 parazit olana kadar seyreltmeler yapildi. (107; 10°% 10°; 10% 10% 10% 10 ve 1). Daha
sonra ise yapilan tiim seyreltmelerde deneysel kisimda agiklandigi gibi DNA izolasyonu

yapildi.

Sekil 4. 7 PCR Yonteminin parazit sayisina bagli olarak duyarlihig
M, Marker; 1, 10° parazit (p); 2, 10°p; 3, 10°p 4, 10°p; 5, 10%p; 6, 10p; 7, 1p; 8,
Negatif Kontrol
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Elde edilen sonuglar PCR yonteminin duyarliiginin en az 100 parazit i¢in oldugunu
gosterdi. PCR YoOnteminin parazit sayisina bagh olarak duyarhligi sekil 4.7’de
gosterilmistir. Calismanin daha sonraki asamasinda, uyguladigimiz bu PCR y6ntemi,
cesitli yontemlerle (MKY, yayma, IFAT ve ELISA) pozitif olan donér o6rneklerine
uygulandi. Bu amacgla, PCR'In yapilmasi icin 6rnekler mikro kiltlri yapilan kapiler
tlplerden izole edildi. 343 dondér Orneginde Leishmania’ya gére pozitif olan (26) ve
ayrica rastlantisal olarak secilen (28) toplam 54 érnege PCR uygulandi. incelenen 54
dondriin UV 15181 altinda yapilan gorintilemesinde yalniz 3’linde Leishmania’ya 6zgl

DNA bantlari gorildi ve pozitif kabul edildi.

Sekil 4. 8 MKY pozitif olan 6rneklerden elde edilmis PCR pozitif gikan érnekler
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4.5 Don6r Kanlarinda Leishmaniasise Gére Pozitif Elde Edilen Sonuglarin

Karsilastirilmasi

Daha onceki bolimlerde de belirtildigi gibi tim dondér 6rnekleri (343) mikro kiltar,
yayma, IFAT ve ELISA yontemleri kullanilarak incelendi. Elde edilen sonuglar ¢izelge

4.10’da verilmistir.

Cizelge 4.10 MKY, Yayma, IFAT ve ELISA uygulanan orneklerin sonuglari

IFAT (1/128) ELISA
Donor MKY | Yayma L. infantum L. tropica L. infantum | L. tropica
Ornekleri v i o el i o el
IgG IgM IgG IgM IgG
Pozitif 15 4 7 6 3 3 9 5
%4,37 | %1,17 | %2,04 | %1,75 | %0,87 | %0,87 %2,62 %1,46
Negatif 328 339 336 337 340 340 334 338
Toplam 343 343 343 343 343 343 343 343

Cizelgeden de gorildigi gibi MKY ile 15, yayma ile 4, IFAT (L. infantum) ile 1gG 7 ve
IgM 6, IFAT (L. tropica) ile 1gG ve IgM 3, ELISA (L. infantum) 9 ve ELISA (L. tropica) 5
ornek Leishmania pozitif olarak belirlenmistir. Calismanin bundan sonraki asamasinda
ise tani degerine gore pozitif ¢ctkan 26 dondr 6rneginin her biri farkl yontemlerle (NNN
agar, ICT ve PCR) kiyaslanarak incelendi. Buna gore, en az bir yontem ile Leishmania

parazitleri tespit edilen 26 donér 6rnegi gizelge 4.11’de verilmistir.
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Cizelge 4.11 En az bir ydontem ile Leishmania parazitleri tespit edilen dondr érnekleri

Cizelgeden gorildagu gibi pozitif ¢cikan her bir dondr 6rnegi uygulanan yonteme goére
degismektedir. Bu durumda hangi yontemin daha duyarh oldugundan bahsetmek
mumkiin degildir. Bu nedenle uygulanan yontemlerden hangisinin daha duyarli
oldugunu belirlemek amaciyla 343 dondrde kullanilan her bir yontem (yayma, MKY,

IFAT ve ELISA) temel alinarak diger yontemlerle (NNN agar, ICT ve PCR) kiyaslandi.
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4.5.1 Mikro kiiltiir yontemi ile Leishmania pozitif olan 6rneklerin diger yontemler

ile karsilastiriimasi

MKY ile Leishmania pozitif olan 6rneklerin diger yontemler ile karsilastiriimasi cizelge
4.12’de verilmistir. Buna gore 343 donor orneginin 15’i mikro kiltlir yontemine gore
pozitif ¢cikmistir. Bu dondrlerden 8’i sadece MKY ile pozitiflik gosterirken, diger 7’si
mikro kaltir yontemine ek olarak baska yontemlerle de onaylanmistir. Ayrica bu 7
donor ayrintili olarak incelendiginde; 1 no’lu dondr bes yontemle (yayma, NNN agar,
IFAT, ELISA ve PCR); 202 no’lu dondr dort yontemle (yayma, ICT, IFAT ve ELISA); 73
no’lu dondr lg yontemle (IFAT, ELISA ve PCR); 176 no’lu dondr (g yontemle (yayma,
IFAT ve ELISA); 296 no’lu dondr iki yontemle (yayma ve PCR) ve 307 no’lu donor iki
yontemle (IFAT ve ELISA) 27 ve 188 no’lu dondrler ise sadece IFAT ile pozitif olarak

degerlendirilmisgtir.
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Cizelge 4.12 Mikro kultlir ve Yayma yontemi ile Leishmania pozitif olan érneklerin diger
yontemler ile karsilastiriimasi
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4.5.2 |IFAT Yontemi ile VL ve KL etkenine karsi pozitif olan 6rneklerin diger

yontemler ile karsilastiriimasi

IFAT Yonteminde L. infantum antijeninin kullaniimasi ile pozitif olan 6rneklerin diger
yontemler ile karsilastirimasi gizelge 4.13’de verilmistir. Buna gore 343 dondr
orneginin 10’u IFAT (L. infantum) pozitif ¢ikmistir. Bu donérlerden 2’si sadece IFAT
yontemi ile pozitiflik gosterirken, diger 8'i IFAT yontemine ek olarak baska yontemlerle
de onaylanmistir. Ayrica bu 8 dondr ayrintili olarak incelendiginde; IFAT yontemine ek
olarak; 1 no’lu donor bes yontemle (yayma, NNN agar, mikro kiiltar, ELISA ve PCR); 202
no’lu dondr dort yontemle (yayma, ICT, mikro kiltlir ve ELISA); 73 no’lu donor (g
yontemle (mikro kilttr, ELISA ve PCR); 176 no’lu donoér (ic yontemle (yayma, mikro
kiltir ve ELISA); 307 no’lu dondr iki yontemle (mikro kiltir ve ELISA); 27 ve 188 no’lu
donorler sadece mikro kiltir yontemiyle ve 161 no’lu donér de sadece ELISA yontemi
ile pozitif olarak degerlendirilmistir.

IFAT Yonteminde L. tropica antijeninin kullaniimasi ile pozitif olan 6rneklerin diger
yontemler ile karsilastirilmasi cizelge 4.14’de verilmistir. Buna gore 343 dondr
orneginin 6’s1 IFAT (L. tropica) pozitif ¢ikmistir ve bu dondérlerin 6’si da baska
yontemlerle onaylanmistir. Ayrica bu 6 donor ayrintili olarak incelendiginde, IFAT
yontemine ek olarak; 27 no’lu donér sadece MKY ile; 63, 74, 84, 89 ve 124 no’lu

donorler ise sadece ELISA yontemi ile pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.13 IFAT ile VL etkenine karsi pozitif olan 6érneklerin diger yontemler ile
karsilastirilmasi

01
wnguofur 7
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Cizelge 4.14 IFAT ile KL etkenine karsi pozitif olan 6rneklerin diger yontemler ile
karsilastirilmasi
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4.5.3 ELISA Yontemi ile VL ve KL etkenine karsi pozitif olan drneklerin diger

yontemler ile karsilastiriimasi

ELISA Yonteminde L. infantum ve L. donovani antijeninin kullaniimasi ile pozitif olan
orneklerin diger yontemler ile karsilastirilmasi gizelge 4.15’de verilmistir. Buna gore
343 dondr orneginin 9'u ELISA (L. infantum, L. donovani) ile pozitif ¢ikmistir. Bu
donorlerden 3’G sadece ELISA yontemi ile pozitiflik gosterirken, diger 6’si ELISA
yontemine ek olarak baska yontemlerle de onaylanmistir. Ayrica bu 6 dondr ayrintih
olarak incelendiginde; ELISA yontemine ek olarak; 1 no’lu dondr bes yontemle (yayma,
NNN agar, mikro kiltiir, IFAT ve PCR); 202 no’lu dondr dért yontemle (yayma, ICT,
mikro kultlr ve IFAT); 73 no’lu dondr G¢ yontemle (mikro kultiir, IFAT ve PCR); 176
no’lu donor lg yontemle (yayma, mikro kiltlr ve IFAT); 307 no’lu dondr iki yontemle
(mikro kaltir ve IFAT) ve 161 no’lu dondr ise sadece IFAT yontemi ile pozitif olarak
degerlendirilmistir.

ELISA Yonteminde L. tropica antijeninin kullaniimasi ile pozitif olan 6rneklerin diger
yontemler ile karsilastirilmasi cizelge 4.16’de verilmistir. Buna gore 343 dondr
orneginin 5’i ELISA (L. tropica) ile pozitif ¢ikmistir ve bu dondrlerin 5’i de IFAT

yontemiyle onaylanmistir.
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Cizelge 4.15 ELISA ile VL etkenine karsi pozitif olan 6rneklerin diger ydontemler ile

karsilastirilmasi

6
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Cizelge 4.16 ELISA ile KL etkenine karsi pozitif olan 6rneklerin diger yontemler ile

karsilastirilmasi
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4.6 Istatistiksel Degerlendirme

Tim donorlere uygulanan serolojik (IFAT ve ELISA) ve parazitolojik (Yayma ve MKY)
yontemlerden en az bir yonteme gore pozitiflik saptanan dondrlerin laboratuvar tani
testlerinden elde edilen sonuglar arasindaki iliski istatistiksel olarak Pearson’in
bagimsiz ki-kare testi ve Kappa tutarlilik testi ile tespit edildi ve p degerleri <0.05
anlamli kabul edildi. Kappa (k) istatistik tani yontemleri arasindaki uyumlulugunun
degerlendirmesinde kullanildi. Kappa degeri= 0.00-0.40 ise zayif, 0.41-0.80 ise orta,
0.81- 1.00 ise iyi (mukemmel) uyumluluk olarak siniflandirildi.

Gahisilan 343 dondriin yirmi altisi (% 7.58) parazitolojik ve serolojik yéntemlerin en az
biri ile pozitif olarak tespit edildi. En az bir yontem ile pozitif veren bu sonuclara goére
26 dondérin muhtemelen enfekte oldugu kabul edilerek yapilan degerlendirmede;
asemptomatik leishmaniasisi tespit etmede yontemlerin hassasiyeti MKY icin % 58,
yayma igin % 15, NNN agar icin % 4, PCR icin % 11 ve ICT igin % 4 olarak hesaplandi.
Ayrica IFAT-L. infantum igin % 38 ile IFAT-L. tropica igin % 23 ve ELISA-L. infantum igin
% 35 ile ELISA-L. tropica igin % 19 duyarlilik belirlendi (Cizelge 4. 17).

Farkh yontemler ile elde edilen sonuglarin (pozitif-negatif) MKY, yayma, IFAT ve ELISA
yontemlerinin ikili karsilastirmasi ile anlamli bir iliskinin ortaya ¢iktigi gorildi (Pearson
testi, her biri icin p<0.001) (Cizelge 4. 18).

Tanisal olarak ikili test degerlendirmelerinde yayma ile MKY testlerinde kappa
katsayisinin orta glicte (k = 0.41) bir baginti oldugu saptanmistir. Ayni sekilde IFAT ile
MKY igin yine orta gligte (k = 0.442) bir baginti gorilmustir. Ancak yayma ve IFAT igin
(k = 0.303); ELISA ile MKY icin (k = 0.303); yayma ve ELISA icin (k = 0.321) oranlarinda
zayif bir baginti oldugu bulunmustur. Bununla birlikte serolojik yontemler olan IFAT ve

ELISA icin oranin son derece iyi (k =0.703) oldugu gorilmustir (cizelge 4.18) .
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Cizelge 4.17 Donor 6rneklerine uygulanan farkl tani yéntemlerinin sonuglari:

yontemlerin duyarhihgi

Kan Donorleri

Pozitif dondr sayisi / Negatif dondr sayisi

Toplam  Enfekte IFAT ELISA _<m<sl MKY _ NNN A PCR 7 ICT

Caliglan  olmug® L. infantum L. tropica L. infantum L. tropica Agar

343 26 10/343  6/343 9343 5/343  4/343 15/343  1/85¢  3/549 1/138°
s 10/26 6/26 9/26 5/26 426 15/26 126 3/26  1/26
Duyarliig® %38 %23 %35 %19 %15 %58 %4 %11 %4

2En az bir yontem ile pozitif ¢ikan donor sayisi enfekte kabul edildi
b Duyarlilik = pozitif dondr sayisi / kabul edilen toplam enfekte dondr sayisi X 100

¢ Caligilan ornek sayisi belirtildi
o__vmx, MKY calisilan kapiler tiiplerde
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Cizelge 4.18 Cesitli tani yontemleri ile elde edilen (pozitif-negatif) sonuglarin

istatistiksel analizi

Yayma

IFAT

ELISA

Yayma

ELISA

Yayma

(P)
(N)
(P)
(N)
(P)
(N)

(P)
(N)
(P)
(N)

(P)
(N)

MKY (P) MKY (N) Pearson's Ki-Kare KAPPA
D D P X2 K
4 0
11 378 <0.001 88,499 0,41
7 8
. S0 <0.001 67,094 0,442
5 10
10 318 <0.001 31,458 0,303
IFAT (P) IFAT (N) Pearson's Ki-Kare KAPPA
D D ) x? K
3 1
12 327 <0.001 48,274 0,303
11 3
2 295 <0.001 192,148 0,748
ELISA (P) ELISA (N) Pearson's Ki-Kare KAPPA
D D P X2 K
3 1 <0.001 51,992 0,321
11 328

D: Dondr Sayisi; N: Negatif; P: Pozitif; k: Kapa katsayisi; p: Olasilik Degeri
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4.7 Tartisma

Leishmaniasis, klinik ve epidemiyolojik agidan ciddi bir halk saghgi problemi olarak
onemini korumaktadir. Diinya’da 12 milyon kisinin Leishmania ile enfekte oldugu, 350
milyona yakin kisinin ise bu hastaliga yakalanma riski altinda oldugu bilinmektedir [1,
5]. Turkiye’de ise yaklasik 20 milyon kisi bu enfeksiyonun tehdidi altindadir [12].
Leishmaniasis insanlara enfekte kum sineginin (tatarcigin) kan emmesi ile
bulagmaktadir [8, 21]. Fakat leishmaniasisin vektor aracilhigl disinda diger yollarla; kan
nakliyle [8, 22-27, 169, 170] laboratuvar kazalariyla [28, 29], cinsel iliski ile [8, 30], anne
karninda bebege [31], Leishmania ile enfekte hamsterin isirigiyla [32] ve organ
transplantasyonu [8, 33] ile bulastigi rapor edilmistir. Son vyillarda rejeneratif tip
acisindan 6nemli olan kok hicre transplantasyonlarina ilgi giderek artmaktadir. Ayrica
hiicre transplantasyonu ile cesitli enfeksiyon etkenlerinin yaninda laboratuvarimizda
yapilan bir calisma ile Leishmania parazitlerinin de bulasabildigi rapor edilmistir. Ancak
Leishmania’nin bulasmasinin en énemli nedenlerinden biri de dondér kani araciligiyla
hastaligin yayilmasidir. Ayrica kan bankalarinda depo edilen kanlarin uzun siire
saklanmasiyla da Leishmania parazitlerinin canlilik ve enfektifliklerini koruduklari
gosterilmistir [8, 37, 38]. Donor kani aracihigiyla hastaligin bulasmasi sadece
epidemiyolojik a¢idan degil ayni zamanda kan alicilarinin sagligi icin de hayati 6nem
tasimaktadir.

Leishmaniasisin epidemiyolojisinde donér kanlarinin énemini belirlemek amaciyla
dinyada farkh endemik bolgelerde dondr kanlari Gzerine yapilmis cesitli calismalar
mevcuttur. Tirkiye’de ise asemptomatik leishmaniasise karsi donér kanlari ile ilgili bir
calisma bulunmamaktadir. Dondr kanlarindaki Leishmania parazitlerinin kaynagi
asemptomatik leishmaniasisli hastalardir. Asemptomatik leishmaniasis, periferal kanda
parazit dolasiminin bulundugu ancak tespit edilemeyen, higbir klinik veya hematolojik
degisiklik bulunmayan asemptomatik (subklinik) periyot ile baslar. Non-endemik
bolgelerde de asemptomatik leishmaniasis bulgularina rastlandigi bilinmektedir [171].
Asemptomatik enfeksiyonun sebebi parazitin virulanshgl veya hastanin hiicresel
immun sistemine baglh olabilir. Bazen de klinik iyilesme saglandiktan sonra parazitlerin

hala vicutta kalarak asemptomatik olarak devam ettigi gdsterilmistir [2, 9, 89]. VL'nin

91



kan transfiizyonu ile bulasmasi, ingiltere, Belgika, Fransa, Hindistan’in endemik
olmayan bdlgelerindeki yurtdisi seyahat ge¢misi bulunmayan bireylerde de
belirlenmistir [2, 41, 45]. Asemptomatik bireyler yillarca hastalik tasiyicisi olabilirler
[96]. Hatta asemptomatik Leishmania’nin inklibasyon siiresinin 30 yila kadar gikabildigi
rapor edilmistir [8, 97, 98]. Dlinya saghk 6rgitiniin aciklamalarina gore, semptomatik
olarak ilerleyen hastalarin sayisi, asemptomatik bireylerin sadece % 5-20'sini
olusturmaktadir [9]. Bunun nedeni mevcut tani yontemlerinin vyetersizligidir.
Leishmaniasisin tanisi hastaligin klinik semptomlarina bagh olup, antileishmanial
antikor titreleri veya hastadan elde edilmis cesitli 6rneklerde parazitin tespit
edilmesine dayalidir. Ancak asemptomatik leishmaniasisli kisilerde antikor titreleri ve
orneklerde parazit sayisinin disiik olmasindan dolayl mevcut tani yontemlerinin
duyarhligi oldukca dusiktiir [172]. Buna gore de asemptomatik leishmaniasisin tespit
edilmesinde duyarliligi daha ylksek, yeni yéntemlere acilen ihtiya¢ duyulmaktadir. Son
yillarda semptomatik leishmaniasis tanisinda oldukca yiksek duyarhliga sahip olan ve
halen diinyanin gesitli bolgelerinde uygulanan MKY’nin asemptomatik leishmaniasis,
Ozellikle de donor kanlarindaki duyarhligina ait herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Bu nedenle bu ¢alismada ilk kez olarak MKY ile leishmaniasis tanisinda kullanilan diger
yontemler (yayma, IFAT, ELISA) kiyaslanmistir.

Mikroskobik yontemde klinik acidan leishmaniasisten sipheli kisilerde i¢c kanama gibi
onemli riskler tasiyan invaziv yontemlerle elde edilen 6rneklerde Leishmania
parazitlerinin amastigot formunun goérilmesi ile tani konulmakta ve duyarhligin % 50-
60 oldugu bilinmektedir [173]. Ayrica mikroskobik tanida arastirmacinin yetenegi,
deneyim ve egitimi oldukga 6nemlidir. Ancak bizim g¢alismamizda mikroskobik inceleme
icin ornekler direk kan ve buffy coat katmanindan hazirlanarak incelendi. Sonuglar
buffy coat yonteminin direk kana gore daha duyarh oldugunu gosterdi. Ancak
kullandigimiz her iki yonteme gore incelenen dondr 6rneklerinin % 1.16’sinda pozitiflik
gorildi. Literatlirde vyapilan bir c¢alismada bizim calismamizdan farkli olarak
mikroskobik inceleme Hindistan’in Bihar endemik bdlgesinde asemptomatik saglikli
kisilerde periferik kanlardan hazirlanan yaymalar incelenmistir. incelenen 450 kisinin
6’sinin (% 1.3) Leishmania’ya gore pozitif oldugu saptanmistir [44]. Elde ettigimiz

sonuclar non-endemik bolgede yapilmasina ragmen endemik bolge ile benzerlik
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gostermistir. Ancak mikroskobik yontemin her iki bolge igin duyarliiginin oldukga
disik oldugu gorilmastir.

Leishmaniasisin tanisinda antikorlarin tespit edilmesi temeline dayanan serolojik
yontemlerde c¢ok kullaniimaktadir. Serum orneklerinde spesifik Leishmania
antikorlarinin belirlenmesi amaciyla jel difiizyon, IHA, IFAT [174], ELISA [175], DAT
[176], ICT, kompleman fiksasyon, karsi akimli immuinoelektroforezi ve western blotting
analizi [177, 178] gibi pek cok serolojik test kullaniimaktadir [136]. Ancak serolojik
testler enfeksiyonun ilk aylari boyunca negatif de olabilmektedirler. Kullanilan testin
duyarhhginin % 95 ile % 100 arasinda oldugu, ancak asemptomatik kisilerde humoral
immin cevabin da disitk oldugu gosterilmistir [179]. Serolojik calismalarda
asemptomatik enfeksiyon prevalansi % 2,4 ile 17 arasinda degistigi bilinmektedir [180-
183]. Biz ise ¢calismamizda serolojik yontemlerden yaygin olarak kullanilan IFAT, ELISA
ve ICT yontemlerini kullandik. IFAT ve ELISA yontemlerinde hem VL (L. infantum) hem
de KL (L. tropica) etkeni olan suslar kullanildi. IFAT ile incelenen 343 donér kan
orneginde tani degeri kabul edilen 1/128 seyreltmede L. infantum antijenine karsi 10
donorde (% 2.9) antikor tespit edilirken, L. tropica antijenine karsi 6 dondrde (% 1.74)
antikor tespit edilmistir. Ayrica IFAT ile IgG ve IgM antikoruna karsi yapilan
degerlendirmede; L. infantum antijeni kullanildiginda 1gG ve L. tropica antijeni
kullanildiginda IgM antikoru daha ¢ok pozitiflik verdigi gortlmuastur.

ELISA ile incelenen 343 dondr kan drneginde L. infantum antijenine karsi 9 dondrde (%
2.62) antikor tespit edilirken, L. tropica antijenine karsi 5 dondrde (% 1.45) antikor
tespit edilmistir. ICT ile incelenen 138 dondriin ise 1'inde pozitiflik (% 0.7) gorilmustir.
Boylece serolojik galisma sonuglari incelendiginde dondr kan 6rneklerinde antikor
varligl (% 0.7-2.9) saptandi. Alinan sonuglarin literatiirde endemik bdlgelerde yapilan
calismalar ile benzerlik gosterdigi gorildi. Ancak yapilan diger calismalarda bizim
¢alisma sonuglarimizda IFAT ve ELISA yontemlerinin duyarliiginin disik oldugu
gorildi. Literatirde ICT yonteminin dondér kan orneklerinde kullanimi uygun
gorilmemektedir. Bizim yaptigimiz calismada ICT’nin % 0.7 pozitiflik verdigi goralda.
Bu ise, duyarlihgi cok diislik olsa bile kolay uygulanabilirligi nedeniyle diger ydontemlerin
kullanilmasinin mimkin olmadigl durumlarda bu yontemin kullanilmasinin mimkin

oldugunu goéstermektedir.
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Serolojik yontemlerin semptomatik hastalarda yiiksek spesifiklik ve duyarliliga sahip
olmasina ragmen, asemptomatik insan ve hayvanlarda oldukca diisiik duyarliliga sahip
olmalari ve donér kanlarinda antikor titresinin diisiik olmasi nedeniyle ¢ok fazla tercih
edilmemektedirler [48, 135, 136]. Ayrica, immdinitesi baskilanmis kisilerde glvenli
degildir. Eski ve yeni olgulari tam olarak ayiramayabilir. Diger patojenlerle capraz
reaksiyonlar verebilir.

Leishmaniasisin tanisinda kullanilan diger spesifik yontemlerden birisi PCR’dir. Bu
yontemin simdiye kadar yapilan calismalarda duyarhliginin en fazla semptomatik
leishmaniasis de goruldiglu ve asemptomatik saglikh bireylerde ise semptomatiklere
gore daha dusiik oldugu bilinmektedir. Calismamizda PCR yontemi ile dondér kan
orneklerinde parazitlerin varligini belirlemeden 6nce kullandigimiz PCR yénteminin
duyarhligi parazit sayisina gore belirlendi. Buna gore PCR’in duyarhliginin 100 parazit ve
Uzerinde oldugu ortaya c¢ikmistir. Bu nedenle deneylerimizde PCR yontemi mikro
kaltard yapilmis ornekler ile galisildi. PCR gahlisilan 54 Ornekten 15%i mikro kiltir
yontemi ile pozitif olmasina ragmen PCR ile bu 6rneklerin sadece 3’U pozitif ¢cikmistir.
Diger mikro kiltir negatif olan dondrlerin (39) hic birinde ise PCR’In pozitif oldugu
gorilmemistir. Bu durum iki farkli yonden agiklanabilir. Birincisi MKY pozitif olan
orneklerde PCR’In duyarliiginin distk olmasi, incelenen orneklerde promastigot
sayisinin 100’Gin altinda oldugunu géstermektedir. ikincisi ise MKY ile negatif olan
orneklerde ise PCR’'In pozitif olmamasi MKY’nin PCR’a gore daha duyarh oldugunu
gostermektedir. Oyleki MKY pozitif 6rneklerinden farkl olarak yaklasik 3 kat olan MKY
negatif olan 6rneklerden hig birinin, PCR’I pozitif degildir. MKY ile ise, kiltlir ortaminda
bir parazit bulundugunda bile pozitif tani konulabilmektedir. Bdylece yaptigimiz
¢alisma sonuglari PCR yonteminin duyarlihginin MKY ile elde elden sonuglari
destekleme giicline sahip olamadigini net bir sekilde gostermektedir. Parazit sayisina
bagl olarak PCR duyarhligi ile ilgili calisma sonuglari PCR’In duyarhliginin ancak 100 ve
Uzeri oldugu durumlarda uygulanabilecegini gbstermistir.

Literatirde dondr kan orneklerinde leishmaniasise gore PCR uygulanmasinda cesitli
¢alismalar bulunmaktadir. Ancak bu calismalar bizim calismalarimizdan farkl olarak
endemik bolgelerde yapilmistir. Calismalarimizdaki dusiik pozitifligin nedeni olarak

non-endemik bolgede calisiimasi ile baglantili olabilecegini diisindlirmektedir. Ayrica
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genellikle molekiiler tekniklerde parazitin az miktarda veya atipik morfolojide
bulunmasi, kultir yontemindeki kontaminasyon riski gibi nedenler, Leishmania
parazitlerinin saptanmasinda glicliklere neden olabildigi bilinmektedir [28, 59].
Bunlara ek olarak PCR’In pahalli, uygulanmasinin zor ve 6li parazit varhginda da yanls
pozitiflik vermesi gibi dezavantajlari da bilinmektedir.

Calismanin son asamasinda dondr kan orneklerinde parazitleri tayin etmek igin klasik
ve mikro kaltiur yontemleri kullanild. Literatiirde klasik kiltlr yonteminin duyarhhg ile
ilgili yapilan galismalarda semptomatik leishmaniasisli hastalarda invaziv yontemlerle
elde edilen 6rnekler kullanildiginda yontemin duyarliliginin % 61-75 araliginda oldugu
[184, 185] saptanirken asemptomatik leishmaniasiste ise duyarlihgin % 0.4-4.4
araliginda oldugu gosterilmistir [8, 40]. Kultir yontemlerinin en biylk avantaji
mikroskobik olarak gozlemlenebilen hareketli promastigotlarin tespitine dayanmasidir.
Ancak yontemin en bulylk dezavantaji 6rnekteki parazit yogunluguna bagli olmasi ve
kiltir takibinin uzun stirmesidir. Hatta asemptomatik leishmaniasis 6rneklerinde 6 aya
kadar beklenen ¢alismalar bilinmektedir [2, 39, 40].

Yaptigimiz calismada da klasik kiiltiir yénteminin duyarliligi % 4 olarak bulunmustur ve
elde edilen bu sonuclar dinyanin Leishmania’ya gore cesitli endemik bodlgelerinde
yapilan galismalarla uygunluk géstermektedir (% 0.4-4.4).

Son vyillarda Allahverdiyev ve arkadaslari [51] tarafindan gelistirilen mikro kiltlr
yontemi ile VL ve KL olgularinin tanisinda yiiksek duyarliik ve spesifiklik oldugu
gosterilmistir. Klasik kiltiir yonteminden farkli olarak yontemin oOrnekteki parazit
sayisina ve kiltiirde kullanilan besiyerine bagl olmadigi negatif olan kisilerde bile
pozitif sonuglar verdigi gosterilmistir. Kan 6rneklerinde yéntemin yayma pozitiflerde
duyarliigi % 100 olurken, yayma negatiflerde duyarhligin yine % 100 oldugu
gosterilmistir [6].

Ayrica Onerilen bu yontem Tirkiye’de ve diinyanin diger boélgelerinde leishmaniasisten
sipheli hastalarda uygulanmis ve diger yontemlere nazaran yiksek duyarhliga sahip
oldugu gosterilmistir [52, 113, 114, 124, 125]. Yontemin klasik kiltlirden farkli olarak
parazit sayisina bagh olmamasi ve ¢ok kisa siirede (1-5 giin) tani konulabilmesi, ¢ok
ekonomik olmasi ve yiksek duyarlligi dikkate alinarak simdiye kadar donor kanlarinda

kullanilmayan MKY calismamizda ilk kez olarak donor kanlarinda incelendi. Buna goére
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yaptigimiz ¢alismada 343 donér 6rneginin 15’'inde (% 4.37) Leishmania parazitlerinin
hareketli promastigot formu tespit edildi.

Sonuc olarak bu calismada ilk kez olarak asemptomatik saglikli donérlerden non-invaziv
olarak elde edilen 6rneklerde parazitlerin yiksek duyarhligi mikrokiltir yontemi ile
tespit edilebilmesinin mimkin oldugu gosterilmistir. Boylece elde ettigimiz bu
sonuglar daha onceleri klinik agidan stipheli olan kutandz ve visseral leishmaniasisin
tanisinda kullanilan mikro kiltiir yonteminin yeni bir potansiyel kullanim alanini ortaya
cikarmistir. Ayrica serolojik taninin da duyarliliginin arttirilmasi igin iki susun birlikte
kullanilmasinin énemi ilk kez olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar DSO
tarafindan ihmal edilmis tropikal hastaliklar listesinde yer alan leishmaniasisin diinya
genelinde ozellikle endemik boélgelerde hem hayvan hem de insanlarda gergek
prevalansinin belirlenmesi acisindan oldukca 6nemli olabilecegini distindliirmektedir.
Tezin amacina uygun olarak calismamamizda kullanilan MKY’nin, kullanilan diger
yontemler ile kiyaslanmasi ile duyarliligi belirlenmeye ¢alisildi. Bu amagla temel prensip
olarak 343 donériin en az bir yontemle pozitiflik gbsteren sonuglari dikkate alinarak;
MKY igin % 58, yayma igin % 15, NNN agar icin % 4, PCR icin % 11 ve ICT igin % 4 olarak
hesaplandi. Ayrica IFAT-L. infantum icin % 38 ile IFAT-L. tropica icin % 23 ve ELISA-L.
infantum igin % 35 ile ELISA-L. tropica igin % 19 duyarlilk belirlendi (cizelge 4.17).

Elde edilen sonuglar ilk kez olarak Tirkiye’de endemik olmayan bir bodlge olan
istanbul’da donér kan érneklerinde MKY’nin yiiksek duyarlilikta oldugunu gésterdi.
Ayrica muhtemelen enfekte oldugu kabul edilen 26 donére (% 7.58) gore yapilan
duyarhhk tayinine goére MKY en yiksek oldugu (% 58), daha sonra ise serolojik
yontemlerden IFAT (% 38) ve ELISA (% 23) yontemlerin duyarli oldugu goérilmdistir
Ancak serolojik yontemlerin duyarhliginin yiksek oldugu bilinse de tani amacgh
kullanilmasinda gapraz reaksiyon vb. gibi problemler g¢ikardigi da bilinmektedir. Buna
karsilik olarak kiltiir yontemlerinin mikroskobik olarak parazit tespitine dayanmasi,
serolojik yontemlere gére daha ucuz ve kolay uygulanabilir olmasi yontemi donér
kanlarinda kullaniminin daha avantajli hale getirmektedir. IFAT ve ELISA yontemlerinin
birbirleri arasinda da kappa degerine gore yiksek uyumluluk gdstermesi ise (k = 0,748)

her iki yontemin korelasyonunu gostermektedir. Mikroskobik olan yayma yontemi ise
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daha spesifik olmasina ragmen asemptomatik leishmaniasiste daha dugik duyarlilik
gostermistir (% 15). PCR ise % 11 duyarhlik gostermistir.

Ayrica serolojik sonuglarin duyarlihg tir ayrimi yapilmadan degerlendirildiginde,
¢alismamiz 6nemli bir sonucu ortaya koymustur. Buna gore; genellikle yapilan
calismalarda sadece antijen olarak bir tiir (VL ya da KL etkeni) kullaniilmaktadir. Bizim
¢alismamizda ise ayni anda iki tiriin de kullanilmasi uygulanan serolojik yéntemin
duyarhliginin artmasina neden olmustur. Elde edilen bu sonuglar Tiirkiye’de VLye
neden olan etkenin sadece L. infantum degil ayni zamanda L. tropica veya her iki tiirin
hibrid bir etkenine neden olmasi ile ilgili diistinceleri desteklemektedir.

Non-endemik bir bélge olan istanbul Tirkiye’nin en kalabalik niifusuna sahip olan ve
halen bircok boélgeden sicak gog alan ilidir. Yerlesik nlifus disinda tedavi amaciyla diger
sehirlerden de istanbul’a gelen hastalar olmaktadir. Bu nedenle tarafimizdan
laboratuvarimizda dondr kanlarinda leishmaniasisin tanisi ile ilgili yogun c¢alismalar
sirdirilmis ve bu hastaligin tanisinda yeni mikro kiltir yonteminin daha hizli ve daha
duyarh bir yontem oldugu gosterilmistir. Uluslararasi dizeyde ilk kez olarak bu yeni
yontemin belirlenmesi % 80 tanisi konulmayan insan sagligi icin tehlikeli olan bu
hastaligin tanisinda yeni Umitlere yol agacaktir. Ayrica Capa Kizilay Kan merkezinden
alinan bilgiye gore, en az bir yontemle pozitif kabul edilen 26 donériin 5’'i diizenli kan
veren ve bugline kadar 10-17 kez kan bagisinda bulunmus kisilerdir. Bu konu Uzeride
durulmasi gereken 6nemli bir halk saghgi problemidir. Bu nedenle kan bankalarindan
temin edilen kanlar, kan ihtiyaci olan kisilere verilmeden 6énce mutlaka leishmaniasise
gore kontrol edilmelidir. Kan alicilari genellikle ameliyat durumu olan ya da kanser ve
daha farkh hastaliklari olan kisilerdir. Bu durum asemptomatik leishmaniasis olan
dondrlerden alinan kanlarin, bagisiklik sistemi yetersiz olan kan alicilari igin hayati

riskler olusturabilecegi gibi 6nemli bir sorunu da ortaya ¢cikarmaktadir.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

5.1 Sonug Degerlendirilmesi

Bu calismada ilk kez olarak donor kan érneklerinde, leishmaniasis tanisinda kullanilan
yontemler ile son vyillarda gelistirilmis ve VL slipheli hastalarin tanisinda yiksek
duyarhlik gosteren ancak simdiye kadar asemptomatik leishmaniasis veya donor
kanlarindaki duyarliligi bilinmeyen MKY kiyaslanmistir. Bu amagla Tirkiye'de ilk kez
olarak non-endemik bir bélge olan istanbul’da donér kan &rnekleri mikroskobik
(yayma), kultiir (klasik ve mikro kaltir), serolojik (IFAT, ELISA ve ICT) ve molekiler
yontemler (PCR) ile incelendi. Uygulanan yontemler ile asagidaki sonuclar elde edildi.
5. Mikroskobik inceleme sonucunda 343 adet donér kan érneginin dordiinde (4)
(% 1.16) Leishmania parazitleri tespit edildi. Uygulanan buffy coat katmani ile
direk kandan hazirlanan yaymalar kiyaslandiginda, buffy coat katmaninin daha
duyarh oldugu gorildi.
6. Dondr kanlarinin klasik ve mikro kiltir yontemleri ile yapilan incelemeleri
sonucunda 343 dondrden on bes (15) (% 4.37) adet dondr pozitif tespit edildi.
Bu dondrlerden biri (1) hem klasik hem de mikro kiiltir yontemi ile pozitif
cikarken, on dordi (14) sadece MKY ile pozitif ¢ikti.
7. Dondr kan ornekleri serolojik yontemlerden IFAT, ELISA ve ICT ile incelenmis ve
kullanilan farkli Leishmania tirleri ile asagidaki sonuclar elde edilmistir.
e |FAT yonteminde antijen olarak L. infantum parazitleri kullanildiginda,
1/32 seyreltmede 1gG % 15.4 ve IgM % 14.5, 1/64’de IgG % 3.7 ve IgM
% 2.6 ve 1/128'de ise 1gG % 2 ve IgM % 1.7 pozitiflik gosterirken;
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antijen olarak L. tropica parazitleri kullanildiginda ise, 1/32 seyreltmede
IgG % 11 ve IgM % 9.9, 1/64’de 1gG % 2.9 ve IgM % 2.3 ve 1/128'de ise
IgG ve IgM’in % 0.8 pozitiflik oldugu goralda.
e ELISA yonteminde ise kit ve tarafimizca optimize edilen yontemlerin
kullanilmasi sonucunda IgG antikoruna karsi L. infantum antijeni ile %
2.6, L. tropica antijeni ile % 1.5 ve L. donovani antijeni ile de % 0.7
pozitiflik tespit edildi. Ayrica sadece 1 donérde de hem L. infantum hem
de L. donovani karsi antikor varligi belirlendi. Boylece tarafimizca
hazirlanan antijenlerle uygulanan ELISA ydnteminin ticari alinan ELISA
kitinden daha duyarl oldugunu gosterdi.
e ICT yontemi ise ticari olarak temin edilen rK39 antijenine 6zgin kalazar
tespitine dayal ticari hizh test ile uygulanmasi sonucunda ise bir (1)
donor pozitif olarak tespit edildi.
Serolojik yontemlerin kiyaslanmasi sonucunda ICT yonteminin duyarhliginin en disuk
IFAT ve ELISA yontemlerinin ise yiksek oldugu goruldi. Leishmania tlrlerine gobre
incelemede ise L. infantum antijenine karsi antikor pozitifliginin L. tropica antijenine
gore daha fazla oldugu goruldi.
8. PCR yontemi ile incelenen 54 donér 6rneginin lgl (3) pozitif olarak tespit
edildi.
Uygulanan yontemler ile 343 dondrden 26’sinda (% 7. 58) en az bir yontem ile pozitiflik
saptandi. Donér kanlarina uygulanan yontemlerin duyarliigi bu pozitif 26 donérin
muhtemelen enfekte oldugu kabul edilerek degerlendirildi. Duyarhiligin MKY icin % 58,
yayma igin % 15, NNN agar igin % 4, PCR igin % 11 ve ICT igin % 4 oldugunu gosterdi.
Ayrica IFAT-L. infantum igin % 38 ile IFAT-L. tropica igin % 23 ve ELISA-L. infantum igin %
35 ile ELISA-L. tropica igin % 19 oldugunu gosterdi. Sonuglar MKY’nin uygulanan diger
yontemlerden daha yiiksek duyarlilikta oldugunu gosterdi.
L. infantum ve L. tropica antijeni ayri ayri kullanildiginda serolojik yontemlerin
duyarhliginin MKY’ne gore daha disiik oldugunu ancak her iki tlr sonuglari birlikte
degerlendirildiginde ise MKY ile serolojik yontemlerin benzer sonuglar verdigi gorildi.
Sonuclar farkh suslarin birlikte kullaniimasi ile uygulanan serolojik ydntemlerin

duyarhligi arttirdigini gosterdi.
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Boylece bu calismada ilk kez olarak kan bankalarindan elde edilen donér kan
orneklerinde leishmaniasis tanisinda kullanilan yontemler ile MKY’nin kiyaslanmasi
sonucunda asemptomatik leishmaniasis ve donér kanlarinda leishmaniasisin tanisi igin
MKY’nin daha duyarli, daha hizli ve daha ekonomik oldugu belirlendi.

Ayrica yapilan calismalar sonucunda ilk kez olarak istanbul gibi non-endemik bir

bolgede dondr kanlarinda Leishmania parazitlerinin oldugu goraldi.

5.2 Oneriler

Elde edilen sonuglara dayanarak dneriler asagida belirtilmistir.

1. Dondr kan orneklerinde leishmaniasisin tanisi igin ilk asamada ozellikle
MKY’nin uygulanmasi ve pozitif ¢ikan o6rneklerin diger yontemlerle de
desteklenmesi,

2. listanbul gibi non-endemik olan illerde donér kanlarinin leishmaniasise gére
incelenmesi,

3. Turkiye’nin  non-endemik bolgesinde dondr kanlarinda Leishmania
parazitlerinin tespit edilmesi ile leishmaniasise gore endemik olan bélgelerinde
de kan bankalarinin leishmaniasise gore incelenmesi,

4. Ozellikle kan bankalarina diizenli olarak kan veren dondrlerin, leishmaniasise
gore kesinlikle incelenmesi,

5. immiin sistemin baskilanmasini gerektiren durumlarda (organ
transplantasyonu gibi) kan donoéri ve alict hastanin kesinlikle leishmaniasise
gore incelenmesi gerekmektedir.

Ayrica gerek Leishmania tanisindaki hekim bilgilendirilmelerinin arttirilmasi, gerekse de
kan bankalarindaki kanlarin leishmaniasise gore taranmasi gibi dizenlemelerin
yapilmasi amaciyla TC Saglik Bakanhginin bu sorunu dikkate almasi icin ¢alismalar

baslatiimalidir.
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kapali, kani reddetme sansi oimayan masum bir hastaya yada yeni dogmus bir bebege verilebilir

Ornegin, HIV testiniz negatif olsa bile, HIV tasy olabilir; izi iyl dahi bu virist $ ilirsiniz.

Formu doldurdugunuz da kafanizda, kan vermek konusunda hala sipheleriniz varsa, bir 1 kan b

terk edebilir veya kan bankas| doktoruyla 6zel olarak gorusebilirsiniz.

TESEKKUR EDERIZ
Evet a
Bugun kendinizi kan verecek kadar iyl hissediyor musunuz ?
Bugune kadar size kan i yleyen (doktor, hemsire gibi) oldu mu ?
Hastane, doktor, hemsire, igne ve kan tutmasi gibi korkulanmiz var mi ?
Son 3 ay iginde kan bagisi yaptimz mi 7
Son 3 gun iginde aspirin veya benzeri bir ilag kuliandiniz mi ?
Son 3 gun iginde dig hekimine gittiniz mi ?
Son 1 ay iginde as: yaptirdimiz mi ? Ne agisi yaptirdiniz :
Son 1 ay iginde ilagla veya bagka bir gekilde tibbi tedavi gorduntz ma ?
Seker hastas: misiniz ? Veya tedavi gorlyor musunuz ?
10. Sara (Epilepsi) hastasi misimiz ? Veya tedavi gériyor musunuz ?
11. Bugune kadar kalp, akciger, bobrek hastaligi gegirdiniz mi ?
12. Bugune kadar hig sarihk (10 yas iltihabu, k g gegirdiniz mi ?
13. Son 1 yil iginde sanlikli bir kigiyle yakin iligki iginde oldunuz mu, size hepatit serumu verildi mi ?
14. Son 1 yil iginde size kan veya kan Grunu verildi mi ? Doku veya organ nakli yapildi mi ?
15. Son 1 yil iginde dnemli bir hastalik veya ameliyat gegirdiniz mi ?
16. Bugune kadar kanser, kan veya P bir hastalik iniz mi ?
Son 3 yil iginde yurt diginda bulundunuz mu ?
18. Son 1 yilda kulak veya cildinizin bir yerini deldirdiniz mi ? Dovme, akupunktur yaptirdiniz mi? Kaza ile igne
batmasi oldu mu ?
18. Bugune kadar pthtilagma hastaligi (Hemofili gibi) nedeniyle faktor konsantresi kullandiniz mi? Boyle bir
uygulama igerisinde olan bir sahisla bir kere bile olsa cinsel iligkiniz oldu mu?
20. 1 yiliginde kuduz agis1 oldunuz mu ? Sahipsiz veya slpheli bir hayvan tarafindan isinildiniz mi ?
21. Son 1 yil iginde frengi (Sifiliz) testiniz “pozitif’ oldu mu ? Bu sure icinde Sifiliz, bel soguklugu hastas:
oldunuz mu veya Sifiliz tedavisi gordinaz ma ?
22. Bugune kadar size biyume hormonu (Growth hormon) verildi mi ?
23. Verem hastaligi gegirdiniz mi ? Yakin zamanda tekrarladi mi ?
24. Sedef hastalig gecirdiniz mi ? Bu hastalik igin ilag (Tegison) kullandiniz mi?
25. Sivilce tedavisi igin agizdan ilag aliyor musunuz ?
26. Son 3 yil iginde sitma hastaligi (malarya) gegirdiniz mi ? Sitma tedavisi gordunuz ma ?
27. Son 1 yil iginde para kargiligi cinsel iligkide bulundunuz mu ?
28. Bugulne kadar homoseksdel biriyle, son 1 yil iginde yabanci uyruklu biriyle cinsel iligkide bulundunuz mu ?

1
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29. Bugune kadar uyusturucu (eroin, esrar,v.s) kullandiniz mi ? Uyusturucu kullanan biriyle bir kere bile olsa,

cinsel iligkiniz oldu mu ?

30. AIDS’ misiniz; sUpheniz var mi; bu ozellikteki biriyle bir kez bile olsa cinsel iligkiye girdiniz mi ?

31. Sadece kan testi yaptirmak i¢in mi bagigta bulunuyorsunuz ?

32. Buglne kadar, beklemediginiz hizli kilo kaybi, gece terlemeleri, deride mavi-mor lekeler, 1 aydan uzun stren
bezeler, 10 glnden fazla sUren yUksek ates, uzun sUreli tedaviye cevap vermeyen ishal, agdiz iginde beyaz
lekeler, aligiimadik yaralar oldu mu ?

33. Kadinlar igin: Son iki ay iginde diisiik veya kiirtaj gegirdiniz mi? Hamilelik durumunuz var mi ? Bugin adet
gundndz mo, kanamaniz var mi ?

Yukanda ki, agiklamalar okudum. Kan vermem konusunda bir sakinca olmadigini diogunGyorum. Kani alacak olan doktor,

g
g

hemsire, laboratuar t Y ini kan olustur tibbi yan etkilerden kanun karsisinda kendim veya vekillerim
tarafindan yapilacak olan her tOrlG gikayet ve tazminat taleplerinden sorumlu tutmayacagimi bildiririm. Doktor ve / veya fiebotomi
uzmani tarafindan bitun kan verme isl 5 komp! y ., yan etkiler ve riskler hakkinda ayrnintili olarak
bilgilendirildim

Protokol No Teeessnbnaanaseiasiesiennise BAGIS YAPANIN

% Adi Soyad: :
imzasi
Form No: KYS.FR.075 Revizyon No: 4 Yayin Tarihi: 24.11.2008
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EK-B

KAN BANKASI BiLGI FORMU (DEVAM)

Dogum Tarihi

Kan No Merkez ) Bagis Tarihi @ ........... Uosixeoane /:200.....
Dondr No Sivil Ekip (]
Kan Grubu Askeri Ekip =
Ozel Grup Mobil Ekip B

KAN BAGISCISI KIMLIK, ADRES, KISISEL BILGILERI

(Kan Bagiscisi tarafindan doldurulacaktir)

Adi Anne Adi
Soyadi . Baba Adi
Dogum Yeri T T.C. Kimlik No

Niifusta Kayith OIdu@u il @ ..o

Ehliyet / Pasaport No

Flebotomi Uzmani
Kase - Imza

Flebotomi Uzmani

Kase - Imza

Cinsiyeti : O Erkek O Kadin
AdreS = RS RS Meslel, = i eisaneesuisennssrins
Egitim O ilkégretim O Lise
....................................................... O  Onlisans O Lisans
O  Master O Doktora
Medeni hali : 0O Evii 0 Bekar
it7ilge
Posta Kodu Gonilla Bagis O Kaginer :
Ev Tel. No Hasta igin 0 Kaginci:
Cep Tel. No Sdrekli dondr olmak istiyorum O evet = Hayir
is Tel. No Son bagis tarihi : ........... 1 cisiesss /200
Faks No @Emall 000 lesasreecisysnansossssnsavaves @ ssosennsssancissossocsnssose
Aferez: Tam Kan ]
Tromboferez ) Plazmaferez (] Eritrosit S. O
Lokoferez O Eritroferez a Trombosit S O
TDP O
Torba tipi : Tekli (] cifui O Ugla O Dortla m] Kriopresipitat O
Soliisyon : CPD O CPDA-1 O CPD+SAG.M ] Beyaz Kure =)
Alinan Kan Miktar ml Tarama Testleri :
Ozel cavazaAn] Anti-HCV ab = HBsAg OO
Standart(450x%10ml) [J Anti-HIV 1/2 ab =] RPR/VDRL O
VITAL BULGULAR : DUSUNCELER :
Boy SRS .cm
Agirlik ;.. Vicut isisi G........oeeeeel.. °C
Nabiz ............../dk A.Tansiyon :........./. ...mmHg Reddedildi / Kan Alinmadi: []
Hct % Hb . .....g/mL Nedeni : ......
WBGEC toossec 10°%/ pl Pit 10/ ul vl / 200... tarihine kadar kan vermemesi
Kayit Yapan Kani Alan

Doktor
Kase - Imza
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