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OZET

KUTANOZ LEISHMANIASIS SUPHELI OLGULARDAN LEISHMANIA PARAZITININ
ARASTIRILMASI

Leishmania zorunlu hiicre i¢ci protozoondur. Leishmania tiirleri ii¢ farkli hastalik formuna neden
olabilmektedir. Bunlar, visseral leishmaniasis, kutan6z leishmaniasis ve mukozal
leishmaniasistir. Kutan6z leishmaniasis hastaligin en sik goriilen formudur. Bdlgemizde
genellikle kutanoz leishmeniasis goriilmektedir. Hastalik, enfekte disi kum sineginin 1sirmasiyla
bulasmaktadir. Kum sinegin i1sirmasindan bir ka¢ hafta ya da bir kag¢ ay sonra 1sirma yerinde
lezyon olusmaktadir. Bu lezyon tedavi olmazsa bile iz birakarak bir yil icinde iyilesebilmektedir.
Klinik olarak kutan6z leishmaniasis bir¢ok hastaliklari taklit eder bu yiizden taniy1 dogrulamak
icin laburatuvar tanisi gerekmektedir. Laboratuvar tanisinda Giemsa boyama y6ntemi, NNN
besiyerinde kiiltiir ve Parazit DNA’sin1 arastirmak lizere PCR yontemi kullanilmaktadir. Bu
calismada Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma Uygulama Hastanesi Dermatoloji
Poliklinigi'ne basvuran kutandz leishmaniasis siipheli olgularda KL tanisinda laboratuvarda
kullanilan {i¢ tan1 yontemleri uygulanarak leishmania'nin paraziti arastirilmasi, elde ettigimiz
sonuglar karsilastirilmasi ve vakalar1 epidemiyolojik yonlinden degerlendirmesi amaglandu.
Kutan6z leishmaniasis siipheli 16 hastanin, mikroskobik inceleme yapilmak {zere
lezyonlarindan kazinti alindi. Giemsa boyama yodntemi ile hazirlanan preparatlar 1sik
mikroskobunda incelenerek parazitin amastigot formlar1 arastirildi. Yara bolgesinden aspirat
alindi ve PCR yontemi kullanrak parazitin DNA’s1 arastirildi. Elde edilen veriler incelenerek;
calismaya katilan hastalarin (8/16) %50’si erkek, (8/16) %50’si kadindir. Tirk kokenli
hastalarin sayis1 6 (% 37,5) Suriye kokenli hastalarin sayis1 10 (% 62,5) olarak bulunmustur.
Calismaya katilan KL siipheli hastalarin ortalama yas1 28,31+24,73. Minimum hasta yas1 1 ve
maksimum yagi ise 74’tiir. Mikroskobik inceleme yonteminin kullanarak pozitif vakalarinin
say1s1 4/16 (%25), PCR yonteminin kullanarak pozitif vakalarin sayisi ise 6/16 (%37.5) olarak
tespit edilmistir. PCR yonteminde pozitif sonucuna sahip olan 6 hastanin 5’i (%83.33) Suriye ve
1'i (%16.66) Tiirkiye vatandasidir.

Anahtar Kelimeler: Kutanoz Leishmaniasis; Leishmania spp; Amastigot; Giemsa boyama;
Polimeraz Zincir Reaksiyonu.

Danisman: Prof. Dr. Gonil ASLAN, Mersin Universitesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalj,
Mersin.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF LEISHMANIA PARASITY IN SUSPECTED CASES OF CUTANOUSE
LEISHMANIASIS

Leishmania is an obligate intracellular protozoon that can cause three different disease forms;
visceral leishmaniasis, cutaneous leishmaniasis and mucosal leishmaniasis. Cutaneous
leishmaniasis is the most common form of the disease and it is usually seen in our region. The
disease is transmitted by the bite of an infected female sand fly, after the bite a lesion occurs at
the bite site few weeks or months later. Even if this lesion is not treated, it can heal within a year
with leaving a scar. Clinically, cutaneous leishmaniasis imitates many diseases, hence,
laboratory diagnosis is required to confirm the diagnosis. For laboratory diagnosis, Giemsa
staining method, culture in NNN medium and PCR method are used to investigate Parasite DNA.
In this study, it was aimed to investigate the parasite of leishmania by applying three diagnostic
methods used in the laboratory, and compare the results we obtained using these methods in
addition to evaluate the cases in terms of epidemiology. In the suspected cases of cutaneous
leishmaniasis who visited the Dermatology Policlinic of Mersin University Medical Faculty
Health Research Practice Hospital. Samples were taken by scraping the lesions of 16 patients
with suspected cutaneous leishmaniasis and the slides were prepared using Giemsa staining
method. The slides were examined under the microscope light and the amastigote forms of the
parasite were investigated. For PCR, aspirates were taken from the wound areas and DNA of the
parasite was investigated using PCR method. By analysing the obtained data; 50% (8/16) Of the
patients participated in the study were men and 50% (8/16) were women. Out of the 16
patients, 6 (37.5%) were Turkish and 10(62.5%) were Syrian. The minimum age of patients
participated in this study is 1 and the maximum age is 74 years, while the average age of
patients with suspected CL was 28.31 * 24.73. The number of positive cases using the
microscopic examination method is 4/16 (25%), and the number of positive cases using the PCR
method is 6/16 (37.5%). Out of the 6 patients who had positive results using the PCR method
5/6 (83.33%) were Syrian and 1/6 (16.66%) was Turkish.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis; Leishmania spp.;Amastigotes; Giemsa staining;
Polymerase Chain Reaction.

Advisor: Prof. Dr. Goniil ASLAN, Department of Medical Microbiology, University of Mersin,
Mersin.
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1. GIRIS

Leishmaniasis, diinya ¢apinda milyonlarca insani etkileyen vektér kaynakli bir
hastaliktir [1]. Leishmaniasis hastaligina neden olan Leishmania parazitidir. Leishmania,
Trypanosomatidae ailesinin Mastigophora alt subesinde yer alan kan ve dokuya yerlesen bir
protozoondur [2]. Leishmania, kum sinegindeki promastigot morfolojisi ve memeli konak¢idaki
amastigot morfolojisi ile 6rneklenen iki ana farkl hiicre morfolojisine sahiptir [3]. Leishmania
enfeksiyonu, enfekte bir kum sinegi vektoériiniin 1sirmasiyla insanlara ve diger memelilere
bulasmaktadir [1]. Leishmaniasis Kklinik olarak ti¢ farkli hastalikla ortaya cikabilir. Bu
hastaliklar; kutandéz leishmaniasis (KL), visseral leishmaniasis (VL), mukokutanoz
leishmaniasistir (MKL). Leishmaniasis, birlikte Diinya Saghk Orgiitii / Tropikal Hastalk
Arastirmalar1 en 6nemli hastaliklar listesindeki alt1 hastalik grubundan birini olusturan tropikal
hastaliklar icinde kabul edilmistir. Hastalik bes kitada 88 iilkede endemiktir ve toplam 350
milyon Kkisi risk altindadir ve yilda 12 milyon vaka bildirilmektedir. 88 endemik tilkeden 22'si
Yeni Diinya ve 66’s1 Eski Diinya’dadir, tahmini yillik vaka sayis1 yaklasik 1,5 milyon KL iken
500.000 kisi VL vakasidir. KL vakalarinin % 90'indan fazlasi Iran, Afganistan, Suriye, Suudi
Arabistan, Brezilya ve Peru’da meydana gelmektedir, 500.000 yeni VL vakasinin %90'indan
fazlas1 Hindistan, Nepal, Banglades, Gliney Sudan ve kuzeydogu Brezilya'dan bildirilmektedir
[2].

Turkiye'de ise, KL olgular1 VL’e gore daha ¢ok rastlanmaktadir. KL ytzyillardir bilinen
bir hastalik olmakta olup; Halep ¢ibani, Antep ¢ibani, Urfa ¢ibani, sark ¢ibani, yil yarasi gibi
farkl adlarla taninmaktadir. Giineydogu Anadolu boélgesi ve Akdeniz bélgesinin Cukurova yoresi
KL ile endemiktir. Son yillarda Suriyeli miiltecilerinin akimina ugrayan Tirkiye, KL vakasina
artis gozlendi, 2013 yilinda Tiirkiye’de 2268 Tiirk ve 2000’den fazla Suriyeli KL vakasi rapor
edilmistir [4].

Enfekte disi kum sineginin 1sirma yerinde KL lezyonu ortaya ¢ikar, viicudun kiyafetle
ortiilmeyen alanlarda; boyun, yliz, ekstremiteler gibi eritmeli bir papiil seklinde baslar. Haftalar
veya aylar icinde yavasca blyiiyen papiil plaga veya nodiile doniisiir, plagin ortasinda sikc¢a
yapiskan kabuk ile kaplanan ilser goriilmektedir. Bu kabugu kaldirinca kabugun alt tarafinda
cikntilar goriliir, bu ¢ikintilara Hulusi Behcget tarafindan tanimlandig icin “Hulusi Behget ¢ivi
belirtisi” adi verilir [4]. Bu lezyonlar genelde agirsizdir ama sekonder enfeksiyon oldugu
takdirde agirlh hale gelmektedir. Klinik 6zellikleri ve etken olan Leishmania’'nin tiiriine gore KL;
kuru tipi ve yas tipi olmak tizere iki farkl tipe ayrilir. Kuru tipi; kirsal olmayan bolgelerde
goriiliir, inkiibasyon siiresi genellikle 2 ila 8 ay arasindadir. Lezyonlar kuru ve yavas seyirlidir.
Bir yil sonra skar birakarak iyilesir. L. tropica kuru tip leishmaniasisine neden olmaktadir. Yas
tipi ise; kirsal alanlarda goriilmekte olup daha hizli seyir gosterir ve 2 ila 8 ay sonra iyilesir.

Etkeni L. major’dir [4].
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KL 6n tanisi klinik olarak konabilir fakat bulgular1 pek ¢ok hastalig1 taklit eder. Klinik
olarak KL ayiric1 tanisinda bakteriyel deri enfeksiyonlari, malign ilserler, deri tiiberkiilozlari,
enfekte bocek 1sir1g1, mikotik enfeksiyonlar, graniilomlar, tropikal iilser, sarkoidoz, sarbon,
travmatik iilserler, psodolenfoma ve sporotrikoz gibi ¢ok sayida hastalik yer alir [5]. Bu ylizden
KL’'den sliphelenilen durumlarda laboratuvar tani yontemleri kullanarak kesin tani
konulabilmektedir. Laburatuvarda KL tanisinda kullanilan yodntemler; direkt mikroskobik
inceleme, kiiltiir yontemleri, serolojik yontemler ve molekiiler yoéntemlerdir. Direkt
mikroskobik incelemede basit ve maliyeti diisiik olmasina ragmen deneyimli personel
tarafindan yapilmasi gerekmektedir. Parazitin sayisinin az oldugu durumlarda diisiik duyarlilik
gostermektedir. Kiltlir yontemi; yavas, pahali ve diisiik duyarhiligina sahip bir yontem oldugu
icin rutinde nadir kullanilmaktadir. Serolojik yontemleri 6zgulliigiiniin diisiik olmasi nedeniyle
tercih edilmemektedir [6].

Son zamanlarda KL tanisinda molekiiler yontemler tercih edilmektedir. Parazit canli ya
da cansiz, titresi diisiik olsa bile yiiksek duyarliliga sahiptir. Diger yandan ise; cesitli molekiiler
yontemleri kullanarak hastalifina neden olan parazitin tiirli tayini edilebilmektedir [6].
Leishmania'nin tiir tespiti tedavi acisindan 6énemlidir. L. major'un neden oldugunu lezyonlar
daha hizl seyir gosterirken L. tropica lezyonlar1 daha yavastir; fakat bu tiirlerin etken oldugu
hastaliklar tedavisiz kendiliginden iyilesebilir. Diger yandan L. braziliensis ve L. mexicana'in
neden oldugu KL olgularinda daha uzun siirer ve daha ciddi hastalifa neden olur. Bu ytlizden
hastalara mutlaka ila¢ tedavisi baslanmalidir [4,5,7].

Leishmania kontrolii icin hastalik dagilimi, 6zellikleri ve KL etkeni olan leishmania’nin
tiiri olduk¢a 6nemlidir. Bu calismanin amaci KL siipheli hastalarda farkli laboratuvar tani
yontemleri kullanarak leishmania paraziti varhigi arastirilmasi ve pozitif ¢cikan vakalarin

epidemiyolojik yoniinden degerlendirilmesidir.
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2. GENEL BILGILER

Leishmaniasis, vektér kaynakli bir hastaliktir. Leishmania’nin kamgili protozoon
leishmaniasis hastalifa neden olmaktadir. Hastalik, tropikal ve subtropikal bdlgelerde
yaygindir. Leishmania ii¢ ana klinik hastalik formuna neden olabilmektedir. Bu klinik formlar;
kutanoz leishmaniasis, visseral leishmaniasis ve mukokutandz leishmaniasistir [8]. Antartika
disinda tiim diinyada yayilim gosteren leishmaniasis, her yil 0,9 ila 1,7 milyon insanin yeni
bulastig1 diisiiniilmektedir. Diinya Saghk Orgiitii'niin raporlarina gore; diinyada 98 iilkede 12
milyon insan leishmaniasis ile enfektedir. 350 milyon insan bulasma riski altindadir. Her y1l 2

milyon insanin yeni enfekte oldugunu diisiiniilmektedir [2].

2.1 Leishmania’'nin Siniflandirmasi

Leishmania, Trypanosomatidae ailesinin Mastigophora alt subesinde yer alan kan ve

dokuya yerlesen bir protozoondur.

Tablo 2.1 : Leishmania siniflandirmasi [9, 10]

Alem Protista Haeckel, 1866

Class Kinetoplastea Honigberg, 1963 emend.
Vickerman, 1976

Subclass Metakinetoplastina Vickerman, 2004
Order Trypanosomatida Kent, 1880

Family (Aile) Trypanosomatidae Doflein, 1901
Subfamily Leishmaniinae Maslov and Lukes 2012
Genus (Cins) Leishmania Ross, 1903

Subgenus Leishmania

Tanimlanmis tiirler L. archibaldi, L. chagasi, L.

infantum, L. donovani, L.
killicki, L. tropica, L. major,
L.aethiopica, L. amazonensis,
L. garnhami, L. mexicana, L.
pifanoi, L. venezuelensis, L.
forattinii

Insanlar i¢in patojen olmayanlar:

Eski diinyada yaygin olanlar: | L. arabica, L. gerbilli,
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L. turanica
Yeni diinyada yaygin olanlar:

L. aristidesi, L. enrietti, L.
deanei, L. hertigi

Alt tiirler Viannia

Turler L. braziliensis, L. peruviana, L.
panamensis, L. guyanensis, L.
shawi, L. naiffi L. lainsoni

Siniflandiralamayanlar L. colombiensis L. equatorensis
Subkingdom [ Prowms I
I
Order [ Kinetoplastidia |
]
Family I Trypanosomalidae I

[

Genus Crithidia Leptomonas  Herpetomonas  Blastocrithidia  Leishmania  Sauroleishmania  Trypanosoma  Phytomonas  Endotrypanum

I I

Subgenus Leishmania Viannia
I | | | | I | | |
Complex | dongvani L. tropica L major L aethiopica L mexicana L braziliensis (. quyanensis L, naiffi L lainsoni
Species | aohibaldi L killcki L major L aethiopica L. amazonensis L. braciliensis L panamensis L. naiffi (. lainsoni
L. chagasi L. tropica L. garnhami ¥ Non-pathogenic | L-peruwiana L guyanensis et
L. infantum L mexicana | for humans L shawi No final classification
0d World L. colombiensis
L. donovani L. pifanoi L. equatorensis
i L. arabica
L. venezuelensis L gerbil
L. forattinii L. turanica
New World
L.anstidesi
L.enrigtti
L. deanei
L. hertigi

Sekil2.1. Leishmania parazitlerinin siniflandirilmasi [9]
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2.2.Leishmania’nin Tarihgesi

Leishmaniasis ¢ok eski bir hastalik oldugunu diisiiniilmektedir. M.0. 2500 yillarina ait
antiklerde hastaligin tanimlandigi ilkel yazilar bulunmustur [10]. M.S. birinci ytlizyila ait Ekvador
ve Peru'da bulunan ¢anak ¢comleklerde cizilmis resimlerdeki yiizlerde kutanéz ve mukokutanoz
leishmaniasise benzer lezyonlarin varligi dikkat c¢ekmistir. 16. ve 17. ylzyillardan kalan
arkeolojik yazitlara gére Ispanya’da tarim ile calisan isgilerin yiizlerinde lezyonlar bulunmus, bu
lezyonlarin lepraya benzemesi sebebiyle “beyaz lepra” veya “vadi hastaligl” olarak
adlandirmislardir [11]. Afrika ve Hindistan'da, 18. ylizyilin ortalarinda yayinlanan raporlar,
gliniimiizde visseral leishmaniasis olarak bilinen hastaligi “kala-azar” veya “siyah hummasi1”
olarak tanimlanmaktadir. 1756'da Alexander Russell, bir Ttlirk hastasini muayene ettikten sonra
Leishmaniasis’in kesfedilmesinde 6nemli bir ilerleme kaydetmistir. Russell’in yazdiklarina gore,
hastada bulunan lezyon iyilestikten sonra, yasami boyunca siiren ¢irkin bir iz biraktif1 ve
aylarca koyu mor bir renge sahip oldugu belirtilmistir [11]. Bu hastalik Leishmaniasis olarak
kabul edilmistir. 1901 yilinda Hindistan’in “Dum Dum” sehrinde, William Leishman tarafindan
ates, anemi, kas atrofisi ve dalak biiyiimesi bulgulariyla gelen ingiliz askerinin dalaginda oval
cisimleri kesfetmistir. Leishman bu hastaligl “dum dum atesi” olarak adlanmistir ve bulgularini
1903 yilinda yayinlanmistir. Charles Donovan, bu semptomlari diger kalar-azar hastalarinda da
tanimistir ve Leishman'dan birka¢ hafta sonra kesiflerini yayimmlanmistir. Bu oval cisimleri
Leishman-Donovan cisimleri olarak tanimlanmistir. Bu tiir L. donovani olarak bilinmektedir. Bu
protozoon kala-azar ile iliskilendirerek, Leishman ve Donovan, Leishmania cinsini
kesfetmislerdir [11]. Tirkiye'de ise, ilk kez leishmaniasisin varligi Kristamonas tarafindan
saptanmis. 1918 yilinda izmir'de ilk leishmaniasis vakasi Dr. Hofer Kaller tarafindan
bildirilmistir [12,13]. 1916’de Hulusi Behcet tarafindan “stub sign” tanmimlanmis ve
leishmaniasisin tanisinda énemli oldugunu goéstermistir. Kala azar tammli vakalar ibrahim
Osman ve Dr. Akil Muhtar Ozden tarafindan 1931 ve 1936 yayinlanmistir. 1950’li yillardan énce
Tirkiye'nin Giineydogu Anadolu Bolgesi endemiktir, 1950’den sonra hastalik azalma egilimi
gostermistir. Azalmanin nedeni, sitma savunmasinda insektisitlerin kullanilmasidir. Ancak
sitma kontrolii yetersizliginden dolay1 1960’dan sonra vaka sayisi artis géstermistir. 1988-1999
yillar arasinda Tiirkiye’'de bildirilmis Leishmaniasis vaka sayis1 27.960°dir [14,15,16,17,18].

2.3. Leishmania’nin Morfolojisi

Leishmania parazitinin iki sekle sahip oldugunu bilinmektedir. Kum sinegi bagirsaginda
kamgili form promastigotdur ve memelilerde kamgisiz bulunan formu amastigot formudur [19].
Bir amastigot veya promastigot morfolojisine sahip hiicreler, belirgin sekilde farklilik
gostermesine ragmen ayni temel hiicre diizenini, ¢ekirdege oOnden kinetoplast ve bazal
govdeden uzanan bir flagellum ile korurlar [3].

2.3.1. Amastigot

Amastigotlar omurgali konakta bulunan hareketsiz formudur. Leishmania amastigotlar:
makrofajlar icinde yasar ve ikiye boliinerek ¢ogalir. Bunlar yaklasik 2 ile 3 um eninde ve 2-5 pm
boyunda yuvarlak veya oval seklindedir. Makrofajlarin icinde ¢ogalan amastigotlar,
makrofajlarin patlamasina neden olmaktadir. Serbest halinde kalan amastigotlar yeni
makrofajlara girerek onlara enfekte etmektedirler. Amastigotun sitoplazmasinda biiyiik bir
nukleus ve kinetoplast bulunur [3,20]. Cubuga benzeyen kinetoplast, 0,4-0,8 pm arasinda
boyutundadir, mitokondrial bir yapiya sahiptir. Icerisinde mRNA’nin kodlamada rol oynayan
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mini DNA halkalar1 ve mitokondrial ribozomal RNA’y1 kodlanan biiyiilk DNA halkalar:
bulunmaktadir. Amastigotlar Giemza boyamada sitoplazmasi acik mavi renkte olup, cekirdegi
koyu renkte ve onun yaninda parlak kirmizi veya mor renkte kinetoplast goriilmektedir.
Kietoplastta parabazal cisim gortiliir ve onun yaninda nokta seklinde kamg¢1 kékiinden ¢ikan
aksenom vardir [21].

2.3.2.Promastigot

Promastigot formu in vitro kiltiir ortaminda ve vektoriin bagirsaginda bulunur.
Promastigot blyiik, uzun 15 ila 20 um uzunlugunda ve 0,5 ila 3,5 pm genisligindedir.
Promastigotun 6n uctan 20 pm’ye ulasabilen serbest ve oldukca hareketli kamei1 ¢ikmaktadir.
Kamg¢inin kokiinde bulunan bir aksonem dokuz cift periferik ve bir ¢ift merkez fibrilden
olusmaktadir. Nukleus, nukleolus merkezde bulunur ve nukleus membraninda porlar vardir.
Kinetoplast, 6n ucta olup yuvarlak veya at nali seklindedir. Blefaroblast ise, kinetoplastin 6n ve
kamginin dip kisminda bulunur. Ayrica sitoplazma icinde endoplazmik retikulum ve golgi aygiti
bulunmaktadir. Giemsa boyamada veya diger Romanowsky boyalarinda, biiyiik bir ¢ekirdek ve
daha kiiciik, farkli cubuk benzeri kinetoplastlar gézlenebilir [20,21].

kamgi
bleforablast —
/- kinetoplast
9 nukleus _
Amastigot
Promastigot

Sekil 2.2. Leishmania formlar: [22]
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- ~

Sekil 2.4. leishmania’'nin promastigotlar1 mikroskobik gériiniimii

2.4. Leishmania’nin Yasam Dongiisii

Leishmaniasis, enfekte disi kum sinegin 1sirmasiyla bulasmaktadir. Kum sinekleri
memelilerden kan emme islem sirasinda enfektif asamasini (yani promastigotlari)
hortumlarindan enjekte eder. Delinme yarasina ulasan promastigotlar bir kismi konak
tarafindan olduriiliip, kalan kismi ise, makrofajlar ve diger monontikleer fagositik hiicreler
tarafindan fagositize edilir. Promastigotlar, 12-24 saat icinde bu hiicrelerde parazitin
memelerde bulunan formuna doniisiir (yani amastigotlar). Amastigotlar ikiye boliinerek
¢ogalirlar ve hiicreyi patlatarak serbest kalirlar. Serbest halde bulunan amastigotlar diger
mononiikleer fagositik hiicrelere bulasmaya devam ederler. Enfekte makrofajlar konagin dalak,
karaciger ve kemik iligi gibi organlara kan yoluyla gecebilir. Ancak bu hareket konagin
bagisiklik sistemine ve parazitin tiiriine baghdir. Ornek olarak; L. tropica enfeksiyonunun deride
sinirili oldugunu belirlenirken L. infantum i¢ organlara go¢ edebilmektedir. Parazit, konak ve
diger faktorler enfeksiyonun semptomatik hale gelip gelmedigini ve deri veya visseral
leishmaniasis sonuclanip sonuclanmadigini etkiler. Kum sinekleri, mikroorganizmay1 alan
memelilerden kan emme islemi sirasinda enfekte hiicrelerin alinmasi ile enfekte olurlar. Kum
sineklerinde kan ile alinan amastigotlarin, bir kismi sindirilir, diger kismi ise kum sinegin orta
bagirsaginda béliinerek bir ka¢ farkli morfolojik forma ugrayarak 5-7 giin icinde enfektif

7
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metasiklik promastigotlara doniislir ve hortumlara goc eder. Enfekte kum sinek yeni konak
1sirma sirasinda promastigotlar:t duyarh konaga enjekte eder. Bu dongii 4 ila 25 giin arasinda
stirmektedir [2,23].

Enfekte kum sinegi
insan isirma sirasinda
promastigotlariinjekte

/ edilir \

Promastigotlar; kum sinegin
hortumuna gég ederler

Promastigotlar makrofajlar
tarafindanfagositize edilir

[ J

: .,
Leishmania’nin Promastigotlari
Yasam Dongusi amastigotlara déniisiir

Amastigotlar promastigotlara
donisir

T /

Alinan amastigotlarikum
sinegin orta bagirsaginda
bélindrler

G“‘“\-;_____ /
Kum sinek; kan emme

islem sirasinda enfkte
hucreleri alir.

Amastigotlari ¢ogalir ve diger
hiicreleri enfekte eder

Sekil 2.5. Leishmania’nin yasam déngiisii

2.5. Leishmania’nin Vektorii

Leishmaniasis, enfekte disi kum sineklerinin (2-3mm) 1sirmasiyla bulasmaktadir. Bes
cinse ayrilan 600'den fazla kum sinegi tiirii vardir. Eski Diinya'da Flebotomus ve Sergentomyia
ve Yeni Diinya'da Lutzomyia, Brumptomyia ve Warileya tiirleri mevcuttur. Insan 1sirmasi kum
sinekleri cesitli cinsleri ile ortaya c¢iksa da insan leishmaniasisin kanitlanmis tek vektorleri,
Phlebotomus ve Lutzomyia cinsinin tiirleri ve alt tiirleridir. Phlebotomus cinsindeki c¢esitli
tiirler, Eski Diinya'daki leishmaniasis ve Yeni Diinyadaki Lutzomyia tiirlerinin bulasmasindan
sorumludur. Her kum sinegi tiirii tipik olarak sadece bir parazit tiirii iletir ve her parazit belirli
bir hastaliga yol acar [1,2].

2.6. Leishmaniasis

Leishmaniasis, leishmania paraziti ile enfekte olma nedeniyle gelisen bir hastaliktir.
Leishmaniasis tiim diinyada yayilim gosteren bir hastalik olmakta birlikte hem epidemiyolojik
hem klinik olarak énemli bir halk saglig1 problemdir. Leishmania parazitleri yasam doéngiisii
siirdiirmek icin omurgali ve omurgasiz konaklara ihtiyac1 vardir. insan, kedi, képek, sirtlan,

8
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kobay, kemirgen gibi omurgali canlilarda leishmanianin amastigot formu bulunurken,
omurgasiz konaklarda kum sinekte ve in vitro kiiltiirde parzitin promastigot formu
bulunmaktadir. Leishmanianin farkl tiirleri kendiliginden sertlesen deri lezyonlarindan yasami
tehdit edici visseral hastaliga kadar siddetli derecelerde farkl klinik tablolara neden olmaktadir.
Hastaligin klinik formu parazit 6zellikleri, vektor biyolojisi, konakgi faktorler ve parazit konakei
arasinda immiin yanitlara bagldir. Klinik olarak leishmaniasis li¢ farkli formda ortaya
¢ikmaktadir.

1. Visseral leyismanyoz (VL, Kala azar)

2. Kutanoz leyismanyoz (KL) deri leishmaniasis, kutandz leishmaniasis, giizellik ¢ibani, sark
¢ibani, Halep ¢ibani,

3.Mukokutanéz leyismanyoz (MKL) [24,25].

Tablo2.2. Farkli leishmaniasis hastalik formlarina neden oldugunu leishmania’nin tiirii
[26]

Hastalik Klinik formu Leishmania tiirii
Visseral leishmaniasis L. donovani
L. chagasi
L. infantum
Kutanoz leishmaniasis L. major
L. tropica

L. aethiopica
L. braziliensis
L. guyanensis
L. mexicana

L. peruvuiana

L. b. panamensis

Mukokutanoz Leishmaniasis L. b. brasiliensis

L. mexicana

2.6.1. Kutanoz Leishmaniasis

Hastaligin en basit ve en ¢ok rastlanan seklidir. Antep ¢ibani, sark ¢ibani, Delphi ¢ibani,
Halep ¢ibani, giizellik ¢ibani, Yil ¢ibami gibi farkl isimler ile bilinmektedir. Hastalik disi kum
sineginin 1sirmasiyla bulasmaktadir. Genelde bu lezyonlar viicudun kiyafetle ortiilmeyen
bolgelerde goriilmektedir. Yiiz, boyun, tist ve alt ekstremiteler, sinegin 1sirdig1 bolgede eritemli
bir papiil goriilmesiyle hastalik baslamaktadir. Papiil yavasca bliyiir ve kirilir, iyi ayrilmis bir
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kenara sahiptir. Agrisiz bir ilser olusur ve 0,5 ila 10 cm capinda olabilmektedir. Papiiliin
tizerinde sik¢a yapiskan bir kabukla kapatarak nodiile ve plaka ddoniismektedir. Bu kabugu
kaldirinca kabugun alt tarafta ¢ikntilar goriilmektedir. Goriilen ¢ikntilara Hulusi Behget'in “¢ivi
belirtisi” adi verilmistir. Bu lezyonlar sekonder bakteriyel enfeksiyon gelismedigi durumlarda
agirsizdir. Sinek i1sirmalarinda ayni o6zelliklere sahip olan multi lezyonlar ortaya cikabilir.
Hastalik iz birakarak iyilesmektedir. Bu skar iyilesen hastalarda émiir boyunca kalmaktadir. Bu
skar hastaligin ana sorununudur [4,27].

2.6.1.1. Eski Diinya Kutanoz Leishmaniasis

Eski Diinya'nin kiitan6z leishmaniasisi Orta Dogu, Akdeniz bolgesinde, Arap Yarimadasi,
Afrika, Yakin Asya, Hindistan Yarimadasi ve diger alanlarda yaygindir. Eski Diinya'da, kutanoz
leishmaniasis L. major (zoonotik kutanoz leishmaniasis), L. tropica (antroponotik kutanoz
leishmaniasis), L. aethiopica ve baz L. infantum zimodemlerinden kaynaklanmaktadir.
Leishmania tropica enfeksiyonu, kentlerde yasayan insanlarda goriiliir. Kuru tip KL olarak
adlandirilir. inkiibasyon siiresi uzundur ve genellikle 2-8 aydir. L. tropica ile enfektif kum
sineginin 1sirma yerinde kii¢lik, kirmizi agrisiz bir papiil seklinde baglar. Papiiliin dibinde
kanlama goériiniir. Papiiller cogunlukla yasasca biiytiyerek cevresine yayilir, nodiil veya tiiberkiil
sekline gecer. Bazi llserler ¢iplak halde kalirlar ve sekonder enfeksiyonlara tutunabilirler.
Lezyonlarin boyutlari genellikle 1 cm capinda bazen daha biiylik veya kii¢iik olabilirler.
Genellikle lezyonlar bir y1l icinde iz birakarak iyilesirler [4,5,27]. L. major enfeksiyonu; daha
fazla kirsal bolgelerde goriilmektedir. Yas tip KL olarak bilinir. Kulugka siiresi genellikle 1-4
haftadir ve nadiren 2 ay1 ge¢mektedir. Isirma yerinde papiil ortaya cikar, enfeksiyon akut
seyirlidir ve hizlica papiilliin 1-3 hafta icinde kenari iltihapl bir ilsere doniisiiliir. Genelde
lezyonlar 3 ay ila 2 y1l arasinda degisen bir siire sonunda iyilesmektedir [4,27].

2.6.1.2.Yeni Diinya Kutan6z Leishmaniasis

Leishmania mexicana, Leishmania braziliensis, Leishmani amazoensis, Leishmania
panamensis, Leishmania guyanensis ve Leishmania peruviana Latin Amerika’da rastlanan Yeni
Diinya KL'ye neden olmaktadir [28,29]. Leishmania mexicana ile olusan lezyonlar agirsizdir ve
birka¢ ay icinde iyilesmektedir. Vakalarin %601 kulakta yerlesmektedir ve genelde tek bir
lezyondur. Kulak kepcgesinde bulunan lezyonlar olarak “Chiclero’s Ulcer” adlandirilir ve kulak
kepcesinin kikirdagindaki damarlar az oldugundan gosterdigi bagisik yanit zayif olugu igin
lezyonlar kronik seyir gosterir. Bazi olgularda kulak kepgesinin kaybina neden olabilmektedir
[14]. Leishmania braziliensis enfeksiyonu ise “Espundia” olarak adlandirilmistir. Hastalik burun
ve ag1z mukozasinda bulundugu takdirde yumusak dokularda ve kikirdaklarda harabiyeti yol
acarak sekilsel degismelerde neden olabilmektedir [30]. Leishmania amazonensis neden
oldugunu hastaliklar insandan daha ¢ok orman kemirgenlerde goruliir. Lezyonlar tek veya
birden fazla olabilir ve kendiliginden iyilesmesi nadirdir [28]. Leishmania panamensis’in
rezervuart maymunlar ve koépeklerdir ve neden oldugunu iilserli lezyonlar kendiliginden
iyilesmemektedir. Leishmania venezuelensis neden olugunu lezyonlar genelde tektir ve nodiil
lezyon seklindedir [14]. Leishmania guyanensis enfeksiyonu; tiim viicutta iilserli plaklar seklinde
yayllim gosterir. Bu lezyonlarda sekonder mantar enfeksiyonlar1 olabilir [28]. Leishmania
peruviana enfeksiyonunda 4-5 ay icerisinde kendiliginden iyilesen tek veya birden ¢ok lezyona
rastlanmaktadir. “Uta” olarak bilinmektedir [14,30].

10
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2.6.2.Mukokutanoz leishmaniasis (MKL)

Nazal septum, burun, agiz, farinks, larinks, dudaklar ve damagin oronazal mukozayi tutan
destriiktif lezyonlar olarak ortaya ¢ikar. MKL vakalarinin %90 daha 6nce bir KL yara izi gosterir,
L. braziliensis ile enfekte hastalarin %5'inden az1 ve L. panamensis ve L. guyanensis ile enfekte
olanlarin kiiciik bir yiizdesi, kutanoz hastalik iyilestikten aylar ila yillar sonra mukozal tutulum
gelistirebilir. Hastalik genellikle kroniktir ve ilerleyici olup yikici, sekli bozan ve kapsaml
sakatliga yol acar. ikincil enfeksiyon ve solunum yolu istilas1 hastanin éliimiine yol agabilir.
Siklikla bagisikligl baskilanmis kisilerde goriiliir ve potansiyel olarak yasami tehdit eden bir
hastalik olmasi acil tani ve tedavi gerektirir [31,32].

2.6.3. Visseral leishmaniasis (VL)

VL'nin etkeni Hidistan ve Afrika’da L. donovani, Akdeniz bolgesinde L. infantum ve yeni
diinyada L. chagasi’dir. Bazi durumlarda hastalik asemptomatiktir. Hastaligin semptomlari
ortaya ¢ikmasi parazit viriilansi, insan genetik yatkinligi, beslenme durumu ve diger faktorlere
baghidir. Hastaligin en ciddi formu Kala-azar olarak adlandirilmaktadir. Kulucka siiresi
genellikle iki ila alt1 aydir; ancak birkag hafta ile birkac yil arasinda degisebilmektedir. Hastalik
genellikle sinsi veya subakut bir sekilde baslanmaktadir. Ates, kilo kaybi ve splenomegali
gelismektedir. Nadir durumlarda, hizla ilerleyen semptomlarla akut atesli hastalik ortaya
cikabilmektedir. Hastalarin karinlarda sol iist tarafta lokalize olabilen abdominal rahatsizlik ve
dolgunluktan sikayet edebilirler. Dalak genellikle sert ve minimal derecede hassas, ancak bazi
hastalarda palpasyon, muhtemelen hizli genislemeden kaynaklanan kapsiiler basing nedeniyle
oldukga ac1 vericidir. Hepatomegali genellikle splenomegaliden daha az goériilmektedir [33].

2.6.4.Post Kala Azar Dermal Leishmaniasis

L. donovani'nin nedensel parazit oldugu boélgelerle sinirhdir. Sudan ve Hindistan'da
goriilmekte olup, VL komplikasyonudur. VL'den iyilesmis ve genel durumu iyi olan bir hastada
makiiler, makiilopapiiler ve nodiiler dokiintii ile karakterizedir. Dokiintii genellikle agzin
etrafinda baslar, sonra viicudun diger bolgelerine yayilma gosteririr [34,35].
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Tablo 2.3. Leishmaniasis’in farkli klinik formlarina neden olan leishmania tiirleri ve

diinyada dagilimi [36]

Altcins L. (leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
Eski diinya L. donovani L. infantum
L. major L. tropica
L. killicki
L. aethiopica
L. infantum
Yeni diinya L. infantum L. ifantum L. braziliensis L. braziliensis
L. mexicana L.guyanensis L. panamensis
L. pifanoi L. panamensis
L. venezuelensis L. shawi
L. garnhami L. naiffi
L. amazonensis L. lainsoni
L. lindenbergi
L. peruviana
L. colombiensis
Hastalik formu Visseral Kutanoz Kutanoz Mukokutanoz
leishmaniasis leishmaniasis leishmaniasis leishmaniasis

2.7. Leishmaniasis Epidemiyolojisi

Leishmaniasis ekolojisi ve epidemiyolojisi konakgi, rezervuar, vektor (insan, hayvan ve
tatarcik) ve gevreden etkilenmektedir. Leishmaniasisin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi i¢in énemli
etkenler arasinda sicaklik ve su depolamadaki degisiklikler, sulama aliskanliklari,
ormansizlasma, iklim degisiklikleri, HIV enfeksiyonu veya organ nakli sonrasi immunsupresif
tedavi ile bagisiklik baskilanmasi, ila¢ direncinin gelisimi, endemik bélgelere seyahat artis1 ve
kopek ithalati gibi ¢evresel faktorler yer almaktadir. Savas, zayif sosyo-ekonomik durum ve

diisiik seviyeli halki da bu hastaligin yayilmasinda en énemli etkenlerdir [37].
2.7.1. Kutanoéz Leishmaniasis Epidemiyolojisi

Diinya Saghk Orgiiti’'niin raporlarina gére, KL vakalarinin yaklasik % 95'i Amerika,
Akdeniz bolgesi, Orta Dogu ve Orta Asya'da meydana gelmektedir. 2017 yilinda yeni KL
vakasinin %95'inden fazlasi Afganistan, Cezayir, Brezilya, Kolombiya, Iran (islam Cumhuriyeti),
Irak ve Suriye Arap Cumhuriyeti'nde rapor edilmistir. Diinyada her yi1l 600.000 ile 1 milyon
arasinda yeni vaka meydana geldigi tahmin edilmektedir [38].
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2.7.2. Visseral Leishmaniasis Epidemiyolojisi

Vakalarin ¢ogu Brezilya, Dogu Afrika ve Giliney Dogu Asya'da ortaya c¢ikmaktadir.
Diinyada her yi1l tahminen 50.000 ila 90.000 yeni VL vakasi tanimlanmaktadir; bunun sadece %
25-45'i WHO'ya bildirilmektedir. 2017'de, WHO'ya bildirilen yeni vakalarin %95'inden fazlasi
su 10 iilkede meydana gelmistir: Banglades, Brezilya, Cin, Etiyopya, Hindistan, Kenya, Nepal,
Somali, Gliney Sudan ve Sudan [38]. Ancak hastalik 60'tan fazla lilkede endemik olmaya devam
etmektedir. Hindistan alt kitasi, diinyadaki antroponotik i¢ organ leishmaniasis vakalarinin
neredeyse %70'ini olusturmaktadir ve en yiiksek insidansa sahip olan Hindistan't Nepal ve
Banglades izlemektedir.

2.7.3.Mukokutan6z Leishmaniasis Epidemiyolojisi

Vakalarinin % 90'indan fazlasi Bolivya'da, Brezilya, Etiyopya ve Peru'da goriilmektedir

o
() N
A
oY
Number of new CL cases reported, 2018
Countries reporting imported CL cases B s 000

Brazil - 265 Sweden - 23 Jordan - 4 I 1000-49%9
Lebanon - 263 Venezuela (Bolivarian  Suriname - 4 . 1
Tran (Isiamic Republic of) - 158 Republic of) - 20 Bulgoria - 3 B 100 - 999 [ No autochtonous cases reported
Colombia - 46 Uzbekistan - 7 United Kingdom -3 Greece - 1 [ <100 71 No data
Bolivia (Plurinational State of) - 29 China - § El Salvador - 2 Ttaly - 1
Belgium - 25 Peru- 5 Bangladesh - 1 Panama - 1 i o Not applicable

Sekil 2.6. Diinyada KL epidemiyolojisi [38]

2.8. Turkiye’de Kutanéz Leishmaniasis Epidemiyolojisi

Subtropikal bir iklim bélgesinde, Avrupa, Afrika ve Asya arasinda bulunan Tiirkiye icin,
KL onemli bir halk sagligi sorunu olmustur ve Tiirkiye’'de bildirilen en énemli vektor kaynakl
hastaliklardandir. Tiirkiye'nin KL ile endemik bolgeleri; Glineydogu Anadolu ve Akdeniz
Bolgesidir. i¢ Anadolu ve Ege Bélgelerinden KL vakalari varligi rapor edilmistir [39].
Tirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanlig1 raporlarina gore, on yillik (1990-2010) dénemde 46.000
leishmaniasis vakasi bildirilmistir. Neredeyse her yil yeni 2000 vaka bildirilmektedir ve
bunlarin % 90" Turkiye’nin glineydogu kesiminde goriilmektedir. Tiirkiye’de KL'nin ana nedeni
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L. tropica’dir ve o Phlebotomus sergenti tarafindan aktarilmaktadir. Tiirkiye'de KL'nin
bulasmasinda ikinci 6nemli ajan L. infantum ve kanmitlanmis vektor tirleri P. tobbi'dir [40].
Ancak son yillarda, L. major ve L. donovani’nin neden oldugu bazi KL vakalari, Akdeniz ve
Giineydogu Anadolu bolgelerinden de rapor edilmistir [41]. Iran, Irak ve Suriye KL ile endemik
tic tlkedir. Bu iilkeler ile smirlar sahip olan Tiirkiye KL riskiyle karsi karsiya kalmistir.
Suriye’deki savas nedeniyle yaklasik 6,2 milyon Suriyeli tlilke icinde yerlerinden edilmistir. 5,4
milyondan fazla Suriyeli gibi komsu iilkelere siginmistir. Miilticiler KL dahil bir cok bulasici
hastalar1 gittigi iilkelerine tasima riskini ortaya c¢ikarmistir. Tiirkiye birgok iilke arasinda en
fazla sayida Suriyeli'ye ev sahipligi yapmistir. 29 Mart 2018 itibariyla toplam 3.567.130 Suriyeli
miiltecilerin akinina ugrayan Tiirkiye hem KL vakalarinda artis goriilmiistiir. Ayrica KL ile
endemik olmayan bdlgelerde KL vakalar1 goriilmeye baslamistir. 2013 yilinda Tiirkiye’de 2,268
Tirk ve 2000’den fazla Suriyeli KL vakasi rapor edilmistir [4].

2.9. Suriye’de Kutanéz Leishmaniasis Epidemiyolojisi

Leishmaniasis 1745'ten beri Suriye'de bilinmekte olan bir hastaliktir. Halep ¢ibani
olarak adlandirilmaktadir. Halep ve Sam ana KL endemik iller olarak rapor edilmektedir. 2010
yilinda Diinya Saghk Orgiitii (WHO) Raporuna gore Suriye KL ile en ¢ok etkilenen iilkelerden
biridir ve yilda 25.000'den fazla vakasi bildirilmistir [42]. 2011 yilindan itibaren savas yasayan
Suriye, saglik hizmetleri olumsuz etkilendiginden KL vakalarinin artmasini gozlenmistir ve
hastalik salgin bir haline gelmistir. Suriye’deki Saglik Bakanligi rutin siirveyans sistemi,
sendromik Erken Uyar1 ve Yanit Sistemi ve uluslararasi sivil toplum o6rgiitii tarafindan elde
edilen verilere gore 2015 yilinda vaka sayis1 zirveye dogru kademli olarak artmis, 2016'da
azalma gostermis, 2017'de sabit kalmis ve 2018'de tekrar artmistir. Savas nedeniyle hem vaka
sayilarinda artti olmus hem de edemik olmayan sehirlerde KL vakasi rastlanmaya baslanmistir
[43].

Syrian Arab Republic: distribution of CL cases in 2010

TURKEY

Al-Hasakeh

Ar-Ragga

Deir-ez-Zor

LEBANON

CL cases
0-250

291- 1000

Rural Damascus

As-Sweida

Sekil 2.7. 2010 yi1linda Suriye’de KL epidemiyolojisi [43]
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Syrian Arab Republic: distribution of CL cases in 2018
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Sekil 2.8. 2018 yilinda Suriye’de KL epidemiyolojisi [43]

2.10. Tiirkiye’de Visseral Leishmaniasis Epidemiyolojisi

Tiirkiye'nin Ege ve Akdeniz Bolgelerinde gorilmektedir. 2005-2014 yillar arasinda 207
visseral leishmaniasis olgusu rapor edilmistir. Tiirkiye’de ana etken ajan diger Akdeniz
tilkelerinde oldugu gibi L. infantum MON-1'dir. Asya ve Afrika endemik iilkelerinde VL'nin bir
baska nedensel ajani olan L. donovani, Tiirkiye'de 2014 yilina kadar VL'nin nedensel ajani olarak
belgelenmemistir. Ancak L. donovani ilk olarak Tirkiye'nin giineydogu ve dogu Akdeniz
bolgelerinde yasayan 19 Tiirk VL hastasindan izole edilmistir [44].

2.11. Leishmaniasis’te immiin Yaniti

KL ile enfekte bir kum sinegi bir memeliden kan emme islem sirasinda, Leishmania'nin
promastigotlari cilde enjekte edilmektedir. Daha sonra promastigotlar, makrofajlar, notrofiller
ve dendritik hiicreler gibi fagositik hiicreler tarafindan fagositozlanir. Promastigotlar, karmasik
savunma mekanizmalar1 nedeniyle makrofajlarda (son konakg1 hiicreler) hayatta kalabilir ve
amastigot formlarina doéniisebilmektedir. Leishmaniasise karsi bagisiklik konusunda bir¢ok
karmagsiklik vardir. Leishmaniasis direncinin T helper 1 (Th1l) gelisimi ve pro-enflamatuar
sitokinlerin (érn. interlokin (IL) -12, IL-1, interferon gama (IFN-y) , tiimér nekroz faktérii (TNF
a ve / veya IL-2) iiretimi ile ilgili oldugu belgelenmistir. Makrofajlarin aktivasyonu ve parazit
oldirmeye yol agmaktadir. Tersine, enfeksiyona duyarlilik, T-helper 2 (Th2) gelisimi ve IL-4, IL-
5 ve / veya IL-13 gibi Th 2 sitokinlerinin iiretimi ve iiretimi ile parazitin replikasyonuna ve
kalic1 durumuna gelmesine yol agmaktadir. Bununla birlikte, KL'nin immiino proteksiyonunda
ve immiino patolojisinde immiin yanitlarin rolii hakkinda birka¢ paradoks devam etmektedir.
Ornegin, Th1 cevabi ve pro-enflamatuar sitokinlerin tiretimi, KL'ye kars1 immiino-koruma igin
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cok oOnemli rollere sahip olmasina ragmen, asir1 {retimi, birlikte hastalikta ciddi
immiinopatolojiye yol acabilir. Aksine, Th2 gelisimi, enfeksiyon bolgesinde parazit kalicilig ile
iliskilidir, ancak disiik seviyelerde anti-enflamatuar sitokinlerin iiretimi, enflamatuar
reaksiyonlar1 hafifletecek ve yara iyilesme siirecini hizlandiracaktir. Ayrica, enflamatuar
sitokinlerin {iretilmesiyle Th17 hiicreleri (6rnegin, IL-22, IL-17 ve / veya IFN-y) ve diger
diizenleyici sitokinlerin (6rnegin IL-10 ve / veya (TGF) -) Leishmania spp ve ayni zamanda
konagin genetik gecmisine bagli olarak hastalifin ilerlemesine veya iyilesmesine katkida
bulunmaktadir [45].

2.12. Kutanoz Leishmaniasis Tedavisi

KL hayati tehdit eden ve ciddi saglik problemlerine neden olan bir hastalik degildir. KL
genellikle skar birakarak kendiliginden iyilesebilen bir hastaliktir. Ancak iyilesme siiresi
hastaliga neden olan parazitin tiiriine gore degisir. Ornegin L. major'un neden oldugu KL
olgularinda 2-4 ay icinde iyilesme olurken, L. tropica’nin neden olugunu KL olgularda iyilesme
sliresi daha uzundur ve 6-15 aya kadar uzayabilir. L. braziliensis ve L. mexicana’nin neden
oldugu KL olgularinda hastalik daha uzun siirer ve daha ciddi semptomlara neden olur. KL
tedavi amagclari, yaralarin iyilesmesi hizlandirmak, relaps veya yayilma riskini 6nlemek, skar
olusum riskini azaltmak ya da 6nlemektir. Tim hastalarda kabuk olusumunu 6nlemek icin ve
iyilesmeyi hizlandirmak icin lezyonlar su ve sabun ile yikanmaldir, steril gazli bez ile
kapatilmalidir. Bakteriyel stliperenfeksiyon olusan durumlarda, KL ilacina ek olarak
antibakteriyel ve antifungal tedavi uygulanmalidir.

KL tedavisinde Bes Degerli Antimon Bilesikleri (BAB) altin standart olarak kabul
edilmektedir. Sodyum stiboglukonat (Pentostam®) ve meglumin antimonat (Glucantim) KL
tedavisinde kullanilan (BAB)’lerdendir. Ikinci ila¢ secenegi Lipozomal Amfoterisin B’'dir BAB'a
direncli olgularda kullanilmaktadir. Yeni diinya KL ve mukokutanéz leishmaniasis tedavisinde
Pentamidin kullanilmaktadir. Miltefosine L. major KL olgularda BAB’a benzer bir etki
gostermektedir.

KL’'de tedavi intralezyon, topikal, sistemik ve fiziksel gibi ¢esitli sekillerde uygulanabilir.
Hastanin klinik belirtilere ve parazitin tiiriine gore uygun tedavi yontemi uygulanmaktadir.
Lezyonun c¢apt 1 cm’den az olursa veya lezyon bas boyun bdélgesinde degilse tedavi
uygulanamayabilmektedir [4,5,7].

2.12.1. Kutanoz Leishmaniasis Tedavi Yontemleri
2.12.1.1. intralezyon Tedavisi

Eski Diinya KL ile endemik bolgelerde lezyonlar, kii¢iik, az sayida,(burun, kulak, dudak,
goz kirpikleri, eklemde) bulunanmayan durumlarda kullanilir. Lezyonun kenarindan igine igne
girilir ve yiiksek konsantrasyon BAB verilir, lezyon beyazlayana kadar ilag verilir [4,5,7].

2.12.1.2. Sistemik ila¢ Tedavisi

Kronik, biiyiik veya ¢ok sayida lezyonlu olan, intralezyon ilaci kullanarak iyilesmeyen,
burun, kulak, goz kirpigi, eklem tizerinde fonksiyon bozulacak yerlerde bulunan veya immiin
yetmezlikli hastalarda sistemik ila¢ kullanimi tercih edilir [4,5,7].
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2.12.1.3. Topikal Tedavi

Paromomisin merhem L. major ile olusan KL lezyonlarda etki gosterebilir. [lag 10-30 giin
kullanilmalhdir [4].

2.12.1.4. Fiziksel Tedavi

Kriyoterapi, lezyon ve lezyon etrafinda 1-2 mm normal deriye 10-25 saniye siiren cift
donma-erime dongli uygulanmasi esasina dayanmaktadir. L. major ve L. tropica etkenleri ile
gelisen KL olgularinda intralezyon tedavi ile kombine olarak basarili tedavi edilebilmektedir.
Kriyoterapinin yan etkileri biil olusumu, 6dem, eritem, kalic1 pigment degisiklikleri ve sikatris
olusumudur. Kontrollii 1s1 uygulanmasi kriyoterapiye alternatif olarak kullanilabilir. Lezyon ve
etrafindaki normal deriye 1-2 mm 50°C'de uygulanir. Bu yodntem Leishmania’nin
amastigotlarinin 39°C’de 6lmesi esasina dayanmaktadir [5].

2.13. Kutano6z Leishmaniasis Olgularinda Klinik Tani

Endemik bolgede yasayan ya da endemik bolgeye 6zellikle yaz aylarinda seyahat eden
kisilerde nodiil, iilsere nodiil, plak, iilsere plak, eritematoz papiil, giysiyle ortiilmeyen viicut
bolgesinde kronik seyirli bir lezyon orataya c¢ikmasi gibi klinik durumlarda tami testleri
uygulanmalidir. Bu lezyonlar ikinci enfeksiyon olmadigi durumda agirsiz olmasi, ailenin baska
kisilerde benzer lezyon olmasi, KL tanisi diisiindiirmektedir. Fakat klinik olarak KL pek ¢ok
hastaligi taklit eder. Klinik olarak KL ayiric1 tanisinda bakteriyel deri enfeksiyonlari, malign
tilserler, mikotik enfeksiyonlar, deri tiiberkiilozlari, travmatik tlserler, enfekte bocek 1sirigi,
graniilomlar, miyazis, tropikal iilser, sarkoidoz, sarbon, psédolenfoma ve sporotrikoz gibi cok
sayida hastalik yer alir [5].

2.14. Kutanoz Leishmaniasis Laburatuvar Tanis1

Klinik olarak KL stipheli vakalarin tanisi dogrulamak amaciyla mikroskopik inceleme,
kiiltiir, PCR gibi testlerle laboratuvar tanisi yapilmahdir.

2.14.1. Mikroskobik inceleme

Hastanin en yeni, sekonder enfekte olmayan lezyonunun kenarindaki ve saglam deri
sinirinda bulunan boélgeden smear (yayma) alinir, Giemza boyasi ile boyandiktan sonra 1sik
mikroskobunda immersiyon yagi ile 100’lik biiylitmede inceleyerek, plazma membrani ile
cevirili biiylik koyu renkli nukleus ve nukleusun yaninda kiigiik koyu renkli cubuk seklinde
kinetoplast ihtiva eden oval, serbest halde ya da makrofajlarin i¢cinde bulunan leishmania
amastigotlar1 varligi arastirilir. Amastigotlarin arastirilmasinda dogrudan mikroskopi diisiik bir
duyarliliga (% 50-70) sahiptir [5,46].

2.14.2. Kiiltiir Yontemi

Hastanin lezyonundan alinan materyalin Nicolle-Novy-MacNeal (NNN) veya modifiye
NNN besiyerlerine ekimi yapilarak amastigotlarin promastigotlara doniisii arastirilir. Ekim
yapildiktan sonra iireme bir hafta icerisinde gerceklesir. Ancak pozitif olgularda bile iireme
oran1 %70 tir. Bakteri veya fungus ile kontamine lezyonundan alinan orneklerde iireme
gerceklesmez. Kronik vakalarin yani sira cilt dokusunda parazit yiiki diisiik olanlarin da tanisal
duyarliligin azalmasina neden oldugu bilinmektedir [4].
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2.14.3. Serolojik Yontemler

Kutanoz leishmaniasis tanisinda serolojik tan1 yontemlerinden floresan antikor, enzime
baglhh immiinosorbent testi (ELISA), western blot, lateral akis testi ve dogrudan agliitinasyon
testi gibidir. Bununla birlikte, enfeksiyonun neden oldugu zayif humoral yanit ve sonuc olarak
diistik duyarlilik nedeniyle bu formatlar KL tanisi icin yaygin olarak kullanilmamaktadir. Ayrica,
su anda mevcut serolojik testlerin cogu, spesifik olmayan reaksiyonlarda sonu¢ veren bir
toplam parazit lizat1 veya tam promastigota dayali bir 6n hazirlik niteligindedir. Son gelismeler,
serolojik tani icin spesifik saflastirilmis antijen preparatlarinin veya rekombinant Leishmania
antijenlerinin dahil edilmesinin bu testlerin operasyonel 6zelliklerini artiracagini
gostermektedir. Bu, VL'nin serolojik tanisi icin rK39 antijeninin basarisinindan dolayidir.

Is1 soku proteinleri (HSP'ler) ve ozellikle HSP83 potansiyel adaylar olarak ortaya
cikmistir. Rekombinant HSP83'e dayali bir ELISA, duyarlilik ve 6zgiilliikk agisindan ELISA bazh
bir ham L. major antijenine kiyasla, MKL ve VL'nin yaninda KL'nin tanisinda iyi performans
gostermistir. Ayrica, insan serumundaki anti-a-galaktozil antikorlarinin seviyelerini 6l¢mek icin
kimyasal 1s1ldayan bir ELISA kullanilarak, L. tropica veya L. major ile enfekte olan bireylerin
anti-a-Gal IgG diizeyleri saglikl kontrol bireyleri ile karsilastirilarak 6nemli élciide yiiksek (9
kata kadar daha yiiksek) oldugu bulunmustur.

Ek olarak, deney, mikroskopi analizinden daha yiiksek hassasiyete sahiptir. ilging bir
sekilde, dogrulanmis KL tedavisinin ardindan 2 yila kadar, bireyler saglikli goniilliilere kiyasla
28 kat daha ytiksek anti-a-Gal IgG seviyelerine sahiptir. Anti-a-Gal antikorlarinin seviyelerinin
izlenmesi hem bir tanm1 araci hem de Eski Diinya KL'nin bir tedavisinin biyobelirteci olarak
onerilmektedir [47,48].

2.14.4. Molekiiler Yontemler

Son yillarda cesitli molekiiler yontemler KL tanisinda kullanilmaya baslanmistir,
molekiiler yontemler hem leishmania paraziti saptanmak icin uygulanir hem de tiir
tanimlanmasi icin hedeflenmektedir. Molekiiler yontemlerde Leishmania tiirleri icin birkag
farkli genomik hedef kullanilmaktadir. rDNA (ITS-1 ve SSU rDNA), kinetoplastid mini-daire DNA
(kDNA), splice lider mini-ekson (SMLE), triparedoksin peroksidaz geni ve heat-shock protein 70
geni (HSP70) gibi bolgelerin tespiti hedeflenmektedir. Leishmania tiirlerini tiplendirmek
amaciyla kullanilan yontemler rastgele amplifiye polimorfik DNA (RAPD), multiplex PCR,
restriksiyon fragment length polimorfizm (RFLP), single-strand konformasyon polimorfizimi ve
DNA dizi analizidir[4,5,49].
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Tablo 2.4. Kutaanéz Leishmaniasis laburatuvar tanisinda uygulanan metodlar arasindaki

karsilastirma [6]

YONTEM AVANTA] DEZAVATA]
MIiKROSKOBIK - Basit - parazidin sayis1 az
INCELENMESI - Maliyeti diigiik oldugunu durumlarda
- Morfolojik olarak parazidin direkt duyarlilig1 diisiik olmasu.
tanilmasi - Benzer yapisina sahip
organizmalari ayrit
edilmemesi

- Deniymli personel
tarfindan incelenme
yapilmasi gerekmesi.

KULTUR YONTEMI - Saptanan parazitlerin canli olmasi. - Tirler arasinda
- Efektivite ve viriilansi varyasyonlarin
Olctlilebilmesi. saptanmamasi
- Yavas ve pahali olmasi.
SEROLOJIK - Hizh ve basit olmas1. - Ozgilliigi diisiik olamsi.
YONTEMLERI - Aynianda ¢ok sayida 6rnegin - Standardize ayiraglarin
incelenmesine elverisli gerekliligi.

- [EGegirilmis, aktif, ya da
latent enfeksiyonlar
arasinda ayrim
yapamamasl.

MOLEKULER - Canli ve cansiz parazitleri - Cokasamali ve pahali
YONTEMLERI saptanabilmesi. olmasi.
- Parazit yiikii diisiik olsabile - Konteminasyon

yuksek duyarlilik gdsteremesi.
Hastaliga neden olan parazit tiirii

tayini yapabilmesi.

oldugunda yalanci
pozitiflik
gosterilebilmesi.

- Yalanci negatiflik
gorilmesi.

- Olii parazitlerin ayirt

edilememesi.
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2.15. Kl Tanisinda PCR Yonteminin Kullanimi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) belirli bir DNA 6rneginin enzimatik olarak
milyonlarca ila milyarlarca kopyasini in vitro ve hizl bir sekilde tespit etmek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. PCR kullanilarak, ¢cok kii¢iik miktarlarda DNA sekanslarinin kopyalari,
bir dizi sicaklik degisimi dongiisiinde iissel olarak amplifiye edilir. Tanida uygulanan yontemler
arasinda en hassas ve spesifik yontem oldugu diisiintilmektedir. Testin etkiligi, amplifikasyon
icin secilen hedef (korunan veya degisken hedef bolge), hedef kopya sayisi, kullanilan
ekstraksiyon teknigi, test edilen biyolojik 6rnek ve uyarlanan veya gelistirilen PCR protokolii ile
etkilenmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu ( PCR ), reaksiyon karisimi icinde gerceklestirilir.
Bu karisim, DNA ekstrakti (sablon DNA), Taq polimeraz, primerler, dort deoksiriboniikleosit
trifosfat (ANTP'ler) ve tampon soliisyonundan olusmaktadir. Karisim reaksiyonunu iceren
tiipler, genellikle bir termal dongiide gerceklestirilir. Her reaksiyon adiminda gereken sicaklig
kontrol etmek icin reaksiyonlarin otomatik olarak isitilmasina ve sogutulmasina izin veren bir
makinede gerceklesir. PCR genellikle yaklasik 30 ila 35 dongiiden olusan bir seriden olusur
[47,48,49,50,51,52,53].

Denaturasyon Tavalama Uzama
o mnmnm
. E )
; y .
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gl 2 5 Ladddi, »
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’ DNA primany y § y 5
Nubdrond . W

Sekil 2.9. PCR asamalari [54]

2.15.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonda Kullanilan Bilesenler

PCR’da kullanilan bilesenler ve amlifikasyon kosullar en uygun hale ayarlanarak sonuglar en
verimli sekilde elde edilmektedir. Temel bir PCR kurulumu, asagidakileri iceren birkag¢ bilesen
ve reaktif gerektirmektedir:
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> Deiyonize su.
Buffer.

MgCl2.

Primer.

dNTP.

taq polymerase.
Hedef DNA.

YV VYV YVY

2.15.1.1. Deiyonize Su

Cift damlatilmis su karisima eklenerek fizyokimyasal ortam saglanir. Deiyonize su
kimyasal reaksiyonlar1 gerceklestirmeye yardimci olur.

2.15.1.2. PCR Buffer

Taq polimerazin verimli ¢alismak i¢in tuz, uygun pH gibi kosullar1 optimize edilmelidir.
Buffer'in amaci pH'y1 dengede tutmak, fizyokimyasal ¢evre saglamak ve primerin ozgilliigi
artirmaktir. Genelde kullanilan buffer (NH+)2S04dur.

2.15.1.3. MgCl2

DNA polimerazin optimum aktivitesi ve stabilitesi i¢cin uygun bir kimyasal ortam
saglayan iki degerlikli katyonlardan olusan bir tampon ¢ozelti kullanilir. Tampon ¢6zelti i¢in
tipik olarak magnezyum (Mg) veya manganez (Mn) iyonlari en yaygin olanlaridir. Yani
Magnezyum iyonlar1 taq polimerazin polimeraz aktivetisini arttirir ve Taq DNA polymerazin
kofaktorii olarak islevi gorilir.

2.15.1.4. dNTP

Deoksiniikleosit trifosfatlar veya dNTP'ler (bazen "deoksiniikleotid trifosfatlar" olarak
adlandirilir; trifosfat gruplar1 iceren niikleotidler), DNA polimerazin yeni bir DNA zinciri
sentezledigi yap1 blokudir, zincir polimerizasyonu sirasinda DNA sentezi i¢in ihtiya¢ duyulan
hem enerjiyi hem de niikleotitleri saglar.

2.15.1.5. Primerler

PCR primerleri, genellikle yaklasik 10 ila 30 niikleotit arasinda uzunlugu sahiptir, kisa
tek sarmalli DNA pargalaridir. Her PCR reaksiyonunda iki primer kullanilir ve bunlar hedef
bolgeyi (kopyalanacak bolge DNA hedefinin sens ve anti-sens zincirlerinin her birinin 3 '(lic¢
lissii) ucunu tamamlar) cevreleyecek sekilde tasarlanir. Yani, kopyalanacak bolgenin
kenarlarinda, sablon DNA'nin zit ipliklerine baglanmalarini saglayacak diziler verilir. Primerler,
tamamlayic1 baz ciftlemesi ile sablona baglanir. Primerler sablona baglandiginda, polimeraz
tarafindan uzatilabilirler ve aralarinda kalan bolge kopyalanirlar.

2.15.1.6. Taq Polimeraz

Kaplicalarda yasayan ve 100°C'nin lizerindeki sicakliklara diren¢ gésteren ekstramofilik
bir bakteri olan Thermus aquaticus'tan saflastirilmis veya klonlanmis bir DNA polimerazdir.
Amplifiye edilecek DNA hedef bolgesini iceren bir DNA sablonu bir DNA polimeraz; yeni DNA
ipliklerini polimerlestiren bir enzim olan 1siya dayanikli Taq polimeraz, yiiksek sicakliktaki DNA
denatiirasyon islemi sirasinda bozulmadan kalma olasilifi daha yiiksek oldugundan yaygin
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olarak kullanilmaktadir. DNA polimeraz replikasyona izin verir. Bu polimeraz (Taq polimeraz),
¢ogu proteini denatiire etmek icin genellikle yeterli olan yaklasik 100°C'lik sicakliklara dayanma
ozelligine sahiptir. Thermus aquaticus, konfor sicakligin1 72°C'de bulur. Bu deger polimeraz
aktivitesi i¢in optimum sicakliktir.

2.15.1.7. Hedef DNA Dizisi

Alinan klinik 6rneklerin DNA’s1 kapali dairesel sekildedir. Bu seklinde bulunan DNA
amlifiye etmesi etkinligi diistiktiir. Cestli DNA ekstrasiyon yontemleri kullanilarak DNA dogrusal
hale getirilerek amlifiye etmek etkinligini daha iyi olmaktadir [48,49,50,51,52,53,54].

2.15.2. PCR’1n Prosediirii

Bir DNA oOrneginden biiyiik miktarlarda spesifik bir DNA dizisi elde etmek igin, ¢ift
sarmalli bir DNA sablonunun kopyalanmasina dayanan PCR teknigi i¢ asamada uygulanir. Bir
denatiirasyon asamasini takiben primerlerle bir hibridizasyon asamasi ve bir uzama asamasi
olur. Her sentez adiminin irtnleri, sonraki adimlar icin bir sablon gorevi goriir, boylece tistel
amplifikasyon elde edilir. Tipik olarak PCR’da, her dongii genellikle iki veya li¢ ayr1 sicaklik
adimindan olusan, termal doéngii adi verilen bir dizi 20-40 kez tekrarlanan sicaklik
degisikliginden olusur. Donglide 6nce genellikle cok yiiksek bir sicaklikta (>90°C) tek bir
sicaklik adimi ve ardindan son iiriin uzatmasi veya kisa siireli saklama i¢in sonda bir bekletme
gelir. Her donglde kullanilan sicakliklar ve bunlarin uygulanma siireleri, DNA sentezi icin
kullanilan enzim, reaksiyondaki iki degerlikli iyonlarin ve dNTP'lerin konsantrasyonu ve
primerlerin erime sicakligl (Tm) dahil olmak iizere cesitli parametrelere baghdir. Cogu PCR
yonteminde ortak olan adimlar; denatiirasyon, baglanma ve uzamadir.

2.15.2.1.Denatiirasyon

Bu adim, ilk diizenli dongiisel olaydir ve reaksiyon odasinin 20-30 saniye 94-98 ° C'ye
1sitilmasini icerir. Bu, cift sarmalli DNA sablonunun DNA erimesine veya denatiirasyonuna,
tamamlayic1 bazlar arasindaki hidrojen baglarim1 kirarak iki tek sarmalli DNA molekiili
olusturmasina neden olur.

2.15.2.2. Primer eslesmesi (annealing)

Bir sonraki adimda, reaksiyon sicakligi 20-40 saniye siireyle 50-65°C'ye dusiirtlir ve
primerlerin tek sarmalli DNA sablonlarinin her birine baglanmasina izin verilir. Reaksiyon
karisimina tipik olarak iki farkli primer dahil edilir. Hedef bolgeyi iceren iki tek sarmalli her biri
icin birer tane primer kullanilir. Sicaklik ¢ok yiiksekse hi¢ baglanmayabilir. Tipik bir baglama
sicakligl, kullanilan primerlerin Tm'sinin yaklasik 3-5°C altindadir. Tamamlayic1 bazlar
arasindaki kararhi hidrojen baglari, yalnizca primer dizisi sablon diziyle ¢ok yakindan
eslestiginde olusturulur. Bu adim sirasinda polimeraz primer sablon hibritine baglanir ve DNA
olusumuna baglar.

2.15.2.3. Uzatma / uzama

Bu asamada genellikle 72°C sicaklikta gerceklestirilir. Bu adimda, invitro kosullarda cift
iplik¢ikli DNA'nin sentezlenmesidir. Isiya dayanikli polimeraz enzimi, primerler ve kalip olarak
tek iplik¢ikli DNA'nin kullanilir. Enzim 5’ 3’ yoniinde aktivite gdstererek primerlerin 3’
uclarindan baslayarak ortamdaki nitikleotidleri kullanarak hedef DNA diziliminin kopyasini
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yapar. Reaksiyon 1sis1 tekrar 940C’ye cikarilarak bir siklus tamamlanmis olur. Denatiirasyon,
tavlama ve uzama siiregleri tek bir dongii olusturur. DNA hedefini milyonlarca kopyaya
ylkseltmek icin birden fazla dongii gerekir.

2.15.2.4. Son Uzama

70-74°C sicaklikta islemden 5-15 dakika sonra gergeklestirilir. Kalan tek sarmalli
DNA'nin tamamen uzamasini saglamak icin son PCR dongiisii.

2.15.2.5. Son Bekletme

Son adim, reaksiyon odasini belirsiz bir stire i¢cin 4-15°C'ye sogutur ve PCR triinlerinin
kisa siireli depolanmasi i¢in kullanilabilir [48,49,50,51,52,53,54].

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma Uygulama Hastanesi Dermatoloji
Poliklinigi’ne basvuran kutan6z leishmaniasis stipheli hastalardan farkl tani yontemleri
kullanarak Leismania parazitinin arastirilmasi, elde ettigimiz sonuglar karsilagtirilmasi ve
vakalari epidemiyolojik yonden degerlendirilmesi amaclandi.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimin’den 2020-1-TP2-4023 numarili proje

Bu tez calismasi, Mersin Universitesi Rektérliigii Klinik Arastirmalar Etik Kurul

Baskanligi'nin 04/12/2019 tarihli ve 2019/539 sayili karari ile “ etik kurul onay1” ve Mersin

destegini almistir.

3.1. Kullanilan Geregler

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Etiiv (Niive EN 500, Tiirkiye )

Biyogiivenlik kabini (Thermo Scientific)

PCR cihaz1 (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler, Almanya)
Otoklav (Hirayama- HA-300 M4, Japonya)

Isik mikroskobu (Olympus, Japonya)

Vorteks (Niive NM-110, Tiirkiye)

Elektroforez Gii¢ Kaynag: (Biometra, P30)

Elektroforez Tanki (Thermo Scientific, Owl E. SycastTM B2)

Jel Gorilintiilleme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France)
Mikrodalga Firin (Beko, MD 1500)

Derin Dondurucu (Ugur, R134a)

Hassas Terazi (Scaltec)

Vortex (Heidolph, REAX top)

Santrifiij (Sigma, 1-15)

-20°C’lik Derin Dondurucu (Indesit)

Distile su cihazi (Thermo Scientific, micropure)

Mikropipet Seti (Thermo Scientific, GJ16637-GJ16827-G]17112)

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Primer Dizayni, 200 nmol
Eael, 200U

Taql (10 U/pL) 3,000 units
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. Tag DNA Polymerase, 500 U (Fermentas, #£P0402)

o 100 mM dNTP (Fermentas, Deoxynucleotide set-dNTP set, 4x25 umol, #R0181)
. GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, 5x50 pg

. Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL), 100ml

. RPMI 1640 Medium, HEPES, 500 ml

. Proteinaz K, 100 mg

. Dimethyl sulfoxide Hybri-Max

. Agaroz (Prona, 0945002PR)

. 25 mM MgCl2 (Fermentas, #EP0402)

. High Pure Viral Nukleic Acid Kit (Roche Diagnostics Gmbit Manheim, Germany)
. Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), sodium salt (Lachema, 302430300, cat no: 30354)
. Tris-base (Amresco, 1639B291)

. Etanol absolut (Riedel- deHaan, 32221)

. Borik asit (Merck, K29935665 204)

. Siikroz (Merck, 1.07651)

. Brom fenol mavisi (SCP Science, B7722)

. Etidyum Bromid (Sigma-Aldrich, E8751)

. Giemsa boyama

. Bacto agar

. NacCl

3.1.3. Kullanilan Tampon Cézeltiler
3.1.3.1.Elektroforez asamada Kullanilan Soliisyonlar

» 10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok Soliisyonu pH 8.8

. Borik ASit...oniienne. 55gr
. Tris Base...coneereenees 108 gr
. EDTA. e 8,3 gr

Bu maddeler distile su kullanark ertilldi ve PH’s1 8,8 olacak seklinde ayarlandi. Hazirlanan

sollisyonuna 1 litre hacim olacak lizere distile su ilave edildi. Oda sicaklaginda saklandi.
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» Yiikleme Tamponu (20 ml icin)

o Brom fenol mavisi...........0,05 gr.
. SUKIOZ...ooeiieree e 4 gr.
Bu maddeler 20 ml 1XTBE tamponuna eklindi. Oda sicakliginda miihafaza edildi.
» Elektroforez Yiiriitme Tamponu (1XTBE)
. Hazirlandigimiz 10X TBE Buffer stok soliisyonunundan daha hafif konstrasyonu elde
etmek amaciyla distile su ilave edildi.

. 1X TBE tamponu elektroforez tankina konuldu ve elektroforez ytiriitme tamponu olarak

kullanildi.
3.2. Orneklerin Toplanmasi

Bu calismada 04.12.2019 ve 01.03.2021 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi’'nin Dermatoloji Poliklinigi'ne basvuran KL siiphesi olan hastalar ¢alismaya
dahil edildi. Hastalara KL hastaligt hakkinda anlatarak bilgi verildi, hastalardan o6rnek
alinmadan 6nce goniillii onay formuna hasta tarafindan imzalandi ve hastanin onay1 alindi (EK

1, EK 2). Calismaya katilan hastalarin siipheli lezyonlarindan kazinti ve aspirat alindi.
3.3. Orneklerin Alinmasi
3.3.1. Smear 6rneklerinin alinmasi

KL stipheli lezyonlar %70°lik alkol ile temizlendikten sonra bistiiri kullanrak lezyonun
kenarindaki saglam deriye yakin olan bélgeden kazanti alindi ve temiz bir lamin {izerine yayma

yapildi. Hazirlanan yayma mikroskobik incelemek {izere Giemsa boya ile boyandu.
3.3.2. Aspirasyon sivisi alinmasi

Insiilin enjektorine %0.9’luk sodyum kloriirden (NaCl) 0.5 ml alindi. KL siipheli lezyonu
%70’lik alkol ile temizlendikten sonra lezyonun kenarindaki saglam deriye yakin olan bolgede,
insiilin enjektorii girildi ve steril sodyum Kkloriir ¢6zeltisi lezyonun icerisine birakilip sonra
lezyon icindeki sivi enjektore geri alindi. Alinan aspirasyon 6rnekleri iki ayr1 temiz ependorf
tiiplerine paylastirildi. Bu tiiplerin birisi N.N.N besiyerine ekim i¢in kullanildy, digeri ise PCR i¢in
kullanildi.
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Sekil 3.10. Calismaya dahil edilen bazi KL siipheli lezyonlar

3.4. Tanimlamada kullanilan yéntemler
3.4.1. Mikroskop incelenmesi

Hazirlanan yayma preparat Giemsa boya ile boyandiktan sonra, mikroskobta 100°’liikk

objektifte incelendi. Leishmania’nin amastigot formunu arastirildi.
3.4.2. Kiiltiir Yontemi
3.4.2.1. NNN. Besiyerinin Hazirlanmasi

» 90 ml distile suya 1,4 gr Bacto agar ve 0,6 gr NaCl karistirild1 ve agarin tam olarak
erimesi saglanmak icin 1s1tildu.

» Besiyeri, sterilize edilmesi icin otoklavda (121°C’de 15 dakika) bekletildi, ve 50-55°C’ye
soguttuktan sonar icine 10 ml defibrine tavsan kani eklendi.

» 4°C’ye alinan besiyerlerine, bakteri konteminasyonunun engellenmesi amaciyla 0,2 ml

penisilin G ve streptomisin siilfat eklendi.

27



Aya ALSHEKISSA, Yiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2021

» Pastor firininda steril edilmis vidali kapakli cam tiiplere hazirlanan besiyerinden 4’er ml
dokiilerek 10° egimde agarin donmasi saglandi.

» Besiyerleri, buzdolabina 2°C-8°C sicaklikta muhafaza edildi.

» Kullanilacagr zaman buzdolabindan c¢ikarildi ve oda sicakliina gelinceye kadar

beklendi.

Sekil 3.11. N.N.N besiyeri

3.4.2.2. N.N.N Besiyerine Ekim

Buzdolabindan ¢ikarilan besiyeri oda sicakhigina getirildi. Aspirat sivis1 alinip alinmaz
steril kosullarda besiyeri lizerine birakildi. Etiivde 24°C derecede dik seklinde 5 giin bekletildi. 5
giin sonra besiyerinde bulunan sividan pastor pipet kullanilarak alindi ve lam-lamel arasinda
mikroskopta 40’lik objektif ile Leishmania'nin promastigotlarina arastirildi. Promostigot
goriilmedigi durumlarda ekim yapilan besiyeri 20 giin 24°C etiivde bekletildi ve her 4 giinde bir

promastigotlar arastirildi.
3.4.3. Molekiiler Tan1 Yontemi
3.4.3.1. DNA Ekstraksiyonu

High Pure Viral Nucleic Acid (lot:13554700 Roche Diagnostics Gmbit Manheim,
Germany) kiti DNA ekstraksiyonu icin kullanildi. Uretici firmanin talimatlarina gore ¢ozeltilerin

hazirlanmasi ve ekstraksiyon asamalari yapildi.
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3.4.3.1.1. Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

» Proteinaz K (20 mg/ml)

. Liyofilize halde bulunan 100 mg proteinaz K, 5 ml elution buffer i¢cinde karistirilarak
¢coziildil.
. Bu karisim, 250 pl’'lik hacimlere boliinerek -202C’de saklandi.

» Poly (A) (4mg/ml)

. Liyofilize halde bulunan 2 mg poly (A) tasiyict RNA 0.5 ml elution buffer ile ¢6ziildii.
. 40 pl'lik hacimlere bollinerek -202C’de saklandi.
. Calisma sirasinda bu 50 pl'lik karisima, 5 ml binding buffer [6M guanidine-HCI, 10mM

Tris-HCl, %20 Triton X-100 (w/v), pH 4,4 (252C)] eklendi.
. Binding buffer ve poly (A) karisimi her ¢alisma sirasinda yeniden hazirlandi.

> Inhibitor Removal Buffer

. 33 ml inhibitor removal buffer'a (5M guanidine-HCI, 20mM Tris-HCl pH 6,6 (25°C)

etanol eklendikten sonraki ¢ozeltesi) 20 ml saf etanol eklendi ve iyice karistirildi.

> Wash Buffer

. Wash buffer’a (2X10 ml, 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCl, pH 7,5 (25 2C) etanol eklendikten

sonraki konsantrasyonu) 40 ml saf etanol eklendi ve iyice karistirildi.
3.4.3.1.2. Ekstraksiyon Asamalari

5 ml binding buffere 50 ul Poly (A) ekleyerek karisimi hazirlandi. Hazirlanan karisim

dan 200 pl alinip aspirat 6rneklerin bulundugu ependorf tiiplerine eklendi.
1. 50 pl proteinaz K (20 mg/ml) eklendikten sonra vortekslenip ve 72°C’de 1 saat inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra ependorflarin iizerine 100 pl binding buffer eklenip

vortekslendi.
3. Kitte bulunan toplama kaplari ve filtreli tiipler i¢ ice yerlestirildi.

4. Ependorf tiipiindeki hazirlanan karisim, toplama kaplari igerisine aktarildi ve 1 dakika 12000

rpm’de santrifiij edildi.
5. Santrifiij sonrasi, toplama kabi atilip filtre tiipleri yeni toplama kaplari iizerine yerlestirildi.

6. Tiiplerin iizerine 500 pl inhibitor removal buffer eklendi ve 1 dakika 12000 rpm’de santrifiij
edildi.
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7. Santrifiij sonrasi, toplama kabi atildi. Filtre tiipleri yeni toplama kaplari lizerine yerlestirildi.

8. Tlplerin lizerine 450 ul Wash Buffer eklendip ve 10 saniye 12000 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi toplama kab1 atildi. Filtre tiipleri yeni toplama kaplari iizerine yerlestirildi. Bu

basamak iki kez tekrarlandi.

9. Bu islem yapildiktan sonar tiipler 10 saniye 12000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi

toplama kabi atilip Filtre tiipleri 1,5 ml'lik ependorf tiipler ice gecerildi.

10. Tiplerin tizerine 50 pl Elution Buffer eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi, bu siire
bittikten sonra 5 dakika 12000 rpm’de santrifiij edildi.

11. Ependorf tiip icindeki filtre tiipii atildi ve bu tiipler -20°C’de sakland1.
3.4.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Uygulamasi
Calismamizda;

» Kontamine olmasi engellemek icin aspirat drneklerinden DNA ekstraksiyon, PCR’da
kullanilacak ana Kkarisiminin hazirlandi ve ekstrakte edilen DNA'nin PCR'in ana
karisimina eklenmesi 3 ayr1 izole edilmis odalarda yapildu.

» Yiizeylerin dekontaminasyonu i¢in sodyum hipoklorid ve UV 151k kullanildi.

Leishmania tiirlerine ait DNA'nin saptanabilmesi icin parazitin miniexon gen bolgesi

hedeflenmistir. Bu bolgenin PCR amplifikasyonu i¢in Tablo 3.5.’de belirtilen primerler kullanildu.

Tablo 3.5. calismada kullanilan primerler [55]

Primerler (sequence) PCR iirtinleri

Forward Fme(5'-TAT TGG TAT GCG AAA CTT CCG-3") 378-435 bp

Reverse Rme(5'-ACA GAA ACT GAT ACT TAT ATA GCG-3')

Miniexon gen boélgesinin amplifikasyonunda her bir érnek icin hazirlanan reaksiyon
karisimi Tablo 3.6.’daki gibi yapild.
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Tablo 3.6. Reaksiyon Karisimi

Reaksiyon bilesenleri Kullanilacak miktar (pL)
NADS 26.7

dNTP Mix (10 mM) 1

10XNH4 Tampon 5

MgCI2 (25 mM) 5

DMSO 6

Primer 1 (Rme) (100 pmol/pL) 0.5

Primer 2 (Fme) (100 pmol/uL) 0.5

Taq DNA Polimeraz 0.5

DNA ornegi 5

PCR amplifikasyonu Tablo 3.7.’de belirlenen PCR kosullarina uygun olarak gerceklestirildi.

Tablo 3.7.calismada uygulanan PCR kosullari [55]

Sicaklik(°C) | Siire Déngii sayisi
On 1s1tma (Baslangic) 94 10 dk 1
Denatiirasyon 94 60 sn 25
Primer baglanmasi (Annealing) 54 60 sn
Zincir uzamasi (Elongasyon) 72 90 sn
Son uzama (Post elongasyon) 72 10 dk 1
Muhafaza 4 e o
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PCR’da amplifiye edilen gen bélgelerinin uzunlugunu saptamak icin %2 agaroz jel
elektroforez teknigi kullanildi.

3.4.3.3. Agaroz Jel Elektroforez islemi

PCR’de amplifiye edilen Leishmania DNA’sinin miniexon gen bolgesini tespit etmek i¢in
agaroz jel elektroforez teknigi kullanildi. Hazirlanan jelde yiiriitiilen DNA’larin uzunluklari,
biiytikliikleri belli (100-1000 b¢) DNA fragmentleri ihtiva eden molekiiler agirlik standard ile
kiyaslanarak saptandi. Elektroforez tamponu olarak TBE (Tris-Borik asit-EDTA), 10X konsantre
stok soliisyon seklinde hazirlandi. Daha sonra distile su ile sulandirilarak 1X olacak sekilde
hazirlandi ve hem tankta hem de agaroz jelin hazirlanmasinda kullanild.

3.4.3.3.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

%Z2’lik agaroz jel hazirlama icin bir erlenmayerde, 2 gr agaroz ve 100 ml 1X TBE
sollisyonu seklinde ve mikrodalga firinda seffaf homojen hale gelinceye kadar 1sitildi. Sonra 10
ul Etidyum-bromid eklendi. Jel tepsisine taraklari yerlestirildi ve erimis haldeki karistirilmis jel
ve etidyum-bromid yavasca jel tepsisine dokiildii. Dokme islemi sirasinda jel icinde hava
kabarciklarinin kalmamasina dikkat edildi. Jel katilasana kadar yaklasik 30 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Daha sonra elektroforez tankina yerlestirildi ve PCR o6rneklerinin
yluklenmesine hazir hale getirildi. Daha dnceden PCR amlifiye edilmis olan 6rneklerden 7 pl
alindi ve parafilm tzerinde 2 pl 1X TBE ile hazirlanmis yiikleme tamponu (%20 siikroz veya
gliserol, % 0,25 brom fenol mavisi) ile iyice karistirildi. Daha sonra hazirlanan jel, elektroforez
tankina yerlestiridi ve kuyucuklarina hazirlanan PCR iriin yiikleme tambonu karisimi sirasiyla
ylklendi. Tankin kapagi kapatildi1 ve gii¢c kaynag: calistirildi. 6rnekler 30-40 dakika boyunca
yuritildi. 130 mA elektrik akimi ayarinda islem yapildi. Yiikkleme tamponun igerisinde bulunan
brom fenol mavisinin hareketi takip ederek jelin 1/2’liik kismina varliginda elektroforez cihaz
durduruldu. Tanktan jeli ¢ikarildi ve UV-transiliiminatériinde (312 nm dalga boyu ) incelenip jel
goriintiileme sisteminde kayit edildi.
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4. BULGULAR

KL siipheli hastalarda leishmania parazitin saptanmasi icin ve alinan sonuclari
epidemiyolojik yoniinden degerlendirmek amaciyla; (04.12.2019 ve 01.03.2021) tarihleri
arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma Uygulama Hastanesi Dermatoloji
Poliklinigi'ne basvuran 16 siipheli hastadan yayma 6rnegi ve aspirat sivisi alindi. Leishmania
paraziti arastirilmasi amaciyla mikroskopik inceleme ve PCR yontemi uygulandi. Calismaya
dahil edilen hasta bilgileri ve KL tanisinda kullanilan yéntemlerinin sonuclar1 tablo 4.7.'deki
gibidir.

Tablo 4.8. Calismaya katilan hastalarin bilgileri ve elde edilen sonuclar

Hast no: yas cinsyet uyuruklu Lezyon Lezyon Mikroskobik Kiiltiir PCR
sayisl boélgesi inceleme

1. 56 K Tirk 3 yuz - -

2. 5 K Suriyeli 1 Ust + +
ekstremite

3. 5 K Suriyeli 3 Yiiz, alt - -
ekstremite

4. 74 K Tirk 1 Yiiz - -

5. 2 E Suriyeli 4 Yiiz, alt - -
ekstremite

6. 40 K Suriyeli 1 Ust + +
ekstremite

7. 5 K Suriyeli 3 Yiiz, alt - -
ekstremite

8. 25 E Tirk 2 Alt - -
ekstremite

9. 47 K Tirk 1 Yiiz - -

10. 30 E Suriyeli 1 Ust + +
ekstremite

11. 6 E Suriyeli 1 Yiiz + +

12. 1yil  E Suriyeli 2 Yiiz - - -

2 ay

13. 6 E Suriyeli 1 Kulak - - -

14. 47 E Tirk 1 Yiiz - - -

15. 64 K Suriyeli 8 Ust ve alt - - +
ekstremite

16. 40 E Tiirk 1 Ust - - +
ekstremite

Calismaya katilan hastalarin (8/16) %50 erkek,( 8/16) %50 kadindir. Tiirk hastalarin
sayist 6 (% 37,5) iken Suriyeli hastalarin sayis1 10 (% 62,5) olarak tespit edildi. Calismaya
katilan KL stlipheli hastalarin ortalama yasi 28,31+24,73 idi. Minimum hasta yas1 1 ve
maksimum yasi1 ise 74 olarak belirlendi. 16 hastanin 9'u (%56,3) tek bir lezyon sikayeti ile
basvururken, 2/16 (% 12,5) vaka iki lezyon ile klinige geldi. Ug lezyona sahip olan hastalarin
sayis1 3 olarak belirlendi (% 18,8). Bir hastanin (% 6,3) dort lezyonu vardi ve sadece 1 (% 6,3)
kisinin 8 lezyonu mevcuttu. 16 vakanin 10’'unda (%62.5) yilizde lokalize lezyonu vardir. 5
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vakada (%31.25) list ekstremitede lezyon vardi. Alt ekstremitedeki lezyon ile basvuran hasta
sayisl ise 5°tir (%31.25).

Mikroskobik inceleme yodntemi kullanilarak pozitif vakalarinin sayisi 4/16 (%25),
calismaya katilan hastalardan 5’inde N.N.N besiyerine ekim yapildi ama hi¢ birinde promastigot
gorilmedi ve lireme rastlanmadi. PCR yonteminin kullanarak pozitif vakalarin sayisi ise 6/16
(%37.5) olarak bulunmustur. PCR yonteminde pozitif sonucuna sahip olan 6 hasta 5/6(%83.33)
Suriyeli ve 1/6 (%16.66) Turk'tiir.

Tablo 4.9. Mikrosobik incelemede ve PCR yontemi kullanarak bulunan sonug¢larinin
Kkarsilastirilmasi

Mikroskobik (+) Mikroskobik (-) Toplam
PCR (+) 4 2 6
PCR (-) 0 10 10
Toplam 4 12 16

Sekil 4.12. Mikroskobik incelemede amastigotlarin gériiniimii
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M 1 2 3 4 5 PK PK NK M6 7 8 9 10 11 1213 PKNK

Sekil4.13. :PCR sonuglari

M: marker
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13 hasta numaralaridir.
PK: Pozitif kontrol

NK : Negatif kontrol
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5. TARTISMA

KL diinyanin 98 iilkesinde yayilim gosteren bir hastalik oldugunu bilinmektedir.
Endemik iilkeler arasinda yer alan Tiirkiye’de KL hastali§1 6nemli bir halk sagligi sorunudur [4].
1933 yilindan Tiirkiye’nin Giineydogu Anadolu Bolgesi KL ile endemik bir bélgedir. 1950°li
yillarda vektorlerle savas nedeniyle KL vaka sayilarinda azalma goriilmiistiir. Ancak 1985 ve
sonrasinda oOzellikle Sanlurfa ilinde ve Cukurova bolgesinde KL vaka sayilarinda tekrar artis
gozlenmistir. Bu artisin sebebi vektor kontroliinlin yetersiz olmasidir. Tiirkiye'nin genelinde
1990-2010 yillar1 arasinda 46.003 yeni KL vakasi raporlanmis ve bu vakalarin %96’s1 sirasiyla
Kahramanmaras, Sanliurfa, Hatay, Osmaniye, Diyarbakir ve Mersin’den bildirilmistir [56,57].
Tiirkiye’de KL etkeni olan tiirler; L. tropica ve L. infantum’dur. Ama son yillarda L. major ve L.
donovani KL'ye neden olarak rastlanmaya baslanmistir [40,41]. Klinik olarak KL siipheli
olgularin kesin tani koymak icin en sik kullanilan yéntemlerden biri mikroskobik inceleme
yontemidir. Bu yontem en basit ve hizli tekniktir, ancak 6zellikle kronik lezyonlarda duyarlilig:
diisiikttr. Bir diger geleneksel yontem lezyonlardan parazitlerin kiiltiirlenmesidir, ancak bu
uzun bir kulucka dénemi gerektirir ve her zaman olumlu bir sonu¢ vermeyebilir [58]. Son
yillarda KL tanisinda molekiiler yontemler kullanilmaya baslanmistir. Yiiksek duyarlilik
gosteren molekiiler yontemler (PCR gibi) ile kesin tani1 konabilir. Ayn1 zamanda bu yontemler
kullanilarak lezyona neden olan Leishmania’nin tiirii tespit edilebilir [49].

Comert ve arkadaslarinin yaptiklari calismada 2010-2015 yillar1 arasinda Mersin ilinde
Uiniversite hastaneleri, devlet hastaneleri ve toplum saglig1 merkezlerinde basvuran ve KL tanisi
saptanarak Halk Sagligi Miidurligi’'ne bildirilen toplam olarak 376 olgu incelenmistir. Vakalarin
¢ogunu olusturan 222 olgu (%59.0) Mut’ta rastlanmistir. Olgulardan 92’si (%24.5) Tarsus’tan
bildirilmistir. Bildirimde tan1 aldig1 merkezlere gore olgularin dagilimi incelendiginde; 213 olgu
(%56.6) devlet hastanelerindeyken, 154 olguya (%41) TSM’lerde ve 9 olgu (%2.4)’ya Mersin
Universitesi Tip Fakiiltesinde tani konulmustur [57]. Cémert ve arkadaslarinin ¢alismasi ve
bizim ¢alisgmamizin sonuglan karsilastirildiginda; 5 yil icinde Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
hastanesinde 9 hastaya KL tanisi konulmus iken, bizim bir y1l siiren ¢alismamizda 6 hastaya KL
tanisi konulmustur. Bizim ¢alismamiz boyunca elde edilen verilere gore gecen yillara oranla
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Aragtirma ve Uygulama Hastanesi'nde KL tanis1 alan vaka
sayilarinda artis kaydedilmistir.

KL olgu sayilarinda artma sadece Mersin’de degil, tiim Tiirkiye’de fark edilmistir. Bu
artisin nedeni Tiirkiye’nin komsusu olan iilke Suriye’deki savas nedeniyle 3.5 milyon miiltecinin
savastan kagarak Tirkiye'ye siginmasidir. Baz1 miilteciler KL ile birlikte baska hastaliklari da
Turkiye'ye tasimislardir. 2013 yilinda Tiirkiye’de 2268 Tiirk ve 2000’den fazla Suriyeli KL
vakasi rapor edilmistir [4]. Inci ve arkadaslar1 Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi Tip
Fakiiltesi Dermatoloji Anabilim Dali'na Ocak 2011-Haziran 2014 tarihleri arasinda bagvuran KL
tanist almis 110 hastayr degerlendirmistir. Calismada hastalarin 76'sitm1 (% 69) cadir
kamplarinda yasayan Suriyeli miilteciler olustururken, 34'int (% 31) Turkiye vatandasi olarak
tespit etmislerdir [58]. Calismamizda toplam 16 KL siipheli hastalarda 6’s1 KL olarak
saptanmistir, KL saptanan 6 vakasinin 5'i (%83.33) ise Suriye kokenli olarak belirlenmistir. Bu
sonug miilteci gé¢liniin vaka sayisini arttirmasina olan etkisini gostermektedir.

Ozkeklik¢i ve arkadaslar1 Ocak 2009 ile Temmuz 2015 tarihleri arasinda Gaziantep
Devlet Hastanesi’'ne basvuran 567 KL siipheli hastalarin lezyonundan aspirat sivisi alinmis,
Giemsa boyasi ile boyanarak mikroskobik inceleme yapilmistir. Mikroskobik inceleme yontemi
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ile pozitiflik orant %46.4 olarak saptanmistir. Mikroskobik incelemede saptanan KL tanili
hastalarin %66.15'i Turk kokenli iken %33.46’s1 Suriye vatandasi ve %0.38’si Afganistan
kokenli oldugu tespit edilmistir. 34 KL siipheli hastadan alinan slayt o6rnekleri PCR ile
incelenmis ve bunlarin 20'si pozitif bulunmustur. Pozitif 6rneklerin 18'i (13 Tiirk ve 13 Suriyeli)
L. tropica, ikisi (1 Tirk ve 1 Suriyeli) L. infantum olarak belirlenmistir [59]. Calismamizin
mikroskobik incelemede pozitiflik oram literatiire gore daha diisiiktiir. Calismamizda KL
saptanan Suriyeli hastalarinin orani (%83.33) literatiire gore daha fazla bulunmustur.

Gaziantep’de Leishmaniasis tani ve tedavi merkezine 01.04.2013 ve 01.04.2014 tarihleri
arasinda basvuran 635 hasta retrospektif olarak degerlendirmis ve hastalarin %89,4’i Suriye,
%10,6’s1 Tirkiye uyruklu oldugu belirlenmistir [56]. Bu ¢alismada KL tanisi alan vaka
sayilarinin Suriyeli/ Tiirk orani ¢alismamizla uyumludur.

Salman ve arkadaslar1 01.01.2010-19.03.2013 tarihleri arasinda Nizip Devlet Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvari’na goénderilen 416 KL silipheli hastadan alinmis 06rnekler,
mikroskobik inceleme yontemi kullanilarak taranmistir. Pozitiflik orani %18.5’tir. KL saptanan
hastalarin %80.5’i Suriyeli iken ve %19.5'inin Tirk oldugunu gozlenmistir [60]. Suriye'nin
komsusu olan Libnan iilkesinde savas basladiktan sonra KL vakalarinda artis gézlenmistir.
Alawieh A ve arkadaslar1 2001 ile 2014'in ilk ceyregi arasinda Liibnan Halk Sagligi Bakanhig:
Epidemiyolojik Gozetim Departmanina bildirilen tiim leishmaniasis vakalarini incelemistir.
Toplamda, 0-6 vaka araligindaki onceki bir yillik sayiya kiyasla 2013 yilinda 1033 yeni
leishmaniasis vakasi rapor edilmistir. Insidans artis sebebi aragtirldiginda 2013 yilinda
bildirilen vakalarin ¢ogu Suriyeli miilteciler ve onlarin bulundugu yogunlasma alanlariyla ilgili
olarak bulunmustur [61]. Bu literatiir sonuclar1 ¢alismamizin sonuglari ile uyumludur. KL
saptanan hastalarin cogunun Suriyeli kdkenli oldugunu saptanmistir.

Suriye’nin ¢ok eskiden bu yana KL ile endemik iilkeler arasinda oldugu bilinmektedir ve
WHO raporlarina gore Suriye KL ile en ¢ok etkilenen lilkelerden biridir ve yilda 25.000'den fazla
vaka bildirilmistir. Suriye’de KL etkeni tiirler L. infantum ve L. major'dur [42]. 2011 yilindan
sonra ve Suriye’deki savas nedeniyle saglik sektorii 6nemli derecede olumsuz etkilenmistir ve
giiniimiizde hastalikla miicadele icin 6nlem alinmamasi nedeniyle bir salgin haline gelmistir
[42,43]. Suriye’deki Saglik Bakanlifi'min yeni yayinlari yiiksek sayida olgunun oldugu
istatistikler ortaya koymustur. 2012'de 53.000 yeni vaka varken 2013'iin ilk 2 ceyreginde
41.000 vaka bildirilmistir [42]. Muhjazi ve arkadaslar1 tarafindan 2019 yilinda yapilan
calismada 2010 yilinda Saglik Bakanligina bagh olarak KL tani ve tedavi merkezlerinin sayisi
Suriye’nin genelinde 267 iken savasin olumsuz etkisi olarak 2014 yilinda bu merkezlerin sayisi
183’e diismiistiir. Ancak son zamanlarda bu merkezlerin sayisi tekrar 285’e yiikselmistir. KL
olgu sayisi olarak Muhjazi ve arkadaslari tarafindan Suriye’deki Saglik Bakanligi rutin siirveyans
sistemi, nobetc¢i sendromik Erken Uyari ve Yanit Sistemi ve uluslararasi sivil toplum orgiitiinden
elde edilen verilere gore, 2015 yilinda vaka sayisi zirveye dogru kademeli olarak artmuis,
2016'da azalma gostermis, 2017'de sabit kalmis ve 2018'de tekrar arttigini gézlenmistir. Suriye
Savasi nedeniyle hem vaka sayilarinda artis olmus, hem de endemik olmayan sehirlerde KL
vakasi rastlanmaya baglanmistir. 2010 yilinda savas baslamadan 6nce 42,221 vaka rapor
edilmis iken, 2018 yilinda 82,275 vaka rapor edilmistir [43]. Go¢ hareketi ile Suriye’de yaygin
bir sekilde bulunan ve KL etkeni olan L. major Tiirkiye'ye tasinmistir ve KL nedeni olan L. major
Tiirkiye’de rastlanmaya baslanmistir. Koltas ve arkadaslarinin yaptig1 calismada Temmuz 2003
ve Temmuz 2013 yillar arasinda KL ve VL silipheli vakalardan sirasiyla toplam 167 yayma ve
113 kemik iligi érnegi ahnmustir. Ornekler, gercek zamanh PCR ve ITS1 DNA dizileme yoluyla
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analiz edilmistir. Gercek zamanh PCR'ye gore %64’t (107/167) yayma ve %56’s1 (63/113)
kemik iligi numunesi leishmaniasis icin pozitiftir. Ger¢cek zamanl PCR ile 107 KL vakasinda fi¢
farkli Leishmania tiirii bulunmustur. %42’si (45/107) L. tropica, %36.5’'i (39/107) L. infantum
ve %21.5'i (23/107) L. major olarak belirlenmistir. L. major ile 23 KL vakasindan 14'i (% 61,
14/23) Suriyeli ve 9'u (% 39, 9/23) Tirk'tiir. Ek olarak, 63 VL vakasinda {i¢ farkli Leishmania
tird tamimlanmistir. Ger¢cek zamanli PCR kullanilarak %60,3’i (38/63) L. infantum, %30,2’si
(19/63) L. donovani ve %9,5’i (6/63) L. tropica tiirleri tespit edilmistir. Tlrkiye'nin glineyinde L.
major ve L. donovani'nin sirasiyla KL ve VL'nin etyolojik ajanlar1 oldugunu ortaya koymustur. L.
major ve L. donovani'nin ortaya cikisinin, Suriyeli miilteci akini ve kiiresel 1sinmanin
etkilerinden kaynaklandig1 varsayilmistir [62].

Calismamizda KL tanisinda mikroskobik inceleme ve PCR yontemi kullanilmistir,
mikroskobik incelemede pozitiflik orant %25 bulunurken, PCR yontemi kullanilarak pozitiflik
oranl1 %37.5°tir. 16 oOrnegimizden 5 orneginin NNN besiyerine ekim yapildi, ama tlireme
rastlanmadi ve promastigotlar goriilmedi. Kiiltiir yaptigimiz 5 6rnegin 2’si PCR pozitif olmasina
ragmen iireme olmadi. Ureme olmama nedeni iki hastamizin lezyonlar sekonder enfeksiyon ile
bulasmis oldugunu désliniiriiz. Diinyanin her tarafinda KL tanisinda kullanilan laboratuvar tani
yontemleri karsilastirma amaciyla ¢esitli calismalar yapilmistir. N. Chargui ve arkadaslar1 2005
yilinda Tunus Saglik Merkezi'ne basvuran 430 KL siipheli hastadan érnek alinmistir ve PCR
yonteminin etkinligini degerlendirmek i¢cin mikroskobik inceleme, NNN besiyerine ekim ve PCR
yontemi uygulamislardir. Calismada PCR’1n duyarliliginin mikroskobik incelemeye (%80.8) gore
ve kiltlir yontemine (%29) gore daha yliksek oldugunu (%99.3) bulmuslardir [63]. Aviles ve
arkadaslar1 1999 yilinda 24 KL siipheli hastadan alinan 6rneklerle, kiiltiir yontemini referans
yontem olarak almislar, PCR tani yonteminin duyarlihigin1 %92, mikroskopi % 42, histolojik
boyama %33 ve IgG enzim baglantii immiunosorbent %20 duyarlilikta bulunmustur. PCR
yonteminin klasik tani tekniklerinden daha duyarl bulmuslardir [64]. Wortmann ve arkadaslari
2004 yilinda PCR yonteminin ve geleneksel tan1 yontemleri karsilasmak amaciyla KL siipheli 49
hastadan aspirasyon sivisi ve smear ornekleri almiglardir. Altin standart olarak klinik tani ile
PCR yonteminin duyarlihigini %83, mikroskobik inceleme ise %61 ve kiiltiir yontemi %44
olarak saptamislardir [65]. Faber W.R ve arkadaslar1 46 KL siipheli hastalardan 6rnek alarak
yayma, kiltiir ve PCR yontemini karsilastirmislardir. Faber W.R ve arkadaslari; mikroskobinin
duyarhiligin1 %65, kiiltiir %84, histopatoloji %82 olarak tespit ederken, PCR'1n duyarliliginin en
yusek oldugunu %100 bulmuslardir [66]. Al-Jawabreh ve arkadaslar1 Temmiiz 2002- Aralk
2003 wyillar arasinda 60 hastadan 6rnek alinarak mikroskop inceleme ve PCR yodntemini
karsilastirmak uzere incelenmislerdir. PCR'in duyarlilignt %87 ve mikroskop incelemenin
duyarhigini %49 oldugunu saptanmislardir [67].Calismamizda diinya c¢apinda yapilan
¢alismalarin sonuglarina uyumludur ve PCR yontemini kullanarak tam1 koymadaki duyarlilik
mikroskobik incelemeye gére daha yiiksektir.

Yildiz Zeyrek ve arkadaslar1 Sanlwurfa Sark Cibani Tani ve Tedavi Merkezine 62 KL
stipheli bagvuran hastalardan o6rnek alinarak mikroskop bakisi, Kkiiltiir yontemi ve PCR
yontemini karsilastirmislardir. Calisma sonucunda elde ettikleri sonuclara gére PCR ile 35
ornekte KL tanisi konulmus ve %100 duyarlhlik gosterdigini tespit etmislerdir. Mikroskobik
inceleme ise 25 6rnekte tani konulmus ve %71.4 duyarlilikla, kiiltiir yontemi ile 19 6rnekte
%>54.3 duyarlhilikta tan1 konulmustur [68]. Ertabaklar ve arkadaslar: tarafindan yapilan ¢alisma,
2012-2014 yillar1 arasinda Adnan Menderes Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Parazitoloji Laboratuvari’na 55 KL siipheli hastadan alinan 6rneklerde Leishmaniaspp. varlig
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saptamak icin direkt mikroskop, kiiltiir yontemi ve PCR yontemi kullanarak elde edilmis
sonuglari karsilastirilmislar. 55 6érnegin 29’'unda mikroskop incelemede amastigotlari gortlmiis,
34’linde kiiltiirde promastigotlar1 saptanmis 30’'unda PCR ile parazite ait 6zgiil bant olusumu
gosterilmistir. Calisma sonuglarina gore, kiiltiir yonteminin esas alinmasi durumunda, direkt
mikroskop duyarliligit %76.4 oldugunu ve PCR'nin duyarliligt %85.3 olugunu tespit etmislerdir
[69]. Calismamizda Tiirkiye'deki yapilan c¢alismalarin sonuglarina uyumludur ve PCR
yonteminin kullanarak mikroskobik incelemye gore pozitiflik oran1 daha yiiksektir.

Akkafa F ve arkadaslar1 2008 yilinda, Tirkiye'nin KL ile endemik illerden Sanhurfa’da
51 KL siipheli hastalardan yayma alarak, érneklerden hem mikroskobik inceleme hem de PCR
yontemi uygulamislardir. Akkafa F ve arkadaslar1 KL tanisinda PCR ile pozitiflik oraninin
mikroskobik incelemeye (% 64) gore %96 oraniyla daha yliksek oldugunu belirlemislerdir [70].
Culha G ve arkadaslar1 dermatoloji kliniginde klinik olarak KL tanis1 konulan 25 hastadan 6rnek
alinarak geleneksel tani yontemleri ve PCR yontemi kullanmislardir. Elde edilmis sonuglara
gore; 25 ornekten pozitif oranlar kiltiir, mikroskopi ve PCR i¢in sirasiyla %44, %68 ve %100
olarak belirlenmistir [71]. Calismamizda PCR yo6nteminde pozitiflik orani mikroskobik
incelemede kiyasiyla daha yiiksek oldugunu saptandi, Akkaf ve arkadaslari, Culha ve
arkadaslari elde edilen sonuglarina uyumludur.
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6. SONUC VE ONERILER

Tiirkiye’'nin bazi bolgelerinde KL halen bir halk sagligi sorunudur. KL hastaliginin dogru tanisini
koyabilmek i¢in klinik tani yaninda laboratuvar yontemleri kullanilmalidir. Laboratuvardaki
kullanilan KL tani ydntemlerinin en fazla duyarhlik gosteren PCR yontemidir. Mikroskobik
inceleme daha az duyarhilk gostermektedir. Calismamizda baz1 olgularda amastigotlar
gozlenmemistir. Taze hazirlanan NNN besiyerine ekim yapilmasina ragmen {ireme
gozlenmemistir. Kiiltiir ydnteminin duyarhiligini ¢ok diisiik olmasi yaninda ¢ok zaman alic1 bir
yontemdir.

Suriye’de yasanan savastan dolay1 KL vaka sayisi artisi Tiirkiye’ye yansimistir. Mersin’de
yapilan ¢alismamizda KL tanisi alan vakalarin ¢ogunun Suriyeli hastalar oldugu bulunmustur.
Ama calismamizda dahil edilen Suriyeli KL tanili hastalar Tiirkiye genelindeki Suriyeli KL
hastalarin tamamini yansitmamaktadir. Ciinkii ¢cok sayida tani konulmayan ve tedavi almayan
olgu vardir. Baz1 hastalar Tiirkce dilini bilmedigi ve iletisim kurumadigi icin bazilar1 ise sosyal
glivence ve maddi kaynak olmadigi i¢in tedavi olamamaktadirlar. Bu sebeple Tiirkiye yonetimi
tarafindan kurulan Go¢men Saglhigi Merkezleri'nde KL siipheli hastalarin laboratuvar tanisi
yapilmasi ve KL saptanan hastalarda diisiik maliyetle tedavi saglanmasini 6nermekteyiz.
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EK.1: BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU
(ERISKIN SAGLIKLI/HASTA GONULLULER iCiN)

Bu calismada, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma Uygulama Hastanesi
Dermatoloji Poliklinigi'ne basvuran kutanodz leishmaniasis slipheli olgulardan Leismania
parazitinin arastirilmasi ve epidemiyolojik yonden degerlendirilmesi amaciyla bir arastirma
yapacagiz. Bu arastirma toplam 12 ay stirecektir. Ayrica, bu calismaya sizden baska 7 eriskin
hasta kisi daha katilacaktir.

Bu calismaya sizin de katilmani istiyoruz, ancak katilmaya karar vermeden 6nce bazi
seyleri bilmeniz ve anlamaniz gerekiyor. Size Oncelikle c¢alisma sirasinda neler olacagi
aciklanacaktir. Size sdylenen herseyi anladiktan sonra bu calismaya katilip katilmayacaginiza
karar vermelisiniz.

Sorumlu arastirmaci Yiiksek Lisans 6grencisi size bilgileri dikkatli bir
sekilde okuyacaktir. Eger anlamadiginiz bir sey olursa sorumlu arastirmaciya istediginiz kadar
soru sorabilirsiniz.

Calismaya katilmaya "evet" derseniz ve isterseniz bu formu imzalayabilirsiniz. Calismaya
katilmayi ya da katilmamay: segebilirsiniz. istemediginiz zaman ¢alismadan ayrilabilirsiniz.

Calismadan makul o6lgiide beklenen yararlarla ilgili olarak sizin aginizdan hedeflenen
herhangi bir klinik yarar olmadiginda, ayrica eger calisma sirasinda farkh bir durum gelisirse
size hemen haber verilecektir. O zaman da istediginizde sorumlu arastirmaciya c¢alismadan
ayrilmak istediginizi soyleyebilirsiniz. Kimse sizi zorlayamaz.

Bu calismaya neden ben secildim?

Sizde kutandz leishmaniasis siipheli oldugu icin bu calismaya katilmaniz istenmektedir.

Bu ¢calismaya katilmamin yararlari nelerdir?

Bu calismaya katilmaniz durumunda kutanéz leishmaniasis hastaligi olan diger kisilerin
hastaliklarinin tedavisine yardimci olacak bilgiler edinmeyi umuyoruz.

Bu ¢alismada bana ne olacak?

Eger bu calismaya katilmayi kabul ederseniz, size siipheli lezyonunuzdan kazinti ve
aspirat alanacaktir. Ayrica, sizden en fazla 1 ml (yaklasik 1/8 ¢orba kasig1 kadar) aspirat sivisi
vermeniz istenecektir. Alinan aspirat sivisi Ol¢iimii i¢in kullanilacaktir. Sizden alinan aspirat
swis ileride yapilan ¢alismalarda kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada uygulanacak islemlerin
istenmeyen riskleri kontaminasyondur. Bu istenmeyen riskleri 6nlemek icin aspirat steril
kosullarda yapilacaktir.

Bu calismaya katilmak zorunda miyim?

Bu calismaya katilip katilmamak isteginize baghdir. Kararinizi vermeden o6nce, bu
arastirmaya katildiginiz i¢in size para veya hediye verilmeyecegini bilmeniz gerekir. Simdi
"evet" deseniz de, istediginiz zaman "istemiyorum" diyerek bu arastirmadan cikabilirsiniz. Bunu
yalnizca sorumlu arastirmaciya sdéylemeniz yeterlidir.
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Bu calismaya katildigimi baskalari da bilecek mi?

Sizin  kimliginizi ortaya c¢ikaracak kayitlar gizli tutulacak ve kamuoyuna
aciklanmayacaktir. Sizin disinizda yalnizca tibbi kayitlariniza dogrudan erisebilecek olan kisiler
(arastirma ekibindeki Kisiler disinda arastirmanin yapilmasina onay ve izin verecek olan Etik
Kurul ve Saghk Bakanligi gibi) bu c¢alismaya katildigimizi bilecektir. Ancak, calismanin her
asamasinda oldugu gibi c¢alismanin sonuglari yayinlanirken bile biitiin bilgileriniz gizli
tutulacaktir. Bu form sizin tarafinizdan imzaladiginda sizinle ilgili biitiin bilgilere
ulasabileceksiniz. Bu ¢alismadan sorumlu arastirmaciya sorduktan sonra, eger o izin verirse, bu
arastirmaya katildiginizi kendi 6zel doktorunuza séyleyebilirsiniz.

Ne yapmak zorundayim?

Size yapilacak herseyi anladiysaniz, simdi sizden bu arastirmaya katilmak istediginize
ilisgkin imza atmamiz istenecektir. Bu size agiklandig1 haliyle ¢alismaya 6zgiirce katildiginizi
gosterecektir. Imzaladiginiz bu formun bir kopyasi da sizde kalacaktir.

Caniniz1 sikan veya merak ettiginiz bir sey olursa mesai saatleri icinde "~~~
numaral telefondan Yiiksek Lisans 6grencisi . 'y1 arayabilir ve istediklerinizi
sorabilirsiniz.

Olur verme beyani

Toplam 3 sayfa olan bu formdaki tiim agiklamalari okudum. Bana yukarida konusu ve
amacl belirtilen arastirmayla ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen Yiiksek lisans
ogrencisi Aya ALSHEKISSA adli arastirmaci tarafindan yapildi. Bu arastirmanin amacini ve ne
yapilacagini anladim. Bu calismada bana ne olacagini, istedigim zaman gerekceli veya gerekgesiz
olarak arastirmadan ayrilabilecegimi, kimlik bilgilerimin gizli tutulacagini ve imzaladigim bu
formun bir kopyasinin bana verilecegini biliyorum. Bu arastirmaya hi¢bir baski ve zorlama
olmaksizin gontlli olarak katildigimi kabul ediyorum.

Goniilliiniin
Adi1 Soyadi
imzasi

Tarih (Giin/Ay/Y1l)

Bagimsiz tanigin [goniillii okur-yazar olmadig i¢in imzali onay veremiyorsa vb. durumlarda]
Ad1 Soyadi
Imzas

Tarih (Giin/Ay/Y1l)

Bu calismada benden alinan biyolojik materyalin/verinin:
[JYalnizca yukarida adi gegen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.
I lleride yapilmasi planlanan arastirmalarda kullamlmasina izin veriyorum.

[ lleride yapilmasi planlanan arastirmalarda hicbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.
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Formdaki bilgileri vererek gerekli aciklamalari yapan ve olur alan arastirmacinin
Ad1 Soyadi fTTTT = e

Imzasi

Tarih (Giin/Ay/Y1l)

Adresi

‘Teleton numarasi

Acil tibbi durumlarda iletisime gecilecek Kkisinin
Ad1 Soyadi T T -
Imzasi

Tarih (Giin/Ay/Y1l)

Arastirmava onav veren Etik Kurulun
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EK 2: BILGILENDIiRiLMi$S GONULLU OLUR FORMU
(PEDIATRIK SAGLIKLI/HASTA GONULLULER iCiN)

Bu calismada, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma Uygulama Hastanesi
Dermatoloji Poliklinigi'ne basvuran kutandz leishmaniasis stipheli olgulardan Leismania
parazitinin arastirilmasi ve epidemiyolojik yonden degerlendirilmesi amaciyla bir arastirma
yapacagiz. Bu arastirma toplam 12 ay siirecektir. Ayrica, bu calismaya senden baska 9 cocuk
daha katilacaktir.

Bu calismaya senin de katilmani istiyoruz, ancak katilmaya karar vermeden once bazi
seyleri bilmen ve anlaman gerekiyor. Sana oOncelikle ¢alisma sirasinda neler olacagi
aciklanacaktir. Sana sOylenen herseyi anladiktan sonra bu ¢alismaya katilip katilmayacagina
karar vermelisin.

Annen/baban/yasal temsilcin sana bilgileri dikkatli bir sekilde okuyacaktir. Eger
anlamadigin bir sey olursa annene/babana/yasal temsilcine veya sorumlu arastirmaci Yiksek
Lisans 68rencisi .’ T istedigin kadar soru sorabilirsin.

Calismaya katilmaya "evet" dersen ve istersen bu formu imzalayabilirsin. Calismaya
katilabilmen i¢in annenin/babanin/yasal temsilcinin de kabul etmesi ve bu formu imzalamasi
istenecektir. Caligmaya katilmay1 ya da katilmamay secebilirsin. istemedigin zaman ¢alisgmadan
ayrilabilirsin.

Calismadan makul odlciide beklenen yararlarla ilgili olarak senin a¢indan hedeflenen
herhangi bir klinik yarar olmadiginda, ayrica eger calisma sirasinda farkli bir durum gelisirse
sana ve annene/babana/yasal temsilcine hemen haber verilecektir. O zaman da istediginde
sorumlu arastirmaciya veya annene/babana/yasal temsilcine "ben bunlar1 istemiyorum”
diyebilirsin. Kimse seni zorlayamaz.

Bu calismaya neden ben secildim?

Sende kutanoz leishmaniasis siipheli oldugu icin bu calismaya katilman istenmektedir.

Bu ¢calismaya katilmamin yararlari nelerdir?

Bu calismaya katilman durumunda kutandz leishmaniasis hastalig1 olan diger ¢ocuklarin
hastaliklarinin tedavisine yardimci olacak bilgiler edinmeyi umuyoruz.

Bu ¢alismada bana ne olacak?

Eger bu ¢alismaya katilmay1 kabul edersen, sana stlipheli lezyonunuzdan kazint1 ve aspirat
uygulanacaktir. Ayrica, senden en fazla 1 ml (yaklasik 1/8 corba kasig1 kadar) aspirat vermen
istenecektir. Alinan aspirat sivisi 6l¢iimii icin kullanilacaktir. Senden alinan aspirat sivisi ileride
yapilan calismalarda kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada uygulanacak islemlerin istenmeyen
riskleri kontaminasyondur. Bu istenmeyen riskleri 6nlemek icin aspirat steril kosullarda
yapilacaktir.

Bu ¢alismaya katilmak zorunda miyim?

Bu calismaya katilip katilmamak senin ve annenin/babanin/yasal temsilcinin istegine
baghdir. Calismaya katilmak istemezsen sana hi¢ kimse kizmayacaktir. Ayrica, kararini
vermeden Once, bu arastirmaya katildigin icin sana para veya hediye verilmeyecegini bilmen
gerekir. Simdi "evet" desen de, istedigin zaman "istemiyorum" diyerek bu arastirmadan
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cikabilirsin. Bunu yalnizca sorumlu arastirmaciya veya annene/babana/yasal temsilcine
soylemen yeterlidir.

Bu calismaya katildigimi baskalari da bilecek mi?

Senin kimligini ortaya cikaracak kayitlar gizli tutulacak ve kamuoyuna agiklanmayacaktir.
Senin annen/baban/yasal temsilcin disinda yalnizca tibbi kayitlarina dogrudan erisebilecek
olan kisiler (arastirma ekibindeki kisiler disinda arastirmanin yapilmasina onay ve izin verecek
olan Etik Kurul ve Saglik Bakanlig1 gibi) bu calismaya katildigini bilecek. Ancak, ¢alismanin her
asamasinda oldugu gibi ¢alismanin sonuclar1 yayinlanirken bile biitiin bilgilerin gizli tutulacak.
Bu form sen ve annen/baban/yasal temsilcin tarafindan isaretlendiginde/imzaladiginda,
seninle ilgili biitlin bilgilere ulasabileceksiniz. Bu ¢alismadan sorumlu arastirmaciya sorduktan
sonra, eger o izin verirse, bu arastirmaya katildigini kendi 6zel doktoruna sen veya
annen/baban/yasal temsilcin sdyleyebilir.

Ne yapmak zorundayim?

Sana yapilacak herseyi anladiysan simdi senden bu arastirmaya katilmak istiyorsan
asaglya bir isaret koyman veya imza atman istenecektir. Bu sana agiklandig1 haliyle ¢alismaya
ozgiirce katildigini gésterecektir. Bu isaret koydugun veya imzaladigin bu formun bir kopyasi da
sende kalacaktir.

Canimi sikan veya merak ettigin bir sey olursa mesai saatleri icinde
numarali telefondan veya elinlin 24 saatinde ulasabilecegin numarall teleronaan
Yiiksek lisans 6grencisi "~1ya da annen/baban/yasal temsilcin arayabilir ve
istediklerini sorabilirsii

Olur verme beyani

Toplam 3 sayfa olan bu formdaki tiim agiklamalar1 annem/babam/yasal temsilcim bana
okudu. Bana yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirmayla ilgili yazili ve s6zli ag¢iklama
asagida adi belirtile Yiiksek lisans 6grencisi ~, =~~~ 7"~ " adh arastirmaci tarafindan yapildi.
Bu arastirmanin amacini ve ne yapilacagini anladim. Bu calismada bana ne olacagini, istedigim
zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi, kimlik bilgilerimin gizli
tutulacagini ve isaretledigim/imzaladigim bu formun bir kopyasinin bana verilecegini
biliyorum. Bu arastirmaya hicbir baski ve zorlama olmaksizin goniillii olarak katildigimi kabul
ediyorum.

Cocugun
Ad1 Soyadi
Imzasi

Tarih (Giin/Ay/Y1l)

Annenin ve babanin veya yasal temsilcinin
Ad1 Soyadi
Imzasi

Tarih (Giin/Ay/Y1l)
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Bagimsiz tamigin [gontlli okur-yazar olmadigi icin imzali onay veremiyorsa vb. durumlarda]

Ad1 Soyadi
Imzasi

Tarih (Giin/Ay/Y1l)
Bu calismada benden alinan biyolojik materyalin/verinin:

[J Yalnizca yukarida adi gecen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.

lleride yapilmasi planlanan arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum.

"I 1leride yapilmasi planlanan arastirmalarda hicbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Formdaki bilgileri vererek gerekli aciklamalari yapan ve olur alan arastirmacinin

~ . v T . - - oA AY ATTITrYT A~ oA

A mm AR AR RA SESEA SRARAASAA AME AAN LAl AMAAS e YAAS v an ARmayasssss

Arastirmaya onay veren Etik Kurulun
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OZGECMIS
Adive Soyadi :
Dogum Tarihi :
E-mail
Ogrenim Durumu
Derece Boliim/Program Universite Yil

Lisans

Yiksek Lisans

Doktora

Is Deneyimi (Sondan ge¢mise dogru siralayiniz)

Gorevi Kurum Yil

YAYINLAR (Makaleler/Bildiriler/Odiiller)
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