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OZET

KUTANOZ LEYISMANYOZ HASTALARDA ETKEN TURLERIN
POLIMERAZ ZINCIR REKSIYONU (PCR) VE RESTRIKSIYON
FRAGMENT UZUNLUK POLMORFizZiMI (RFLP) YONTEMI iLE
TANIMLANMASI.

Leyismanyoz, Leishmania cinsi zorunlu hiicre i¢i protozoonlarin neden oldugu
bir grup hastaliktir. Bunlarin ¢ fakli sekli vardir: Viseral Leyismanyoz, Kutantz
Leyismanyoz ve mukokutandz leyismanyozdur. Kutantz leyismanyoz enfekte tatarcik
sinegi ile bulasan bir deri hastaligidir. Kutantz Leyismanyoz tamsi siklikla klinik
degerler ile konur ve tipik akut lezyonlar sporotrikoz gibi diger dermatolojik problemler
ile karisabilir. Kutantz leyismanyoz Cukurova bolgesinde Leishmania tropica ve
Leishmania major’ un neden oldugu 6nemli bir saglik problemidir.

Serolojik testler, indirekt immunflorasan antikor testi (IFAT), enzim-sivi immun
sorbent assay (ELISA), direk mikroskop tansi ve kiltir Kutantz Leyismanyoz tanisi
icin kullanilan geleneksel yontemlerdir. Bu teknikler KutanGz Leyismanyoz tanisi igin
kesin ve hizli degildir. Ayrica bu teknikler Leishmania tirlerinin morfolojik
benzerliklerden dolay: tiplendirme yapmak icin de uygun degildir. Bu ylzden son
zamanlarda gesitli hastaligin tanimi ve tdr tayini yapmak igin 6zellikle Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR)’ na dayal1 yontemler gelistirilmistir.

Bu amagla, bu calismada klinigi Kutandz Leyismanyoz’a uyan 64 smear rnegi
ve 50 aspirasyon sivisi (toplam 114) PCR-RFLP yontemi ile ¢alisildi. Calisma sonunda
PCR smear Orneklerinde 100% 06zgul, 58,8% duyarli, aspirasyon sivilarinda 100%
0zgul, 68,4% duyarli saptandi. Bu calismadaki en ilging bulgu, Viseral Leyismanyoz
hikayesi olmaksizin Kutandz Leyismanyoz olgularinda Leishmania infantum tard tespit
edilmistir.

Anahtar Sozcukler: Kutandz Leyismanyoz, Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR), Restriksiyon Fragment Length Polimorfizm (RFLP).
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF CAUSATIVE SPECIES IN PATIENTS WITH
CUTENEOUS LEISHMANIASIS BY POLYMERASE CHAIN REACTION
(PCR)-RESTRICTION FRAGMENT LENGHT POLYMORPHISM (RFLP).

The group of disease the leishmaniasis is caused by obligate intracellular
protozoa of genus Leishmania. These are present in 3 different forms: Viscera
Lesihmaniasis ( VL), Cutaneous Leishmaniasis (CL) and Mucocutaneous Leishmaniasis
(MCL). The Cutaneous Leishmaniasis is skin disease transmitted by infected sand fly.
Cutaneous leishmaniasis (CL) is most frequently diagnosed by clinical evaluation and is
typical acute lesions can be confused with other dermatological problems, such as
sporotrichosis. The Cutaneous Leishmaniosis caused by Leishmania tropica and
Leishmania major is a health problem in Cukurova region.

Serological tests, Indirect Immunofluorescence Antibody Test (IFAT), the
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA), direct microscopic examination of
smears and culture are use conventional methods for diagnosis of Cutaneous
Leishmaniosis. None of these techniques isn’t a rapid and definite diagnosis metods for
CL. Furtermore, these techniques are not adequate for species identification due to the
morfological similarity of different Leishmania species. Therefore, recently several
molecular methods, especially those based on the Polymerase chain reaction (PCR)
have been developed for the diagnosis and identification of Leishmania species.

For this purpose,in this study it has studied 64 smear samples and 50 aspirate
material (totally 114) whose clinical findings were postive for Cutaneous
Leishmaniosis by PCR-RFLP. End of the study, it has been found that PCR is 100%
sensitivite and 58.8% specific of smear sample and 100% sensitivite 68.4 % specific of
aspirate material. Our most interesting finding is the presence of Leishmania infantum
isolates in CL cases without Visceral Lesihmaniosis history.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis, Polymerase Chain Reaction (PCR),
Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP).



1.GIRIS

Protozoonlarin Mastigophara alt subesinde bulunan Trypanosomeatidae ailesinin
iki cinsi insanlarin kan ve dokularinda yerlesirler. Bu cinsler Leishmania ve
Trypanosoma’ dir. iki cinsinde tlrleri, yasam dongulerini biri omurgal: digeri omurgasiz
iki konakta tamamlarlar. Bu parazitlerin yasam dongisinde amastigot, promastigot,
epimastigot ve tripo-mastigot denilen evrim sekilleri gorulir. Parazitin cinsine ve tiriine
bagl1 olarak bu donemlerden ikisi ya da hepsi bir tirin yasam donguistinde gordlebilir.
Leishmania cinsindeki parazitler kutantz lezyonlar ile 6lumcul sistemik hastalik
arasinda degisen cok cesitli hastaliklarin nedensel ajanlaridir. Leyismanyoz tatarciklar
(Phlebotamus cinsine ait tirler) tarafindan insanlara ve diger memelilere bulastirilmakta
ve yayilmaktadir. Bununla beraber enfeksiyonun klinik seyri bulastirilan Leishmania
turuine bagli olarak degisir. Leyismanyozun Afrika, Amerika, Asya ve Avrupa nin birgok
Ulkesinde endemik oldugu bilinmektedir. Kutantz leyismanyoz vakalarimn cogu
(>%90) Afganistan, Brezilya, iran, Peru, Suudi Arabistan ve Suriye'de
goriilmektedir?2,

Leishmania cinsine ait protozoonlar morfolojik olarak benzer bir grup parazittir.
Bunlar insanlarda kutanz, mukokutandz ve visseral leyismanyoza neden olurlar.
Kutandz Leyismanyoz enfeksiyonu, disi tatarcigin kan emdigi yerde kigik, sert ve
kasintil1 bir papil seklinde baslar. Zamanla cevresi kizarir, 3-4 ay icinde etraf1 sert ve
kabarik Uzeri kabuklu, hafif sizintili bir yara sekline dontsir. Yaranin Uzerindeki kabuk
kanatiimadan kaldirilirsa alt ylzeyinde sivri bir takim ¢ikintilar oldugu goruldr ki buna
“Hulusi Behget’in civi belirtisi” denir. Yavas blytyen ve 2-3 cm c¢apina gelen yaraya,
bakteri enfeksiyonu eklenirse kisilerde ates, titreme gibi belirtiler gortltr. Bu tip yarada,
komplikasyonlar olmazsa agr1 yoktur ve zaman icinde pigmentsiz bir yara (sSkar)
birakarak iyilesirse de izin etrafinda buztlmeler ve yaramn yerine gére bazi sekil
bozukluklari gézlenebilir’.

Kutandz Leyismanyoz klinik olarak; akne, kan cibam, ekzama, lupus
eritomatozus, lupus vulgaris, tuberculosis verrucosus, ¢esitli frengi belirtileri, leptomlu
lepra, yumusak yara, psoriasis ve deri urlar: gibi bir ¢cok deri hastaligin taklit edebilir.
Bu ylzden Kutandz Leyismanyoz olgularimn tamisinda klinik bulgular yeterli degildir.
Kesin tam koymak icin laboratuar tarusina ihtiyag duyul maktadir®*,



Kutantz Leyismanyoz'un laboratuar tamsinda direkt mikroskobi, montenegro
deri testi, serolojik testler, kiltir yontemleri ve molekiler yontemler kullamlmaktadir.
Direkt mikroskobide amastigotlarin gorulebilirligi zor ve tecriibe isteyen bir metoddur.
Kutandz Leyismanyoz’'un serolojik yontemler ile tamsinda cok dusik titrede
saptanabilen veya hi¢ saptanamayan antikorlar olustugu icin serolojik testler tercih
edilmemektedir. Kultlr yontemleri ise gok zaman alict ve zahmetli bir metod oldugu
icin Kutandz L eyismanyoz tamsinda cok az tercih edilmektedir®®,

Son vyillarda hastaligin tamsinda kinetoplast DNA'simin - yapisi, antijen
incelemeleriyle turlerinin tammlanmasi yoluna gidilmistir. Cesitli molekuler yontemler
ile enfeksiyon tamimu igin Leishmania DNA'sim bulma ve tirlerin tammlanmasi
hedeflenmistir. Bircok arastirmaci tarafindan Leishmania’ya 6zgi olarak belirlenen
primerler ile PCR amplifikasyonu yapilarak (nukleer veya minicircle kinetoplast DNA,
subunit SURNA veya miniekson DNA sekanslari) tur tayini tespit edilmektedir.
Leishmania turlerini tiplendirmek icin kullamlan metodlar multiplex PCR, rastgele
amplifiye polimorfik DNA (RAPD), single-strand konformasyon polimorfizmi,
restriksiyon fragment length polimorfizm (RFLP) ve DNA dizi analizi kullanimaktadir.
DNA'ya dayali bu genotipik molektler teknikler diger tami yontemlerine oranla daha
glivenilir ve spesifiktir®®’,

Dunyanin birgok yerinde oldugu gibi Ulkemizde de, 0Ozellikle Cukurova
bolgesinde kutandz leyismanyoz halen 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Kutantz
Leyismanyoz olgularinda lezyonlar, etken olan tirlere bagli olarak Kklinik seyir ve
tedaviye cevap agisindan farklilik gosterir. L.tropica ve L.major ‘un etken oldugu
Kutanbz Leyismanyoz'da koruyucu immuinite gelisir, tedavi edilmeksizin spontan
iyilesme gerceklesebilir. Bu turlerin enfeksiyonlarinda ilag kullaniimaksizin 6zellikle
endemik bolgelerde takibi yeterli olabilmektedir. L.mexicana ve L.brazliensis'in neden
oldugu kutandz leyismanyoz daha ciddi ve daha uzun sirelidir. L.brazliensis tirt
Mukokitan6z Leyismanyozuna neden oldugu icin bu tirin tespit edildigi hastalara
sisemik tedavi baslamimalidir®®****, Bu yiizden Kutanéz Leyismanyoz olgularinin
tedavisinde tr tayini yapilmas: 6nemlidir.

Son yillarda Kutantz Leyismanyoz olgularina neden olan turleri tammlamak igin
molekuler calismalar yapilmaktadir. Bu ¢alismalarin bazilarinda Kutandz Leyismanyoz
etkenleri olan Leishmania tropica ve Leishmania major’ e ek olarak Leishmania



infantum’' un da Kutandz Leyismanyoz’'a neden oldugu gosterilmistir. Bu nedenle bu
calisma ile hem bolgemizdeki bu tur olgularin varligim saptmak hem de klasik
metodlarla tamst konulan ya da konulamayan Kutandz Leyismanyoz stipheli hastalarda
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) —Restriksiyon Enzimi Uzunluk Polimorfizimi
(RFLP) yontemi ile hastaliga neden olan Leishmania tdrlerinin  tammlanmasi

amaclanmustir.



2.GENEL BILGILER

Antartika disinda bitin kitalarda yayilim gosteren leyismanyoz, vektor araciligi
ile bulastirilan zoonotik-antroponotik karakterli bir protozoon paraziter enfeksiyon
hastaligidir. Hastaligin etkeni olan Leishmania parazitleri ilk kez William B.Leishman
tarafindan 1901 yilinda saptanmus ve isimlendirilmistir. Morfolojik agidan farkli
olmayan cesitli Leishmania torleri; goreceli olarak daha az 6neme sahip o6lduricl
olmayan ve kendiliginden iyilesebilen deri enfeksiyonlarindan, i¢ organlari tutan ve
epidemilerle binlerce kisinin 6limine neden olabilen sistemik enfeksiyona yol
acmaktadir'?,

2.1. LEISHM ANIA

Leishmania, protozoanlarin  Mastigophara  alt  subesinde  bulunan
Tryponosomatidae ailesinde yer aan, insanlarin kan ve dokularinda yerleserek
leyismanyoz enfeksiyonuna neden olan kamcili bir parazittir. insanlarda ve diger
omurgalillarda 21 Leishmania turi Leyismanyoz enfeksiyonunu olusturmaktadir. Bu
farkli torler morfolojik olarak ayirt edilememektedir. Ancak izoenzim analizleri,
monoklonal antikorlar ve PCR’a dayali molekiler yontemler kullamlarak Leishmania
varli1 gosterilmekle beraber tiir tayini de yapilmaktadir®.

Diinya Saglik Orgiitiince Leishmania tirleri asagidaki sekilde siniflandiril mistar.
Alem: Protista
Altalem: Protozoa
Sube: Sarcomastigophora
Altsube: Mastigophora
Sinif: Zoomastigophora
Ordu: Kinetoplastida
Aile: Tryponosomatidae
Cins. Crithidia, Endotrypanum, Blastocrithidia, Herpetomonas, Leptomonas,
Phytomonas
Cins: Leishmania

Altcins: Leishmania



Tdr: Leishmania donovani, Leishmania infantum, Leishmania chagas, Leishmnia
tropica, Leishmnia major, Leishmania aetropica,

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

Altcins: Viannia

Tar: Leishmania braziliensis kompleks (L.brazliensis, L.colombienss, L.equatorens's,
L.peruviana)

Leishmania guyanensis (L.guyanenesis, L.panamens's, L.shaw),

Leishmania lainsoni, Leishmania naiffi’.

2.1.1. LEISHMANIA’'NIN MORFOL OJisi

Leishmania cinsine ait turlerin yasam evrelerinde morfolojik olarak, memeli
konakta gorilen “amastigot” ve vektorde gorilen ’promastigot” sekli olmak Uzere iki
farkl: sekli bulunmaktadir®.

Leishmania’ nin omurgal1 viicudunda bulunan amastigot yani kamgisiz sekli 2-4
pm buyukloginde oval veya yuvarlak gorinime sahiptir. Amastigotlar genellikle
monositler, polimorf gekirdekli l0kositler ve endotel hicreler iginde, bazen kimeler
halinde bulunur; bu hicrelerin parcalanmasindan dolay: bu hicrelerin disinda tek tek
gorulebilir. Amastigot formundaki bir Leishmania’ nin sitoplazmasinda arka uca yakin
blyutk bir nikleus ve nikleusa bitisik kinetoplast bulunmaktadir. Sitoplazmada ayrica
vakuoller, nokta seklinde bir bleforablast (kam¢i koki) ve bleforablasttan ¢ikip 6n
kistmda sonlanan bir aksonem (kamginin sitoplazmada kalan kismi ) bulunmakta, ancak
kam¢:t hicre disina serbest olarak c¢ikamamaktadir. Bitin Leishmania turlerinde
sitoplazmada tek bir mitokondrium yer almakta, golgi aygit1 ve lizozomlar gesitli enzim
aktiviteleri ile parazitin beslenmesine yardime: olmaktadirlar (Sekil. 1.1 — Sekil.1.2)%3",

Leishmania’ nin omurgasiz vicudunda bulunan promastigot yani kamcili sekli
15-20 pm boyunda, 1.5-5 pm genislikte mekik seklinde olup vektérde 27°C'de
uzunlamasina boliinerek cogalmaktadir. On ugtan ¢ikan 18-20 mikron uzunlugunda
serbest bir kamcisi ve kamgi kokinde yerlesmis 9 cift periferik ve 1 ¢ift merkezi liften
olusmus bir aksonemi bulunmaktadir (Sekil.1.3-Sekil.1.4). Kinetoplastin 6n kisminda
ve kameginin dip kisminda bleforoblast bulunmaktadir. On ugta yuvarlak veya at nali



seklinde bir kinetoplast, merkezi bir nukleus, nukleolus ve nukleus membraninda da
porlar bulunmaktadir. Ayrica sitoplazma iginde golgi aygiti ve endoplazmik retikulum
bulunmaktadir (Sekil 1.3)°.

Sekil.1.1.Leishmania amastigot morfol gjisi. Sekil.1.2.Leishmania spp.amastigotlar:
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2.1.2. LEISHMANIA’'NIN MOLEKULER YAPISI

Leishmania’ nin amastigot ve promastigot formlarinda 2-4 nm genigliginde, tg
tabaka goruniminde plazma membram ve bunun hemen atinda da 20-22 nm
subpellikiler mikrottbiller uzanmaktadir. Subpellikiler mikrotibullerin - sayilary,
kalinliklari, birbirinden uzakliklar: tirlere gore degistigi icin Leishmania trlerinin
ayriminda da kullamimaktadir. Orn: L.mexicana’ da 150-200; L.donovani’de 80-120;
L.tropica’ da ise 80-115 arasinda mikrottibiil bulunmaktadir?.

Leishmania promastigotlarinda ince, uzun, ip gibi, dis1 hiicre mebranindan daha
yapili bir kilif ile kapli bir kam¢: bulunmaktadir. Kamegi 200 nm kalinlhigindadir ve
parazitin boyundan daha uzundur*2,

Leishmania parazitinin 6n kismina yakin oval, 7 nm kalinliginda iki
membrandan olusmus bir nikleusu bulunmaktadir. Membran Uzerinde 80-90 nm
capinda porlar bulunmaktadir. Parazitte biittin organizmay: saran biiytk bir mitokondri
vardir?.

Leishmania parazitinde bulunan endoplazmik retikulumun (ER) hem diiz hem de
granull tipleri bulunmakta ve nikleusun etrafinda yer almaktadir. Ribozomlar serbest
halde, lizozomlar kamci rezervuar: ile nikleus arasinda ve golgi aygiti kinetoplast ve
niikleusa yakin bir yerde bulunmaktadir®®2.

Leishmania turlerinin hepsinde kamcinmin bazal kisminda yerlesmis kinetoplast
adi verilen bir organel vardir. Kinetoplast blylk daire (maxicircle) ve kicuk daire
(minicircle) adi verilen iki gruptan olusmus bir DNA sebekesi icermektedir. Maxicircle,
20-35 kb buytkluginde, homojen dairesel DNA molekultdir. Minicircle ise bunun tam
tersine 0,5-1,5 kb kalinliginda heterojendir™.

Leishmania kinetoplastalrindaki minicircle yapisi tirden tire degismektedir.
Genellikle her minicircle 200 bp'lik 3 sabit bloktan olusan korunmus bir bolgeye
sahiptir. Bu boélge “CSB (Conversed Sequence Block) 1-3” olarak adlandirilmaktadir.
Adenin ve Timin bazlar1 agisindan zengin olan minicircle’ in geri kalan kismini ise gok

degisken olan RNA geni olusturmaktadir'®.



2.1.3.LEISHMANIA'NIN YASAM DONGUSU

Leishmania turleri vektor olan Phlebotomus veya Lutzomyia cinsi tatarciklar,
leyismanyozlu bir omurgal1 konaktan kan emerken makrofajlar icinde bulunan parazitin
amastigot seklini almaktadir. Emilen kan, orta midede “peritrofik membran’™ adi verilen
bir membran ile sariimakta ve sinegin sindirim enzimleri ile bu membran igine
salgilanmaktadir. Leishmania’larin bir kismu makrofajlarin lizis olmasi esnasinda
sindirilirken kalanlarin vicudu uzamakta ve kamgi geliserek enfektif olmayan
promastigot sekline doniistip boliinerek cogalmaya baslamaktadir?.

Tatarciklarin kan emmesinden 1 saat sonra, abdominal midede amastigotlar, 12-
24 saat sonra abdominal midenin peritrof zarimin iginde promastigotlar gorulmektedir.
Nektomonadlar midede 36- 48 saat sonra, 3. glnde torasik midede haptomonadiar, 6.
gunde bitin sindirim kanalinda promastigotlar gorilmeye baslar, 14. gine kadar
gittikce artar™.

Enfektif promastigotlar: barindiran vektor tatarcik, kan emmek igin bir omurgal
konag1 soktugu zaman belli bir miktardaki promastigotlar: da gidis yoni kan akiminin
aksine oldugu halde inokile etmemektedir. Deriden viicuda giren promastigotlar ilk
saatlerdeki serumdaki kompleman tarafindan opsonize edilmekte ve uygun hicreler
tarafindan fagosite edilmektedir. Fagosite edilen promastigotlar kamgisim kaybederek
amastigot sekline donismektedirler. Enfekte hlicre parazitin sayica ¢cogalmas: sonucu
parcalanmakta ve amastigotlar dagilmaktadirlar. Daha sonra bu amastigotlar tekrar diger
makrofajlar enfekte edebilmektedirler®”.

Enfeksiyonun bundan sonraki seyrini Leishmania’mn tirt belirlemektedir.
Enfeksiyon deride sinirli kalabilmektedir (Or; L.tropica ) veya i¢ organlara gog
edebilmektedir (Or; L.infantum ). Enfekte makrofajalar kan yoluyla deriden oncelikle
dalak, karaciger ve kemik iligi olmak Uzere diger dokulara dogru hareket etmekte ve bu
organlarda gesitli patolojilere neden olmaktadirlar. Ancak bu hareket parazitle karsilasan
konagin immun sisteminin durumuna goére degisiklikler gosterebilmekte ve parazitler
tirine uygun olmayan vyerlere de go¢ edebilmektedirler. Bu durum tdrlerin
visserotropizm/dermatropizm karakterlerine bagli olarak meydana gelmektedir (Sekil
2)2.



Sekil.2. Leishmania nin yasam donguisii®
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2.2.LEYISMANYOZ

Leyismanyoz, Leishmania cinsi zorunlu hiicre i¢i protozoonlarin neden oldugu
farkli klinik belirtilerle ortaya ¢ikan hastaliklarin genel adlandirilmasidir. Parazit
yasamini stirdiirebilmek icin omurgal: ve omurgasiz konaklara gereksinim duyar. Insan,
kopek, kemirgen, sirtlan, kobay gibi omurgali canlilarda amastigot seklinde bulunurken,
omurgasiz konag1 olan Phlebotomus (tatarcik) ve Lutzomyia cinsi kum sineklerinde ve

kiltir ortamlarinda promastigot seklinde bulunurlar®®.

Leyismanyozda klinik olarak bes fakl1 tablo ortaya ¢cikmaktadir?:

1. Visseral leyismanyoz [VL, Kala azar, i¢ organlar leyismanyozu, kara hastalik, dum

dum fever (kara humma), oldiren ates, tropikal splenomegali],

2. Kutantz leyismanyoz [KL, LCL (lokal kutandz leyismanyoz), deri leyismanyozu,

kutandz leyismanyoz, sark ¢ibani, guzellik ¢ibani, Halep ¢ibani],

3.Mukokutantz leyismanyoz (MKL).
4.Diffuz (yaygin) kutantz leyismanyoz




5.Post KalaAzar dermal leyismanyoz (PKDL) de seklinde siniflandirilmistir?.

Leyismanyoz ekoepidemiyolojik agidan sadece insandan-insana bulasimi
niteleyen *’ Antroponotik Kutandz Leyismanyoz (AKL), hayvandan insana bulasimi
niteleyen Zootonotik Kutandz Leyismanyoz (ZKL) ve Zoonotik Visseral Leyismanyoz
(ZVL) olarakta ayrilabilmektedir?.

2.3.KUTANOZ LEYISMANYOZ

Kutandz Leyismanyoz (sark ¢cibanm, Antep ¢ibam, Halep cibami, Delphi ¢iban,
Y1l ¢ibani, guzellik ¢ibant) genellikle deriyi ve bazen de deri ve mukozolar: tutan ve iz
(skar) birakarak iyilesen lezyonlar ile karakterize bir deri hastaligidir®*”.

Kutandz Leyismanyoz, disi tatarcigin kan emdigi yerde kiguk, sert ve kasintili
bir paptl seklinde baslar, zamanla gevresi kizarir, 34 ay icinde etrafi sert ve kabarik
Uzeri kabuklu, hafif sizintili bir yara sekline donusUr. Yaranin Uzerindeki kabuk
kanatilmadan kaldirilirsa alt ylzeyinde sivri bir takim ¢ikintilar oldugu goruldr ki buna
“Hulusi Behget’in civi belirtisi” denir. Yavas bliylyen ve 2—-3 cm ¢apina gelen yaraya,
bakteri enfeksiyonu eklenirse ates, titreme gibi belirtiler gorilor. Bu tip yarada,
komplikasyonlar olmazsa agr1 yoktur ve zaman icinde pigmentsiz bir yara (skar)
birakarak iyilesirse de izin etrafinda buzilmeler ve yaramn yerine gére bazi sekil
bozukluklar1 gbzlenebilir. Kutandz Leyismanyoz klinik olarak birgok deri hastaliklarin
taklit edebilir. Ornegin akne, kan ¢ibam, ekzama, lupus eritromatozus, lupus vulgaris,
tuberculosis verrucosus, ¢esitli frengi belirtileri, leptomlu lepra, yumusak yara, psoriasis
ve deri ur belirtilerine benzemektedir®*.

Dunya saglik Orgutinin verilerine gore her yil 1,5 milyon insan Kutantz
Leyismanyoz enfeksiyonuna yakalanmaktadir. Bu enfeksiyonlarin %90’ dan fazlasi EsKki
Dunya tlkelerinde; Afganistan, Cezayir, Iran, Irak, Brazilya, Peru, Sudi Arabistan ve
Suriye’ de goriilmektedir®®.

Leishmania tropica, Leishmania major, Leishmania aethiopica ve L. infantum
Eski Dunya Kutandz Leyismanyozuna yol acarken L. brasilienss, L. panamensss, L.
peruviana Yeni Dinya Leyismanyozuna neden olmaktadirlar. Ayrica L. brazliensis

mukozalar1 da tutabilmekte ve Mukokutandz L eyismanyoz’ a neden olmaktadir (Cizelge
1)17,18.
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Cizelge.1: Leishmania tiirleri ve neden olduklar hastaliklar'’.

HASTALIK LEISHMANIA TURLERI COGRAFIK DAGILIMI
Kutantz Leyismanyoz L.tropica kompleks Eski Dinya
L.tropica

L.aethiopica
L.major
L.mexicana kompleks Yeni Diinya
L.mexicana
L.pifanoi
L.amozonensis
L.garnhami
L.venezuelensis
L.braziliensis kompleks Yeni Diinya
L.peruviana
L.guyanensis
L.panamensis
L.lainsoni
L.colombiensis
L.infantum Eski Dinya
L.chagasi Yeni Diinya
Mukokutan6z L eyismanyoz L.braziliensis kompleks Yeni Dinya
L.brazliensis
L.guyanensis
L.panamenss Yeni Diinya
L.mexicana Eski Dinya
L.tropica Eski Dinya
L.major
Visseral Leyismanyoz L.donovani kompleks
L.donovani Eski Dinya
L.infantum Eski Dinya
L.chagas Yeni Diinya
L.tropica Eski Dinya
L.amazonensis Yeni Dinya
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2.3.1.ESKi DUNYA KUTANOZ LEYiISMANYOZU

Leishmania tropica, Leishmania major, Leishmania aethiopica ve Leishmania
infantum Eski Diinya Kutandz Leyismanyoz’ una neden olmaktadir'’.

Leishmania tropica enfeksiyonu kentlere yerlesik, insandan insana Phlebotomus
sergenti ve Phlebotomus papatasii ile bulastig: icin ve baska rezervuar: olmadigi icin
“Antroponotik Kutantz Leyismanyoz” (AKL) olarak adlandiriimaktadir. Leishmania
tropica’ min neden oldugu lezyonlar, 1sirma yerinde kirmizi, kiigik agrisiz bir papul
halinde bagslar. Papultin dibi kanlanmis gortnir. Bazi hallerde papul diz fakat Uzeri
pullu halde kalir. Cogunlukla yavas yavas buyur, cevresine yayilir, tiberkil veya noddl
haline geger?3*’.

Baz1 Ulserler ciplak olarak kalirlar ve ek enfeksiyonlara tutunabilirler. Lezyonlar
genellikle 1 cm ¢apinda olabilirler bazen daha biyik veya ufak olabilirler. Limfanjit ve
piyodermitler gibi enfeksiyonlar eklenmezse lezyon agrisizdir ve komsu limf bezlerini
sisirmez. Birkag ay sonra grantulasyon dokusunun belirmesiyle sifa baslar ve genellikle
9-12. aylar arasinda iz birakarak iyi olur.

Leishmania major enfeksiyonu; kirsal bolgelerde daha fazla goérilmektedir.
Kulucka donemi dort aydan azdir ve lezyon genellikle bacaklarda goralir. Leishmania,
1sirma yerinde 1slak, Ulser benzeri bir deri lezyonuna sebep olmakta, papllle baslayan
enfeksiyon hizli akut bir seyir ile 1-3 hafta iginde etrafi iltihapli olan bir Ulsere
dontismektedir. L. tropica, Psammomys obesus (Israil), Meriones crassus (Israil),
Meriones libycus (iran), Meriones sacramenti (Misir), Rhombomys opimus (Iran),
Meriones sacramenti (Misir), Rhombomys opimus (Iran) tirt kicuk kemirgenler,
kopekler ve insanlarda diger konaklara Phlebotomus papatas tirt vektor tatarciklar ile
bulastig1 icin “Zoonotik Kutandz Leyismanyoz (ZKL) olarak adlandirilmistir®®.

Leishmania infantum, Eski Dinya Ulkelerinde sporadik Kutantz Leyismanyoz
etkeni olarak bildirilmektedir. Genellikle 0.5-1 cm ¢apinda kiglk ve tek Ulsere bir
lezyon olusturmakta ve siklikla yiizde yerlesmektedir®.

Leishmania aetropica enfeksiyonu, bazen deri, bazen muhant zar1 bazen ise
yaygin deri leyismanyozlari seklinde kendini gosterir. Genellikle lezyonlar agizda ve
burunda gortlmektedir. Lezyonlar ¢ok yavas gelismekte, llserasyon ¢ok geg olusmakta
veya hic olmamaktadir. iyilesme 1-3 yil veya daha fazla siirebilmektedir?*.
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2.3.2.YENI DUNYA KUTANOZ LEYiSMANYOZU

Leishmania brazlienss, Leishmania mexicana, Leishmani amazoenss,
Leishmania guyanensis, Leishmania panamensis, Leishmania peruviana Yeni Dinya
Kutandz L eyismanyozuna neden olmaktadir®”.

Leishmania brazliensis ile olusan hastaliga “Espundia’ adi verilmektedir.
Metastatik lezyon, burun ve agiz mukozasinm tutarak kikirdak ve yumusak dokularin
harabiyeti ve sekil degistirmelerine neden olmaktadir®,

Leishmania mexicana enfeksiyonunda agrisiz lezyon genelde birkag ayda
iyilestirmektedir. Genelde lezyon tektir ve yaklasik %601 kulak yerlesimlidir. Eger
vektdr, kulak kepgesinden 1sirirsa “ Siklero yaras: (Chiclero’s Ulcer)”” adh verilen kronik
lezyon ile sonuglanmaktadir. CUnki kulak kepcesinin kikirdaginda damarlanma az
oldugu icin bagisik yamt zayiftr ve olgularin %40 1inda kulak kepgesi
kaybedilmektedir?.

Leishmania guyanensis enfeksiyonu; bitin vicutta, acik, sizintili ve dizlesmis
Ulserli plaklar halinde bulunmaktadir. Bu enfeksiyona Uruguay ve Venezuela da “pian
bois” denilmektedir. Cok sik olarak mantar enfeksiyonlar: ile karsilastirilmaktadir ve
yanls tan almaktadir®.

Leishmania amazonensis tek ya da ¢cok sayida ve nadiren kendiliginden iyilesen
lezyonlara neden olur. Orman kemirgenlerinde enfeksiyon yaygin olarak bulunmakta
insanlar daha az enfekte olmaktadir'’.

Leishmania peruviana enfeksiyonu tek veya birkag agrisiz lezyon seklinde
kendini gostermektedir. 4-5 ay icerisinde kendiliginden iyilesmektedir ve bu
enfeksiyona “uta’ ad verilmektedir®®,

Leishmania panamensis, kendiliginden iyilesemeyen Ulserli lezyonlara sebep
olmaktadir. Rezervuar: kbpekler ve maymunlardir. Leishmania venezuelensis, genellikle
tek agrisiz nodiler lezyonlara sebep olmaktadir. Leishmania garnhami genellikle alti
ayda kendiliginde iyilesebilen tek veya cok sayida lezyonlara neden olmaktadir®.
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2 4KUTANOZ LEYiSMANYOZ EPIDEMiYOLOJisi

Kutandz Leyismanyoz’ a ait bildirimler 9. ylzyila kadar gitmekte oldugu halde
buglin 21. yizyilda hala bir diinya saglik sorunu olarak karsimizda durmaktadir. Her yil
1.5 milyon yeni olgu oldugu tahmin edilmekte, bunlarin 300 bini resmi olarak
bildirilmektedir. Yeni olgularin %90'1 Afganistan, Cezayir, Irak, Suriye, Iran, Suudi
Arabistan, Brezilya ve Peru’ da rapor edilmektedir (Sekil 3)%%.

Akdeniz havzasi, Orta Dogu, Pakistan ve Hindistan'in bir kismindaki sehirlerde
Eski Dinya Kutandz Leyismanyoz' una L.tropica; Orta Asya, Gliney Rusya, Orta Dogu
ve Afrikada kuru c¢ol bolgelerindeki kirsal alanlardaki Eski Dinya Kutantz
Leyismanyoz'una ise L.major ve sporadik olarak L. infantum sebep olmaktadir.
Meksika ve Giiney Amerika da gorilen Yeni Dunya Leyismanyoz' unaise L.brazilensis
ve L.mexicana sebep olmaktadir.

Sekil.3. Kutandz Leyismanyoz olgularimin dagilimi®.

 Leishmania braziliensis Il [ cishmania tropica

Leishmania mexicana
[ Leishmania major

L cishmania aethiopica
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2.5. KUTANOZ LEYISMANYOZ'UN TURKIYEDEKI
DAGILIMI

Tarkiye'deki L.tropica’'nin etken oldugu antroponik Kutanéz Leyismanyoz
zaman zaman epidemilerle karakterize olacak sekilde 1833 yilindan beri
bildirilmektedir. 1950'1i yillardan 6nce en fazla Glneydogu Anadolu Bdlgesinde olmak
Uzere Turkiye'nin endemik bir bolge oldugu 1950'den sonra sitma kontroliinde
kullanilan DDT nedeniyle azaldig1 ancak 1960’ dan sonra sitma kontrol ¢alismalarindaki
yetersizlik sonucu tekrar olgu sayisinin arttigi bildirilmektedir. Tirkiye de 1988-1999
yillar1 arasinda bildirilen toplam olgu sayisi 27.960' dir.

Guney Dogu Anadolu Bolgesi'nde Sanlurfa ilimiz bu hastaligin goruldigu
baglica bolgedir. Glineydogu Anadolu disinda kutandz leyismanyoz 1980’ lerden sonra
daha onceleri son derece nadir olgularin gorildigi Cukurova gibi yerlerde endemik bir
durum gosterirken, daha 6nceleri son derece nadir olgularin bildirildigi Ege, Marmara,
Orta Anadolu, Bat1 Akdeniz gibi bolgelerimizde de duzenli olarak olgularin goruldigt

yerler haline gelmistir®>*,

2.6.KUTANOZ LEYISMANYOZ’'DA BAGISIKLIK

Insanlarda deri ve deri-muhat zarlar leyismanyozuna kars: bir doga direnci
yoktur. Bununla birlikte hastaliklarin endemik olduklar1 bolgelerde siz gelimi Kutantz
Leyismanyoz gegirmeyen insanlarda rastlanir. Yasin ve cinsiyetin etkisi yoktur. Bununla
birlikte enfeksiyon genellikle cocuklarda goriltir®.

Kutandz Leyismanyoz iyilestikten sonra kisilerde yasam boyu siren kalici bir
bagisiklik gelisir. Bu bagisiklik tire 6zgudlr ve bir tire bagisik olanlar diger tire
duyarlidir. Bundan dolay:r L.donovani enfeksiyonu L.tropica enfeksiyonuna Kkarsi
bagisiklik vermez, yalmz L.major’un L.tropica'ya kars1 bagisiklik verebildigi, fakat
L.tropica’ min bunu yapamadig: yine L.brazliensis ile L.mexicana arasinda boyle bir
iliski oldugu kabul edilmektedir®.,
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2.7.KUTANOZ LEYISMANYOZDA TEDAVI

Kutantz Leyismanyoz tedavisinde, leishmania turd, leyismanyozun Klinigi,
lezyonun yeri, siddeti, sayisi ve kisinin immun durumuna bagli olarak, sistemik ilag
tedavisi, intralezyoner tedavi, topikal tedavi veya fiziksel yontemlerden herhangi biri ya
da birkaci birlikte uygulanmalicir®.

Farkl1 tirlere bagli lezyonlar klinik seyir ve tedaviye cevap agisindan da farklilik
goderir. L.tropica ve L.major ‘un etken oldugu kutantz leyismanyozda koruyucu
immunite gelisir, tedavi edilmeksizin spontan iyilesme gerceklesebilir. Bu yizden bu
turlerin enfeksiyonlarinda ilag kullanilmaksizin 6zellikle endemik bdlgelerde takibi
yeterli olabilmektedir. Tyilesmenin bir yil ya da daha fazla stire alabilmesi nedeni ile
ozellikle endemik bdlgelerde iyilesme siiresinin azaltiimasi amac ile lezyonun tedavi
edilmesi Onerilmektedir. L.mexicana ve L.brazlienssin neden oldugu kutantz
leyismanyoz daha ciddi ve daha uzun sirelidir. L.brazliensis turii mukokitantz
hastaligina neden oldugu icin bu turin tespit edildigi hastalara sistemik tedavi
baslanil mal1dir®*10,

Kutandz Leyismanyoz’ unda tedaviye baslamadan 6nce yaramn ikincil bakteri ile
enfekte olup olmadigi saptanmalidir. Eger varsa antimon bilesiklerine ek olarak
antibiyotik ve antifungal ilaglarin da tedaviye eklenmesi gereklidir. Kullanilan ilaglar
lezyon icine veya eger lezyonun yeri icine enjeksiyon yapmaya uygun degilse veya
fazla sayida lezyon varsa kas icine uygulama tercih edilmektedir®2°.

Kutandz Leyismanyoz standart tedavisinde Pentavalan antimon bilesikleri ilk
tercih edilecek ilagtir. Meglumin antimoniat ve sodium stiboglukonat olarak iki ayri
preparat kullanilir. Bunlara ek liposomal Amfoterisin B, ketokonazol, allopurinol
kullanmlir. Kutandz Leyismanyoz olgularinda lezyonun 6zelliligine gore intralezyoner,

sistemik ilag tedavisi, topikal tedavi ve ya fiziksel yontemler tercih edilebilir®?°.

2.7.1.intralezyoner Tedavi
Intralezyoner enjeksiyon, enfekte lezyonun icerisine yiksek konsantrasyonda

sodyum stiboglukonat veya meglunim antimoniat seklindeki antimon bilesiklerinin
verilmesidir. Eski Dinya Kutandz Leyismanyoz'un endemik oldugu bolgelerde,
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lezyonun az sayida 6zellikle yeni, basit oldugu durumda, lezyonun eklem hareketlerini
kisitlamayacak veya estetik acgidan risk tasimayan vicut bdlgelerinde oldugunda ve
lokal lenf nodu tutulumunun olmadigi lezyonlarda intralezyoner tedavi tercih
edilmektedir®®,

2.7.2.Sistemik ila¢ Tedavis

Sistemik tedavide ilk tercih edilen ilag pentavalan antimoniyallerdir. Yeni Dinya
Kutandz Leyismanyoz'unda 20 mg/kg/giin dozunda 20 giin uygulanan sistemik Sb"
tedavisi olgularin %90 inda iyilesme saglamaktadir. Antimon bilesiklerinin etkisiz
oldugu durumlarda ikinci tercih edilen ilag amfoterisib B'dir. Bu ilag dozu 1.5-2 g
olacak sekilde giin asr1 0,5-1 mg/kg olarak uygulanir. Multipl, yaygini direngli, lenfajitle
birlikte sereden veya mukozal tutulumun oldugu lezyonlarda sistemik ilag tedavisi

tercih edilir™.

2.7.3.Topikal Tedavi

Paromomisin pomadin (Beyaz yumusak parafin icinde %15 paromomisin, %12
metil benzetonyum klorid) 10 giin boyunca ginde iki kez uygulandiginda L.tropica ve
L.mexicana icin etkilidir®®,

2.7.4.Fiziksel Yontemler

Keskin bir alet vaya koterizasyon ile lezyonun kazinmasi gok eski yillardan beri
uygulanan bir tedavi yontemidir. Ancak bu metodlarin tekrarlama olasiliklar1 yiksektir.

Kritoterapi, scak uygulama, radyoterapi, lazer, kiretgy ve cerrahi eksizyon Kutantz
Leyismanyoz’ da ugulanan diger fiziksel yontemlerdir®.
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2.8. KUTANOZ LEYISMANYOZ OLGULARINDA KLINIiK
TANI

Saglik bakanligr’ nin organizasyonunda Parazitoloji ve Dermatoloji uzmanlari
tarafindan hazirlanan *’ Kutantz Leyismanyoz (KL) Olgularin'da Tamsal Yaklasim'in
asamalar: asagidaki sekildedir>:

1. Genellikle viicudun giysi ile drtilmeyen agik olan kisimlarindaki deriye lokalize,

2. Uzun stiredir (en az 1 ay) iyilesmeyen,

3. Sekonder olarak bakterilerle enfekte olmadikca agrisiz,

4. Eritemli papul, nodul, nodulo-ulseratif, plak, Ulsere plak seklinde lezyon

5. Ulserlesmis lezyonlarin (izerinde alta sikica yapisik krutlu, kenarlarn lagtik silgi
kivaminda endirasyon gosteren (merkezi krateri olan volkan bigiminde) lezyon,

6. Lezyonlar yaz aylarinda ve geceleri aktif olan tatarcik sineginin beslenmek icin kan
emdigi deri bolgesinde, 4-8 aylik inklibasyon doneminden sonra ortaya ¢ikan, agrisiz,
eritemli bir papll seklinde baglar. Lezyon, 1-2 ay icerisinde giderek buylyerek 1-2 cm
¢apli nodile dondsur. Noduler lezyon zaman igerisinde merkezden Ulserleserek krutla
kaplanir. Tedavisiz olgularda lezyon dogal seyri genellikle 1-1.5 yillik stireg icerisinde
omir boyu siren depresif skar birakarak iyilesir. Tyilesmeden sonra kisiyi 6mir boyu
reenfeksiyonlara karsi koruyan dogal bir bagisiklik gelisir.

7.Endemik olmayan bolgelerde de yukaridaki klinik tanimlamaya uyan lezyona sahip
olgularda, 6zellikle yaz aylarinda endemik bolgelere (Ornegin, Giineydogu Anadolu ve

Dogu Akdeniz Bélgesine) seyahat 6ykiisii agisindan ayrintil anamnez alinmalidir®?.

2.9. KUTANOZ LEYISMANYOZ OLGULARINDA
LABORATUAR TANISI

Kutantz Leyismanyoz Kklinik olarak bircok deri hastaliklarin taklit edebilir.
Akneye, kan c¢ibamina, ekzamaya, lupus eritromatozusa, lupus vulgarise, tuberculosis
verrucosusa, cesitli frengi belirtilerine, leptomlu lepraya, yumusak yaraya, psoriasise,
deri urlarina benzeyen sekiller olabilir. Kutantz leyismanyoz deri tiberkilozu lezyonu

Uzerinde gelisebilir veya deri urlarina benzeyen sekiller olabilir. Kutantz Leyismanyoz
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deri tuberkilozu lezyonu Uzerine gelisebilir veya deri leyismanyozu Uzerinde lupus

vulgaris olusabilir®.

Bu ylizden Kutandz Leyismanyoz tamsiyla uyumlu her olgu laboratuar tamsi ile

dogrulanmalidir. Laboratuar tamsi olarak siklikla mikroskobik baki (smear) veya kilttr

yontemleri yapilmaktadir. Kutantz Leyismanyoz olgularinda kullanilan laboratuar tanm

yontemlerinin karsilastirilmasi Cizelge 2’ de gosterilmektedir.

Cizelge.2. Kutanbz Leyismanyoz olgularinda  kullamlan  laboratuar  tami  yontemlerinin
karsilastiril masi =%,
Y Ontem Avantajlar Dezavantajlar
Direk mikroskobi -Basit -Parazit sayis1 yiksek olmadiginda diistik duyarlilik
-Direk yontem gostermes
-Maliyeti distk -Benzer yapidaki organizmalari ayirt edilememes
-Deneyimli personele gereksinim
Serolgjik yontemler -Basit ve hizli -Standardize ayiraglarin gerekliligi
-Cok sayida ornegin | -Aktif ve gegirilmis yada latent enfeksiyonun ayirt

incelenmesine el verisli

edilememes
-Diistik 6zgull ik

Kdltdr Y ontemleri

-Canl1 parazitlerin saptanabilmes

-Pahal1 ve yavas

-Ornekde parazitlerin - canlihgimn  siirdriilmesi
gerekli

-Tirler arasinda varyasyonlarin saptanmasi

Molekiler Y 6ntemler

-Dogrudan  parazitin  turdnin
aragtirilmasi ve ayrimi
-Canli-cansiz her paraziti
tamyabilmes

-Parazit sayisi dusiik oldugunda
bile ylksek duyarlilik gostermesi

-Cok asamdl1 ve pahal1
-Inhibitorler ve kontaminasyon nedeniyle olasi
negatiflik
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2.9.1.DIREKT MiK ROSK OBi

Kutantz Leyismanyoz stpheli lezyonun kenarindan, saglam deriyle birlestigi
sinir gizgisinden alinan 6rnegin giemsa ile boyama sonrasi, mikroskopta 100’ [k
imersiyon objektifte incelenmesinde hiicre disinda veya icinde parazitin gorulmesi
mUmktin olmaktadir.

Leyismanyozun bitin sekillerinde oldugu gibi Kutan6z Leyismanyoz
enfeksiyonunda da mononikleer fagositik hicrelerin icinde 2-5 pum boyutundaki
amastigotlarin varligint saptamak oldukca gic olmaktadir. Amastigotlarin etrafini
ceviren plazma membrani, koyu boyanan ve daha biytkce bir cekirdek ile nisbeten
kicik yine koyu boyanan ve DNA iceren cubuk sekilli kinetoplast ile ayirt
edilebilmektedir'.

2.9.2.SEROLOJIK YONTEMLER

Kutan6z Leyismanyoz tamsinda Floresan antikor (FA), dogrudan
aglutinasyon(DA), kompleman birlesmesi ve western blot analizi gibi pek ¢ok serolojik
test kullamlmaktadir®*®.

Kutandz Leyismanyoz’ da serolojik yontemlerle cok disiUk titrede saptanabilen
veya hi¢c saptanamayan antikorlar olustugu icin tamda serolojik test tercih
edilmemektedir. Leishmania ‘nin deri testi (LDL) hlcresel bagisikligr gostermekte ve
lezyon kabuklunmaya baslar baslamaz pozitif olmakta ve slresiz olarak Oyle
kalmaktadir. Ancak bu testler eski ve yeni enfeksiyonu ayirt edememektedir?.

2.9.3KULTUR YONTEMLERI

Lezyonun bulundugu boélgeden, lezyonu kanatmadan alinan materyal N.N.N
(Novy, Mac Neal, Nicole), RPMI (Media Designed at Roswell Park Memorial Institute)
modifikasyonlart RPMI 1629, RPMI 1630, RPMI 1640 ve Schneider’in besiyeri basta
olmak Uzere cesitli besiyerlerine ekim yapilarak amastigotlarin promastigotlara donisiip

donismedigi kontrol edilir®>*,
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Genellikle N.N.N (Novy, Mac Neal, Nicole) besiyerinde 21 giin iginde, RPMI ve
Schneider’ in besiyerinde 4-5 giinde tireme gerceklesmektedir®®,

2.9.4MOLEKULER YONTEMLER

Son vyillarda hastaligin tamsinda kinetoplast DNA'simin - yapisi, antijen
incelemeleriyle turlerinin tammlanmasi yoluna gidilmistir. Cesitli molekuler yontemler
ile enfeksiyon tamimu igin Leishmania DNA'sim bulma ve tirlerin tammlanmasi
hedeflenmistir. Bircok arastirmaci tarafindan Leishmania’ya 6zgi olarak belirlenen
primerler ile PCR amplifikasyonu yapilarak (nukleer veya minicircle kinetoplast DNA,
subunit sURNA veya miniekson DNA sekanslari) tur tayini tespit edilmektedir.
Leishmania turlerini tiplendirmek icin kullamlan metodlar multiplex PCR, rastgele
amplifiye polimorfik DNA (RAPD), single-strand konformasyon polimorfizimi,
restriksiyon fragment length polimorfizm (RFLP) ve DNA dizi analizi kullanilmaktadr.
DNA'ya dayali bu genotipik molekiler teknikler diger tani yontemlerine oranla daha

glivenilir ve spesifiktir®®’,

2.10.POLIMERAZ ZINCIR REAK SiYONU (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu; dizisi bilinen iki bdlge arasindaki gen parcasin in
vitro kosullarda gogaltmak icin kullamilir. PCR, in vitro kosullarda genomik DNA'min
istenilen bdlgesine 6zgl primerler kullanilarak, konsantrasyonunun molekiler agidan
degerlendirilebilir diizeye cikartiimasi islemidir®.

Amplifikasyon isleminde ilk ©nce iki oligontkleotid (primer) ve dort
deoksinikleotid trifosfatin (dNTP) varliginda DNA 95°C'ye kadar 1isitilarak denatiire
edilir. Ikinci asamada 1s1 55°C-65°C arasina dusurilerek spesifik primerlerin
koplementer dizilerine yapismas: (annealing) gerceklestirilir. Son asamada 72°C'de
DNA polimerazin yerini tutan ve yiksek 1sidan etkilenmeyen Tag polimeraz enzimi,
ortamda bulunan deoksinikleotid trifosfatlarin 5—3' yoniinde eklenmesiyle zincirin
uzamasint saglar. Bu 1s1 degisimi dongusinde DNA iki katina ¢ikmakta ve bu
tekrarlanan her déngiide DNA geometrik olarak artmaktadir (Sekil 4)3%3334%,
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PCR'nin etkinligi; onun 6zgullugl, verimliligi ve dogrulugu ile dlcultr. Y tksek
oranda Ozgul PCR, tasarlanmig hedef dizisi olan bir amplifikasyon drint olusturur.
Daha verimli amplifikasyon birkag dongt ile daha ¢ok Uriin olusturur. Ideal bir PCR,
yuksek 6zgullik, verim ve dogruluga sahip olmalidir. Calismalar bu U¢ degiskenin her
biri tampon sartlar, PCR dongi rejimi (Ornegin her bir basamagin 1si ve siiresi) ve
DNA polimeraz ¢esitli PCR bilesenleri tarafindan etkilenir®.

Sekil.4.Polimeraz zindir reaksiyon®.

olige A

P
oliga A * PCRDONGUSU . oiigoB

\\ oligo B = aiga A
/ eligo B

1. DEMATURASYON

2 PRIMER ANMEALING

L
2 2K LZAMA !
3. ZINCIR UZAMASI Y
Y

2.10.1.Polimeraz Zincir Tepkimesinin Bilesenleri

Polimeraz zincir tepkimesinin kesin kosullari ve donginin her bir basamaginin
zamani; Ornek, amplifiye olacak bolgenin uzunlugu ve primerlerin dizisi tarafindan
belirlenir. Tepkime kosullari degisken olup en yiksek duyarliklik icin dikkatlice
ybnetilmeye ve en verimli hale getirilmeye gereksinim duyar. Bu nedenle en uygun
kosullar asagida siralanmis PCR bilesenlerinde yapilacak diizenlemeler ile saglanir®®:

e Enzim (Tag DNA polimeraz )

e Deoksinukleotit Trifosfatlar (ANTP)

e Magnezyum Derisimi

e Tampon
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e Oligonukleotit (primer)
e Hedef Diziler

e |silar ve DONQU Sayisi

2.10.1.1.Enzim

Tag DNA polimeraz enzimi Thermus aquaticus dan elde edilmis 1siya dayanmikli
bir DNA polimeraz enzimidir. Bu enzimin degisik rekombinat tipleri Gretilmistir ve bu
enzim 5'-3 polimerizasyona bagimli ekzonukleaz etkisi tasirken 3'- 5 ekzonukleaz
etkisi yoktur. PCR tepkimesinde diger degiskenlerin elverisli oldugu kosullarda bu
enzimin Onerilen derisim araligi, 100 pl'lik tepkimede 1-5 Unite arasindadir. Taq
polimeraz enzim derisimi yiksek ise jel goruntusiinde 6zgul olmayan arka plan Grinler
olusabildigi gibi dusik oldugu durumlarda istenilen PCR tepkime Urtnleri elde

edilemez®*%,

2.10.1.2.Deoksiniiklectit Trifosfatlary

PCR tepkimesinde hedef dizinin bilesimi ve uzunlugu igin uygun en disuk
dNTP derisiminde karar kilinmalichr. Ornegin, 100 plI’lik tepkimede 20 pM’lik her bir
dNTP derisimi teorik olarak 400 b¢'lik bir dizinin 10 pmol’ini ya da DNA’'nin 2,6
Mg 1 sentezlemek icin yeterlidir. Her bir dNTP nin 20200 uM arasindaki derisimi
verim, 6zgulluk ve dogruluk arasindaki en iyi denge ile sonuglanmaktadir. PCR’nin
hem 6zgulligi hemde dogrulugu distk dNTP derisimleri kullanilarak artirilir. Distk
dNTP derisimleri hedef olmayan yorelerde hatali kullammu en aza indirger ve hatali
birlesmis niikleotitlerin uzama olasilig: azaltir®.

2.10.1.3.M agnezyum Derisimi
PCR tepkimesinde magnezyum derisimi primer yapismasini, hem kalip hem de
PCR Urininun zincir ayrisma silarin, drdn 6zgulligind, primer-dimer kalintilarinin

olusumu ile enzim etkinligini ve dogrulugunu etkileyebilmektedir. Tag DNA polimeraz
kalip DNA, primerler ve dNTPler ile baglanmisin Uzerinde serbest magnezyum
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gerktirmektedir. Bundan dolay1r PCR’ler toplam dNTP derisiminin Uzerinde 0.5-0.25

mM magnezyum icermelidir**®,

2.10.1.4.Tampon Icerigi

PCR icin onerilen tampon 10-50 mM derisimdeki 20 °C'de PH 8,3 ile PH 8,8
arasindaki Tris HCI'dir. Tamponun igerisine primer yapismasin kolaylastirdigi igin
potasyum klorir (KCI) veya sodyum Kklorir (NaCl) eklenebilmektedir. NaCl ve KCI 50
mM Uzerindeki derisimlerde Taq polimeraz enziminin etkisini engellemektedir. Jelatin
ve Bovin serum albumin (BSA, 100 pug/ml) ve Tween 20 veya Laureth 12 (%0.05-0.1)

gibi iyonik olmayan deterjanlar enzimi karal1 kilmada yardimei olurlar®>,

2.10.1.5.0ligonuklectitler (Primer)

Bir PCR’de basaril1 bir amplifikasyon icin oligonukleotitler (primerler) dogru
tasarlanmalidir.  Secilmis primer dizilimi PCR Urdntnin buydkltglt  ve yerini
belirlemesi yaninda trtin veriminde 6énemli oldugu gosterilmis bir fiziksel degisken olan
amplifiye Gronin primer yapisma sicaklhigim (Ty) tammlar. Primerin 0.1-0.5 uM
arasindaki derisimi genellikle en elverisli olamdir. Daha yiksek primer derisimleri
hatal1 dizilimlemeye neden olabilmektedir®>=.

Tipik olarak primerler %50-60 Guanin+Sitosin (G+C) bilesimine sahip 18-28
baz uzunlugundaki nikleotitlerdir. Bir primer ciftinin hesaplanmis primer yapisma
sicakligr (Tm) dengelenmis olmalidir. Bu amag igin pratik olarak Adenin (A) veyaTimin
(T) icin 2°C, Guanin (G) veya Sitosin (C) icin 4°C'lik hesaplama kullanilabilir.
Uygulamaya bagli olarak 55°C ile 80°C arasinda Ty, istenilir. Primer-dimer kalintilarinin
olusumuna neden olmasi ve istenilen Urdn verimini azaltmasi nedeniyle primer
ciftlerinin 3’ uclarindaki eslesmeden sakinilmalidir. Ayrica primerlerin 3’ uglarinda C
ve G'lerin serbestge kullammi (3 ya da daha fazla) G+C den zengin dizilerde hatall
dizilimlemeler olusturulabilir. Olast ise primerler icinde palindromik diziler olmasindan
sakinilmalidir®®.
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2.10.1.6.Hedef Diziler

Hedef diziler dogrusal DNA’lardan ¢ok kapali dairesel DNA’lar1 da tasidigindan
belirgin sekilde daha az etkin olarak amplifiye edilir. Bundan dolay: polimeraz zincir
tepkimesinde kalip olarak kullaniimadan 6nce plazmit DNA lar1 dogrusal hale getirmek
istenir. Kalip DNA’daki hedef dizilerin derisimi belirgin olarak kosullara gore degisir
ve siklikla deneycinin kontrolii altinda degildir®.

2.10.1.7.Islar ve Dongl Sayis

Tipik denatiirasyon kosullar1 95°C de 30 saniye veya 97°C de 15 saniyedir.
Zincir ayrigsma 1sisinda (Ts) DNA’y1 denatire etmek yalmizca birkag saniye almakla
birlikte geri kalan tepkime tiipiiniin i¢ kenarinin T« ye ulasma zamanidir®*,
Primer yapismast icin gerekli zaman uzunlugu ve 1sisi amplfikasyon primerlerinin baz
icerigine, uzunluguna ve derisimine baglidir. Uygulanabilir yapisma 1sist amplifikasyon
primerlerinin gercek Tm nin 5°C altindadir. Tag DNA polimeraz 1silarin sinir araliklar
Uzerinde etkin oldugundan primer uzamasi yapisma basamagini da kapsayan dusik
1silarda olusacaktir®®>’.

Polimeraz zincir tepkimesinde diger degiskenlerin en elverisli oldugu kosullarda
dongu sayisi, hedef DNA’ nin baslangig derisimlerine bagli olacaktir. Bir tek kopya geni
amplifiye etmek amaciyla 40 dongliden daha fazla dongl yapiliyor ise PCR ile ilgili

bazi ciddi hatalar vardir™.

2.11. RESTRIKSIYON FRAGMENT UZUNLUK POLIMORFIizZMi

(RFLP)

Restriksiyon enzimleri (RE), cift iplikcikli DNA’da spesifik bolgelerden kesim
yaparak, DNA’dan bir genin veya gen tasiyan bir DNA segmentinin ¢ikarilmasinda
etkin fonksiyonlar1 olan enzimlerdir® .

DNA’'nin bu enzimlerden bir veya birkaci ile kesime ugratildiktan sonra, agaroz
jel elektroforezine tabi tutulmas: ve sonra ethidium bromid ile boyanan jelde olusan
DNA bantlarinin yeri ve sayisi kiyaslanarak elde edilen cesitlilige “restriction fragment
length polymorphism” ad: verilmektedir (Sekil.5)%*%.
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Simdiye kadar U¢ degisik tipte restriksiyon enzimine rastalanmustir. Her tip ayri
ayri hem kisitlama hem de modifikasyon (metilasyon) aktivitesini beraberinde
gostermektedir ve cift zincirli DNA’y1 kirmaktadir. Tip 1 restriksiyon enzimlerinde;
aym protein molekdl icinde metilaz ve nikleaz aktivitesi gozlenmektedir. Taninan dizi
herhangi bir simetri gostermemektedir ve kopma bu diziden uzakta gerceklesmektedir.
Orn: EcoB icin tamma bolgess TGANgTGCT dizinimi olup bundan 1 b uzagim
kesmektedir. Tip Il restriksiyon enzimleri; diziyi tam orta nokasindan ayirmaktadir.
Hemen hemen hepsi homodimer yapidadir ve alt birim molekul agirliklari 3040 kDa
arasinda degismektedir. Ornek: EcoRI enzimi Tip Il restriksiyon enzimleri; hem
endontikleaz hemde metilaz aktivitesini birlikte gosterir. ATP kullanmaz ve sadece bir
DNA iplikcigini modifiye eder. Kirilma bolgesi tamma bolgesine gok yakindir. Ornek :

EcoPl enzimi®®,

Sekil.5.Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi®.

<od :.E,'JJLLEJ_UJ_J_LLLLELE
" :
2 a 1 1 Pt
CoD = wp-  IIINOTIL:
D:' 6% RN ferward 3 &
Dala prener ile eiien POR
(rini

Restriksiyon enzimi lla

kesden POR ik
| —
f:IIEIIIIEIIII; NiLH
- & Wi S E Ty
o o= o= STOICIIL 1T
| — 5' i 1\ f T 3
LT, JIITIII L
Hesian POR wririerinm .
jeldeli fragment
geintizai,

2.12.L EISHMANIA GENOTIPLERININ PCR iLE BELIRLENMESI

Leishmania’'mn tamst icin serolojik testler, mikroskop bakist ve kultdr
yontemleri kullanidmaktir. Ancak bu yontemler ile morfolojik benzerliklerinden dolay:

Leishmania'mn  tir tayini  yapilamamaktadir. Patojen Leishmania tdrlerinin
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siniflandiriimast igin izoenzim elektroforez (zimodem analiz), monoklonal antikorlar
veya minicircle DNA problar1 gibi ture spesifik problar ile hibridizasyon yontemleri
kullanilarak  ¢esitli  biyokimyasal, immunolojik ve  molekiler  metodlar
kullamil maktachr®®,

Son vyillarda Leishmania’min tir tayini icin PCR'a dayali yontemler
gelistirilmistir. Leishmania'mn PCR’a dayali molekiler tarmsi icin yaygin olarak
genomik DNA (gDNA) ve kinetoplast DNA (KDNA) kullanilmaktadir. Kilttrden, insan
dokusundan, tatarciktan ve diger omurgali konaklardan Leishmania’ nin PCR
amplifikasyonu igin SSU rRNA geni, tekrarli dizilimler, internal trankript spacer (ITS)
gen bolgesi, tubllin geni, gh63 gen lokusu, splice leader mini-exon (SLME) gibi farkl:
gen bolgeleri kullanilmaktadir. Leishmania nin her tiriinde 10000"den 20000’ e kadar
minicircle bulundugu icin Leishmania tanmisinda kDNA ile ¢alismak ¢ok uygundur.
Kutantz Leyismanyoz olgularinda etken Leishmania tdrlerinin tamst igin yapilan
calismalarda rRNA (40-200 kopya) genlerinin ITS | gen bolgesi ve SLME (100-200
kopya) genlerinin PCR analizinde kullanilmaktadir. Bu gen bdlgelerinin PCR Urinleri

uygun restriksiyon enzimler ile kesildiginde tiir tayininin yapilabil mektedir®“.

2.12.1.KINETOPLAST DNA (kDNA)

Kinetoplast genomu biyik heterojen minicirle bolgeleri ve az sayida maksicircle
yapilarindan olusmaktadir. Maksicircle 16-17 kb bilydkligunde kodlanan bdlge ile
turler ve hatta suslar arasinda farklilik gosteren, yiksek oranda degisken olan
kodlanmayan bolgelerden olusmustur®*.

Minicircle'in buyudk bir kismi degisik nikleotid diziliminden olusmustur.
Leishmania tirlerinin bazilarinda minicircle blyUkligl degissede yaklasik 800 bg
uzunluguna sahiptir. Alt simiflarda farkli nikleotid dizilimine sahip olmasina ragmen
bitin Leishmania tarlerinde 120 bg uzunlugunda korunmus aymi nikleotid dizilimini
tasimaktadiriar®.

Leishmania tdrlerinin genotiplendirilmesi igin gelistirilen birgok molekuler
metod her hiicrede 10.000-20.000 minicircle varligindan dolay: polimorfik KDNA

minicircle Gzerinde odaklanmistir. Bu nedenle kDNA PCR yontemi oldukga sensitif
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olacaktir. Farkli Yeni ve Eski Dinya Kutandz Leyismanyoz tdrlerinin kDNA dizi
analizi arasinda oldukca fazla dizi farkliligi bulunmaktadir®®°,

2.12.2INTERNAL TRANSCRIBED SPACER (ITSI) BOLGESI

Miniekzon geni her nikleer genomda 100-200 kez tekrar etmektedir ve omurgal
konaklar ile omurgasiz vektorlerde bulunmamaktadir. Leishmania turlerinde tekrarl
miniekzon geni iginde bulunan transkript edilmeyen spacerlarin DNA dizi andlizi ile
dizisinin ¢ikarilmasiyla filogenetik bir marker olabilecekleri tespit edilmistir. Miniekzon
genin bu 6zelliginden dolayr PCR UrUnleri restriksiyon enzimi ile kesilerek tir tayini
mumkin olmaktadir. Restriksiyon enzimi ile elde edilen fragmanlarin uzunluklar: her
bir tr icin karakteristik olup tiir tayinini saglamaktadir®.

Leishmania’ nin tekrar eden miniekson gen bolgesinin her bir tekrarinda yuksek
oranda korunmus ekzon (39bg) ve cok fazla degiskenlik gostermeyen transkript edilen
intron bolgesi (55-101 bg) ve yuksek oranda degiskenlik gosteren transkript edilmeyen
spacer dizileri (51-341 bg) bulunmaktadir (Sekil.6). PCR amplifikasyonunda kullanilan
Fme ve Rme primerlenin yerlesimi sekilde gosterilmistir®,

Sekil.6. Leishmania’ nin tekrar eden miniekson gen bdlgesi.

Fme Rme
— - g

39 bp 53-58 bp 39 bp 53-58 hp
Transcribed Non-transcribed spacer Transcribed
51-341 bp
- -8 >
Repeat 1 Repeat 2

Fme ve Rme primerleri kullanilarak elde edilen PCR rtnlerinin uzunluklarinin

farkli Leishmania komplekslerde, farkli uzunluklarda oldugu tespit edilmistir. Ama her
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bir tire spesifik degildir. Fme-Rme primerleriyle yapilmis ¢alismada her bir tirde elde

edilen PCR urtiniin uzunlugu ve restriksiyon enzimi ile kesildiginde elde edilen fragman

uzunluklar: sekil.7’ de gosterilmistir®.

Sekil.7.Mini-ekson PCR-RFLP genatipleri.

PCR products:

L.noiffl [X&a54)

L nciff] [AY155508]
L panormensis [(X&2450)

L panomensis [AY155509)
L brozibensls [%67441)

L guyanensls [X&6P452)

L oenaiono [AY1555048)
Ege l:

Rsa = » Lnaiffi

Hae lll s L braziliensis
L perudong

Nco le» Lguponansiz
Lponarmensis
Lonamensis

New World Viannia (220-226 bp)

220
221
223
226
226
226
2264

no digest*

13981
13%/82

118108
Tenor

173153
223
173/53

New World Lelshmania (283-443 bp)

PCR producis:
Lamozonenss | (LOS000)

Lamazonensis | (X64317)
L.mexicana [xao447]"
Lmexicona (AY155508)
L.colombisnsis [&Y155502)
L. Zuialanst [A¥1558507)
L.chogas * [69446)
A
Eae | +—» L omazonensis

Mbao s

Not |«

Miu 1+

EcoT2|s

Lormczonensis
Lmexicana
Lmesxicang

L colomixansis
Lvanezuslenss
Lhagosi |
Lehagasi Il

- L.oolomblenss

* L Vanazuaiansls
Lmesicang
Lrmenicang

* L mexicana
Lmexieang

-~ L armazonsnss |
Lamazonansis I

285
283
308
327
420
443
418

155/130

145136
14910257
112102/60/53
277143

1381 20/24/70/21
245M104/41/28
327108

309111

232119001
159149
1651462

214/94
233/94

194/91
200783

Old World Leishmania (378-435 bp)

PCR products:

L.cfonovani | [{&5453) 378

1 donovani || (X&9456] 389

L cianovons Il [X&2443] 424

Linfonturm xs9445" 434

Linfanturr [AY155503] 435

L fropica [X&9451] 403

L kellilekd [AY155504] 402

L oethiopico [%465788) 406

Laethiopica [AY155501) 418

Lrmajar (X69449) 427

|

Eage | s« [conovani | 184/107/87
Ldonovani Il 281108
L donovani il 230107/87
Linfanturn J26/108
Linfanturm 327/ 108
L fropica 227178
L killickd 2321170
Laoethiopico 213193
Laethionicg 274142
Lrmayfor 12511 9/%2/70/21

Smg |+ [ gathiopica 208198

l L oethiopica 28197

Neo | = L aonovani | 274104
Lodonovan 2841105
L.donavand Il 32004
Linfarfum 326108
Lanfarifum 33005

Hae s Liropico 225178
L kalicki 230172
Lmgjor 127/68/60/59/39/38/21/15

C.fascioul

318/88

Kutanz Leyismanyoz olgularinda yapilan PCR calisgmlarinin sonunda KDNA
Leishmania tamsi koymak igin en uygun gen bolgesidir. Cinkii KDNA' nin kopya sayi1st
SLME ve ITSY e gore 50-250 kat daha fazladir; amplikon uzunlugu kicukttr. Parazit

DNA titrasyon deneylerinde 13A ve 13B primerleri
amplifikasyonda <0.001 parazit/reaksiyon esdeger DNA tespit edilebilirken, SLME ve
ITSI PCR'da srasiyla 10 ve 0.2 parazit/reaksiyon esdeger DNA  tespit

edilebilmektedir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1.GERECLER
3.1.1.Cihazlar

Termal cycler (Biometra)

Minigel elektroforez tanki (MaxFill)
DusUk voltajl1 gic kaynag: (Consort E815)
Santrifuj (Universal)

Hassas terazi (Universal)

Derin dondurucu (Bosch)

UV lamba (Biometra)

3.1.2Kimyasal M alzemeler

Taq polimeraz (Fermentas)
dNTP mix (Fermentas)
Magnezyum klorir (Fermentas)
10 X PCR Tamponu (Fermentas)
Etihyum bromir (Sigma)
Proteinaz K (Sigma)

Brom fenol mavisi (Sigma)
TrisHCI (Takara)

KCI (Takara)

Amonyum Klorir (Takara)
Amonyum bikarbonat (Fermentas)
Sodyum klortr (Fermentas)
EDTA Nay(pH:7,5) (Sigma)
SDS (Sigma)

Fenol (Sigma)

Kloroform (Sigma)

Etil alkol (Sigma)
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3.2.0RNEK LERIN TOPLANMASI

Bu calismada 05.06.2006-15.02.2007 tarihleri arasinda, Adana merkez,
Imamoglu, Karaisali, Kozan ve Y Uregir ilcelerine bagl kdylerde yasayan, viicutlarinda
Kutantz Leyismanyoz stpheli lezyon bulunan 64 kisiden alinan smear ve 50 kisiden
alinan aspirasyon sivilar: olmak tizere toplam 114 6rnek calisildi. Kutandz Leyismanyoz
sUpheli lezyonlardan birkag: sekil 8' de gosterilmistir.

Adana il saglik mudurluginden saglanan resmi izin belgesi ve arag ile 9 ay
boyunca haftada bir giin Adana merkez koyleri basta olmak (izere Imamoglu, Karaisals,
Kozan, Y Uregir ilgelerine ve bu ilcelere bagli koylere gidilerek Kutandz Leyismanyoz
taramasi yapildh.

Koylulere 6ncelikle Kutantz Leyismanyoz enfeksiyonu hakkinda bilgi verildi.
Daha sonra Kutantz Leyismanyoz sUpheli oldugu duistnilen hastalara aydinlatilmis
onam formlar1 dolduruldu ve bu ¢alisma icin onaylar1 alindi (Ek.1). Calismaya katilan
hastalardan Kutantz Leyismanyoz stipheli lezyonlarinda amastigot varligint mikroskop
ve PCR yontemi ile tespit etmek icin hem smear hem de aspirasyon sivisi 6rnekleri
alindu.

Sekil .8.Kutandz Leyismanyoz siipheli bazi hastalardaki lezyonlar.

L]
: -~
L
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3.2.1.Aspirasyon Sivilarinin Alimi

Daha 6nceden laboratuarimizda hazirlanmis ve steril edilmis % 0.9'luk sodyum
klorirden (NaCl) 0.5 ml. insilin enjektérine alindi. Kutantz Leyismanyoz sipheli
lezyon %70’ lik alkol ile temizlendi. insiilin enjektori ile lezyonun saglam deriye yakin
olan kenarindan lezyona girildi ve steril sodyum klortr ¢ozeltisi lezyonun icerisine
birakildiktan sonra lezyon icindeki sivi enjektor ile geri ¢gekildi (Sekil 9).

Alinan aspirasyon sivisi iki ayr1 temiz ependorf tlplerine esit miktarda
paylastirildi. Bu aspirasyon sivilarindan birinden yayma preparat hazirlamp giemza ile
boyandiktan sonra mikroskopta 100'lUk objektifte incelendi. Amastigot gortlen
preparatlar pozitif (+) olarak, amastigot gorilmeyen preparatlar negatif (-) olarak
degerlendirilip sonuglar Kutandz Leyismanyoz siipheli hastalara bildirildi. Igerisinde
aspirasyon sivisi bulunan diger ependorf tiipleri PCR calisilmak tizere 0°C’ de sakland.

Sekil.9. Aspirasyon sivisinin alim.
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3.2.2.Smear Orneklerinin Alim

Kutandz Leyismanyoz sipheli lezyon %70’lik alkol ile temizlendikten sonra
steril 5'lik bistri ile lezyonun saglam deriye yakin olan kenarindan kazinti: drnekleri
alindi ve alkol ile temizlenmis iki lamin Uzerine yayma yapildi (Sekil.10).

Yapilan bu yaymalardan biri giemza boyasi ile boyanarak mikroskopta 100’ [Uk
objektifte incelendi ve amastigot gorilen preparatlar pozitif (+), amastigot gorilmeyen
preparatlar negatif (-) kabul edilip, Kutantz Leyismanyoz stpheli hastalara (+) veya (-)
sonuclar bildirildi. Diger yayma preparatlar ise PCR calisilmak tizere 0°C’ de saklandi.

Sekil.10.Smear drneginin alimu.
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3.3 ASPIRASYON SIVISI VE SMEAR ORNEKLERINDEN DNA
iZOLOSYONU

0°C'de saklanan aspirasyon svilari oda sicakligina cikartildi ve gozillmeleri
beklendi. 0°C’ de saklanan smear 6rnekleri 5'lik bistiirii ile lamin tizerinden kazinarak
temiz bir ependorfa aktarildh.

Farkli ependorf tUpleri icinde bulunanan aspirasyon sivilari ve smear
orneklerinde saptanabilecek Leishmania amastigotlar1 proteinaz K, sodyum Klorir ve
TrissEDTA ile muamele edilerek Leishmania amastigotlarinin hiicre zar1 pargalandh ve
proteinler hidroliz edildi. DNA, fenol-kloroform ile hiicre zar1 ve atiklarindan
arindirildiktan sonra saf etanolde ¢okturilerek elde edildi.

3.3.1 Cozeltiler

1. Pargalayici (Lizis) Tampon: 3.570 g Amonyum Klorir ve 0.0350 g Amonyum
bikarbonat distile suda ¢ozulerek 1 L’ye tamamland.

2. Tampon:

4M NaCl 3.75ml
0,5M EDTA Na, (pH 7.5) 5.0ml
SDS (%0.1) 100 mg
Proteinaz K (25mg/mL) 0.2 ml

Distile suda ¢cozilerek 100 mL’ye tamamland:.

3. Doymus Fenol Cozeltisi: Kristal halde 250 g fenol, 50 mL distile suda eritildi.
Uzerine pH’s1 8'e ayarlanmis 50 mL tampon eklenerek Karistirildh. Fenol ve su fazi
ayrildiktan sonra Ustte kalan su fazimin pH’st 8.0'1n altinda ise su fazi alindi ve pH 8.0
olana kadar bu islem tekrar edildi. Son olarak Ustte bir miktar tampon birakilarak +4
°C’de ve koyu renkli cam sisede saklandi.

4. Kloroform

5. %70'lik Etil Alkol: 70 mL saf etil alkol Uzerine 30 mL saf su ilave edilerek
hazirland.
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3.3.2. Yontem

1. 1 mL aspirasyon sivist veya 1 mg smear Orneginin Uzerine 3 mL soguk
parcalayici tampon eklendi.

2. +4°C de 5000 rpm'de 5 dakika santrifljj edilerek sipernatant atildh ve bu islem
iki kez tekrarlandh.

3. Pelletin Uzerine 1 mL tampon (NaCl, EDTA, SDS, Proteinaz K, distile su)
eklenerek hafifce karistirildi ve 37 °C’ de bir gece bekletildi.

4.Sire sonunda tuplere 400 uL fenol, 400 uL kloroform eklendi ve bu karisim
5000 rpm’'de 3 dakika santrifiyj edildi. Altta kalan fenol klorofom karisimi atilip bu
islem iki kez tekrar edildi.

5. Ayni islemiki kez kloroform ile tekrar edildi.

6. TUpler santriflij edilerek slpernatant 5 mL %95’ lik etil alkol igine aktarilip tip
yavasca alttist edilerek DNA’nin ipliksi bir gorinim almast saglandi. DNA ipliksi bir
gorinim aldiktan sonra 13.000 rpm'de 3 dakika santrifiij edilerek DNA ¢Okeltisi elde
edildi.

7. SUpernatan dokulerek DNA’nin kurumasi igin tlp ters cevrildi.

8. Pelletin buyuklugine gore Uzerine 40-100 ulL saf su eklenip DNA’nin
coziinmesi icin bir gece 37 °C’ de bekletildi.

9. Elde edilen drtnlerin DNA olup olmadigint anlamak igin drneklerimiz %2’ lik
agaroz jelde 100V’ da 30 dk ydratuldu. Ultraviyole (UV) 15181 altinda DNA fragmanlar:

gorilen ornekler calismamn devaninda kullamld.

3.4 AMPLIFIKASYON IiCIN GEREKLI COZELTILER VE KIiMYASAL
MADDELER

3.4.1. Cozeltiler

1. 10X (NH4)2SO4 Tamponu
700 mM/L Tris-HCI (pH:8.8)
200 mM/L (NH4),SO,
% 0.1 Tween 20
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2. PCR Karigimi

10X (NH4)2SO4 Tamponu SuL
12,5 mM dNTP karigimi 1L
25 mM MgCl, SpuL
Steril distile su 33 L

3.Primerler: PCR ile mikroskop bakisini karsilastirmak amaciyla Leishmania
kinetoplast DNA’sina ait olan ve en az 10 parazite kars: duyarli olan 13A ve 13B
(Alpha DNA) primerleri kullanmldi. Leishmania tiplendirmesi yapmak igin Leishmanai
parazitinin kinetoplast DNA’sindan daha spesifik, miniekson gen bolgesine ait olan
Fme-Rme (Alpha DNA) primerleri kullanildh.

Cizelge 3. Leishmania cinsine spesifik primer dizilimi®",

13A 5-TTGACC CCC AACCACATT ATA-3

13B 5- GTG GGG GAG GGG CGT TCT -3

Fme 5- ACA GAA ACT GAT ACT TAT ATA GCG -3

Rme 5- TAT TGG TAT GCG AAA CTT CCG -3
3.4.2. Yontem

Gen amplifikasyonu, Thermal Cycler ile 1stya dayanikli mikrotupler igerisinde
yapildi. Amplifikasyon tuplerinin yerlestirildigi bir 1s1 blogu ve 1s1 degisimlerini kisa
siirede gerceklestiren bir mikro islemciden olusan bu alette termal dongl protokolleri

Onceden belirlenerek uygulandi.

3.4.3.Amplifikasyon K osullari

PCR karigimi 44 uL
5' Forward primer 13A veya Fme 0.5puL
3" Reverseprimer 13B veyaRme  0.5pL
gDNA (0.5-1 pg/mL) 5.0puL
Taq polimeraz (5 U/uL) 0.2 pL
Toplam hacim 50 pL’dir.
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3.4.4. Termal Cycler ile PCR Protokol

Amplifiye edilmek istenen DNA uzunluguna ve primer icerigine bagli olarak
sicaklik ve sire degismektedir. Bu ¢alismada kullandigimiz 13A-13B ve Fme-Rme

primerleri icin kullandigimiz PCR protokoltindeki sicaklik, siire ve dongl sayisi gizelge

4'te gosterilmektedir.

Cizelge 4. 13A-13B ve Fme-Rme primerleri icin kullanilan PCR program.

94°C  5dakika  On Denatlirasyon —1 dongi

94°C  1daskika Denatlirasyon

54°C 1 dakika Primer baglanmasi L
—40 dongu

72°C 1 dakika Zincir uzamasi

72°C  10dakika  Son ddnglde zincir uzamasi —1 dongu

3.4.5. Agaroz Jel Elektroforezi ve Orneklerin Y iritilmes

Bu calismada agaroz jel elektroforezi; amplifiye edilmis DNA molekilintin
tammmlanmasi, ayristirllmast ve saflastirilmast icin kullamildi. Agaroz jelde DNA
molekullerinin icerdikleri nikleotid sayisinin logaritmasi ile ters orantili olarak anoda

dogru go¢ etmektedir ve bu calismada, bu go¢ hiz1 jele es zamanl1 aplike edilen DNA

markeri (50bp Bio Basic) ile birlikte degerlendirildi.

3.4.5.1. Cozeltiler

1. 5xTrisBorat EDTA (TBE) Tamponu pH 8.0:

Trisbaz

Borik asit
EDTA [0.5M, pH:8.0]

5409
27549
20 mL

Bir miktar saf suda ¢oziinerek 1 L’ye tamamland:.
2. Elektroforez icin 0.5X TBE Tamponu:

5xTBE'den 10 mL alinarak saf su ile 200 mL’ye tamamland.

3. %3'lik agaroz jel:
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3 g Agaroz 100 mL 0.5xTBE tamponu iceresinde gazli ocak Uzerindeki alevde
eritildi. Jel hafif soguyunca icerisine tarak yerlestirilmis jel aparatlarina dokuld.

4. 'Y Ukleme tamponu

Brom fenol Mavisi %00.05
Gliserol %10
Ficoll %15

0.5xTBE tamponu ile 100 mL’ye tamamland:.
5. Etidyum Bromur ¢ozeltisi:
Etidyum Bromir 5 pg/pL olacak sekilde saf suda ¢ozilerek hazirlandh.

3.4.5.2. Y ontem

3 gr agaroz tartilip temiz bir erlen icine alindi, Uzerine 100 mL 0,5 X TBE
tamponu ilave edildi ve bu karisim gaz ocag: Uzerindeki alevde homojen hale gelene
kadar 1sitildi. Erlen icerisindeki jel soguduktan sonra icerisine tarak yerlestirilen
elektroforez tankina dokuldu ve tank 0.5xTBE tamponuyla dolduruldu. Jel icindeki
tarak cikarilip aplikasyon kuyular1 tampon ile temizlendi. Amplifiye edilen 6rnekten 10
pL almip 5 pL yikleme tamponu ile karistirilarak kuyulara aplike edildi. Kuyulardan
birine fragman uzunluklarint degerlendirmek icin DNA markeri (50 bp Bio Basic)
aplike edildi. Bu jel 100 voltta 45 dakika yuratildi. Elektroforez sonrasi jel,
elektroforez tankindan ¢ikartilip etidyum bromr ile 1 dakika boyand: ve saf suda yarim
saat bekletilerek boya atiklarindan temizlendi. Ultraviyole 11k (UV) altinda gorilen
DNA fragmanlarimin fotografi gekilerek sonug degerlendirildi.

3.5. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polmorfizimi (RFLP)

Ultraviyole (UV) 15131 altinda DNA fragmanlariin  gorildigt Fme-Rme
primerleri ile amplifiye edilmis PCR 0rtnleri, tir tayini yapmak amaciyla Enterobacter
aerogenes (Eae 1) redriksiyon enzimi ile kesildi. Enterobacter aerogenes (Eae 1)
restriksiyon enziminin  Fme-Rme primerleri ile amplifiye olmus Leishmania
parazitlerinde kestigi gen bolgeleri cizelge 5’ de gosterilmektedir.

Amplifiye olmus her PCR Uriniunden 10 pL alimp PCR tlplerine aktarildi ve
Uzerlerine 1 uL Eae | (5U/ uL) enzimi ilave edildi. Bu karisim 37°C’de 1 gece inkiibe
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edildikten sonra %4’lik agaroz jelinde marker ile beraber yurattldd. Agaroz jel

etidyum bromir boyasi ile boyandiktan sonra fragman uzunluklari degerlendirildi.

Cizelge 5.Enterobacter aerogenes (Eae |) restriksiyon enzimi®,

Enzim K oken Tamma alan Tepkime sartlari

Eael Enterobacter aerogenes 5 -Py* GGCCPu-3 37°C 1 gece

Eael restriksiyon enziminin L eishmania parazitinde kestigi gen bolgeleri

Eael ....L.donovaniI...... 184/107/87
L.donovani Il..... 281/108
L.donovani Ill.... 230/107/87
L.infantum...... 327/108
L.tropica.......... 2271178
L.kilick........... 232/170

L.aethiopica....... 213/193
L.aethiopica....... 276/142

L.magjor............ 125/119/92/70/21
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4 BULGULAR

Bu calismada Kutan6z Leyismanyoz tamsinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu’ nun
kullanilabilirliginin belirlenmesi ve Kutantz Leyismanyoz'lu hastalarda etken tirlerin
PCR-RFLP ile tanimlamak amaciyla; aktif donemde olan 64 Kutandz Leyismanyoz
olgusundan alinan smear Ornegi ve siiregen donemde olan 50 Kutandz Leyismanyoz
olgusundan alinan aspirasyon sivisi ¢alisildi. Ornek alinan toplam 114 hastanin yasadig:
yer, yas, meslek ve lezyon ozellikleri ek.2’ de gosterilmektedir.

Aktif lezyonlu hastalardan alinan 64 smear 6rnegi giemsa boyasi ile hazirlanip
100X’ lik mikroskop altinda incelendi ve 30 tanesinin mikroskop bakisi pozitif (+), 34
tanesinin  mikroskop bakist negatif (-) bulundu. Siregen hastalardan alinan 50
aspirasyon sivisi da giemsa boyasi ile boyamp 100X objektif altinda mikroskopta
incelendi ve 12 tanesinin mikroskop bakisi pozitif(+), 38 tanesininde mikroskop bakisi
negatif(-) bulundu. Kutantz Leyismanyoz slpheli hastalardan alinan 64 smear drnegi ve
50 aspirasyon sivisi KDNA"da bulunan ve 10 Leishmania parazitine kadar hassas olan
13A ve 13B primerleri ile PCR calisildi. 13A ve 13B primerleri ile yapilan PCR
calismasinda agaroz jelde 120 bp uzunlugunda fragman veren ornekler pozitif kabul
edildi (Sekil.11-Sekil.12). 13A-13B primerleri ile PCR pozitif olan DNA ornekleri ile
tiplendirme yapmak icin Fme-Rme primerleri ile ¢alisildh ve agaroz jelde 400-500 bp
uzunlugundaki fragmanlar pozitif kabul edildi (Sekil.13).

PCR ile mikroskop bakisi pozitif olan 30 smear drneginin 30 tanesinde PCR
pozitif (+), mikroskop bakisi negatif olan 34 smear 6rneginin 14’ inde PCR pozitif (+)
sonug bulundu (Cizelge 6). Mikroskop bakisi pozitif olan 12 aspirasyon sivisinin 12'si
PCR’ da pozitif, mikroskop bakisi negatif olan 38 aspirasyon sivisinin 12 tanesi PCR’ da
pozitif bulundu (Cizelge 7).
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Cizelge.6.Smear orneklerinin mikroskop bakiss ve PCR yontemi ile ede edilen sonuglarin

karsilastirilmas.

Mikroskop (+) Mikroskop (-) Toplam
PCR (+) 30 14 44
PCR (-) 0 20 20
Toplam 30 34 64

PCR Hassasiyet (Sensitivite) = 30/ (30+0) x 100 = % 100
PCR Seicilik (Spesifite) = 20/ (20+14) x100 = %58.8

Cizelge.7.Aspirasyon sivilarimin - mikroskop bakist ve PCR yontemi ile elde edilen sonuglarin

karsilastiriimast.

Mikroskop (+) Mikroskop (-) Toplam
PCR (+) 12 12 24
PCR (-) 0 26 26
Toplam 12 38 50

PCR Hassasiyet (Sensitivite) = 12/ (12+0) x 100 = % 100
PCR Secicilik (Spesifite) = 26 / (12+26) x 100 =% 68.4

Siregen Kutandz Leyismanyoz olgularindan alinan aspirasyon sivilarinda PCR
seciciliginin aktif Kutandz Leyismanyoz olgularindan alinan smear orneklerinin
seciciligine gore daha fazla oldugu tespit edilirken her iki 6rnek c¢esiti icin PCR
hassasiyetinin % 100 oldugu tespit edildi.
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Sekil.11.13A-13B Primerleri ile amplifiye olmus aspirasyon sivilarimin PCR sonuclari.
1.100bp’lik Marker (Bio Basic)
2.Pozitif kontrol
3.Negatif kontrol
4-9, Hastalardan alinan drnekle
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Sekil.12.13A-13B Primerleri ile amplifiye olmus smear érneklerinin PCR sonuclari.

1.100bp’lik Marker (Bio Basic)
2.Negatif kontrol
3.Pozitif kontral
4-9. Hastalardan alinan érnekler



13A ve 13B primerlerine ile pozitif bulunan o6rneklerden 15'inin DNA’si
Leishmania parazitinin miniekson bolgesine ait olan Fme-Rme primerleri ile ampilifiye
edildi. Leishmaniatrleri arasinda miniekson bolgesi uzunlugu farklilik gostermektedir.
Agaroz jelde 400-500 bp uzunlugunda fragman gortlen PCR urdnlerinin tiplendirilmesi
icin Eae | restriksiyon enzimi ile kesildi. Amplifiye olan PCR Urtnlerininin agaroz jel

goruntust sekil 13 gosterilmektedir.
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Sekil.13.Fme-Rme Primerleri ile amplifiye olmus PCR Urtnleri.
1.50bp’lik Marker (Bio Basic)
2-6. Hastalardan alinan ornekler
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Fme-Rme primerleri ile amplifiye edilen ve Eae | restriksiyon enzimi ile kesilen PCR
Urdnd 50 bp’lik DNA marker ile yurattldi. Agaroz jeldeki fragmanlar cizelge 5 deki
verilere gore degerlendirildi ve 327/108 bp uzunlugundaki fragmanlar Leishmania
infantum olarak kabul edildi. 15 Leishmania parazitinin hepsinde Leishmania infantum
turleri tespit edildi. Leishmania infantum tirlerine ait jel gorintist sekil.14'de

gosterilmektedir. Leishmania major ve Leishmania tropica tirlerine rastlanmadh.
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Sekil.14. Eae | restriksiyon enzimi ile kesilmis RFLP sonuclari.

1.50bp’'lik Marker (Bio Basic)
2-6. Leishmania infantum
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S.TARTISMA

Ulkemizde cogunlukla Leishmania tropica’mn etken oldugu ve antroponetik
tipteki epidemilerle 6zellenen Kutandz Leyismanyoz’' unun prevalanst 1950’1 yillardan
nce basta Giineydogu Anadolu Bélgesi olmak (izere biitiin yurtta cok yilksekti* 443,

Adana, Osmaniye ve Hatay'dan her yil artan sayilarda olgu bildirimi
yapilmaktadir. Hastalik Adana nin ilgelerinden olan Karaisali'da son yillara kadar
sporadik seyir izlerken son iki yil icerisinde bu ilgede ¢ok sayida hasta gorilmesi yeni
endemik odaklar olustugunu vermektedir. Cukurova bolgesi i¢in endemik odaklarin
Kozan ve Karaisal1 oldugu saptanmustir*#2#,

Kutantz Leyismanyoz'un belli bir bolgede sikliginin artmast o bolgede olusan
cevresel ve ekolojik degisikliklerin yam sira, insan hareketleri ve sosyoekonomik
duzeyi ile yakindan iliskilidir. Hastaligin endemik oldugu bolgelerde yeni yerlesim
merkezlerinin kurulmast ve bu bolgelerde niifus yogunlugunun artmast hastaligin
yayilmasinda 6nemli bir etkendir. Ayni zamanda endemik bélgeden endemik olmayan
bolgeye gecici tarim isciligi gibi nedenlerle buyuk kitlelerin go¢ etmesi de 6nemli diger
bir etkendir®.

Calisma kapsamimizda olan bireylerin %95'i  ciftcilik ile ugrasan ve
Phlebotomus'larin (tatarciklar) yaygin oldugu saatlerde tarlalarindaki trtinleri sulamak
amaciyla dere kenarlarinda veya su kanallar1 etrafinda bulunan, yaz aylarinda evlerin
damlarinda yatan kisilerdi. Bu Kisilerin sosyoekonomik diizeyleri diisik olmakla birlikte
hastalik hakkinda yeterli bilgileri de yoktu. Calismamiza katilan kisilerin yas
ortalamalar1 27 ve o6rnek alinan supheli lezyonlarin %901 kollarda bulunmaktayd.
Klinik olarak bu hastalarin 64’ i aktif lezyona, 50'si ise iki ile dort yil arasinda degisen
siiregen lezyona sahiptiler. Aktif lezyona sahip hastalarin mikroskop bakilarinin negatif
olarak degerlendirilmesi alinan 6rneklerde yeterli amastigotun bulunmamasinda ileri
gelmektedir. Siiregen lezyona sahip hastalarin dogrudan mikroskop bakilarimin negatif
olarak degerlendirilmesi ise, lezyonlarin siiregen olmasi ve parazit sayisinin bu tip
lezyonlarda cok az olmasindan ileri gelmektedir. Bu nedenle klinik olarak tam
konmasina ragmen giemza ile boyal1 preparatlarda parazit gorilememektedir.

Kultdr ortaminda da bu lezyonlardan parazitin Gretilmesi giiclesebilmektedir.
Lezyon orneklerinden aspirasyon sivilarinin alimp kltirlerin yapilmast 6zellikle bazi
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Leishmania suslari icin oldukgca zordur. Her sus aym besiyerinde Urememektedir.
Ornegin Nikaragua min belli bolgelerinde cok iyi calisan besiyerleri her bolgede aym
basarty1 gosterememektedir®,

Kutandz Leyismanyoz’ da serolojik yontemler ile ¢cok disUk titrede saptanabilen
veya hi¢c saptanamayan antikorlar olustugu icin tamda serolojik test tercih
edilmemektedir. Leishmania deri testi (LDL) hiicresel bagisikligi gostermekte ve lezyon
kabuklanmaya baslar baglamaz pozitif olmakta ve siresiz olarak Oyle kalmaktadr.
Yanlis pozitiflikten dolay: LDL testi 6zgul degildir. Ayrica serolojik testler ve LDL testi
eski ve yeni enfeksiyonu ayirt edememektedir®.

PCR yontemi ¢cok az sayida amastigotu bile analiz edebilmesinden dolayi,
Ozellikle Kutandz Leyismanyoz olgularinda oldukga 6nemli ve anlamli bir yontemdir.
PCR yontemi parazit DNA'sinin gosterilmesi, organizmalarin mikroskop bakisinda,
serolojik testlerde ve kiltirde gosterilmesinden Ozellikle siiregen olgularda oldukca
duyarlidir®.

Klinik olarak Kutantz Leyismanyoz ile karisan diger lezyonlarin ayirt
edilmesinde ve hastaya uygulanacak tedavi segiminde tamda PCR ve molekuler
tiplendirmede RFLP onemli yer tutmaktadir. TUr ayriminda izoenzim elektroforezinin
kullanilmasi son zamanlarda kullanilan bir yontemdir. Ancak bu galismalar icin biyuk
hacimde parazitin elde edilmesi gerekir. Bu yontem, endemik Ulkelerde kullamlabilecek
bir yontem degildir. Cuinkii uygulamast zor ve cok maliyet gerektirmektedir™*’.

Son zamanlarda Kutandz Leyismanyoz parazitlerinin tamsi ile pek cok
arastirma yapil mistr.

Aviles ve arkadaslar®® kiltir yontemini esas olarak almuslardir ve Kutanz
Leyismanyoz stipheli 24 hastada PCR, mikroskop bakisi, histopatolojik boyama ve 1gG
duzeylerine bakmuglardir. Elde ettikleri sonuclara gore PCR’da duyarlilik %92,
mikroskop bakisi %42, histopatolojik boyamada %33 olarak bulmuslardir®.

Al-Jawabreh ve arkadaslari®® 2006 yilinda mikroskop bakisi ile PCR yéntemini
karsilastrmiglardir. Al-Jawabreh ve arkadaslari; 22 mikroskop bakisi pozitif, 38
mikroskop bakisi negatif olmak Uzere toplam 60 hastada PCR calismislar ve calisma
sonunda 60 drnegin 58'inde PCR ile pozitif sonug elde etmislerdir ve mikroskop
bakisina gore PCR’ in duyarlilig1 %100 saptanmmstir.
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N. Chargui ve arkadaslar™ Kutandz Leyismanyoz tarisinda klasik yontemleri
ve PCR yontemini karsilastirmigslar ve %99.3 oraminda PCR’'1 daha duyarl
bul muglardir™.

Wortmann ve arkadaslar™ 49 Kutandz Leyismanyoz'lu hastadan smear
ornekleri ve aspiarsyon svisi 6rnekleri almiglar. Bu oérnekleri laboratuar tam yontemleri
ve PCR yontemi ile karsilastirmuglardir. Calisma sonunda mikroskop bakisinin
duyarliligini % 61, kiltiir ydntemini %44 ve PCR ydntemini %83 bulmuslardir™.

Bizim ¢alismamizda mikroskop bakisi pozitif 30 ve mikroskop bakisi negatif
olan 34 smear 6rnegi olmak Uzere toplam 64 aktif Kutanéz Leyismanyoz olgusu
calisilmis ve %100 PCR yontemi duyarli bulunmustur. Calismamizda ayni zamanda,
mikroskop bakisi pozitif 12 ve mikroskop bakisi negatif olan 38 siregen kutandz
leyismanyoz olgusu olmak Uzere toplam 50 aspirasyon sivisi galisiimis ve PCR
yonteminin yine %100 duyarli oldugu bulunmustur.

Kutantz Leyismanyoz tedavisinde, leishmania tdrd, leyismanyozun Klinigi,
lezyonun yeri, siddeti, sayisi ve kisinin immun durumuna bagli olarak, sistemik ilag
tedavisi, intralezyoner tedavi, tropikal tedavi veya fiziksel yontemlerden herhangi biri
ya da birkagi birlikte uygulanmalidir. Farkli tirlere bagli lezyonlar klinik seyir ve
tedaviye cevap agisindan da farklilik gosterir. L.tropica ve L.major ‘un etken oldugu
Kutantz Leyismanyoz'da koruyucu immuinite gelisir, tedavi edilmeksizin spontan
iyilesme gergeklesebilir. Bu ylzden bu turlerin enfeksiyonlarinda ilag kullamlmaksizin
Ozellikle endemik bolgelerde izlenimin yeterli olmaktadir. L.mexicana ve
L.braziliensis'in neden oldugu Kutantz Leyismanyoz daha ciddi ve daha uzun sirelidir.
L.braziliensis tirti Mukokitantz Leyismanyoz una neden oldugu ic¢in bu tirin tespit
edildigi hastalara sistemik tedavi baglamimalidir®®°.

Dunyada bir¢ok bdlgede oldugu gibi hastaligin tedavisindeki éneminden dolay1
Kutandz Leyismanyoz olgularina neden olan leishmania tirlerinin bilinmesi 6nemlidir.

Gadisa ve arkadaslari® Habasistan’ da 55 kutantz stipheli olgudan 6rnek almislar
ve bu drnekleri Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) besiyerinde Urettikten sonra Leishmania
parazitinin ITS 1 (Internal transcribed spacer regions) gen bolgesinde L5.8S / LISTR
primerlerini  kullanarak tiplendirme calismast yapmuglardir. Bu calisma ile

Habesistan’da Leishmania aethiopica’ nin baskin sus oldugu sonucuna varmuslardir™.
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Mahnaz ve arkadaslar’®® iran’da Leishmania parazitinin tiplendirmesi izerine
calisma yapmisladir. L5.8S-LITSR primerlerini kullanarak Leishmania' nin 1TS 1 gen
bolgesi ile calismislardir ve Iran'da L.major tlrtinin baskin oldugunu tespit
etmislerdir®,

Jutta Marfurt® ve arkadaslar: Leishmania parazitinin Fme-Rme primerleri ile
ITS | gen bdlgesini cogaltmislar ve bu bolgeyi Hae IllI-Eae | enzimi ile keserek
Leishmania turlerini tiplendirmislerdir. Yaptiklart bu calismada tiplendirme igin en
uygun gen bolgesinin ITS | bdlgesi oldugunu savunmuslardir®®,

Serin ve arkadaslarr® 2005 yilinda Leishmania parazitini mikro kiltir yontemi
ile Uretip, Fme-Rme primerlerini kullanarak ITS | gen bdlgesinde tiplendirme calismasi
yapmuslardir. Cogaltiklar1 ITS | gen bolgesini Hae I11 ve Eae | enzimleri ile kesmisler ve
%30 L.infantum ve %70 L.tropica tiirleri tespit etmislerdir™.

Motazedian ve arkadaslar™ Kutandz Leyismanyoz olgularina etken tirler ile
ilgili  yayinlarinda Kutandz Leyismanyoza L.major ve L.tropicamn yam sira
L.infantumun’ da neden olabilecegini bildirmislerdir™.

Adana merkez ve ilcelerinde yapmis oldugumuz bu calismada Leishmania
parazitine ait Fme-Rme primerleri kullamldi. Elde edilen 15 PCR Urini Eae |
restriksiyon enzimleri ile kesilerek tiplendirme yapildh.

Sonug olarak PCR ydnteminin bdlgemiz gibi endemik olan yerlerde kullanilmast
gereken bir yontem oldugu ve PCR-RFLP yontemi ile Leishmania parazitlerinin
tiplendirilecegi ortaya ¢ikmaktadir. PCR-RFLP yontemi ile hastaligin epidemiyolojisi,
tedavisi ve yok edilmesi konusunda 6nemli sonuclar elde edilecektir. Dahada 6nemlisi
calismamizda elde edilen smear ve aspirasyon sivist Orneklerinden direkt DNA elde
edilerek PCR-RFLP uygulanmis ve kultlr gibi 6n ¢alismalar yapilmayarak zaman kaybi

Onlenmistir.

48



6.SONUC

Kutantz Leyismanyoz, Ulkemizin baz: bolgelerinde gegmis yillarda oldugu gibi
gunumuizde de ciddi bir halk sagligi sorunu olarak varligim sirdirmektedir. Adana il
saglik mudurligindn verilerine gore, son yillarda basta Kozan ve Karaisali ilgesi olmak
Uzere Adana merkez ve ilgelerinden Kutantz Leyismanyoz olgular: bildirilmektedir.

Kutandz Leyismanyoz’da serolojik yontemlerle ¢cok disik titrede saptanabilen
veya hi¢ saptanamayan antikorlar olustugunda, mikroskop bakisiyla parazitlerin az
olmasi durumunda ve kiltir yonteminde parazitin dis sartlardan etkilenmesiden dolay:
treme olmamakta ve yanlis tam konmaktadir ve ayrica bu klasik laboratuar tam
yontemleri ile tiplendirme yapilamamaktacir. Bu nedenle Leishmania nin
epidemiyolojisini arastirmak, Kutantz Leyismanyoz olgularina kesin tam koymak ve
Kutandz Leyismanyoz' lu hastalarda etken olan turleri tanimlamak amaciyla PCR-RFLP
yontemi bolgemizdeki kutandz leyismanyozlu hastalarda uygulandh.

Bu calismada aktif ve siiregenlesen olgularda PCR yonteminin duyarliligir %100
bulundu ve rutin tanida kullamilabilecegi sonucuna varildi.

Tedavide ve hastaligin epidemiyolojisinde, ¢zellikle Leishmania tir tayini
yapiimas: gerekmektedir. Bunun igcinde PCR-RFLP yontemi ile bolgemizde Kutantz
Leyismanyoz'a neden olan tirler tiplendirildi. Calisma sonunda Cukurova Bolgesinde
Viseral Leyismanyoz hikayesi olmadigi halde Kutanbz Leyismanyoz olgularinda
Leishmania infantum tarleri bulundu. Daha fazla sayida hastadan elde edilecek 6rnekler
ile yapilacak calismalarda hastaligin epidemiyolojisi ve parazitlerin tiplendirilmesi
bakimindan daha yaral bilgiler saglanacaktir.
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8.EKLER

EK.1: AYDINLATILMIS ONAM

DERI LEYISMANYOZU TANISINDA DIREK MIKROSKOBIi, KULTUR VE
ELISA YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI ARASTIRMASI

Degerli katilimct,

Ulkemizdeki ve bolgemizdeki paraziter enfeksiyonlarin sikligi ve bunlarin
bireyler arasinda kolaylikla yayildhgi bilinmektedir. Gerekli énlemlerin alinmamasi
halinde bireylerde ortaya cikacak c¢ok ciddi rahatsizliklar ortaya cikabilir. Onay
vermeniz kosuluyla katilacaginiz bu ¢alismada sizden kan 6rnegi alinacaktir. BOylece
vicudunuzdaki bir parazit enfeksiyonun varligi arastirilacaktir. Buna ek olarak bu
enfeksiyonun kaynaklar1 ve bulasma yollarinin saptanmasina yonelik 5 dakikalik bir
anket yapilacaktir. Bunlar sonucunda saptanan enfeksiyonun tedavisini yonlendirmek
Uzere sonuclar tarafiniza bildirilecektir.

Calismaya dahil edilebilmeniz icin bu bilgiler 1s1ginda ve diger sorularinizin
aydinlatilmasi: sonucunda ONAY vermeniz gerekmektedir.

Ilgili calisma konusunda tarafima her turl(i bilgi aktarilch. Sordugum sorulara
yeterli cevap aldim. Vicudumdan kan 6rnegi alinmasim kabul ediyorum. Kendi
istegimle calismaya katilmay kabul ediyorum.

Katilimcinin adi, soyadh :

Katilimcinin imzast
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C.U.T.F. PARAZITOLOJI ANABILIN! DALI ANKET FORMU ANKET NO:
1. ADI:

2. SOYADI:

3. YASI:

4. CINSIYETI: ERKEK ( ) KADIN( )
5. TEL NO: ' 6. ADRES:
7
8

9

MESLEGI:
. YUZ, EL VE BACAKTA YARA: VAR( ) YOK ()
. AILEDEKI BIREYLERDE AYNI YARA:  VAR( ) YOK ()
10. YASADIGI YERDE TATARCIK: VAR ( ) YOK ()
11.S50N 6 AYDIR YASADIGI YERDEN BASKA BIR YERE SEYAHAT YAPTI
MI?2 EVET() HAYIR()
EVET ISE NERESI?

12. KOPEK BESLIYORMU? EVET() HAYIR()
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EK.2.CALISMAYA KATILAN HASTALARIN BILGILERI

MIKROSKOP BAKISI NEGATIF OLAN SMEAR ORNEKLERININ ALINDIGI HASTALAR
ILE iLGILIBILGILER

Hasta Y as Y asadig Yer Ornek Alim L ezyonun Medek

Numar asa Tarihi Ozelligi

1CL1 27 Corlu Koyl 24.08.2006 Kolda-2 il Ciftci

2CL 2 13 Corlu Koyl 24.08.2006 Kolda-1 vil Ogrenci

3.CL3 61 Kasoba Koyl 24.08.2006 Kolda- 2 ay Ciftci

4.CL 4 5 Kasoba Koyl 24.08.2006 Y lizde-3 il -

5.CL 5 5 Kasoba Koyl 24.08.2006 Y lizde-6 ay -

6.CL 6 30 Kasoba Koyl 24.08.2006 Y lzde-1 vil Imam

7.CL7 50 Hacimusali 17.08.2006 Kolda-4 il Ciftci
Koyl

8.CL 8 14 Nuhlu Koyl 17.08.2006 Kolda- 1yl Ogrenci

9.CL9 20 Nuhlu Koyl 17.08.2006 Y lzde- 3 ay Isci

10.CL 10 13 Corlu Koyl 24.08.2006 Kolda-1 il Ogrenci

11.CL 11 23 Corlu Koyl 24.08.2006 Y Uzde-6 ay Ev hamm

12.CL 12 32 Yazibag1 Koyl | 31.08.2006 Kolda-2 yil Ev hanimi

13.CL 13 13 Kiligh Koyl 12.09.2006 Y lzde-1 vil Ogrenci

14.CL 14 21 Kiligh Koyl 12.09.2006 Kolda-1 il Ciftci

15.CL 15 7 Kiligh Koyl 12.09.2006 Kolda-4 ay -

16.CL 16 12 Y Uksekoren 15.06.2006 Kolda- 1 yil Ogrenci
Koyl

17.CL 17 11 Y iiksekdren 15.06.2006 Kolda-5 ay Ogrenci
Koyl

18.CL 18 22 Y Uksekoren 15.06.2006 Kolda-2 ay Ciftci
Koyl

19.CL 19 30 Y Uksekoren 15.06.2006 Kolda-2 vl Ciftci
Koyl

20.CL 20 26 Y Uksekoren 15.06.2006 Y lzde-3 ay Evhanimi
Koyl

21CL 21 16 Y Uksekoren 15.06.2006 Kolda-1 il Evhanimi
Koyl

22.CL 22 56 Tilan Koyl 21.06.2006 Kolda-2 yil Evhanimi

23.CL 23 20 Torunsolakli Kolda- 1 ay Isci

24.CL 24 45 Y eniyayla 01.09.2006 Kolda-2 yil Evhanmm

25.CL 25 34 Cerenli Koyl 26.10.2006 Y lizde-3 ay Ciftci

26.CL 26 23 Kiremithane 12.09.2006 Kolda-1 il Evhanimi

27.CL 27 32 Buruk 12.09.2006 Kolda- 3 ay Isci

28.CL 28 42 Buruk 12.09.2006 Y lzde 2 ay Isci

29.CL 29 31 Cerenli Koyl 12.09.2006 Ayak-5 ay Ciftci

30.CL 30 38 Gumurtali 12.09.2006 Kolda- 1yil Ciftci

31.CL 31 40 Imamoglu 02.11.2006 Kolda- 8 ay Isci

32.CL 32 42 Imamoglu 02.11.2006 Y lizde- 7 ay Isci

33.CL 33 24 Kiligh Koyl 20.07.2006 Ayakta- 10ay | Ciftci

34.CL 34 20 Topalli Kdyi 26.02.2007 Kolda- 2 ay Isci
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MIKROSKOP BAKISI POZITiF OLAN SMEAR ORNEKLERININ ALINDIGI HASTALARILE
ILGILIBILGILER

Hasta Y as Yasadig Yer | Ornegin Alinan Meslek
Numar as Alindigi Tarih | Lezyonun
Ozelligi
1C1 17 Kozan 19.06.2006 Burun- 2 ay Ogrenci
2C2 17 Kasoba Koyl 24.08.2006 Kolda-2 yil Ciftci
3.C3 47 Eglence Koyl | 05.08.2006 Kolda-2 yil Ciftci
4C4 32 Eglence Kéyll | 05.08.2006 Y Uzde-3 ay Evhanmm
5.C5 16 Egelence Koyu | 05.08.2006 Ayakda-2 yil Ogrenci
6.C6 35 Kurkculer 23.06.2006 Elde-2 yil Isci
Koyl
7.C7 36 Kahyalar Kéyu | 12.07.2006 Kolda-1 il Evhanimi
8.C8 53 Kahyalar Kéyu | 12.07.2006 Avyakta-4 ay Emekli
9.C9 60 Boztahta Koyl | 12.08.2006 Kolda-3 ay Evhanimi
10.C 10 11 Sevingli Koyu | 18.07.2006 Kolda-5 ay Ogrenci
11Cc11 6 Kurkculer 06.07.2006 Y lizde- 6 ay -
Koyl
12.C 12 55 Yazibas1 Koyl | 31.08.2006 Kolda-5 yil Emekli
13.C 13 54 Sadikali Koyu | 05.06.2006 Elde-2 yil Evhanimi
14.C 14 66 Cedemli Kéyu | 04.08.2006 Elde-1 yil Evhanimi
15.C 15 26 Glveng Koyl 12.08.2006 Kolda-2 ay Evhanmm
16.C 16 24 Saygegit Koyl | 04.12.2006 Kolda-5 ay Ciftci
17.C17 53 Saygegit Koyl | 04.12.2006 Y lizde-8 ay Evhanimi
18.C 18 6 Imamoglu 02.11.2006 Y lizde-4 ay -
19.C 19 16 Colakli Koyl 26.02.2007 Elde- 8 ay Evhanimi
20.C20 12 Topalli Kdyi 26.02.2007 Y lzde-1 vil Ogrenci
21.C21 32 Topalli Kdyi 26.02.2007 Kolda- 2 yil Ciftci
22.C 22 42 Topalli Kdyi 26.02.2007 Kolda-1 il Ciftci
23.C23 13 Colakli Koyl 26.02.2007 Elde-1 yil Ogrenci
24.C24 8 Torunsolakl 31.08.2006 Ayakda-1 yil Ogrenci
Koyl
25.C25 17 Torunsolakl 31.08.2006 Kolda-2 yil Ogrenci
Koyl
26.C 26 19 Torunsol akli 31.08.2006 Kolda-1 il Evhanimi
Koyl
27.C27 27 Torunsol akli 31.08.2006 Kolda-2 vl Evhanimi
Koyl
28.C28 40 Y lzbas1 Koyu | 31.08.2006 Kolda-3 yil Evhanimi
29.C29 32 Kurkculer 06.07.2006 Y lizde-1 vil Ciftci
Koyl
30.C30 21 Kurkculer 06.07.2006 Kolda-5 ay Ciftci
Koyl
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MIKROSKOP BAKISI NEGATIF OLAN ASPIRASYON SIVILARININ ALINDIGI HASTALAR

ILE iLGILIBILGILER

Hasta Y as Yasadig Yer | Ornegin Alinan Meslek

Numar ast Alindigi Tarih | Lezyonun

Ozelligi

1A1 36 Kurkculer 06.07.2006 Y lizde-2 il Evhanimi
Koyl

2A2 52 Kurkculer 06.07.2006 Kolda-3 vl Evhanimi
Koyl

3A3 12 Kurkgiler 06.07.2006 Kolda-6 ay Ogrenci
Koyl

4A 4 14 Cerenli Koyl 26.10.2006 Kolda-3 yil Ogrenci

5A5 8 Cerenli Koyl 26.10.2006 Kolda-2 yil -

6.A 6 45 Imamoglu 02.11.2006 Y lzde-1 vil Ciftci

TA7 32 Yagizl Koyl 10.11.2006 Kolda-1 yil Evhanimi

8.A8 10 Cerenli Koyl 26.10.2006 Y Uzde-1 il Ogrenci

9.A9 46 Pekmezci 12.07.2006 Kolda-3 vl Ciftci
Koyl

10.A 10 46 Otluk Koyl 24.07.2006 Y lzde-1 vil Ciftci

11.A 11 16 Camili Koy 08.06.2006 Kolda-6 ay Ogrenci

12.A 12 36 Camili Koyl 08.06.2006 Kolda-2 yil Ciftci

13.A 13 8 Imamoglu 02.11.2006 Y lizde-5 ay Ogrenci

14.A 14 13 Imamoglu 02.11.2006 Kolda-8 ay Ogrenci

15.A 15 35 Imamoglu 02.11.2006 Kolda-3 yil Isci

16.A 16 12 Pekmezci 12.07.2006 Y Uzde-6 ay Ogrenci
Koyl

17.A 17 23 Kurkculer 06.07.2006 Kolda-2 vl Isci
Koyl

18.A 18 36 Kurkculer 06.07.2006 Y lizde-1 vil Isci
Koyl

19.A 19 24 Koyunevi 14.09.2006 Kolda-1 il Evhanimi
Koyl

20.A 20 7 Pekmezci 12.07.2006 Y lizde-3 ay -
Koyl

21A21 16 Pekmezci 12.07.2006 Kolda-1 il Isci
Koyl

22.A 22 33 Kizikas 04.07.2006 Kolda-2 yil Isci

23.A 23 13 Kizikag Koyl | 04.07.2006 Y lzde-1 vil Ogrenci

24.A 24 25 Kizikas Koyl | 04.07.2006 Kolda-1 il Isci

25.A 25 36 Buruk 12.09.2006 Avyakta-2 yil Isci

26.A 26 45 Buruk 12.09.2006 Kolda-4 il Isci

27.A 27 37 Uctepe Koyl 03.02.2007 Kolda-2 yil Ciftci

28.A 28 28 Colakli Koyl 26.02.2007 Kolda-3 yil Ciftci

29.A 29 53 Colakli Koyl 26.02.2007 Kolda-1 il Ciftci

30.A 30 42 Buruk 12.06.2006 Ayakta-3 yil Isci

31.A31 34 Kurkculer 06.07.2006 Kolda-4 wyil Isci
Koyl

32.A 32 13 Cerenli Koyl 26.10.2006 Kolda-2 yil Ogrenci

33.A 33 45 Cerenli Koyl 26.10.2006 Kolda-3 yil Ciftci

34.A 34 12 Cerenli Koyl 26.10.2006 Y Uzde-1 yil Ogrenci

35.A 35 39 Kiligh Koyl 20.07.2006 Kolda-2 yil Evhanimi

36.A 36 24 Kiligh Koyl 20.07.2006 Y lzde-1 vil Ciftci

37.A 37 25 Buruk 12.09.2006 Kolda-2 yil Isci

38.A 38 8 Buruk 12.09.2006 Kolda-1 yil Ogrenci
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MIKROSKOP BAKISI POZITiF OLAN ASPIRASYON SIVILARININ ALINDIGI HASTALAR

ILE iLGILIBILGILER
Hasta Y as Yasadig Yer | Ornegin Alinan Meslek
Numar as Alindigi Tarih | Lezyonun
Ozelligi

1AS1 35 Kurkculer 06.07.2006 Kolda-3 vl Isci

Koyl
2.AS2 23 Imamoglu 02.11.2006 Y lzde-5 ay Isci
3.AS3 36 Corten Koyl 03.12.2006 Kolda-2 yil Evhanmm
4.AS4 28 Corten Koyl 03.12.2006 Kolda-2 yil Evhanimi
5.AS5 15 Corten Koyl 03.12.2006 Y lizde-6 ay Ogrenci
6.AS6 34 Kurkculer 06.07.2006 Y lizde-2 vl Ciftci

Koyl
7.AS7 13 Cicekli Koyu 12.07.2006 Kolda-1 il Ogrenci
8.AS8 29 Cigekli Koyu 12.07.2006 Y Uizde-1 yil Isci
9.AS9 13 Imamoglu 02.11.2006 Kolda-6 ay Ogrenci
10.AS 10 56 Topalli1 Koy 26.02.2007 Y lzde-4 il Ciftci
11.AS 11 6 Imamoglu 02.11.2006 Kolda-1 il -
12.AS12 16 Gumusli Koyt | 12.09.2006 Y lzde-1 vil Ciftci
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