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KISALTMALAR VE SIMGELER DiZIiNi

AIDS: Immune Deficiency Syndrome

BKH: Brain Heart Medium, Containing Bovine Hemoglobine
DDT: Dikloro Difenile Trikloroethan

DKL: Diffuz Kutontz Leishmaniasis

DAT: Direct Agglutination Test

DMSO: Dimetilstlfoksit

DNA: Deoksiriboniikleik Asit

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

D-MEM: Dulbecco's modified Eagle Medium
ELISA:  Enzyme Linked Immunosorbent Assay

EMTM: Evans' Modified Tobie's Medium

FRET: Forster/fluorescence resonance energy transfer
FCS: Fetal Calf Serum

HIV: Human immune Deficiency Virus

ICT: Immiinkromatografik Tan1 Testi

IFA: Immunoflourescence Assay

IFAT: Immiinfloresan antikor testi

kb: Kilobaz

KDNA: Kinetoplast DNA

KL: Kutan0z Leishmaniasis



L.: Leishmania

LB: Broth-Liyofilize

LmF: L. major Friedlin susu

MCGM:  Mccoy Cell Culture Growth Medium
MKL: Mukokutantz Leishmaniasis

MLEE: Multilocus Enzyme Electrophoresis
M-199: Media-199

NAD: Nikotinamid Adenin Dinukleotid
pm: Mikrometre

NNN: Novy Mac Neal Nicole Besiyeri

PYH: Peptone-Yeast Extract Medium Bovine Hemoglobin
PKDL: Post Kala Azar Dermal Leishmaniasis

PBS: Phosphatebuffered saline

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RAPD: Randomly Amplified Polymorphic DNA
RFLP: Restriction Fragment Lenght Polymorphism

RPMI-1640: Roswell Park Memorial Institut-1640

SLM: Sheeb Blood-LB Medium

Spp.: Tdrleri

TBH: Trypticase Beef Extract Hemoglobin
VL: Viseral Leishmaniasis

WB: Western Blot

WHO: World Health Organisation
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1.0ZET

Proje Adi: Tiirkiye’den Elde Edilen Kutanoz Leishmaniasis Etkeni Izolatlarin Sivi
Besiyerlerindeki Uremelerinin Karsilastirllmasi

Ogrenci Adi: Yalgin DEMIR

Damsmani: Prof. Dr. Ahmet OZBILGIN

Ana Bilim Dali: Tibbi Parazitoloji A.D

Amag:Molekiiler ¢alismalarda, izoenzim analizlerinde ve ilag ¢alismalarinda
kullanilabilecek olan leishmania promastigotlarin1 en kisa siirede en fazla iireten sivi

besiyerini saptamaktir.

Gere¢ ve yontem:Sivi azot tankinda saklanan, Tiirkiye’deki KL hastasindan elde
edilmisLeishmaniaizolatlar1 ¢ikarilip canlandirilmis ve Novy Mac Neal Nicole
Besiyeri(NNN)besiyerine ekimleri yapilmustir. Uretilen izolatlarin Real-Time PCR
yardimiyla ITS1 bolgesine 6zgii primer ve problarla genotiplendirilmistir. Tiirkiye’deki
KL hastalarindan elde edilen ve genotiplendirme sonucuL. tropica, L.major ve
L.infantum/donovani olarak tiir tayinleri saptanan izolatlardan birer tanesi ¢aligmaya alinmis
ve RPMI-1640, M199, Schneiders, Nutrient Broth, Brain Heart Broth besiyerlerine
ekimleri yapilmistir ve besiyerleri her giin 12. giine kadar kontrolleri yapilarak, Thoma

lam1 yardimiyla iireme yogunluklar1 hesaplanmistir.

Bulgular ve sonuclar: Tirkiye’deki KL hastalarindan elde edilmis ve tiir tayini yapilmisL.
tropica, L.major ve L.infantum/donovani izolatlarinin sekizinci ginden itibaren RPMI-1640
besiyerinde ¢aligmada kullanilan diger besiyerleri olan M199, Schneiders, Nutrient Broth,
Brain Heart Broth besiyerlerine gore tiim tiirlerin promastigotlarin1 daha fazla sayida
tiretebildigi goriilmiistir (p<0,05). Bu nedenle Turkiyeden izole edilen KL etkeni
Leishmaniattrlerinegereksinim oldugu durumlarda en iyi sivi besiyerinin RPMI-1640
oldugu saptanmustir. Digerleri siraylaM199, Schneiders, Brain Heart Broth ve Nutrient

Broth besiyerlerinin tercih edilmesinin uygun olacag bildirilmistir.

Anahtar Sozcukler:Leishmania,Besiyeri, Turkiye, Kultlr



1.  ABSTRACT

Project Title: The Comparison Of Reproductions Of Isolates, Obtained In Turkey,

With Cutaneous Leishmaniasis In Liquid Culture Media

Student Name: Yal¢in DEMIR

Advisor: Prof. Ahmet OZBILGIN

Master of Science: Medical Parasitology M.S

Objective: Ascertain the liquid culture medium reproducing Leishmania promastigotes,
to be used in molecular studies, isoenzyme analyses and drug studies, at most and within
the shortest time.

Materials and Methods: Obtained from the patients with cutaneous leishmaniasis in
Turkey, Leishmania isolatesstored in liquid nitrogen were vitalized in an appropriate
occasion and inoculated into NNN culture medium. The isolates reproduced in the
culture medium were genotyped via the method of Real-Time PCR with primers and
probes specific to ITS1 sequence. The isolates, obtained from the patients with
cutaneous leishmaniasis in Turkey and determined as L.tropica, L.major and L.
infantum./donovaniafter genotyping, were inoculated into RPMI-1640, M199, Schneiders,
Nutrient Broth and Brain Heart (infusion) Broth culture media. Inoculated culture media
were controlled on every day up to 12" day after inoculation and reproduction density of
those was assessed in Thoma slide.

Results and conclusion: It is observed that L.tropica, L.majorand L.infantum/donovani
isolates, obtained from the patients with cutaneous leishmaniasis in Turkey, can be
reproduced in RPMI-1640 culture medium better than M199, Schneiders, Nutrient
Broth, Brain Heart Broth culture media, used in the study, with much more promastigote
reproduction for all Leishmania spp. beginning from 8" day (p<0,05). Therefore, it was
ascertained that the best liquid culture medium is RPMI-1640 if promastigote
reproduction of Leishmania spp., causing CL, obtained from Turkey is needed at most.
Later on, it was concluded that M199, Schneiders, Brain Heart Broth and Nutrient Broth

mediums would be suitable.

Key Words: Leishmania, Culture media, Turkey, Culture.
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3. GIRIS

Leishmaniasis, Leishmaniatirlerinin sebeb oldugu ve vektorii disi kum sinegi olan
ve bu vektoriin 1sirmasi ile bulasan bir hastaliktir. Leishmaniasise neden olan rezervuar
konaklar enfekte insanlar, kopekler ve ratlardir. Leishmaniasis kutanéz, mukokutandz
veya viseral olmasi Leishmania tiiriine ve konagin immiin yanitina gére degismektedir.
(WHO 2010).

Leishmaniasise neden olan parazit uzun siiredir bilinmesine ragmen leishmaniasis
gelismekte olan ulkeler dncelikli olmak (izere bir ¢ok tlkede énemli bir toplumsal saglik
sorunu olarak devam etmektedir. Tedavi ve zorlugu nedeniyle, parazitlerin neden oldugu
hastaliklar i¢inde Onem sirasinda sitmadan sonra leishmaniasis gelmektedir.
Leishmaniasis vakalarinin biiylik kismi kirsal bolgelerde yasamasi sebebiyle tani ve

tedavi olanaklar1 kisitlanmistir. (WHO 2010; WHO 2014; Harman 2015).

Hastaligin etkeni olan Leishmania (L.) parazitleri, ilk kez 1901 yilinda saptanmis ve
isimlendirilmistir (Marquardt ve ark. 2000). Morfolojik bakimdan ayni olan cesitli
Leishmania tiirleri, kendiliginden duzelebilen deri hastaliklarindan, i¢ organlarayerlesen
ve epidemilerle yuzbinlerce kisinin 6limine neden olan birgok hastaligin nedeni oldugu
bilinmeketedir. Giliniimiize kadar, leishmaniasisin varligi 98 iilkede tespit edilmistir,

ayrica her yil 350 milyon kisiyi risk altinda yasamaktadir (WHO 2010).

Leishmania’min hiicre disinda bulunan, uzun kamgis1 sayesinde hareketli olan
promastigotlar, bu formu barindiran Phlebotom ve Lutzomyia cinsi vektor sinekler
tarafindan memeli konaga verildikten sonra makrofajlar igerisine girmekte ve hiicre

icinde hareketsiz ve oldukea kii¢lik olan amastigot forma doniismektedir.

Vektor artropodlar, hastalik olusturan etkenleri omurgali bir canlidan bir diger
omurgaliya tasiyan, dolayisiyla insanlara ve hayvanlara enfeksiyonunda, blyiuk 6neme
sahip olan omurgasiz canlilardir (Ok ve ark. 2002).

Vektor kaynakli hastaliklardan birisi olan leishmaniasis, tropik ve subtropik
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bolgelerde gorulen, Leishmania parazitleri tarafindan olusturulan birbirinden klinik
olarak farkli hastaliklar grubunu kapsamaktadir. Leishmania paraziti, makrofaj ve
dendritik hiicreleri hedefleyen, bagisiklik sisteminin hiicre i¢i patojenidir (Ozcel ve ark.

2009).

Leishmaniasis hastaligi, kum sinegi ad1 verilen ve Dunya (izerinde yaklasik 800 tiirii
tamimlanmis artropodlar tarafindan tagmmmaktadir (WHO, 2010). Bu sinekler
Psychodidae familyasinin Phlebotominae subfamilyasinda bulunan ve kan emerek
beslenen disi kum sineklerdir. Bunlar ¢esitli bolgelere gore degisen ve o bolgelere has
isimleri vardir. Bu isimlerden bilimsel olarak en sik kullanilan ismi ‘sand
fly’dir. Turkcede ‘kum sine@i’ manasinda olan ‘sand fly’dir. Ulkemizde kum sinegi
olarak bilinmektedir ancak bazi bolgelerde yakarca, kip diisen, mucuk, yapyakan, geti
sinegi gibi isimlerle anilmasina ragmen en ¢ok kullanilan ismi ‘tatarcik’dir (Erel 1973;
Dogan, 1981; Yaman, 1999). Kum sineklerinin konaga verdigi rahatsizliklar arasinda
agri ve kasintinin yanm sira Leishmania parazitininsebeb oldugu Leishmaniasis
hastaligiBartonellabacilliformis isimli bakterinin neden oldugu bartonellosis ve
Flavivirus grubunda bulunan bazi virlislerin neden oldugu tatarcik hummasmin ile

beraber birgok hastalik etkeninin vektorliigiinii yapmaktadirlar. (Perfil’ev 1968)

Sekil-1: Kan emmis kum sinegi disisi (ecdc.europa.eu’dan degistirilerek)



4. LITARATUR BILGILERI

4.1. LEISHMANIASIS TARIHCESI

Eski insanlik tarihinde leishmaniasis hastaliginin varligin1 bildiren raporlardan bir
kaci bulunabildi. Asur Krali Asurbanipal kiitiiphanesindeM.O 7. yiizyilda kutanoz
leishmaniasis (KL) animsatan lezyonlarin varligi bildirilmistir. Paleoparasitolojik bir
calismada, M.O 2000 yillarinda Bati Thebes'teki krallik mezarinda, dort Ornekte
leishmanial mitokondriyal deoksiriiboniikleik asit (DNA) bulunmustur. M.O 800
yillarinda 6 yasinda Perulu bir kizin mumyasinda immiinolojik analiz kullanilarak,

Leishmaniaparaziti ile enfekte olan makrofajlar, tespit edildi.

930 willarinda Pers bilginlerinden Rhazes Bagdat bolgesinde kutandz yaralarin
olusumunu tarif etmistir. KL ilk dogru tanim1 biiyiik Fars filozofu ve hekimi Avicenna,
tarafindan yapilmistir. Bu olguda Kuzey Afganistan'dan Balkh bogaz agrisi olarak
bilinen ve L. tropica'nin neden oldugu kuru cilt lezyonlarin1 diisiindiiren dermal bir
durumu tanimladi. Buna ek olarak Yeni Dinya'da,5. yiizyilda MCL'yi andiran yiizdeki

yaralari tarif eden, seramiklerde tasvir edilmistir.

Isko¢ doktor ve doga uzmani Alexander Russell Halep'te ¢alisirken KL hem kuru
hem de 1slak formlarinin ayrintili bir klinik agiklamasini yapti. ispanyollarin 16. yiizyilin
baginda Amerika kitasin1 somiirgelestirilmesiyle birlikte MCL'yi andiran yiizdeki
lezyonlar1 anlatan raporlar yaymlandi. MCL'in ilk agiklarindan biri, 1571'de Ispanyol
tarih¢i Pedro Pizarro tarafindan verildi. Peru And Daglari'nin alt dogu yamaglarinda
calisan koka yetistiricilerinin burun ve dudaklarn tahrip edilmesi ile ilgili belgeler

bulunmustur.

Askeri cerrah William Twining tarafindan 1827'de Hindistan'da Bengal'de dalak
blyumesi, akut anemi ve aralikli ates ile zayiflamis goriinen hastalar1 hakkinda bir

makale yayimladig: bildirilmistir.



Farkli leishmaniasis formlarindan sorumlu olan etken ajanlarin aranmasi 19.
yiizyilin basinda baslasa da, Leishmania parazitlerinin kesin olarak tanimlanmasi yine bu
yiizyilin sonlarina dogrudur. Bununla birlikte, 1885 yilinda Isko¢ Doktor David Douglas
Cunningham bir Delhi kaynaginda Leishmania parazitlerini gordii, ancak ne olduklarini
anlamadi. Daha sonra, Rus ordusu doktoru Piotr Fokich Borovsky, KL hastalarinda
bulunan cisimlerin protozoa oldugunu ilk tantyan kisi olmustur Bulgularini 1898'de ismi

bilinmeyen bir Rus dergisinde yayinladigi i¢in gézlemleri fark edilmemistir.

Kasim 1900’de, Hindistan’daki Ingiliz Ordusunda gorev yapan Isko¢ patolog
William Boog Leishman 6len bir askerin dalagindan alinan lekelerde oval govdeleri
kesfetti. Daha sonra, deneysel olarak enfekte olmus beyaz bir siganda benzer organlari
buldu. Bulgularin1 1903'te yayinladi ve oval gdvdelerin dejenere edilmis tripanom
formlar1 oldugunu ve bu nedenle ‘Dum-dum hummas1’ olarak adlandirdigi hastaligin bir
tripanozomiyaz sekli oldugunu &ne siirdii. Daha sonra, Irlandali DoktorCharles
DonovanMadras Tip Fakiiltesinde ates sikayeti dalak blyumesi olanyerli Hintli
deneklerin dalak drneklerinde benzer organlar buldugunu rapor etmistir. Bu arada, Hint
hiikiimeti tarafindan 1898'de kala-azar' incelemesi emri ile Ingiliz tip doktoru Ronald
Ross, Kasim 1903'te Leishman ve Donovan'in dalakta bulunan oval cisimlerin
kesfedilmesi lizerine yorum yapan bir bildiri yayinladi ve bu cisimcige L. donovani ismi
verilmistir.L. infantum tiiriiniin neden oldugu visseral leishmaiasis (VL) hastaligini ilk
olarak 1908 yilinda Fransiz bakteriyologu Charles Jules Henry Nicole tarafindan
Tunuslu splenik anemiden rahatsizligt olan c¢ocuklarda tanimlanmistir. Ayn1 yil,
meslektasi Charles Comte ile birlikte, paraziti Tunus'ta kopeklerde de buldu ve o

zamandan beri kopekler VL icin 6nemli rezervuar barinagi olarak gosterilmektedir.

Amerikan patolog James Homer Wright 1903 yilinda, Ermeni kizdaki bir 6rnekten
organizmanin  ayrintilt  bir tamimmi  yaymladi  ve parazitH.tropicumolarak
adlandirdl. 1906'da  Alman hekim ve zoolog Max Lithe adim L. tropica
olarak degistirdi. Bu arada, L. tropica’min iki alt tlrGndniki lezyon tird  ve
epidemiyolojideki farkliliklar ile iligkili oldugu kesfedildi. L. minOrparazitinin sebeb
oldugu kuru noduler lezyonlar gortlmesi ve kentsel ortamlarda daha sik rastlanmasi,
L. majorparaztinin iselllsere lezyonlar irettigi ve kirsal bolgelerde ortaya c¢iktigi

saptanmistir. Bu farkliliklara dayanarak, Bray 1973'de sirasiyla iki tropik tirin
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oldugunu ve bunlar1 L. tropica ve L. major olarak siniflandirmayr onerdiler. Ayridca
ayni yayinda, Etiyopya'da L. aethiopicaolarak adlandirdiklari farkli bir CL formuna

neden olan yeni bir Leishmania tlrinin kesfedildigini bildirdiler.

Yeni Dinya Leishmaniasis’e sebeb olan parazitleri ilk Brezilyali doktor Adolpho
Carlos Lindenberg tarafindan 1909 yilinda S&o Paulo Eyaletindehastalarin cilt
lezyonlarinda tanimlamistir. Baslangigta, Yeni Diinya parazitlerinin L. tropica ile ayni
oldugu diisiintiliiyordu. 1911 yilinda, Brezilyali klinisyen ve bilim adami Gaspar de
Oliveira Vianna bir hastanin cilt lezyonundan elde edilen, parazitinmorfolojik olarak L.
tropica parazitinden farkli oldugu sonucunu rapor etti ve buna L. brazilienses ismi

verildi.

VL ilk olarak 1930'larda Latin Amerika'da kaydedildi. Bunun sebebi ise Aristides
Marques da Cunha ve Evandro Serafim Lobo Chagas bilinmeyen bir nedenden 6tird,
lobartuvar hayvanlarina parazit enjekte edildiginde enfeksiyonolusurken Brezilya’da
bulunan VL enjekte edilmis laboratuar hayvanlarina bulasamadi. Eski Dinya VL
hastaligina neden olan L. donovani ve L. infantum parazitlerinin Yeni Dilnya'da VL
hastaligina neden olan yeni bir tiir kesfettiklerini disiindiiler ve bunda sorumlu parazite
L. chagasi adin1 verdiler. Bununla birlikte, 1 yil sonra, Cunha, Amerikan VL
vakalarindan izole edilmis Kkiiltiirlere sahip hayvanlara bulastirmayr basardigini ve

boylece Latin Amerika'daki VL ajaninin L. infantum ile ayni oldugu sonucuna vardigini
bildirdi

L. martiniquensis tlrleri yeni kesfedildi ve ilk olarak 1995 yilinda izole edilmis
olup, ilk olarak L. siamensis adi verildi. Ancak yakin tarihli deoksirubonikleik asit
(DNA) dizi analizi, daha 6nce L. siamensis 'olarak tanimlanan parazit izolatlarinin

esasen L. martiniquensisile ayni oldugunu géstermistir.

Fransiz kardesler ve biyologlar Edmond Sergent ve Etienne Sergent’in, KL
vakalarindaki lezyonlarin {zerine kum sineklerinin ugtugunu ve kondugunu
gbzlemlediler. Ancak 1941 yilina kadar kanitlanmadi kum sinegi ile Leishmaniasis

arasindaki baglantiy1 kanitlayamadilar.

Kum sineginin 1sirig1 yoluyla hastaligin aktarildig: ilk olarak 1941' yilinda deney

yaparak enfekte olan kum sineklerinin bes goniilliiyii basariyla bulastirdigini Ingiliz-
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Israil parazitologu Saul Adler tarafindan gosterildi. Bir yi1l sonra, kum sineklerinin kala-
azar vektorli oldugu kesin olarak kanitlandi. 1922'de, Brezilyali Doktor Henrique de
Beaurepaire Rohan Aragao Giiney Amerika'daki leishmaniasis'in aktarilmasindan kum
sineklerinin sorumlu oldugunu gosterdi. Daha sonra Yeni Diinya'da leishmaniasis ileten
kum sineklerinin Lutzomyiacinsine ait oldugu bulundu. Son aragtirmalarda gosteriyorki,
42Phlebotomus tiriic  ve 56 Lutzomyia tird, Eski ve  Yeni Dinyada

Leishmaniasisenfeksiyonunda rol oynamaktadir (Steverding 2017)

4.2. EPIDEMIiYOLOJISi

Viseral Leishmaniasis (VL), yuksek ates, anemi, lokopeni, karaciger ve dalak
blylmesiyle belirti verirve ilerleyen safhalarda tedavi edilmezse 6limle sonuclanabilir.
L. donovani ve L. infantum parazitinin etken oldugu VL, Akdeniz bolgesi, Kuzey
Afrika, Orta Dogu, Orta ve Dogu Afrika ve Giiney Amerika’da yayilim gosterir. Yeni
Dinya ve Eski Dinya Viseral Leishmaniasisise sebeb olan, paraziti tagiyan kum
sineklerinin genis cografik yayilim araligi i¢indeki yar1 kurak, acgik alanlarda daha fazla

ortaya ciktig1 goriilmektedir.

Sekil-2: Visserel leishmaiasis’in diinyadaki yayilimi (WHO 2010).

KL hastaligi 21. yiizyilda hala bir diinya saglik sorunu olarak karsimizda
durmaktadir. Her y1l 2 milyon yeni olgu oldugu tahmin edilmekte, bunlarin 300 bini

resmi olarak rapor edilmektedir.Eski Diinya’daL. aethiopica, L. infantum, L. major’un;



Yeni Dlnyada ise L. amazonensis, L. braziliensis, L. panamensis basta olmak tizere
cesitli Leishmania turlerinin K.L’e sebep oldugu Eski Dunyada ise Akdeniz Havzasi,
Kuzey ve Bati Afrika, Orta Dogu, Giliney Asya, Orta ve Giiney Amerika’da
yaygindir.Yeni vakalarintamamina yakii Afganistan, Irak, iran, Suriye, Cezayir, Sudi
Arabistan, Brezilya ve Peru’dan oldugu bildirilmektedir. KL hastaliginin Dulnyadaki
dagilimi bu hastaliga vektor olan eski dinyada Phlebotomustirleri Yenidiinya’da
Lutzomyia tlrlerinin dagilimi ile paralellik gostermektedir. Elde edilen verilere gore
Tropikal ve subtropikal bolgelerde bulunan buitin Ulkelerde (Avustralya,Yeni Zelanda
ve Pasifik adalar1 diginda) goriildiigii rapor edilmistir. (Ashford ve ark.1991; Desjeux
2001).
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Sekil-3: Leishmaniasisin Diinya’daki dagilimi (Davies ve ark. 2003).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) edinilen sayilara gore 98 iilkede yaklasik 12 milyon
leishmaniasis olgusu bildirilmis olup, 350 milyon insanin ise risk altinda oldugu
belirtilmistir.Her sene bu verilere 2 milyon yeni olgunun katildigi, ve bu saymin 500 bin
kadar1 VL, 1,5 milyon kadar1 da KL olgusudur. KL’e ait raporlar sadece 300 bin
seviyelerindedir. VL tim diinyada88 iilkede endemik olarak goriinsede hastalarin yarisi
Hindistan’da gdzlenmektedir. Ayrica enfeksiyon erkek bireylerde kadin bireylere
kiyasala daha ¢ok gortlmektedir.



Hindistan basta olmak iizere bazi alanlarda VL’in yasam dongiisiinde yalnizca
vektor ve insan rol oynamaktadir. Diger alanlarda ise bazi kopekgil ve kemirgen tirler

rezervuar oldugu bildirilmektedir. (Ozbel ve Téz 2007).

Diinyadaki KL vakalarinin %90’1 Afganistan, Sudan, iran, Irak, Suriye, Suudi
Arabistan, Cezayir, Peru, Kolombiya, Bolivya ve Brezilya’da goriilmektedir. Ozellikle
tilkemize sinir olan Suriye’de 2003 ve 2004 senelerinde 25 000 vaka ve bu vakalarin ise

10 bini iseHalep sehrinde bildirimi yapilmistir (Giirel ve ark. 2012).

Global 1sinmana ile birlikte sicakliklardaki 1-2 °C’lik artigin hastaligin yayilmasinda
cok onemli rol oynayacagi, ve hava sicakliklarindaki bu artisin bile Giiney Fransa’da
smirl olan vektdr dagilimmin Ingiltere smirlarina uzanabilecegi bildirilmektedir (Klaus

ve ark. 1999).

Ancak Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika’da rapor edilen KL vakalarinin endemik
alanlardan geri gelen askerler, turistler ve is¢ilerde goriilmektedir. Bu hastalar genellikle
koruyucu Onlemler almamakta buna ek olarak uygun olmayan bazi tedaviler aldiklar

icin tani, ge¢ olarak konulmaktadir (Herwald ve ark. 1993).
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Sekil-4: Leishmaniasisin viseral ve kutanoz klinik tiplerinin ayr1 ayri
epidemiyolojilerinin harita tzerinde gosterilmesi

(http://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/2017)
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Ulkemizde VL hastaliginin en ¢ok rastlandig bolgeler Ege ile Akdeniz bolgeleridir.
Fakat buna ek olarak tum boélgelerimizden rapor edilmis vakalar bulunmaktadir. Yapilan
calismalarda insan ve kopeklerden izole edilen parazitlerden izoenzim analizi gibi
yontemler kullanilarak Akdeniz etrafindaki iilkelerde etken tiiriin L. infantum oldugu
bulunmustur (Ozbel ve Tz 2007).

Turkiye 1950 yilindan once o6zellikle Giineydogu Anadolu Bdlgesinde yaygin
sekilde rastlanirken 1950 sonrasi yogun Dikloro Difenile Trikloroethan(DDT)
kullanilmasi ve buna bagl olarak enfektif kum sinegi popiilasyonun azalmasi hastaligin
Gilineydogu Anadolu Bolgesi ile sinirlanmistir. Ancak 1980 yilindan sonra Sanlurfa ve

Cukurova’da yeni KL vakalarinda biiyiik artiglar belirtilmistir.

Tiirkiye’deGlineydogu Anadolu Boélgesi’nde hastaliga neden olan tiirtinL.tropica’
oldugu ve bu tiirde enfeksiyon hayat dongiisiiniin enfekte insan-vektor-insan oldugu
bildirilmektedir. Hastaligin vektorii olan disi kum sineklerinin aktiviteleri ilkbaharin son
donemleri yaz aylarinin baslangicinda baglar ve sonbahara kadar siirdiigii belirtilir ve bu
sezona ‘bulasim sezonu’ ismi verilir. Enfeksiyonun, kum sineklerinin aktif oldugu
Nisan-Eyliil aylar1 arasinda ve genelliklede Haziran-Agustos arasinda vakalarin tespit
edildigi bilinmektedir. inkiibasyon peryoduna bagli olarak da vakalar daha ¢ok Ekim ay1
ile Subat ay1 arasinda olan donemde meydana gelmekte ve hastalarin saglik
merkezlerine basvurulart da g¢ogunlukla bu doénemde olmaktadir. Cukurova’da ise
inkllbasyon peryodu daha erken olmakta KL vaklar1 daha erken ortaya
cikmaktadir(Kavur 2011; Gdrel ve ark. 2012).

Turkiye KL hastaliginin endemik oldugu iilkelerden olup Tiirkiye’nin sinirlarindaki
iilkelerde &zellikle Iran ve Suriye’ de KL énemli bir halk sagligi problemidir. Buna ek
olarak Suriye’deki savastan kacan ve Ulkemize go¢ eden 2 milyonu asan gégmenler KL
hastaligini iilkemize taginmasi riskini bulunmaktadir. Tiirkiye’de binlerce sayida yerli ve

Suriyeli KL vakasi rapor edilmistir (Harman 2015).
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Sekil-5: Viseral ve kutanz leishmanisisin Tiirkiye“deki yayilimi (Ozcel 2009).

4.3. TAKSONOMI

Leishmaniasis olgularinda
30 Leishmania tiirtiniin 21°i insanlarda enfeksiyon meydana getirmektedir. Bu farkli
tirler morfolojik olarak ayirt edilememekte ancak izoenzim analizleri, molekiiler

metotlar ve monoklonal antikorlar kullanilarak ayirimlart gergeklestirilmektedir.

Alem : Protista

Sube : Mastigophora
Altsube : Oligomastigophora
Simif - Kinetoplastidea
Takim - Kinetoplastida
Alttakim : Trypanosomatina
Aile : Trypanosomatidae
Cins : Leishmania

Altcins (1)  : Leishmania
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Tur (2) : L. donovani, L. infantum, L. chagasi, L. tropica, L.
major, L. aethiopica, L. mexicana, (L. amazonensis, L.

venezuelensis, L. pifanoi, L. enrietii).
Altcins (2)  : Viannia

Tar (2) : L. braziliensis kompleksi (L. braziliensis, L.
colombuensis, L. equatorensis, L. peruviana), L. guyanensis (L.

guyanensis, L. panamensis, L. shawi) L. lainsoni, L. naiffi.

Ayirca sogukkanli hayvanlarda goriilen ve vektor kum sineklerinin Sergentomyia
cinsine ait olan artrapodlari bulastiran ve literatiirde Leishmania like adi verilen turler de
bulunmaktadir (Gégmen 2000; Ozbel ve Ozcel 2007).

4.4, MORFOLOJI

Leishmania protozoanlari, tek bir kamgi, mitokondri benzeri bir organel,
kinetoplast, lizozom, endoplazmik retikulum, Golgi aygiti, vakuoller ve zengin DNA
igerigine sahip niikleusu bulunan tek hiicreli Okaryot organizmalardir. Leishmania
parazitleri yasam sikluslar1 boyunca iki formda gdzlenirler. Parazitin vektdr olan sinegin
gastrointestinal sisteminde bulunan, kamg¢ili ve hareketli formuna promastigot,
hastalarda ve hayvan rezervuarlarda bulunan kamcisiz ve hareketsiz formuna ise

amastigot denir (Ozcel ve Daldal 1997; Ozcelik 1999; Descoteaux ve Turco 2002).

4.4.1. Amastigot Form

Parazitlerin amastigot formu, yaklasik 1-3 um eninde ve 2-5 um boyunda; oval ve
hareketsizdir. Bu formlar omurgali konakta retikiiloendotelyal sistem makrofajlarinin
fagolizozomlar1 i¢inde c¢ogalmaktadir. Sitoplazmada biiyiikk bir nukleus ve nukleusa

yakin kinetoplast bulunur. Kinetoplast Leishmania’y1 da igeren kinetoplastida sinifindaki
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tim protozoonlarda bulunan bir organeldir. Kinetoplast, sekli cubuga benzeyen
mitokondrial bir yapidir. Igerisinde yaklasik 10 bin kadar mini DNA halkalar1 ile 50
kadar biiyiik DNA halkalar1 bulunmaktadir. Bu halkalar ‘minicircle’ ve ‘maxicircle’
olarak adlandirilir. Kinetoplastin hiicre i¢indeki islevi tam olarak aydinlanmamakla
birlikte, biiylik halkalarin mitokondrial ribozomal RNA’y1 kodladigs; kiigiik halkalarin
ise mRNA’nin edisyonunda rol oynadigi bilinmektedir. Elektron mikroskobunda disk
biciminde goriilen kinetoplastin boyutu 0,4 pm —0,8 pm arasinda degisir. Giemsa ile
boyanan yaymalarda amastigotun sitoplazmasi acik mavi, niikleusu ise koyu renkte
goriiliir. Kinetoplast niikleusun yaninda parlak kirmizi veya mor renkte boyanir. Niikleus

ve kinetoplastin her ikisi de DNA igerir. Kinetoplasttaki DNA niikleustakinden farklidir.

Bu DNA'min dizilimi tiirlere gore farklilik gosterdiginden tiir tayinlerinde kullanilir
(Manson 1987; Tore 1996; Ozcel ve Daldal 1997; Brewster ve ark. 1998; Ozcelik 1999;
Roberts ve ark. 2000; Sundar ve Rai 2002).

Sekil-6: Leishmania amastigotlart Giemsa boyali preparatlarin 151k mikroskobunda
gorinimu (40x10 buyutme) (Orijinal).
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Sekil-7:Leishmania amastigotlar: Giemsa boyali preparatlarin 151k mikroskobunda
gorinimu (40x10 buyitme) (Orijinal).

4.4.2. Promastigot Form

Vektorlerin bagirsaklarinda ve in vitro kiiltiir ortamlarinda bulunan ve parazitin
hiicre dis1 formu olan promastigotlar ise, 14-20 um boyunda, 2-3 pm genislikte ve
parazitin 6n kismindan ¢ikan serbest bir kam¢1 boylar1 20 pm’ye ulasabilen ve yiiksek
oranda hareketlilige izin veren bir yapiya sahiptirler. Kamg¢inin bir ¢ift merkez ve dokuz
cift periferik fibril giftinden olusan bir aksonemi vardir. On kisimda yuvarlak veya at
nali goriniminde kinetoplastve kamg¢inin dip boélgesinde ise blefaroblast bulunur.
Niikleusa ile niikleolus merkezde bulunur ve niikleus zarinda porlar vardir. Ayrica
sitoplazma icinde endoplazmik retikulum ve golgi aygiti organelleri bulunur (Bryceson
1996; Garcia 2001; Elcicek 2009).
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Plazma

Membranm:
Mitokondri

Sekil-8: Vektor kum sinegindeki promastigot formu (Ates 2012)

Sekil-9: Leishmania promastigotlarinin Giemsa boyali prepatlarin 151k mikroskobunda
40x10 blyutme ile gérinimda (Orijinal).
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Sekil-10:Leishmaniapromastigotlarinin  boliinmesi Giemsa boyali prepatlarin 151k

mikroskobunda 40x10 blyttme ile gérintmu (Orijinal).

4.5. LEISHMANIASIS’DE YASAM DONGUSU

Leishmania parazitlerinin vektéri olan eski diinyada Phlebotomus yeni diinyada
Lutzomyia cinsi kum sinekleri, enfektif omurgali konaktan kanemerken makrofajlarin
icindekiparazitin amastigot formunuda viicuduna almaktadirlar. Daha sonra emilen kan
orta midede ‘peritrofik membran’ ismi verilen bir ortii ile sarilmakta ve sinegin sindirim
enzimleri peritrofik membrana salgilanmaktadir. Leishmania parazitlerin bir kismu,
makrofajlarin lizis olmasi ile birlikte sindirilirken diger amastigot formlar uzamakta ve
kamg1 meydana gelerek enfektif olmayan promastigot forma doniigmektedir. Bu forma
‘prosiklik’ promastigot denmekte ve boliinerek ¢ogalmaktadir. Daha sonra parazitler
salgiladiklar1 enzimlerle peritrofik membranin 6n bdlgesini pargalayarak torasik mideye
ulagsmaktadirlar. Prosiklik forma gore daha uzun ve ince olan bu forma ‘nektomonad’
ismi verilmektedir. Torasik midenin 6n tarafinda bulunan kapaga geldiklerinde kamgilar
ile bagirsak epitel hiicrelerindeki mikrovilluslara yapismaktadirlar. Burada gelisen
parazit formuna ise ‘hektomonad’ denilmektedir. Sonraki safhalarda bu formlar midenin

on kismina dogru gelerek 6zafagus ve farinksde bulunan kivrimlara kamgilarivasitasi
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ileyapismakta ve liimeni tikamaktadirlar. Bunda sonra promastigot formlar1 6zafagus ve
farinksden ayrilarak daha uzun ve kiigiik formlar seklinde agiz kisimlarina gelmekte
fakat burada bolinememektedir. Enfeksiyonu yapan asil bu forma ise ‘metasiklik’
promastigotlar denmektedir. Parazitler aymi sitmadaki gibi tiikriik bezlerinde

gorulmemektedirler.

Enfektif metasiklik promastigot formlarin vektorii olan disi kum sinegi, kan emmek
icin omurgali konagi 1sirdiginda 500 ile 1000 enfektif promastigot formlar1 da gidis
yonii kan akiminin tersine olacak sekilde konaga enjekte etmektedirler. Kan emme
sirasinda salgilanan tiikiiriik salgisinin pihtilagma 6nleyici 6zelligi ile beraber omurgali
konaga enfeksiyonun yerlesmesinde ve enfektif promastigotlarin az olmasina ragmen

enfeksiyonun baslayabilmesinde 6nemli bir rol oynadigi belirtilmektedir.

Promastigotiaria pr
hortumun tikanmass

= /
R —— N
&' <5 o % Fannkse dogru
: S\ s - 5\' 26
3 . Ny N o T
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? : “.\ﬂ_ 7 ¢ gogalma
=~ @, -
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Kan ve doku T
stvismdaka

amastigot form

Sekil-11 :Leishmaniaparazitinin kum sinegindeki hayat dongiisii (Atlas of Medical

Helminthology and Protozoology’den degistirilerek).

Vicud icerisine giren promastigotlar ilk olarak serumda bulunan kompleman
tarafindan opsonize edilmekte ve komplemanla opsonize olmus parazitler; konaga ait
monosit, makrofaj, ya da Langerhans hucreleriyle fagosite edilirler. Fagosite olan
metasiklik promastigotlarin kamgisiniyok olarak amastigot forma doniismektedir.
Amastigot formlar fagositik vakuol iginde kalarak ikiye bolunme ile gogalmaktadir. Bu
asamadan sonra enfektif olan konak hiicresi, parazitin sayica ¢ogalmasi sonucu

parcalanmakta ve amastigotlar formlar dagilarak diger makrofajlart enfekte
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edebilmektedirler. Enfeksiyonun buradan sonraki durumunu Leishmania’nin tiri
belirlemektedir. Parazitin tlirene gore enfeksiyonderide sinirli kalabilmekte KL sebeb
olmakta veya i¢ organlara go¢ ederek VL hastaligina neden olmaktadirlar. Enfektif olan
makrofajlar kan yoluyla dalak, karaciger ve kemik iligi gibi dokulara gelmekte ve bu

dokularda patolojilere neden olmaktadirlar.
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Sekil-12: Leishmania’nin omurgalidaki hayat dongiisii (Atlas of Medical
Helminthology and Protozoology’den degistirilerek).

Leishmania parazitlerinin enfektif metasiklik promastigotlari kum sinegi tarafindan
konagin viicuduna inokiile edildiginde hizlica enfeksiyonunbaglamasi ve geligsmesi
beklenmemelidir. Bunun sebepleri arasinda yeterli miktardan daha az miktarda
promastigotun inokile edilmesi, konagin immun sisteminin gii¢lii olmasi gibi
durumlarda konagm viicudunda parazite karsi antikormeydana gelmekte ve
enfeksiyongelismemektedir (Killick-Kendrick 1979; Meinecke ve ark. 1999; Gillespie
ve ark. 2000).

4.6. KLINIK

Hastaliklarin klinik goriiniimlerdeki farkliliklarin parazitteki genetik gesitliligin bir

sonucu olarak ortaya ¢ikmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak sadece bir bolimu
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enfeksiyona neden olan parazitin tiirii ile aciklanabilmektedir. Bildirilen leishmaniasis
olgular1 da aslinda gergekten hastaliga yakalanmis olan insan sayisini tam olarak
verememektedir, ¢iinkii her paraziti alan kiside enfeksiyongelismemekte veya
enfeksiyon baslasa bile her insanda hastalik ilerleyememektedir. Hastaligin olusmasinda
malniitrisyon, stres ve immiin bozukluklar énemli rol oynamaktadir ve bu yiizden
VL’nin epidemik olarak bulundugu yerler genelde fakirligin, agligin, savasin ve immiin
stipresyonun gorildigi yerlerdir. KL’de olasilikla etken Leishmania tiiriine bagli olarak
birkag klinik sekilde goriilmektedir. Bunlar genellikle tedavi edilmeden iyilesen lokalize
KL, tedavisi ¢ok zor olan Diffuz Kutonéz Leishmaniasis (DKL) ve yilizde sekil
bozuklugu ve sakatlanmaya yol agan lezyonlar olusturan en siddetli sekil olan
Mukokutanéz Leishmaniasis (MKL) dir (Seaman ve ark. 1996; Alvar ve ark. 2008;
WHO, 2010).

Leishmaniasisde hastaliginda farkl klinik tablolarla ortaya ¢ikmaktadir:

e Viseral leishmaniasis hastaligina Kala Azar, VL, i¢ organlar leishmaniasisi, , dum
dum fever (kara humma),tropikal splenomegali, Oldiiren ates (death fever) ,kara

hastalik isimleri verilmektedir.

e Kutantz leishmaniasis hastaligina CL, KL, LCL, cutaneous leishmaniasis, lokal
kutandz leishmaniasis, deri leishmaniasisi Sark ¢ibani (oriental sore,), Halep ¢ibani

(Aleppo button) gibi isimler verilmektedir.

e Mukokutan6z leishmaniasis hastaligina ise MCL, mucocutaneous leishmaniasis
ismi verilmekte iken daha sonra diffiiz kutandz leishmaniasis (DKL) ve Post Kala Azar

dermal leishmaniasis (PKDL) hastaliklarida bu isimde toplanmustir (Ozcel 2007).

e Post-Kala-Azar Dermal Leishmaniasis tablosunda ise L. donovani ile olusan VL

hastaliginin iyilesmesinden sonra bazi hastalarda gortiliir

4.6.1. Viseral Leishmaniasis

Visceral leishmaniasis (VL) ayn1 zamanda kala-azar olarak da bilinen bu hastalik

kutandz leishmaniasis enfeksiyonunbaslangi¢ bolgesinde bulunan parazit ile enfekte
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olmus makrofajlarin  metastazina  bagli  Leishmaniaparaziti. amastigotlarinin
retikiiloendotelyal sistem hiicrelerinde yerlesmesi ile gelisir. Eski diinyada VL ile
bulasmal.. donovani parazitleri (Hindistan, Pakistan, Afrika bolgelerinde) ve L. infantum
parazitleri (Akdeniz bélgesinde) nedeni ile kaynaklanmaktadir. Ayrica HIV ile birlikte
enfekte olmus bireylerin, atipik sunumlar gelistirmeye 6zel bir duyarliligi vardir ve HIV
hastalarinda ~ VL'nin  siddeti ve  VL'nin  gelisimi, Immune  Deficiency
Syndrome(AIDS)hastaligin1 tanimlayan bir hastaliktir. Bu muhtemelen, her iki ajanin da
konak¢imin bagisiklik sistemi iizerindeki diizensizlik etkilerinden kaynaklanmaktadir

(McGwire ve Satoskar 2014)

Tirkiye’de etken parazitL. infantum olarak bildirilmistir. Baz1 belirtileri ile sitma,
16semi veya lenfoma gibi hastaliklarla karisabilen ve tedavi edilmedigi takdirde 6limle
sonuglanan hastalik olup VL’nin kesin tanis1 koymak laboratuv bulgularina dayanir. VL
Tirkiye’de bildirimi zorunlu bir hastaliktir. Aktif olgular1 belirleme ve tedavisi
hastaligin kontrolii i¢in ¢ok 6nemli unsurlar olarak kabul edilmektedir (WHO 2010;
Resmi Gazete, 2011).

Ozellikle dalak, karaciger, kemik iligi ve lenf nodlarinda bulunan mononiikleer
fagositik sistem htcrelerinin enfekte olmasi sonucu goriilen bir hastaliktir. Etkenlerinden
L.donovani Hindistan ve Afrika'da, L. infantum Akdeniz Bolgesi'nde ve L. chagasi ise
Yeni Diinya'da gorulmektedir. VL yetersiz beslenme, organ nakilleri sonucu olusan
immiin yetersizlik ve AIDS gibi immiin sistemin baskilandigi durumlarda kolaylikla
gelisebilmektedir. Bununla birlikte, mononiikleer fagositik sistem hiicrelerinin
bulundugu akciger ve bagirsaklarda da goriilebilir. Hastaligin kulucka stiresi genellikle
2-4 aydir. Bu siire bir yila kadar uzayabilir. Hastalik genellikle kendini gizleyerek sinsi
baslar, immiin sistemin baskilandigr durumlarda aniden ortaya ¢ikabilir. Ayrica ates,
hepatomegali, splenomegali, anemi, trombositopeni, I6kopeni ve
hipergammaglobiilinemi gibi klinik semptomlar gosterir. Baslangicta bas agrisi,
zayiflama ve hafif ates goriliir. Daha sonra yiiksek ates ile birlikte dalak biiytir.
Hastaligin ilerlemesi ile ates yiikselip diiserek VL’ye 6zgii bir egri ¢izer. Giinde iki kez
yiikselen aralikli bir ates ile devam eder. Genelde 39-40°C olmakla beraber bazen 40-
40,5°C'ye cikabilir. Yetigkinlerde de goriilen VL genellikle ¢ocuklarda tedavi edilmez

ise ciddi enfeksiyonlara ve hatta 6liimlere neden olabilir. Ayrica eger tedavi birakilirsa,
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hastaligin, immiin baskilayict ve ikincil hastaliklara dayali yiiksek bir 6liim orani

mevcuttur.

Klinik olarak VL'in akut, subakut ve kronik olmak tzere 3 formu oldugu
belirlenmistir. Subakut form; klinik olarak en sik goriilen form olup akut forma gore
daha belirgindir. Tedavi edilmesine ragmen hastaligin %1 ile %11 arasinda oliimle
sonuclandig1 bildirilmistir. Oliim sebebi olarak gastrointestinal sistem kanamalari,
karaciger yetmezligi ve anemiye bagli olarak gelisen kalp yetmezligi bildirilmistir. Akut
form; siddetli dis eti, burun, bagirsak kanamalar1 ile kemik iligi baskilanmasina bagl
olusan kanda eritrosit, 16kosit ve trombosit sayisinin normalin altina diismesi sonucu
hastalik daha da agirlasarak ilerlemekte ve Ozellikle ishal sikdyetlerinin eklenmesi ile
hastanin genel durumu bozulmakta, ve hasta 2-3 ay ig¢inde hayatin1 kaybetmektedir.
Kronik vakalarda ise zayiflama, karaciger ve dalak biyiikligi disinda genelde
hastalarda bir sikdyet yoktur ve hastanin yasamina normal olarak devam ettirdigi
bildirilmistir. Genellikle L. infantum’un rezervuari kopekler olup, seroprevalansi bu
hayvanlarda %0,72-%33 olarak belirlenmistir. Son yillarda immiin yetmezligi olan hasta
olgularinin artmasina paralel olarak VL olgularinda da artis goriildiigii dikkat
cekmektedir (Bettini ve Gradoni 1986; Ak ve ark. 1995; Unat ve ark. 1995; Tore 1996;
Berman 1997; Garcia 2001; Sundar ve Rai 2002; Elgicek 2009).
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Sekil-13: Viseral leishmaniasis olgusunda karaciger biiyiimesi (sciencephoto.com’dan

degistirilerek).

4.6.2. Kutandz Leishmaniasis

KL, parazitin deride monosit ve makrafaj icinde Uremeleri sonucunda olusan, uzun
siireli ge¢cmeyen yaralara neden olan ve viicudun degisik bolgelerinde ve 6zellikle yiizde

izler birakan bir enfeksiyondur (Erisoz Kasap 2010)

KL lezyonu enfekte disi kum sineginin 1sirdig1 vicutta ortilmeyen kisimlardaki deri
yiizeyinde ii¢ haftadan daha fazla zaman ge¢mis olmasina ragmen eritemli bir papul
olarak baslar ve bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar olmadik¢a agri meydana
gelmeyen papll, veya nodiil formunda olabilen yavas bir sekilde blyuyerek merkezinde
volkan kraterini animsatan lezyonlara doniisiir.Lezyon Uzerindeki giiclii sekilde yapisik
sert kabuk kaldirildiginda kabuk kismmin alt bolimiinde ¢iviye benzer ¢ikintilar
mevcuttur. Bunlara Hulusi Behget’in “¢ivi belirtisi” ismi verilmektedir vevilcutta ¢ok
sayida 1sirma varsa ¢ok sayida lezyon olabilmektedir. Lezyonlar genellikle aym
Ozelliktedirler ve tedavisi yapilmayan olgulara ait lezyonlar genelde 1-1,5 yilin sonunda
yasam boyu kalacak olan bir skara neden olarak iyilesme gosteritler. lyilesmenin
sonrasinda bireyi hayat boyu enfeksiyonlarin tekrar etmesinden koruyan bagisiklik
gelismektedir. L. tropica’nin neden oldugu KL kuru tip olarak bilinir ve daha ¢ok kirsal

olmayan alanlarda gorulir. Lezyonlar yavas bir sekilde devam eder ve geg iilserlesir.
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Genellikle ¢ok fazla miktarda, kuru, tlsere nodul ve lezyonlar olur (sekill3). Lezyonlar
en erken bir yil veya bunun Uzerinde stredelezyonun yerinde kotii skar birakarak iyi
olurlar. Inkiibasyon siiresi cogunlukla 2-8 aydir. L. major’un sebeb oldugu KL yas tip
olarak bilinir ve ¢ogu kez kirsal alanlarda gorulmektedir (Sekil 14). Lezyonlar hizli ve
siddetli enfeksiyon olur iilsere goriiniimiindedir ayrica 2-8 ayda iyilesmektedir (Ozbel ve
T6z 2007;Harman 2015 www.saglik.gov.tr 2017;).

Sekil-14:Kutandz leishmaniasis olgusunda Uzeri krutlu, etrafi hiperemik lezyon (kuru

tip) (Teke ve ark. 2014’ ten degistirilerek)

Sekil-15:Kutan6z leishmaniasis olgusu (yas tip) www.tibbiyardim.com/sark-
cibani.html"Erisim tarihi: 15 Aralik 2018)
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4.6.3. Mukokutan6z Leishmaniasis

Mukokutandz leishmaniasis (MCL), lokal deri hastaliindan ya da parazit
metastazinin - mukokutanéz dokuya uzanmasina bagli olabilen L. braziliensis
parazitinin sebeb oldugu Leishmaniasis hastaligi  kliniginbir tiiri  olarak
kaynaklanmaktadir. MCL, primer lezyonlarin iyilesmesinden aylar sonra da ortaya
cikabilirBu hastalik genellikle burun, agiz ya da nazofarenks ve g6z kapak dokularini
deforme eden ve kronik lokaldoku harabiyetinden kaynaklananbir enfeksiyondur.
Avyrica ileri sathalarda solunum fonksiyonunu etkiler ve beslenmeyi engelleyebilir.
Konak ve parazit faktorlerin karmasik etkilesimi sonucu altta yatan patojenez MCL iyi
anlagilmamigtir. Buna bagli olarak hastalik genellikle kemoterapiye direnglidir ve
hastalar genellikle sekonder slper enfeksiyonlardan ve vyetersiz beslenmeden

Olmektedir.

4.6.4. Post-Kala-Azar Dermal Leishmaniasis

VL i¢in basarili bir sekilde tedavi edilmis olan ve yillarca belirti vermeyen bazi
hastalarda, derinin icinde makula, makulo-papuler veya nodiler lezyonlara neden olan
parazitlerin aniden tiremesi ile meydana gelen bir hastaliktir. PKDL sebep olan tir L.
donovaniparazitidir. PKDL hastaliginin patogenezi tam olarak bilinmese de vicutta
kalan dermal parazitlere karsi ortaya ¢ikan konak¢r immiin yaniti interferon
ysitokinlerle yanit1 ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Lezyonlarin biyopsisi, VL'yi
olusturan parazitlere genotipik olarak Ozdes olan amastigotlarla ve makrofajlart

gostermektedir (McGwire ve Satoskar2014).

4.7. TANI

KL bazi cilt rahatsizliklartyla klinigine ¢cok benzemektedir. Ornek olarak; akne,

egzama, tliberkiilozis verrucosus, kan ¢ibani, lupus eritromatozus, leptomlu lepra, lupus
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vulgaris, ciltteki timorler vs. verilebilir. Bu sebeple KL’in diger cilt hastliklarina
karisma durumu olmasi sebebiyle laboratuvar yontemleriyle bu hastaligin ayrimin
saglanmas1 gerekmektedir. En sik bagvurulan laboratuvar yontemleri mikroskobi ve
kiltlir yontemleridir. Taniya yonelik kullanilan yontemler asagidaki ¢izelgede avantaj ve

dezavantaj yonleriyle belirtilmistir(Alkan ve ark. 1997).

Ydntem Avantaj Dezavantaj
Mikroskobi Oldukca kolay ve dogrudan yontem Diisiik parazitemide
olmast diistik duyarlilik
Diisiik maliyet gerektirmesi Benzerliklerin ayirt
edilememesi
Tecrubeli calisan

gerektirmesi

Seroloji Hizli ve kolay yontem Standartizasyon
yontemleri Fazla sayida oOrnek incelemesine gerektirmesi

imkan saglamasi Ozgulltgiin diisiik olusu
Kltlr yontemi Canli halde parazit tespiti Masrafli ve zaman alici

Canliligin takibi

Turler arast varyasyon

olusmasi
Molekuler Direkt tlrln tespiti Masrafl ve ¢ok asama
yontemler Canlilik gerektirmemesi Kontaminasyona ve
inhibitorlere bagl

Diisiik parazitemiye ragmen yiiksek

duyarlilik negatif sonug

Tablo 1: Leishmaniasis tanisinda kullanilan yontemlerin karsilastiriimasi (Alkan ve ark.
1997)
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4.7.1. Direkt Mikroskobi

Oncelikle KL diisiiniilen lezyon %70’lik alkol ile temizlenir. Sonra lezyonun saglam
deriyle birlestigi yerde 0,5 cm uzunlugunda ve 2-3 mm derinliginde kiiclik bir kesi
yapilir. Kesi yeri bisturiyle kazinarak ya da lezyon iilsere ise bir pipetle lezyondan kan
icermeyen serdz ornek alinir. VL diigiiniilen hastalarda etkensel tani olarak, kemik iligi,
lenfnodu ve dalak aspirasyon materyalleri ve idrar 6rnekleri kullanilir. Lama yayilan
ornek metanol ile fikse edilme islemi sonras1 Giemsa ya da Wright boyasiyla boyanir ve
mikroskopta incelenir ve hiicre disinda veya iginde amastigotlarin goriilmesi ile klinik
tan1 dogrulanir. Tek preparat tanida yeterli olabilmekle birlikte, 5 smear yapmak testin
duyarliligimni arttirir. Cogunlukla U¢ aydan kisa lezyonlarda parazit daha kolay
gbzlemlenirken, alt1 aydan eski lezyonlarda parazit gézlemlemek daha zordur ( An
2017).

4.7.2. Serolojik Yontemler

Montenegro cilt testi KL vakalarinda oldukga yuksek duyarlilik bir test olarak

goriinse deenfeksiyonunne zaman basladigi ilgili yanlis sonuglar vermektedir.

Leismaniasis tanisinda; Enzim-bagli immiinassay (ELISA) testi, western blot (WB),
k39 immiinkromatografik tani testi (ICT), immiinfloresan antikor testi (IFAT), gibi
serolojik yontemlere de basvurulmustur. Bu yontemlerin ana kosulu, hastanin
serumunda veya idrarinda parazite karsi olusan antikor veya antijenlerinin

belirlenmesine dayanan yontemlerdir (Zorba 2015).

Serolojik tan1 daha giivenlidir ve ikKi test gelistirilmistir. Bunlar direkt agglutination
test (DAT) ve Ks30 dipstick testi. DAT, dondurularak kurutulmus bir antijen kullanarak
anti-leishmania antikor titrelerini 6lger. Ancak uzun inkibasyon, standartizasyon ve
birden ¢ok numune kullanimi gerektirir. . K39 dipstick testi, VL igin oldukca spesifiktir
ve39 amino asit dizisine (K39) kars1 antikorlari tespit eder. Bir immunokromatografik
serit test cubugu olarak gelistirilmistir. Testin gergeklestirilmesi kolaydir. Ayrica kit
ortam sicakliginda saklanabilir, ekipman gerektirmez ve uzak bolgelere tasinabilir

(Lockwood ve Sundar 2006).
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4.7.3. Molekduler Yoéntemler

Molekdler yontemler Leismaniasis tamsinda ¢cok yaygin olarak kullaniimaktadir.
Ayrica molekiler yontemler konaktaki Leishmania sayisinibelirlemek, tir tanimlamasi,
virulansintya da direncini belirleyen genleri belirlemek i¢in kullanilan yontemlerdendir.
Molekdler yontemler ile tani, kantitasyon ve canlilik ¢alismalarinda duyarlilik yliksek
seviyede gereklilik arz ettiginden kopya sayis1 yiksek olan rRNA genleri ve kinetoplast
DNA genleriile ¢alisiimaktadr.

PCR-RFLP yoéntemi Leismaniasis tanisinda en ¢ok uygulanan yontemlerdendir. Bu
yontem uygulanisi ise klasik PCR yonteminin arkasindan trinlerinrestriksiyon enzimleri
ile kesilip elektroforez uygulandiktan sonra etidyum bromdr ileboyanip gorintilenmesi

olayinda dayanur.

Real-Time PCR yodnteminde ise SYBR-green boyasiile boyanarak ya da TagMan
Forster/fluorescence resonance energy transfer (FRET) gibi florogenik problarla
parazitler hibridize edilerek aynianda analizedilmektedir. Diger bir yontem olan Reverse
line blot hibridizasyon yontemleri (RLB) bircok patojenin  hizli tanisinda

uygulanmaktadir.

Bagka bir yontem olan Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) yontemi
ile  Leishmania parazitlerinin  DNA’larigogaltilip aym1  zamanda  Grlinleri
gorintilenebilmektedir. Bu yontemde gorlntileme ¢ogalan Urin olusumunda yesile
donlsen eger iirin yoksa portakal renginde kalan SYBR-Green | boyasiile yapilir
(Eroglu 2012).

4.7.3.1. Leishmania turlerinin genetik yapisi

Epidemiyolojik arastirmalar i¢in en uygun taksonomik belirte¢ olarak ¢ok uzun bir
stredir izoenzim analiz yontemi kabul edilmektedir. Oniki enzimden olusan bir panel su
anda kabul edilmis olan tiim tiirleri yeterince ayirt edebilmektedir ve her bir tiirde tek bir

izoenzim seti tarafindan tanimlanan degisik zimodemler bulunabilmektedir. Yontemin
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bir avantaji da zimodemlerle her bir tiir i¢inde, bir cografi bolgedeki izolatlar1 gruplamak
icin stabil bir belirte¢ saglamasidir. Izoenzim analizi taksonomik analiz i¢in halen altin
standart  olarak  kabul edilmekle birlikte, restriction fragment lenght
polymorphism(RFLP), bir¢cok degisik primerler ile polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
ve monoklonal antikor yontemi gibi modern ve hizli yontemler artik bu kiilfetli ve
deneyim gerektiren, giiniimiizde ancak referans merkezlerinde yapilabilen bu yontemin

yani sira hizla gelismekte ve giderek kabul gérmektedirler (Hommel 1999).

Parazit polimorfizminin enfeksiyonun sonuglanmasinda o6nemli rolii oldugu
bildirilmektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar, parazit genotipinin tiir i¢i diizeyde bile
hastalig1r etkiledigini gostermistir. Kolombiya’da belirli L. braziliensissuslarinin
insanlarda daha ¢ok mukozal yayilima neden oldugu bildirilmistir (Saravia ve ark. 2002;
Schriefer ve ark. 2008). Diger bir ¢alismada da “randomly amplified polymorphic DNA”
(RAPD) yontemiyle birbirinden farkli gruplara ayrilan parazit genotipleri ile olusan
klinik hastalik (KL, MKL, DKL gibi) arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski oldugu
saptanmugtir (Schriefer ve ark. 2004). Eski Diinya L. donovanienfeksiyonlarinda PKDL
gelisiminin en azindan belli bir oranda susa bagimli oldugu gdsterilmistir. Bu parazit
suslar1 genetik gruplama ile ayirt edilebilir (Sreenivas ve ark. 2004; Schriefer ve ark.
2008). Gen ekspresyonu mikroarray yontemi ile PKDL hastalarindan elde edilen
suslarda VL hastalarindan elde edilen suslara oranla bazi1 genlerin daha fazla eksprese
oldugu saptanmis ve PKDL gelismesinin buna bagli olabilecegi sonucuna varilmigtir

(Salotra ve ark. 2006; Schriefer ve ark. 2008).

Molekiler  epidemiyolojinin ~ 6nemli ~ bir  sorunu  etiyolojik  ajanin
siniflandirilmasidir.Leishmania cinsinin tanimlanmasindan bu yana tiirlerin sayisi
degismistir. ‘Multilocus Enzyme Electrophoresis’ (MLEE, izoenzim elektroforezi) halen
Leishmania i¢in tiir ve tiir i¢i diizeyinde referans tanimlayici yontemdir. Niikleotidler
kullanilarak ayrima gidilmesi 1970’lerin basinda tahmin edilmeye baslanmistir. Farkli
genomik hedeflerdeki niikleotid polimorfizmlerine dayali filogeni Akdeniz
Bolgesi’ndeki endemik olan iki tiir gibi bazi istisnalar disinda izoenzim elektroforezine
dayali Leishmania cinsi taksonomisini dogrulamaktadir. izoenzim analizi ile VL etkeni
L. infantum’un Sudan’da L. donovani ve L. archibaldi gibi iki visserotrofik sus ile

birlikte oldugu diisiiniilmekteydi. Ancak birden fazla degisik molekiiler belirtece dayali
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son ¢aligmalar Sudan’da viseralize olan tirin bir tek L. donovani oldugunu ve bu susun
genetik olarak Hindistan ve Kenya’daki L. donovani ve Akdeniz ve Glney
Amerika’daki L. infantum’dan farkli oldugunu gostermistir (Lukes ve ark. 2007). Ayrica
Tunus ve Libya’da giderek artan bir sekilde bildirilen L. killicki parazitinin izoenzim
analizine gore ayri bir tiir olarak kabul edilirken molekiiler analizler ile L. tropica
oldugu gosterilmistir (Schonian ve ark. 2008). Tiir icindeki farkliliklarin
siniflandirilabilmesi i¢in standart izoenzim analizi sinirh derecede yararlidir. Akdeniz ve
Latin Amerika’daki VL etkenlerinin ¢ogu izoenzim analizi ile MON-1 olarak
saptanirken modifiye izoenzim tiplendirmesi ile MON-1 suglarinda genetik heterojenite

saptanmistir (Kuhls ve ark. 2008; Schonian ve ark. 2008).

Leishmania ve diger trypanosomatid organizmalar, nikleusta bulunan DNA
segmentinin yanisira kinetoplast DNA (kDNA) olarak da bilinen mitokondrial genoma
sahiptir. kKDNA, ‘minicircle’ ve ‘maxicircle’ adi verilen yapilarin dev bir sebekesini
icermektedir. Her bir sebekede yaklasik olarak 10 000 minicircle ve 50 maxicircle

bulunmaktadir. Bu durum dogadaki genelde goriilmeyen DNA yapilarindan biridir

Sekil-16:Leishmania’daki mitokondrial ve niiklear genomun yerleri

L. major, L. infantum ve L. braziliensis genomlar: baz kii¢iik eksiklikler disinda
Wellcome Trust Sanger Enstitiisii onciiliiglinde uluslararasi isbirligi ile tamamlanmistir.
L. infantum (MCAN/ES/98/LLM-877), L. major Friedlin ve L. braziliensis
(MHOM/BR/75M2904) genomlar1 2003 yilinda tamamlanarak arastiricilarin

kullanimina agilmistir. Eski Diinya tilirleri 36 kromozoma sahipken Yeni Diinya tiiri
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olan L. braziliensis’de ise 35 kromozom bulunmaktadir. Kromozom sayisindaki farklilik
20. ve 34. kromozomlarin birleserek tek bir kromozom olusturmasindan

kaynaklanmaktadir (Peacock vd. 2007)

Son iki yilda {igLeishmania tiriiniin genom analizlerinin tamamlanmasiyla
Leishmania genomunda 8300 protein kodlayan ve 900 RNA geninin bulundugu
belirlenmistir. Protein kodlayan genlerin yaklasik %40’1 2 ila 500 arasinda {iyesi
bulunan toplam 662 ailede yer almaktadir (Myler 2008).

Leishmania genomunun biyiikliigii tiire gore degismektedir. DNA’s1 107 -108baz
cifti arasinda degismektedir ve ¢ farkli kompartmanda bulunmaktadir. Hiicre
niikleusundaki kromozomal DNA’nin (nDNA) yani sira Ozgiir olarak kopyalanan
DNA’lar bulunmaktadir. Bunlar mitokondride bir ag olarak birbirine baglanan DNA
molekiillerinden olusan kinetoplast DNA’s1 (kDNA) ve sitoplazmadaki virlis benzeri
partikullerdir. Leishmania ve diger kinetoplastid protozoonlar en ilkel Okaryotlar
arasinda yer almaktadirlar ve belki de filogenetik yerlesimlerinin bir yansimasi olarak
gen organizasyonu ve ekspresyonunda bir¢cok beklenmeyen durum gostermektedirler.
Ornegin genomlarinda ardi ardma dizilmis tekrarlanan genler bulunmaktadir ve
olasilikla  olgun mRNA’larin  polisistronik  prekiirsorleri  olarak  RNA’ya
dontigmektedirler. Bu mRNA’larin islenme yontemlerinin en Ozgiinlerinin ‘trans-
splicing” ve mitokondrial mRNA’larin ‘post —transkripsiyonel editing’ ile islenmesi
oldugu diisiiniilmektedir. Okaryotlarda, DNA’da kodlanan genetik ilgi hiicre iginde
kromozomlarda paketlenmistir. Fakat cogu 6karyotik organizmadan farkli olarak arazitik
protozoonlarin kromozomlar1 hiicre boliinmesi sirasinda yogunlasmadiklar: igin 11k
mikroskobu ile goriintiilenemez. Bu nedenle, protozoonlarin genleri kromozomlara 6zgii
sitogenetik yontemler ile haritalanamazlar. Ancak kromozom biiyiikliigiindeki DNA
molekiillerinin  ayrilmasim1  saglayan ‘pulsed-field electrophoresis’ (iki  yonlii
elektroforez) yontemi ile bu sorun ¢ozliimlenmistir. Bu yontem ile ilk caligsmalar
Leishmania tiiriiniin yiiksek derecede esnek bir kromozom organizasyonu oldugunu ve
tiir i¢inde bile kromozom biiyiikliigii ve sayisinda degisikliklerin saptanabildigini ortaya
cikarmigtir. Tiim Eski Diinya suslarinin toplamda haploid genom i¢in 35 Mb (+2 mb)
biiyiikliigiindeki, 36 heterolog kromozom tanimlanmistir. Birkag tane L. infantum geni

klonlanmis ve incelenmistir. Sonuclar karsilastirildiginda, incelenen genlerin ¢ogunda;
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korunmus kodlama bolgeleri ve farkli protein eksprese edilmeyen bdlgeleri olan,
polisistronik transkripsiyon (haberci RNA olusumu) olusan ve transkripsiyon sonrasinda
gen ekspresyonunun diizenlendigi ardi ardina organize genlerden olusan ortak noktalar
bulunmustur. L. infantum’un kromozomlarinin ‘pulsed-field electrophoresis’ ile analizi
kromozomlarda buylkluk 270-2600 kilobaz (kb) ve say1 polimorfizmleri gosterilerek
her susun ayr1 bir molekiiler karyotipe sahip oldugu belirlenmistir. Tiir iginde yiiksek
derecede polimorfizm bulunmaktadir. Bir susun tekrar klonlanmasi sonucundayada
klonlama sirasinda da kromozomlarin yeniden diizenlenebildigi gozlenmistir.
Kromozom biiyiikliigiindeki degisikliklerin ¢ogu, ardarda tekrar eden DNA dizilerinin es
boliinme sirasinda kromatidler arasinda esit olmayan bir sekilde tasinmasi sonucunda
DNA dizisinin amplifikasyonu ya da delesyonuna bagli gibi goriinmektedir. En kiiciik
kromozomlarda ise biiytikliik farki, Plasmodiumfalciparum’da oldugu gibi subtelomerik
bolgelerin dayaniksiz olmasina baglh gibi goriinmektedir (Bastien ve ark. 1990; Blaineau
ve ark. 1991;Requena ve ark. 1997).

Bu kadar farkliliga karsm, L. infantum’un degisik suslari ve hatta eski diinya
suslarinin tlimiinde fiziksel baglant1 (linkage) gruplarmmin tam olarak korundugu
gozlenmistir. Boylece, kromozom biiytikliigiindeki polimorfizme karsin genomun genel
yapisinin korundugu ve bunun Leishmania igin gerekli oldugu akla gelmektedir. L.
infantum’un molekiiler karyotipi iizerindeki gen haritalamasinda en azindan evrimsel
olarak  korunan genlerin  kromozomal dagiliminda bir egilim  oldugu

gosterilmistir(Requena vd. 1997).

Leishmania parazitlerinin diploid oldugu kabul edilse de dogal izolatlarda 6zellikle
trizomik kromozomlarda andploidi gozlenmistir. Genom dizi analizi projesinde referans
sus olan L. major Friedlin susunda (LmF) 3 homolog kromozom 1 bulunmaktadir. Bu
300 kb kromozomun tam dizi analizinde kodlama bdlgelerinin tam olarak ayni oldugu
gbzlenmistir. Bu homolog kromozomlar, kromozom la ve 1b/c arasinda bulunan sag
kodlanmayan subtelomerik bdlgenin bitisinde bulunan 30 kb biiyiiklik farkiyla
ayrilmaktadirlar. Leishmania ve Trypanosoma genom dizi analiz projelerindeki en
anlamli bulgu bu protozoonlardaki gen organizasyonudur. Genlerin ¢ogu aynit DNA
dizisinde grup olusturan biiylik polisistronik gruplar (50-300 kb) i¢inde yer almaktadir.

Bu kiimeler kromozom bolgesine bagli transkripsiyonel olarak farkli ya da benzer
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olabilmektedir (Wincker ve ark., 1996; Myler ve ark., 2000; Dubessay ve ark. 2002).

Leishmania cinsinde yiksek derecede korunan genlerin benzer buyuklukteki
kromozomlar (zerinde yer aldigi gosterilmistir. Tim Leishmania tirlerinde yuksek
derecede korunan genlerin 1 Mb’dan biiyiilk kromozomlarda yerlestigi goézlenmistir.
Boylece asil gerekli olan genlerin biiyiik kromozomlarda oldugu, diger kromozomlarin
0zel adaptasyonlar icin ya da cok ozel fonksiyonlar (yiizey proteazlari, antijenler,
sekresyon faktorleri vs.) i¢in yardimci gen kopyalarimi tasidigi diisiiniilmektedir

(Requena vd. 1997).

4.7.4. LeishmaniaTurleri icin Kullamlan Besiyerleri ve Kullanilan In-Vitro

Yontemler

Monofazik insect besiyeri,L. brasiliensis,L.mexicanavelL. enriettii suslarinin
cogaltilmasinda uygunluk agisindan degerlendirilmistir. Amastigotlar, antibiyotik ve
degisen konsantrasyonlarda Fetal Calf Serum (FCS) iceren Grace Schneider ve
Mitsuhashi-Maramorosch besiyerine asilanmistir. 27 °C'de 4-7 gin sureyle inkibe
edildikten sonra verimlilikleri 1x10 & /ml. olarak belirlenmistir (Childs ve ark. 1978).

L. donovani parazitleri ii¢ gesit besiyeri lizerinde kala-azar hastalarindan kemik iligi
aspirasyonlarmin kiiltivasyonu ile izole edilmistir. izolasyon, vakalarin%8&8'inde basarili
olmustur. izolasyonda pH, D-glikoz, L-prolin ve antibiyotik konsantrasyonunun etkileri
aragtirtlmis olup L-prolin ile kullanilan yar1 kati besiyeripH degeri 7,4, birincil izolasyon
icin  modifiye  NNN besiyeriinden daha etkili bir besiyeri oldugu belirlendigi
bildirilmistir (Rassam veAl-Mudhaffar 1979).

Leishmaniaparazitlerinin yetistirilmesi igin basit bir siv1 besiyeri tarif edilmistir ve
bu besiyerinde klttrlenen L. brasiliensis ve L. peruviana, 7 giin i¢inde ml basma 10’
promastigot sayisindan daha buyiuk hicre yogunluklarina ulasmistir. Bu besiyeri,
Leishmania tirleri ve diger hemoflagellatlart yetistirmek i¢in kullanilan daha
kompleks besiyerlerinden ¢ok daha basit bir besiyeri oldugu belirtilmistir (Palomino
1982).
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L.major promastigotlar1 enfekte olmus bir fareden blood agar besiyeri ve Schneider
media+%30 fetal calf serum besyerinde izole edildi ve yaklasik bir yildir takip
edildimistir. CD1 susu ve BALB / ¢ susundaki enfektivite calismalari, Schneider
besiyerinde yetistirilen promastigotlarin, kiiltivasyon periyodu boyunca BALB / ¢
farelerine bulagsmay siirdiirdiigiinii gosterdigi belirtilmis olup ayrica CD1 susu farelerine
bulasicilik giderek kaybolmustur. Bununla birlikte her iki fare susunda da blood agar
besiyerinde uretilen promastigotlardaSchneider besiyerinde yetistirilen
promastigotlardan daha hizli bir oranda enfektiviteyi kaybetmis oldugu bidirilmistir
(Neal 1984).

Grace's insect besiyerine %20 (v / v) 1s1 ile inaktive edilmis fetal sigir serumu (FBS)
ve %15 defibrinlenmis havuzlanmis tavsan kanmi eklenmesiyle, modifiye NNN
besiyerinde daha duyarli oldugu gésterilmis olup kemik iligi aspiratlarinin kiiltiirlerinden
gelen L. donovani promastigotlarininin vitro birincil izolasyonu igin Grace's insect
besiyerine %20 (v / v) ve%30 (v / v) FBS (P'den az) eklenerek yapilan besiyerlerinde
olumlu sonuclar bulundugu bildirilmistir. Bu besiyerinin, tedavi edilmemis viseral
leishmaniasis vakalarinin parazitolojik tanis1 i¢in ve kemik iliginden alinan
aspiratlardaL. donovani cisimciklerinin igin mikroskobik incelemelerinin negatif oldugu

durumlarda yararli bulundugu belirtilmistir (Saran ve ark. 1986).

Leishmaniatirleri ve diger flagellatlarin kiiltivasyonu igin kan veya serum
icermeyen bir sivi besiyerigelistirilmistir. Karaciger infiizyon suyu Ve triptoz igeren bir
temel LIT besiyerine, Roswell Park Memorial institute (RPMI-1640) veM-199 karigimi
eklenmistir.Bu kombinasyon, biyokimyasal ve immiinolojik calismalar i¢in yiliksek

parazit olusumuna izin verdigi bildirilmistir (Sadigursky ve Brodskyn 1986).

Baska bir ¢alismadaki besiyerinde L. tropica promastigotlari yavas yavas gelismistir
ancak daha once diger Leishmaniaparazitleri i¢in formiile edilmis veya bu besiyerinin
basitlestirilmis versiyonlar1 olan serumsuz hemin igeren besiyerilerindendaha uzun stre
bozulmadan saklandugigdzlemlenmistir. Ayrica besiyerinde heminin hemoglobin
tarafindan degistirilmesi, daha uzun bir log fazina ve bdliinme siiresinde onemli bir

azalmaya neden oldugu belirtilmis olup ayrica L. donovani ve L.
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enriettiipromastigotlarinin yetistirilmesinde de uygun bulunmustur (Gholamhosseinian
ve Vassef 1988).

Fetal buzagi serumu ihtiva eden Nutrient Broth, L.donovani parazitlerinin
hayvanlardan izole edilmesinde ve L. major, L. donovani ve L.adleriparazitlerinin
dondurulmasinda basarilt bir sekilde uygulandigi bildirilmistir. Ayrica L. donovani, L.
major,L. adleri ve tanimlanamayan benzeri flagellatlarin laboratuar suslarinin

promastigotlarinin yavas biiyiimesini desteklemistir (Kaddu ve Nyamori 1990).

Leishmania tdrleri. parazitlerinin transformasyonunda insect besiyeri idrar
bilesenleri ile giliglendirilmesi, insan idrarinin bir besiyeri maddesi olarak -etkisi
arastirtlmistir. %10'luk fetal dana serumu iceren%?1'lik idrarla Schneider'in Drosophila
besiyerine eklenmesi, sekiz farkli taksonomik grubu temsil eden 11 Leishmaniasusunun
cogalmasindaki sayimnin arttirihidigibelirlenmistir. Boliinmeyen organizmalardahiicre
bolinmesi, besiyerleri ile uyarildi. Bu ¢alismada kullanilan besiyerindeL. donovani ve L.
braziliensis parazitlerinini izolasyonu i¢in faydali olacagini ileri siirilmiistiir (Howard ve
ark. 1991).

L. braziliensis hicrelerinin in vitro kdltirt zordur ve genellikle sirekli hicre
boliinmesi i¢in serum ile desteklenmis besiyeri gerektirir. Taze, steril idrar, bir adet
LeishmaniaRNA viriisii ile enfekte edilmis ve enfekte olmamis L.braziliensis parazitine
ait iki 2 susunun serum yerine kullanilmis ve serum varliginda yetistirilen ayn1 suslar ile
ayni hiicre yogunluguna ulastig1 bildirilmistir. Ayrica L.majorinin bir susu da idrar
takviyeli besiyerinde basarili bir sekilde kiiltivasyonu yapilildigr bildirilmistir
(Armstrong ve Patterson 1994).

Bagka bir ¢alismada ise Korfez Savasi'ndan donen ABD'li eski bir askerden izole
edilen. L.tropica susunun promastigotlari, amastigotlara doniisimii i¢in U¢ besiyerleri
tizerinde ¢alisilmistir. PromastigotlarSchneider's Drosophila, Dulbecco's modified Eagle
Medium (D-MEM) ve RPMI-1640 olmak tizere ti¢ farkli besiyerinde yetistirilmistir. Her
bir besiyeri i¢in diisiik pH, yiiksek sicaklik (34 derece C) ve her iki kosulun etkisi
karsilagtirilmistir. Hiicreler sayildi ve giinliikk morfolojik degisiklikler incelendi. D-MEM
ve Schneider besiyerindeki morfolojik olarak tipik amastigotlara doniisiim, D-MEM

besiyerinde sekizinci giinde pH’1 5,8 ve 34 °C kosullarinda promastigotlarin
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amastigotlara donilisim en ist seviyededir. RPMI-1640'ta ayni kosullarda istenilen
seviye ulasilamamistir. Doniistliriilmiis amastigotlar, fare makrofajlarin1 basarili bir

sekilde enfekte ettigi bildirilmistir (Mohareb ve ark. 1995).

Leishmaniapromastigotlarinin biiylimesini ve ¢gogalmasini saglayan kuru bir besiyeri
tasarlanmistir. Besiyerinde protein hammaddesi kullanilarak hazirlanmistir.Besiyerinin
temel besini bir enzimatik pepton olan amino nitrojen kaynag oldugu
belirtilmistir.Leishmaniaparazitlerinin  fizyolojik gereksinimlerini  karsilamak igin
blylime faktorleri bir maya 06zltl, vitaminler, amino asitler, karbonhidrat,kaynagi
inorganik tuzlarda ve iz elementlerkantitatif oranlarda secilmistir. Calismada Kkuru
tozdan basit ve kullanimi kolay besiyerin hazirlanmasini belirtmistir (Osokina ve

Strelkova 1996).

Baska bir ¢alismada ise In vitro olarak Leishmaniapromastigotlarinin basarili bir
sekilde kiiltivasyonu i¢in FCS’ ye gerek duyulmadan yar1 sentetik, otoklavlanabilir bir
s1v1 besiyerini agikamakta oldugu belirtilmistir. Parazitler,%10 FCS ve%2 memeli idrari
ile takviye edilmis ticari olarak temin edilebilen M-199'da buyuttldu ve blyiume, FCS
icermeyen ayn besiyeri ile karsilastirildi ve FCS icermeyen besiyerindeki parazitlerin

blyumesi FCS iceren besiyerine oranla daha iyi oldugu bulunmustur (Ali ve ark. 1998).

Diger bir caligsmada ise, insan, kdpek, sigan ve kus kaniyla zenginlestirilmis E1-On's
besiyerindeki L.major ve L. infantum parazitlerinin bliyiime orani in vitro olarak
kullanilmistir. Tavsankani kontrol olarak kullanilmistir. Bu besiyerinde bu tip kanlarla
birlikte Leishmania suslarinin albino farelere bulagsma tlizerindeki etkisi de arastirilmistir.
Bagka bir ¢alismada ise sonu¢ olarak EI-ON besiyerinde tavsan kani yerine kus kani
kullanilarak kiiltiirde hem L. major hem de L. infantum parazitlerinin daha fazla
tiretildigi bildirilmistir. L. major ve L. infantum parazitlerinin her tirli morfolojik
formlar1 bunlar uzamis promastigotlar, i promastigotlari, paramastigotlar ve
amastigolar, besiyerinde (reme boyunca degisken vyiizdelerde mevcut oldugu
bildirilmistir (Azab ve ark. 1999).

Enfekte olmus bir hayvandan elde edilen L. donovani susu AGB83'in
amastigotlardan promastigotlarin doniisimlerini U¢ besiyerinde; Schneider's Drosophila
medium (SDM), Medium 199 (M-199) ve biphasic M-199 %10 fetal bovine serum (B-
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M199) ile incelenmistir. SDM ve B-M199 besiyerleri M199 ile karsilastirildiginda
promastigotlarin daha etkili bir doniisiim yaptig1 goriilmiistir. Hamster ve BALB / ¢
farelerinde yapilan enfektivite c¢alismalari, B-M199 besiyerinde izole edilen
promastigotlarin M-199'dan elde edilenlerden ¢ok daha fazla enfektif oldugu
goOsterilmistir. Ayrica benzer kosullarda tretilen AG83 suslari ve SL94 suslarmin
promastigotlarin enfektivitesi ve viriilansinin karsilastirilmasi  sonucunda hem
makrofajlar hem de hayvan modelleri i¢in SL94 susunun daha etkin enfektiviteye sahip
oldugu ortaya koymustur. Calisma sonucunda ise amastigotlarin promastigotlara
doniistiiriilmesinde  kullanilan besiyerinin hamster ve BALB / ¢ farelerinde
doniistiiriilmiis L. donovani promastigotlarinin enfektivitesinin belirlenmesinde 6nemli
bir rol oynadigmi goéstermis olup parazitin kaynagi ve susu da L. donovani

enfeksiyonunun sonucunu etkiledigi bildirilmistir (Dey ve ark. 2002)

NNN besiyerinde yetistirilen 100 adet L. infantum/chagasi parazitleri 24 kuyucuklu
plakalarda tutulmus 2,5 ml. hacmindeki McCoy cell culture growth medium (CGM)
besiyerine inokiile edilerck bes giin sonunda besiyerinde promastigotlarin iiremesi
istenilen seviye geldigi belirtilmistir. Calismada, CGM teknigi ile Leishmania
izolasyonun avantaji, kii¢iik bir miktar parazit (10? promastigot) ile diisilk maliyet ve
yuksek etkinlik sagladigi bildirilmektedir. Arastirma sonuglari, antijenler veya parazitler
tarafindan iretilen ¢oziinebilir antijenleri elde etmenin yani sira, omurgalilarda ve
omurgasizlarda Leishmaniaparazitlerinin Uretilmesi ve izolasyonunda kullanilan yeni
teshis Kkitlerinin iiretimi icin diislik maliyetli bu teknigin kullanilmas: gerektigi

bildirilmistir (Nogueira ve Galati 2006).

Bagka bir c¢alismada ise L.donovani promastigotlarinin yetistirilmesi igin
besiyerlerinde bulunan FBS yerine keci, inek ve mandalarin tindalize yontemiyle steril
edilen siitlerinin kullanilabilecegi Ongoriilmiistiir. Promastigotlarin sayilart %10 FBS
kontrol olarak kullamldiginda mililitrede 1,9x107 olarak bulunmus ve buna kiyasla
sirastyla %10 kegi, inek ve manda suti kullanilan besiyerlerinde mililitrede
2,6x1072,3x10"ve 2,1x10’ sayilarina ulagildig: bildirilmektedir. Primer izolasyonda, siit
takviyeli besiyeri 26 numuneden 22'sinin promastigotlar i¢in pozitif oldugunu ve
hiicrelerin gozlenen 6 aylik siirede basarili bir sekilde korundugu bildirilmistir (Muniaraj

ve ark. 2007).

37



Leishmania parazitleri, insanlarda ve diger memelilerde, tropik ve subtropikal
bolgelerde kutan6z, mukokutan6z ve viseral leishmaniasis hastaliklarina neden
olurlar. Parazitlerin ~ biiytimesini  ve  farklilasmasim1  destekleyen Leishmania
tdrlerinininvitro  kultirlenmesi icin  bir besiyerinin  hazirlanmasi, cinste teshis,
biyokimyasal, biyolojik ve immiinolojik ¢alismalar i¢in énemli bir aragtir. Burada hizli,
ucuz ve guvenilir bir monofazik kultir besiyeri gelisimi bildirilmistir. PBHIL olarak
isimlendirilen yeni bir besiyerinde uzun siireli canlilik ile yiliksek miktarlarda
promastigotlar Uretme ve L. amazonensis promastigotlarinin amastigot benzeri formlara

(%93) doniisiimiinii sagladig: bildirilmistir (Rodrigues ve ark. 2010).

Kiltiir ile tanmnin duyarliligi, besiyerine inokiilasyon sirasinda aseptik kosullara
dikkat edilmesi ve daha sonraki gunlerde kultirlerin dikkatlice incelenmesiyle
arttirilabildigi belirtilmektedir. Ancak taninin hemen miimkiin olmamas kiiltiire ekim
yonteminin dezavantaji oldugu bildirilmektedir. Eger yeterince dikkat edilmez ise
kontaminasyon riski bulundugu varsayilmaktadir. Hastadan alinan orneklerin kiiltiir
besiyerine ekilmesi ile parazitin izole edilmesi de miimkiin oldugu igin kiiltiir,
leishmaniasis ile ilgili her laboratuvarda mutlaka uygulanan bir yontem oldugu
belirtilmektedir. Besiyeri olarak bifazik kanli besiyeri NNN veya ticari olarak satilan
RPMI-1640, Schneider’s besiyeri veya M-199 kulanilabilir (Korkmaz ve Ok 2011).

Leishmaniaparazitlerinin in vitro kiiltiirii promastigot ve amastigot formlarin her
ikisi iginde yapilabilmektedir. Ancak memeli konaklarda hiicre i¢inde yasayan
amastigotlarin kiiltiirti, makrofaj benzeri hiicreler icinde yapilmasi nispeten zor ve
zahmetli olmasi nedeniyle, promastigot kultir( tercih edilmektedir. Promastigot ve
amastigot formdaki parazitlerin biiyliime kosullar1 arasinda, sicaklik, pH, besin kaynagi
ve serum komponentleri agisindan 6nemli farkliliklar bulunur. Sicaklik ve pH’in,
promastigotlarin amastigotlara doniisiimiinii tetiklemede 6nemli rolii vardir. Bu sekilde
ortam Ozelliklerini degistirerek promastigotlar aksenik amastigotlara doniistiiriilebilir.
Leishmaniaparazitlerinin kiltliriniin yapilmasi parazitlerin biyokimya, immiinoloji ve
hicre biyolojisi Uzerine ¢alisma yapilmasina olanak sagladigi bildirilmistir.
Leishmaniasis ile enfekte hayvanlardan alinan biyopsi 6rnekleri, uygun besiyerine
ekilerek Leishmaniapromastigot kiiltiirii yapilabilmektedir. Kiiltiire inokile biyopsi

orneklerindeki Leishmania parazitleri 6nce hareketli promastigotlara doniisiir daha sonra
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cogalmaya basladig: bildirilmistir (Ates 2012).

1994 yilinda, McNeal ve Novy tarafindan Trypanosoma kulturinu elde etmek icin
hazirlanan bifazik besiyeri, Nicole tarafindan modifiye edilerek
Leishmaniapromastigotlarini tiretmek i¢in denenmis ve tiim diinyada McCoy cell culture
growth medium (CGM) ismiyle bilinen besiyeri gelistirmistir. Giliniimiizde
Leishmaniatirlerinin kiltiirti icin gesitli kati, yar1 kat1 ve sivi besiyerleri bulunmaktadir.
Kat1 besiyerlerinden olan NNN besiyeri; agar, tuz ve defibrine edilmis tavsan kami
icermektedir. Besiyerine ayrica %20 fetal calf serumu (FCS) ilave edilerek 5-14 ginde
Leishmania turlerinin %25 oraninda promastigotlarin iiremesi saglandigi bildirilmistir.
Ayrica Schneider’in besiyeri siv1 bir besiyeri olup bir¢ok amino asit igermektekte oldugu
belirtilmistir. Bu besiyeri genelde serolojik ve biyokimyasal ¢aligmalar i¢in kullanildig:
bildirilmektedir. Bu besiyerine belli oranlarda FDS eklenmesi ile promastigot kiltlriinde
kullanilmas: gerektigi bildirilmistir. Schneider’in besiyeri, Leishmaniaparazitlerinin
tiremesini  hizlandirmakta boylelikle kisa silirede yiiksek parazit miktarlarina
ulasilabildigi gorlilmektedir. Ayrica baska bir calismada tampon olarak HEPES
kullanilan ve %10 ile %20 FDS eklenmesi ile uygun sonug alinabilen M-199 besiyeri ile
Leishmania pasaji 2 haftaya kadar dayanabilmektedir. Bunun yani sira RPMI-1640gibi
besiyerlerine %10 FDS eklenmesi ile rutin promastigot kiiltiirii basarili bir sekilde
yapilmaktadir (Ates 2012).

Leishmaniaparazitlerinin yetistirilmesi i¢in ¢esitli yontemler mevcuttur ve bunlarin
arasinda, Nicolle-Novy-MacNeal besiyeri gibi bifazik besiyerleri, parazitlerin
baslangictaki izolasyonu ve bunlarin in vivo enfektivitesi i¢in iistiin oldugu belirtilmistir.
Sheeb  Blood-LB  Medium  (SLM)  besiyerinin  etkinligi, L.  major
promastigotlarinin yetistirilmesi i¢in degerlendirilmistir. Sonug olarak SLM, besiyeri
Leishmania parazitlerinin rutin izolasyonu, kiltivasyonu ve parazitlerin ¢gogalmasini igin

in vivo enfektiviteye sahip bir besiyeri olarak kullanildigi gosterilmistir (Nasiri 2013)

Yeni standardize edilen ve icinde Semolina (18,5 gr), Dekstroz (5 gr), Agar 10 (gr),
Kan (100 ml), Gentamisin (1,5 ml) ve Distile su (500 ml) bulunan bir besiyerin
L.donovani promastigot kilturindeki performansinin NNN besiyeri ile karsilagtirildigt

bir ¢alismada ise s6z konusu sivi besiyerin 5.giinde saptanan hiicre sayisinin NNN
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besiyerinde saptanan sayiya ¢ok yakin oldugu belirtilmistir (Mohammed 2015).

Kopek orneklerinden Leishmania tirlerinin in vitro izolasyonu igin en yaygin
kullanilan besiyerleri, ka tavsan kani kullanilarak hazirlanan bifazik NNN besiyeridir.
Dogal enfeksiyonlardan kaynaklananL. infantum parazitleri, ilk olarak kopegin
viicudundan alindig1 zaman, bulastirici olmayan kosullarda biiyiime i¢in oldukga
hassastir ve biiylimeye ihtiyag duydugu saptanmaktadir. Bu ¢aligmanin amaci, (NNN-
test) besiyerinde kontrol edildikten sirasiyl sonra tavuk kan1 (NNN-C), sigir kan1 (NNN-
0), at kan1 (NNN-H) veya koyun kan1 (NNN-S) ile hazirlanan besiyerlerinde bulunan L.
infantum parazitleri durumunu saptanmaya calisildigr bildirilmektedir.Bu arastirmanin
sonucunda Tavuk, okliz, at ve koyundan elde edilen kanin, dogal olarak enfekte olmus
kopeklerden almman L. infantum parazitinin birincil izolasyonu icin NNN besiyerinin
hazirlanmasi i¢in uygun oldugu ve gerektiginde tavsan kanina alternatif olarak

diisiiniilebildigi gosterilmistir (Santos ve ark. 2018).

4.7.4.1. Leishmania besiyerlerinde kulttr ortamlari

In vitro kiiltir ortamlarinda  sicaklik, pH, COz ve Ogzvarligiin
Leishmaniapromastigotlarinin  amastigotlara doniisiimii ve bunun tersi yoOniinde
amastigotlarinda promastigotlara doniisiimiinde en Onemli unsurlar oldugu kabul

edilmektedir.

Phlebotom sineginin orta bagirsagindaki pH degeri heniiz bilinmemektedir; Bununla
birlikte baz1 sivrisinekte alkali oldugu rapor edilmistir. Ancak promastigotlarin fagositoz
sirasinda  konak¢it makrofajlarla meydana gelen amastigotlara farklilagsmasi igin
parazitlerin asidik bir ortamda bulunmasi gerekir. Leishmaniaparazitleri, cesitli
enzimatik deneylerle saptanmis ve farkli pH degerlerine adabte olabildigi goriilmiistiir.
Ornegin, L. mexicanapromastigotlari, yiizeylerinde pH degeri 7 seviyelerindeoptimum
aktivite sergileyen bir metaloproteinaz genini ifade eder.L. donovani'nin promastigotlari,
pH degeri 7,0 ile pH degeri 7,5 seviyelerinde glukoz, prolin ve nikleosidleri en hizli
sekilde metabolize eder. Diger yandan amastigotlar bu substratlari optimum pH degeri
4,5 ile pH degeri 5,0 seviyelerinde katabolize eder. Benzer sekilde prolin tasinmasi

40



promastigotlarda pH degeri7,0 ile Ph degeri 7,5 seviyelerinde olurken L. donovani
amastigotlarinda pH degeri 5,5' seviyelerioptimum seviyelerdir. Son g¢alismalarla ilgili
olarak besiyerlerininin asitlestirilmesi amastigotlarda prolin taginmasini arttirdi, ancak
promastigotlarda bu aktiviteyi gozlemlenemedi. Buradaki deney ve gozlemler
sonucunda Leishmaniaparazitlerinin, her bir yasam evresinin uygun g¢evresel pH
seviyesinin optimum aktivitesini miimkiin kilan adaptasyon mekanizmalarina sahip

oldugunu gostermektedir.

Ayrica bu denemeler promastigot ve amastigotlarin ¢evresel pH seviylerindeki
degisiklikleri algilamak i¢in mekanizmalar gelistirdiklerini ve bu pH seviylerinde
calistiklarim1 géstermektedir. Bu hipotez, pH degeri 4,5, pHdegeri 5,0 vepHdegeri 6,0
seviyelerindeki élglmleri uzun siireli kiiltiire adapte edilmis L. donovani, L. major ve L.
mexicanapromastigotlarinin  hiicresel  aktiviteleri ve  Ozellikleri  incelenerek
degerlendirildi. Ol¢iim degeri pH degeri 6 olan biiyiimeye adapte olmus promastigotlarin
cogaltilmasi pH degeri 7 seviyelerinde yetisen promastigotlara ayni sayida olmus ancak
pH degeri 6 seviyesinden diisiik degerlerde sayr azalmistir. Bu deger pH degeri 4,5
seviyesindebiylimeye adapte edilmis promastigotlar, en iyi pHdegeri7 seviyesinde
klltivasyon olmus promastigotlara gore 1,6 kat daha hizli tireme gostermistir. Seviye
olarak pH degeri 4,5 seviyelerinde olan besiyerlerinde gogaltilan promastigotlar, tekrar
pH 7 degerlerindeki besiyerine iinokiile edildiginde birkac saat iginde tekrar iiremeye
baslamistir. Bu ¢aligmalara bakilarak, promastigotlarin biiytime hizinin pH degerlerine
adaptasyonunun genetikten ziyade fenotipik oldugunu gostermektedir. Ayirca besiyeri
ortaminin pH seviyesi L. donovani promastigotlarinin DNA ve protein sentezini 6nemli

ol¢iide etkiledigide bildirilmistir.

Asir1 sicaklik degisiklikleri, Leishmaniatirleritarafindan karsilagilan diger bir
cevresel faktorii olustururken, kum sinegi vektoriinde, Leishmania parazitleri 22-28 °C
sicakliklarla karsilagir. Memeli konaklarina gectikten sonra cilt lezyonlarinda sicaklik
Olcumleri 31°C-35 °C, viseral organlarda ise 37 °C'ye kadar yiiksek sicakliklara maruz
kalirlar. Sicakliktaki bu tiir degisiklikler, hiicre 6liimiine yol acan hiicresel proteinlere ve
zarlara zarar verebilir. Bu nedenle, konaklarinda hayatta kalmak igin, Leishmania
tirlerinin termotoleransi1 edinmistir. Sicakligimenfeksiyon bolgesi virulence Gzerindeki

etkisi ve memeli viicudundaki farkli bolgelerde enfeksiyon yapma nedeniyle sicaklik
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stresine duyarliliklarinda farklilhik gosterir. Onceki invitro besiyerlerindeki yapilan
caligmalarda L. tropica ve L. major, parazitleri in vitro olarak, 35 °C'de makrofajlar
icinde 37 °C'de oldugundan daha hizli ¢ogalir 39 °C'de ise tamamen yok edilirlerdi. L.
mexicanai parazitlerinin ¢ogaltilmasi da sicakliga karsi hassastir ve bu tiiriin parazitleri
34 °C'de kiiltiirlenmis makrofajlarda iyi blyiir ve ¢ogalirken enfeksiyon 37,5 °C'de
ilerleme goriilmez. Sicakligin L. panamensisparazitinin tzerindeki etkisi, sicakligin 33
°C oldugu burun ve kulaklardaki lezyonlarinin periton i¢i enjeksiyonuna ragmen simnirl
gelisme ile gosterildigi bildirilmistir. Bununla birlikte, L.donovani promastigotlar1 35 °C
ve 37 °C'de bulunan besiyerlerinde esit olarak ¢ogalir ve sadece kismen 39 °C'de elimine
edildigi gorilmistiir. Morfolojik olarak in vitro besiyerlerinde doniisen promastigotlarin
uretilmesi, sadece 33-34 °C'den diisikk sicakliklarda meydana gelir. Leishmania
tiirlerinin tiimii 151 sokuna cevap olarak morfolojilerini degistirmez. Ornegin, L. major
promastigotlart, memelilerin tipik sicakliklarinda inkiibe edildiginde, 1s1 sok
proteinlerinin sentezi artti, ancak tiibiilin gibi proteinlerin translasyonu neredeyse
etkilenmedi. Sicakligin neden oldugu promastigot doniisiimii, yiiksek sicakliklarda
sentezlenmeyen degisken bir proteinin bozulmas: ile iligkili olabilir. Sicaklik
yiikselmesinin parazit morfolojisi, protein sentezi ve spesifik transkriptlerin sekli
tizerindeki birlesik etkileri, sicakligin Leishmania parazitleri i¢in bir faktor oldugunu

gOsterilmistir (Zilberstein & Shapira, 1994)

Leishmaniaparazitlerinin aerobik organizma oldugu
diistiniilmektedir.Leishmaniaparazitleri, hem memelideki hicre ic¢i evre parazitin
amastigot formu ve hastaligi dogal olarak ileten kum sineginin bagirsaginda dogal olarak
olugsanpromastigotlar formlari, muhtemelen mitokondri iginde mevcut olan sitokrom

aracil1 bir solunum zinciri yoluyla oksijen tiikketebildigi diigiiniilmektedir.

Leishmaniapromastigotlarinda ¢esitli karboksilasyon reaksiyonlarinin meydana
geldigi ve metabolizmanin diizenlenmesinde rol oynadigi bildirilmistir, ancak farkli CO>

seviyelerinin buyume Gzerindeki etkileri arastirilmamuistir.

Promastigotlar, monofazik ortamda in vitro olarak yetistirilebilir ve benzer sartlar
altinda memelilerden izole edilen amastigotlar, benzer sartlar altinda promastigotlara

dontisebilir. Bu sebeple optimum kosullar1 belirlemek amaciyla
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Leishmaniapromastigotlarin  bilylimesini ve amastigotlarin ¢esitli CO2 ve O
konsantrasyonlarinda invitro besiyerinde transformasyonu arastirilmistir. Her iki
durumda gaz fazi olarak yaygin sekilde kullanilmistir. Ancak Leishmaniatdrlerinin vivo
olarak karsilastigi CO2 ve Oy seviyelerinin havadakilerden 6nemli 6l¢iide farkli olmasi

ve memelilerde ve kum sineklerinde farkli olmast muhtemel oldugu belirtilmistir.

Sonuglar, parazitin dogal ortamlarina, transformasyon i¢in olas1 bir tetikleyiciye ve

amastigotlarin ve promastigotlarin metabolik yeteneklerine iliskin bazi belirtiler verir.

Ayrica Leishmaniapromastigotlarinin biiyiimesi besiyerindeki Oz varligina oldukga
bagimhidir. Diisiik oksijen varliginda promastigotlarin boyutu, protein igerigi ve

hareketliligi azaldi ve 6liimler meydana geldigi bildirilmistir.

Karbondioksit konsantrasyonundaki (%0,1 ile %05,0) degisikliklerin promastigot

blyilimesi Uzerinde cok az etkisi oldu.

Leishmania amastigotlarinin in vitro olarak promastigotlara doniisiimii de oksijen
gerektirmistir, ancak disiik bir seviye (%0,4) amastigotlarin yiiksek bir yilizdesinin
dontigsmesi i¢in yeterli olmustur.Yiiksek Ozkonsantrasyonlarinda, donilisiim biraz daha

hizliydi ancak parazit transformasyonu say1 daha az etkilendi.

CO2 bulunan invitro ortamlarda daha buiyuk bir etki bulundu ve %5'de, parazit
transformasyonu%.0,1'den ¢ok daha hizliydi ve ayrica 48 saat iginde daha biiyiik
miktarda promastigotlar amastigotlara doniistii. Bunlara ek olarak, amastigotlarin, in
vivo olarak karsilagilan diigiikk oksijen miktar1 blyime igin gerektigi ve yiksek
karbondioksit seviyelerinin amastigotun kum sinegi tarafindan alinmasindan sonra
promastigota doniistiiriilmesi i¢in bir tetikleyici olarak hareket edebilecegine dair bazi
belirtiler vermektedir (Hart ve Coombs, 1981).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. LEISHMANIA iIZOLATLARININ ELDE EDILMESI

Calismamizda, {ilkemizdeki farkli leishmaniasis endemik alanlarindan rapor edilen
KL hastalarindan izole edildikten sonra Celal Bayar Universitesi Tip Fakultesi
Parazitoloji Anabilim Dali1 laboratuvarlarinda NNN besiyerlerinde ardasik pasajlarla
devam ettirilen L. tropica, L. infantum/donovani ve L. major suslart kullaniimigtir. NNN
besiyerine kultivasyona birakilan promastigotlar RPMI 1640 +%15 Fetal Bovine Serum
+%1 Gentamisin sollisyonu ve %1 Penicillin/Streptomycin solisyonu bulunan
besiyerlerinde inokiilasyon yapilarak 25°C’de etlivde 10 giin bekletilmistir. Ureme
peryoduna giren promastigotlar steril falcon tlplerine aktarilmis ve 4400 rpm 10 dk
+4°C’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda iist kisim dokiilerek kalan partukullerin
uzerine 10 ml Phosphate-buffered saline (PBS)eklenmis ve bu islem {i¢ kez

tekrarlanmistir Son islemin ardindankalan partikilin Gzerine PBSeklenerek thoma lami

kullanilarak sayildiktan sonra promastigot sayisi 10° ml/promastigot olacak sekilde
ayarlanmistir. Hazirlanan promastigot siispansiyonlarinin iizerine %15 Dimetilsiilfoksit
(DMSO) eklenereksteril pipet kullanilarak homojen olarak karistirilmasi saglanmistir.
Bu islemden sonrasteril internal kapakli kriyo tiiplerine 1 ml olacak sekilde aktarilmistir.
L. tropica, L. infantum/donovani, L. major tirlerinin her biri icin 12 kriyo tip ve
toplamda 48 kriyotiipii hazirlanmistir. Daha sonra Kriyo tiipleri Coolcell kutularina
konularak -86°C’de 12 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda Coolcell kutularindan hizlica
¢ikarilan kriyo tiipleri sivi azot tankina transfer edilmistir. Sivi azot tankinda -196 °C’de
svi azot igerisinde igeren Kriyo tiplerinde bulunanL. tropica, L. infantum/ donovani, L.
majorpromastigotlart her tlrden bir adet tlp ¢ikarilarak 37°C’lik su banyosunda
eritilmistir. Promastigotlarmikroskop altinda hareketliliklerine ve Eozin boyasi testine

gore degerlendirilmeleri i¢in Thoma lami ile canlilik yiizdelerine bakilmistir. Her bir
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ornek NNN besiyerine ekimleri yapilarak 25°C’lik etliv igerisinde inkiibasyona

birakilmistir

"

Sekil-17: Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali

Parazit Bankasi (Orijinal).

5.1.1. NNN. Besiyerinin Hazirlanmasi

500 ml’lik beher i¢cinde 90 ml distile suya 0,6 gr NaCl ve 1,4 gr Bacto agar
karnigtirildi ve 1sitilarak agarin tam olarak erimesi saglandi. Besiyeri, otoklavda
(121°C’de 15 dakika) sterilize edildikten sonra 50-55°C’ye sogutuldu ve i¢ine 10 ml
defibrine tavsan kani eklendi. 4°C’ye alman besiyerlerine 0,2 ml penisilin G ve
streptomisin siilfat eklendi daha sonra vida kapakli tiiplere 4’er ml olarak dagitildi. Egik
pozisyonda agarin donmast saglandi. Besiyerleri, buzdolabina2°C-8°C sicaklikta
muhafaza edildi. Kullanilacagi zaman buzdolabindan ¢ikarildi ve dip kisimlarinda
toplanan az miktarda yogunlagsma sivisit lizerine 1 ml %10 FCS iceren RPMI-1640
besiyeri eklendi
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5.2. LEISHMANIA iZOLATLARININ GENOTIPLENDIiRiLMESI

5.2.1. DNAIzolasyonu

Yayma preparatlardan “Roche High Pure PCR Template Preparation Kit” ile DNA
izolasyonu yapilmistir. Ornekler PZR 6ncesi -20 °C’de bekletilmistir.

5.2.2. PZR Y0Ontemi

Calismanizda Internal Transcribed Spacer 1 “ITS1” gen bdolgesinin problu gergek
zamanli PZR analizi gerceklestirilmistir. Leishmania parazitlerinin SSU rRNA ve 5.8S
rRNA'y1 kodlayan genleri ayiran ribozomal ITS1 bdlgesinin Forward Primeri: 5°-
CTGGATCATTTTCCGATG-3’, Reverse Primeri ise: 5’-
GAAGCCAAGTCATCCATCGC-3’ seklindedir. Bu primerler, QuantiTect Probe PCR
kitin master karisimi ile birlikte asagida verilmis olan spesifik problar kullanilarak

cogaltilacaktir (Bakirci vd. 2015).
Probe 1: 5’-CCGTTTATACAAAAAATATACGGCGTTTCGGTTT-Fluo-3’
Probe 2: 5’-LCRed-640-GCGGGGTGGGTGCGTGTGTG-pHo-3’

Gergek zamanl PZR analizi i¢in hazirlanan toplam 25 pl’lik reaksiyon karigimi;
1,5 pl H20, (PCR grade water), 1 pl Forward Primer, 1 pl Reverse Primer, 0,5 pl
Probel, 0,5 ul Probe2, 12,5 ul QuantiTect Probe PCR kit master karigim1 (Qiagen) ve 5
pl genomik DNA icermektedir.

Leishmania parazitlerininsaptanmas: i¢in yapilan ger¢cek zamanli PZR
analizindeki termal profil; denatiirasyon, amplifikasyon, erime egrisi analizi ve sogutma
basamaklarindan olusmaktadir. Rotor-Gene cihazinin programina calisma protokolleri
olarak bu basamaklar kaydedilmistir. Rotor-Gene melting analizi yaparak sonuclar1 elde
etmistir. Genotipleme sonucu L. tropica, L. major ve L. infantum/donovani tirleri

saptanmis izolatlardan birer tanesi ¢alismaya dahil edilmistir.
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Sekil-18: Genotipleme egrileri

5.3. Besiyerlerinin Hazirlanmasi, izolatlarin EKimi ve Sayim

RPMI-1640, M-199, Schneiders, Nutrient Broth ve Brain Heart Broth besiyerleri
ticari olarak satin alindi.Sivi  azotta kriyoprezervasyon yontemiylekorunan
promastigotlar buradan ¢ikarilip sicak su banyosunda hizli bir bi¢cimde ¢ozduruldu. Daha
sonra NNN besiyerinde kiltivasyon yapilmistir NNN besiyerinde tiremeye baglayan
Leishmania promastigolarnda fazla miktarda tiretmek amaciyla RPMI-1640 besiyerinde
kiiltire alinmistir. Besiyerini kullanmadan dnce %10 FCS, %1 penisilin/streptomisin ve
%1 gentamisin eklenmistir. 25 ml’lik flasklere 5 mlaktarihimistir ve (reyen
promastigotlardan 50 pL {izerine ilave edilerek 25°C’lik etiivde inkiibe edilmistir.
Parazitlerin ¢ogalmasi takip edilerek 2-3 giinde bir besiyerinin eklenmesiyle 102
promastigot/mL iceren besiyeri elde edilmistir. Daha sonra promastigot sayist 10°
promastigot/mL olacak sekilde Thoma lamu ile sayilarak promastigot iceren siispansiyon
hazirlanmistir. Hazirlanan RPMI-1640, M-199, Schneiders, Nutrient Broth ve Brain
Heart Broth besiyerlerine esit miktarlarda ekimi gerceklestirilmistir. Ekimleri yapilan
besiyerlerinin 27°C’lik etliv ortaminda bekletilmistir.3.5.7.9.ve 12. gun kontrolleri

yapilarak thoma lam1 yardimi ile iireme yogunluklari hesaplanmastir.

Parazitlerin thoma laminda sayiminda yapilarn islemler ise ¢alismamizda kullanilan
her bes besiyerinden her birinden ve daha sonra % 2’lik formol-PBS karigimindan esit

oranda almmarak Eppendorf tiipinde homojen olarak karisimi  saglandi.
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Boylecepromastigotlarin hareketsiz kalmalar1 temin edildi. Bundan sonra hazirlanan
cozeltiden mikropipet yardimiyla bir miktar alind1 ve Thoma lamina pipetlendi. Uzerine
lamel kapatilip 151tk mikroskobunda 40x blyltme ile promastigotlar sayildi. Thoma
laminda bir buyik kare ve bunun iginde 16 kii¢iik kare vardir.Bu kare alanin kenar1 1
mm, yiiksekligi 0,1 mm. dir hacmi ise 1 x 1 x 0,1 = 0,1 mm?3 dir. 1 ml = 1000 mm?3*diir.
Tum bu 16 karelerdeki promastigotlarin sayimi yapildigida 0,1 mm® deki parazit sayisi
bulunmus olur. Daha sonra 1 ml' deki promastigot sayisin1 bulmak i¢in ise 10.000 ile
carpilir. Besiyerlerinden alinan promastigotlar % 2’lik formolin ile esit miktarda
karistirildigindan dolay:1 16 karede sayilan promastigotlar 2 ile garpilir. Sonug olarakl
ml. deki parazit sayist = 16 biiylik karedeki promastigot sayisix2 x10000formdali ile

hesaplanir.

Calismamizda kullanilanbes farkli besiyerde {i¢ farkli Leishmania tiiriiniin 15 ¢aligma
grubu olusturulmustur. Caligma gruplar1 diskriminant analizi ile istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.
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6. BULGULAR

Calismamizda, leishmaniasis etmeni olan promastigotlardanL. tropica, L. major ve
L. infantum/donovani suslar1 12 giin siire ile RPMI-1640, M-199, Nutrient Broth, Brain

Hearth Broth ve Schneider besiyerlerindeki durumlar1 gézlemlenmistir.

6.1. L. TROPICA SUSUNUN KULLANILAN BESIYERLERDEKI DURUMU

L. tropica’nin, 12 giinliikk c¢alisma sonunda, en az gelisim gosterdigi besiyeri,
812x10%ml. promastigotlarin bulundugu Nutrient Broth olarak belirlenmistir. Brain
Hearth Broth besiyeri 877x108/ml promastigot sayildig1 diger besiyerleridir. Schneider
besiyerinde, 935x10%ml, M-199 besiyerinde 1125x10%ml promastigot sayilmistir. En
iyi gelisim gosterdigi.L. tropica susunun besiyeri ortami ise 1225x10%ml. parazitin
sayildigt RPMI-1640 olaraksaptanmistir. Bununla birlikte birey sayist dikkate alinarak
tim giinlerin birbirleri ile karsilastirildig: istatistiksel analizde; testin birinci giinden
altinc1 gline kadar her dort besiyerinde iireme hizi yoniinden anlamli bir fark
goriilememistir (p>0,05). 7. gunden itibaren ise M-199, Nutrient Broth ve Brain Heart
Broth besiyerlerine gére RPMI-1640 besiyerinde istatiksel test anlamli bulunmustur
(p<0,05). Schneider’s besiyerinde ise anlamli bir fark saptanmazken (p>0,05) sekizinci.
ginden 12. gline kadar RPMI-1640 besiyeri her dort besiyerine gore istatiksel olarak
anlaml1 bulunmustur (p<0,05) (Tablo 2).
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Tablo- 2: L. tropica susunun kullanilan besiyerlerdeki giinliik promastigot sayisi.

6.2. L. MAJOR SUSUNUN KULLANILAN BESIYERLERDEKI DURUMU

L. major’un en az iiredigi besiyeri 12. giinin sonunda 707x10%/ml promastigotin
bulundugu Nutrient Broth besiyeri olarak tespit edilmistir. Brain Hearth Broth,
Schneider ve M-199 besiyerlerinde sirastyla 829x10%/ml, 906x10%/ml ve 1005x10%/ml
promastigot sayilmistir. S0z konusu parazit i¢cin en fazla gelisimin gozlemlendigi
besiyeri ise 1150x10%/ml. promastigotin sayildigit RPMI-1640’tir.Bununla birlikte birey
sayisi dikkate alinarak tiim gilinlerin birbirleri ile karsilagtirildigi analizde RPMI-1640
besiyeri esas alindiginda bes besiyeri arasinda istatiksel olarak anlamli bir sonug
bulunamamistir (p>0,05). Fakat ikinci glinden itibaren Nutrient Broth ve Brain Heart
Broth’a gore RPMI-1640’1n daha fazla promastigot iirettigi goriilerken tigiincii gun ile
altinci gilin arasi tireme yogunlugu ayni oldugu goriilmiistiir (p>0,05).7. glinden itibaren
Nutrient Broth ve Brain Heart Broth’a gére RPMI-1640’in daha fazla promastigot
tirettigi saptanirken sekizinci. giin ile 12. giin aras1t RPMI-1640 diger dort besiyerinden
anlamli olarak daha fazla promastigot iirettigi saptanmistir (p<0,05)(Tablo 3).
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Tablo- 3:L. major susunun kullanilan besiyerlerdeki giinliik promastigot sayisi

6.3. L. INFANTUM/DONOVANI SUSUNUN KULLANILAN
BESIYERLERDEKI DURUMU

L. infantum, en az gelisim gosterdigi ve 12. giiniin sonunda 417x108/ml. parazitin
sayildigi besiyeri Brain Hearth Broth olarak bulunmustur. Nutrient Broth, M-199 ve
Schneider besiyerlerinde sirastyla 504x10%ml, 757x10%/ml. ve 777x10%ml. birey
sayllmistir. L. infantum’un en fazla gelisim gosterdigi besiyeri 882x10%/ml. bireyin
sayildigt RPMI-1640 olarak saptanmistir. Giinler arasindaki korelasyonu gdstermek i¢in
uygulanan istatistiksel test sonucuna gorebirinci ile 5. giin arasinda promastigot tiremesi
acisindan anlamli bir fark gériilmemistir (p>0,05). altinci ve 9. glin RPMI-1640 besiyeri
Nutrient Broth, Brain Heart Broth ve Schneider besiyerine gore daha fazla promastigot
uretirken (p<0,05) M-199 besiyeri ile promastigot yogunlugu bakimindan anlamli bir
fark goriilememistir (p>0,05). 7. ginde RPMI-1640 sadece Nutrient Broth besiyerine
gore daha fazla promastigot yogunlugu icerdigi gorilmistir (p<0,05). 8. gin
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yogunluklar1 ise RPMI1640 besiyeri M-199 ve Nutrient Broth besiyerine gore daha fazla
promastigot Uretebildigi saptanmistir (p<0,05). 10. ile 12. giin arast RPMI-1640

besiyerinin diger dort besiyerinden daha fazla promastigot iiretttigi goriilmiistiir
(p<0,05)(Tablo 4).
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Tablo- 4: L. infantum/donovani susunun kullanilan besiyerlerdeki giinliik promastigot
say1st
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7. TARTISMA

Bir ¢alismada 40 insan olgusundan 55 silipheli lezyonun igne aspiratlari, bir
lezyonun dis kenarindan steril serum fizyolojik icine enjekte edilerek yapilmustir.
Aspiratlar, bir insect besiyeri olan %30 FBS ile takviye edilmis Schneider's Drosophila
besiyerin enjekte edildi ve kiltivasyon islemi yapilmistir. Duyarlilik karsilagtirmasi igin
kan bazli bir besiyeri olan NNN besiyeri kullanilmistir. Promastigotlar, Schneider
besiyerinde altinct glinde 55 lezyondan alinan siipheli lezyonun 37 lezyonda
gozlemlenirken bu say1 NNN besiyerinde 11,6 giinde 55 siipheli lezyonun 8 lezyonunda
gozlenebildigi bildirilmistir (Hendricks ve Wright 1979).

Kenyada tespit edilen viseral leishmaniasisli hastalarin tedaviden once, tedavi
sirasinda ve tedaviden sonra gesitli zamanlarda 26 hastadan elde edimistir. 90 adet dalak
aspiratlarinda ii¢ besiyerine; Schneider's Drosophila medium besiyeri, %20 fetal bovine
serum eklenmis RPMI 1640besiyeri ve McConnell'in Senekje besiyerinin %0,9 tuzlu su
ile modifiye edilmistir Besiyeri inokiile edilerek giemsa boyali smearlerle karsilastirildi.
Sonuglar, 6n tani i¢in, hem kiiltir hem de aspiratlarin direkt mikroskopisinin

kullanilmasi gerektigini bildirmistir (Lightner ve ark. 1983).

Baska bir ¢alismada 33 °Cve 35 °C'de L. mexicana pifanoi amastigotlarmmn seri
olarak kiiltlirlenmesi igin hiicresiz bir siv1 besiyeri tasarlanmig ve esas olarak yiksek
konsantrasyonda suda ¢6ziinebilir vitaminler, niikleotitler ve etkisizlestirilmis fetal sigir
serumu ile takviye edilmis M199 besiyerinden olusmustur. ilk subkiiltiirde ortamin
baslangi¢ olgtimlerde pH seviyesi 7,2 olup, ilk olarak promastigotlar inokiile edilmistir.
Dort giin ile on giin araliklari ile 33 °Cve 35 °C’ de seri olarak kiiltiirlenmistir ve sonug
olarak amastigotlarin orani stirekli olarak artmistir ve promastigotlarin orani ilk olarak
yavas yavas azalmistir. Ikinci altkiiltiirde inkiibasyon doneminin sonunda, hemen hemen
tim organizmalar amastigot formlara doniistiigii bildirilmistir. Bu sekilde elde edilen
amastigotlar, seri transferlerle siiresiz olarak kiiltivasyon yapildig1 belirtilmistir. Bu
besiyerinde amastigotlar, 33 C° ve 35 C° 'de 10 giinliik inkiibasyondan 5x107/ ml'den
amastigotlarin  8x10"/ ml'lik bir yogunluga ulasabildigi bildirilmistir. Besiyerinini
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baslangi¢. pH'si 8,0 olacak sekilde modifiye edildi. Bundan sonra besiyeri, Hepes [4- (2-
hidroksietil) -I-piperaziniletansilfonik asit] tamponu ve daha yiksek sodyum bikarbonat
konsantrasyonlari ile baslangi¢c pH seviyesi 8,0 olacak sekilde modifiye edilmistir. 33 C°
ve 35 C° 'de asil besiyerinde kiiltivasyon olan amastigotlar modifiye edilmis besiyerine
aktartlip 26 °C'de inkiibe edildiginde, amastigotlar iic kere pasajlandiktan sonra

tamamen promastigotlara doniistiigii bildirilmistir (Pan 1984).

Farkli besiyerlerinde bir patojenik olmayan L. donovani, UR6 susunun blyime
meodeli {izerindeki ¢alismalar, Hindistan'da Uretilmekte olan Modifiye Ray Agar
besiyerinde ve diger {i¢ siv1 besiyerinde (DME Medium, M-199 ve RPMI-1640 ) duzenli
olarak yetistirilebildigini gdsterilmistir. Iyi bilinen NNN besiyeri, bu besiyerine kiyasla
kantitatif olarak daha zayif bir biiylime saglamustir. Bir spektrofotometrede optik
yogunluk ileL. donovani hiicre konsantrasyonunun o6lcilmesi ve mililitrede bulunan
hicreler antijenler Gzerinde immunokimyasal gozlemlerin ifade edilmesi igin

calistlmistir (Majumder ve Sen 1990).

Primer izolasyon ve daha sonra dretilmesi icin tam kan icermeden L.donovani
promastigotlar: icin basit bir biiylime besiyeri tarif edilmistir. Bu besiyeri Aljeboor’nin
bifazik besiyerine sigir eti ekstresi, pepton, sodyum Kklorir, bactoagar,FCS ve glukoz
ekleyerek ve kati fazda pH"1 saptayarak ve sivi fazda (%91) FCS'yi 6nemli o6lglide
azaltarak yeni bir besiyeri olusturulmustur.  Besiyerindeki parazitlerin etkili
biiylimesinin yan1 sira, kala-azar hastalarindan L. donovanipromastigotlarinin
izolasyonuna yardimct oldugu bildirilmistir. Bu besiyeri basit, giivenilir, tekrarlanabilir
ve kullanigh olup, immiinolojik, molekiiler ve izoenzim c¢alismalart i¢in parazitik
hiicrelerin kullanilmasinda minimal etkilesime sahip oldugu bildirilmistir (Bhattacharya
ve ark. 1994).

Viseral ve kutandz leishmaniasis tanist konan iki hastadan elde edilen kemik iligi
aspirasyon ve biyopsi materyal 6rnekleri FCS, penisilin ve streptomisin igeren
NNNbesiyeri ve Nutrient Broth besiyerlerinde 10 giin boyunca 27 °C'de inkibe edildi.
Daha sonraL. infantum ve L. majorpromastigotlari gunlik olarak gdzlemlendigi
bildirilmistir. Promastigotlar inkiibasyonun ilk glinden sonra Nutrient Broth besiyerinde

gozlenirken, inkubasyonun ikinci veya (glincu giininden sonra NNN besiyerinde

54



gozlenmistir. Sonu¢ olarak her iki leishmaniasis formunun erken teshisinde Nutrient

Broth besiyerinin etkinligini gosterdigi bildirilmistir (Ozbilgin ve ark. 1995).

L. infantum ve L. tropica promastigotlarinin NNN besiyeri igeren kiiltiirlerinden
alinarak konuldugu, RPMI-1640 %10 Fetal Calf Serumu (FCS), P-Y %10 FDS ve NNN
besiyerleride sirasiyla 14. giiniin sonunda L. infantum icin; 17x10°, 16x10° ve 3,5x10°
hiicre, L. tropica igin ise; 17x10°% 15x10° ve 3x10° hiicre sayilmistir. Baska bir
calismada ekonomik ve ticari olarak elde edilebilen kimyasallarla hazirlanan ve
Leishmania promastigotlarinin in vitro kiiltiirlenmesinde test edilmistir ve ¢ok sayida
organizmanin serolojik ¢alismalarindakullanilmak {izere yeni bir sivi besiyeri
aciklanmistir. NNNbesiyerinden alman L. infantum ve L. tropica promastigotlarinin
sayis;, 8 nci gun sonunda yeni besiyerinde 1x107/ ml'ye ulasmistir, ancak NNN
besiyerinde ulasilan organizma sayis1 sadece, 5x10 8/ ml. bulunmustur. Sonug olarak bu
yeni besiyeri diger ticari olarak temin edilebilen besiyerleri karsilastirildiginda oldukg¢a
ucuz, basit ve basarili olarak degerlendirildigi bildirilmistir (Limoncu ve ark. 1997).

L. donovani, her yil binlerce insanin yasadigini Hindistanin alt bolgelerindeki
insanpopulasyonlarda viseral leishmaniasis enfeksiyonuna neden oldugu bildirilmistir.
Parazitler bu caligmada FCS ile takviye edilmis hiicre bulunmayan besiyerlerinde
aktarilimustir. Insanlardan ve diger memeli tiirlerin idrar sivilarinin Leishmaniatirlerinin
biuylmesini uyardigi bildirilmis olup L. donovani hicbir ¢alisma yapilmamistir. Bu
nedenle,%10 insan idrar1 iceren M-199 besiyerinde L. donovani promastigotlarinin
fizibilitesini  arastirismig  ve  fenotipik ve genotipik karakterleri, FCS ile
karsilastirilmistir. Biliylime egrisi, idrar ve FCS takviyesinde promastigot sayiminda
anlamli bir fark gostermedigi bildirilmis olup c¢alisma sonucunda en iyi promastigot
veriminin  disi tiirlerin  menopoz sonrast idrarla desteklenmis besiyerlerinde

gozlemlendigi belirlenmistir(Singh ve ark. 2000).

Misirli ZCL hastasindan izole edilen L. major promastigotlari, yeni bir besiyeri olan
peptone-liver (P-L) besiyerine 4x10% ml.ile inokiile edilmis ve 25+/-1 derecede inkiibe
edilmistir. Bu arada, ayni sayida promastigot, Schneider'in Drosophila besiyerinde
kontrol olarak inokile ve 25+/-1 inkiibe edilmistir. 10. giinde L. major promastigot

sayis1 29,25x10% ml. Gireme sayisina ulasmis olup ayni say1, dért giin icinde Schneider'in
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Drosophila besiyeri ile elde edilmistir. yenibesiyeri olan P-L besiyeri ucuz ve kolay bir
sekilde hazirlandig1 bildirilmis olup ayrica Schneider'in Drosophila besiyerinden daha
uzun siirelerde ayn1 sayida promastigot verdigi bildirilmistir (Mazyad ve Abdel-Aziz
2003).

Baska bir calismada ise amacinin, uzun siireli canlilik ile yiiksek miktarda
Leishmaniapromastigotlari elde etme potansiyeli olan ve mikrobiyoloji veya parazitoloji
laboratuvarlarinda kolayca bulunan malzemelerden olusan yeni bir besiyeri olusturmak
oldugu bildirilmistir. Bu besiyerinin diger 6zelligi igerisinde kan olmadigi i¢in FCS veya
eritrosit lizatina gereksinim duymadigi bilidirilmektedir. Ug besiyeri hazirlanmistir.
Bunlardan ilki Trypticase Beef Extract Hemoglobin (TBH) besiyeridir ve igiriginde
triptikaz s1g1r 6zli ve maya 6zii bulunmaktadir. Karbonhidrat ve protein kaynagi olarak
da FeNH4 ve sigir hemoglobin igerdigi bildirilmektedir. Ikinci besiyeri Peptone-Yeast
extract medium bovine hemoglobin (PYH) oldugu belirtilmistir. Bu besiyerinde pepton
maya Ozii ve sigir hemoglabini igcermekte oldugu  bildirilmis  olup
Leishmaniaparazitlerinin yetistirilmesi i¢in Onceki caligmalarinda etkili oldugu tespit
edilmistir. Uglincii besiyeri Brain Heart medium, containing bovine hemoglobine (BKH)
besiyeri oldugu bildirilmis olup sigir hemoglobin igeren beyin kalp besiyeridir.
Calismanin sonucunda besiyerleri arasindaki farklar istatistiksel olarak anlaml
bulunmadig1 belirtilmis ve sonuglar, ¢alismada degerlendirilen {i¢ s1vi1 kiiltiir besiyerinin,
FCS veya eritrosit lizatina gerek olmaksizin promastigotlarin ¢ogaltilmasinda etkili
oldugunu ve hasta izolasyonu ve saha caligmalarinda da etkili bir sekilde

kullanilabilecegini gosterildigi bildirilmistir (Limoncu ve ark. 2004).

Leishmaniasis, vektor kaynakli bir protozon hastaligidir. Leishmaniasis etmeni
Leishmania tiirleri farkli maglar dogrultusunda diinyada farkli birgok besiyeri ortaminda
tretilmektedir. Ulkemizdeki tiim KL olgusu bildirilen yerlerden izole edilen L. tropica,
L. major ve L. infantum parazitlerinin ¢aligmamizda kullanilan sivi besiyerlerdeki

gelisimi gozlemlenmistir.

Tirkiye’de VL ve KL tanilari klasik olarak kemik iligi ve deri lezyonundan

hazirlanan Giemsa boyali yayma preparatlarin mikroskobik bakisi ile konulmaktadir.
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Parazit izolasyonu icin NNN besiyeri ve mikrokiiltir yontemleri uygulanmaktadir(Ozcel
ve ark. 2009).

Leishmaniasis tanist i¢in 6nemli olan bu yontemler, altin standart olarak
bilinmektedirler. Deney hayvanlarina asilama da leishmaniasisin teshisinde ¢cok degerli

bir uygulamadir (Ozbilgin ve ark. 2010).

Calismamizdaki kullanilan besiyerlerden Brain Heart, Nutrient Broth, RPMI-1640
ve NNN’in yan1 sira pepton-maya 0zii’niin kullanildigi iilkemizde yapilan bir ¢alismada,
NNN besiyerinin en iyi sonug¢ verdigi, pepton-maya 6z0 ve Nutrient Broth’unda besiyeri
ortam1 olarak kullanilabilecegi, Brain Heart ortaminda ise ¢alismanin higcbir giiniinde

promastigot varligimin saptanmadig bildirilmistir (Ozbilgin ve ark. 2010).

Leishmania promastigotlar1 igin gelistirilen Evans' Modified Tobie's Medium
(EMTM), RPMI-1640 ve PY besiyerleri arasinda yapilan bir karsilastirmada; EMTM
ortami1 yiilksek sayida parazitin gelismesine izin verse de, ciftliklerde yetistirilen
hayvanlardan taze tavsan kanmin kullanilmasimi gerektirdigi i¢in teknik olarak zordur,
RPMI-1640 ve P-Y ise EMTM'den daha disiik biiyiime oranlarini gosterdigi
bildirilmistir(Castelli ve ark. 2014).

Leishmania parazitleri promastigotlarinin in vitro etkinligini dort farkli denek
hayvanindan (at, esek, ke¢i ve koyun) kan kullanilarak hazirlanan bifazik
NNN besiyerinde test edilmistir. Amag, deneysel galisma ve antijen ¢ogaltilmasi igin
yiiksek sayida ve en kisa zamanda L. infantum,L. donovani, L. tropica veL.major
parazitlerinin promastigotlarin1 elde etmek amaciyla, test edilmistir. 7. gunun
sonunda, at kani kullanan NNN besiyeri tumLeishmaniaparazitleri icinde en yuksek
sayida promastigot tiretildigi bildirilmistir. Kegi kan1 kullanilan NNN besiyeri ise en az
sayida promastigot veren besiyeri oldugu bildirilmistir. Bu calismanin sonucunda
Leishmaniaparazitlerinini nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) maddesine gereksinim
duymast ve at eritrositlerinde = (NAD) maddesini  bulundurmasi ile

aciklanmistir.(Ladopoulos ve ark. 2015).

Leishmania promastigotlar: ilk olarak 1904 yilinda NNN besiyerinde iiretilmis; o
tarthten bu yana sivi, kati ve bifazik olarak cok cesitli besiyerleri gelistirilmistir.

57



Gilinlimiizde rutin laboratuvarlarda en sik kullanilan besiyeri NNN besiyeridir. Bifazik
besiyerlerinde kati faz genellikle kan ile saglanirken, sivi faz FCS, eritrosit lizat1 ve
ticari sivi besiyerleriyle desteklenir ve ayrica NNN ve Nutrient Broth besiyerinin
kullanildig1 bir ¢alismada promastigot sayisi tgilincii ve 7. glnlerde Nutrient Broth
besiyerinde fazlayken, 10. giinde her iki besiyerinde {ireyen promastigot sayilari
esitlenmistir(Gokmen ve ark. 2015).

FCS igerigi, Leishmaniabesiyerlerinin en 6nemli parcasi ve en pahali maddesidir.
Calismada kullanilan LB (broth-liyofilize) besiyeri FCS yerine tavsan serum ile
desteklenerek bu besiyerinin (LLR) etkinligi, L. major parazitinin ¢ogaltilmasindaki
durumu degerlendirilmistir. Sonug olarak LLR besiyeri parazitlerin gelismesini ve
cogalmasini desteklenmis ve parazitlerin liyofilize tavsan serumu varliginda hayatta
kalmas1 ve ¢ogalmasi, bu serumun iyi bir besin kaynagi oldugunu gdstermistir. Ayrica
bu ¢alisma, Leishmaniaparazitlerinin yetistirilmesinde kullanilabilecek diisiik maliyetli

bir besiyerine sahip olmanin yeni bir yontemin oldugu bildirilmistir(Nasiri ve ark. 2017).

Yeni standardize edilen ve igindeirmik (18,5 gr), Dekstroz (bes gram), Agar
(10gr.)Kan(100ml), Gentamisin (1,5ml.) ve Distile su(500ml.) igerigi bulunan bir
besiyerinL.donovanipromastigot  kiiltiiriindeki  performansinin  NNN  besiyeri ile
karsilagtirildigr bir ¢alismada ise s6z konusu sivi besiyerin 5. glinde saptanan hiicre
sayisinin NNN besiyerinde saptanan sayiya ¢ok yakin oldugu belirtilmistir(Mohammed
2017).

Amino asitlerinin kultlr ortamlarindaki etkilerinin gozlemlendigi bir ¢aligma da
Leishmaniaparazitlerinin genellikle ¢oklu pasajlanmasi yapilirken verimli bir sekilde
liremeyi saglayan zengin, serum destekli besiyerlerinde gergeklestirilmistir. Bununla
birlikte, bu tir tanimlanmamis besiyerlerini kullaniminin proteomik analizleri
engelleyici oldugunu ve metabolizma ile ilgili yapilan ¢alismalarda yanlis sonuglar
verebildigi diistiniilmektedir. Calisma siirecinde kullanilanpromastigotlarin siirekli
bliylimesini saglayan ve klasik bir besiyeri olusturdugu belirtilmistir. Bu besiyerinde
promastigotlarin amino asit gereksinimlerini aragtirmak i¢in fenilalanin, triptofan,
arjinin, l9sin, lizin ve valinin aminoasitlerinin besiyerinde canlilik i¢in gerekli oldugu

belirtilmistir. Ayrica alanin, asparajin ve glisin hari¢ 20 proteojenik amino asidin
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Leishmania promastigotlarinin biiyiimesini tesvik ettigi bulunmustur. Bu besiyeri,
promastigot substrat gereksinimleriyle ilgili daha ileri ¢alismalar i¢in faydali olacagi ve
gelecekteki proteomik ve metabolomik analizleri kolaylastiracagi belirtilmistir (Nayak
ve ark. 2018).

Sonug olarak leishmaniasis tanisi i¢in kullanilan kiiltiir yonteminde kullanilan sivi
besiyerler arasindan NNN besiyeri en ¢ok kullanilan besiyer olarak bilinmektedir. En
uygun sartlarin saglandig1 ortamlarda, asilanmasi gereken Leishmaniapromastigotlarinin
miktari, ortamin ideal sicakligi, pH ve CO2 oram belirlenebilir. S1vi ortam c¢aligmalarda,
NNN ve ticari ortamlarin yani sira, Leishmania promastigotlarinin iiretiminde cesitli
maddeler ve cesitli yontemler kullanilarak hazirlanan farkli kiiltiir ortamlar1 siklikla

kullanilmuastir.
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8. SONUC VE ONERILER

Bizim c¢alismamizda da L. tropica, L.major ve L.infantum/donovani tirlerinde 7.
giinden itibaren her bes besiyerinde de promastigotlar1 ile ¢alisilabilir bir yogunluk elde
edildigi gozlenmistir. Leishmania tropica (105x10°/ml.) ve L. major’da (101x10°/ml.)
sekizinci gunden sonra 6zellikle RPMI-1640 besiyerinde bol miktarda tireme gorllrken L.
infantum/donovani’de ise 9. giinden sonra ¢aligmalarda kullanilabilecek yogunlukta
promastigot tremeleri saptanmustir. TUm besiyerlerinde L. tropica, L. majorL.
infantum/donovani’nin 11. giinden sonra yeterli sayida promastigot iireterek planlanacak

laboratuvar ¢alismalarminda kullanilabilecegi saptanmustir.

L. tropica, L.major ve L.infantum/donovani izolatlarinda daha fazla sayida promastigot
elde etmek icin oncelikle RPMI-1640 besiyerinin tercih edilmesi uygun olacagi kanisina
varllmistir ve s6z konusu besiyerin mikrobiyoloji ve parazitoloji laboratuvarlarinda
kullanilmas: tarafimizca mantikli bulunmaktadir. Daha sonra ise sirastyla M199,
Schneiders, Brain Heart Broth ve Nutrient Broth besiyerlerinin tercih edilmesi uygun

olacaktir

L. tropica, L.major ve L.infantum/donovani tdrlerinin her bir besiyerindeki

promastigotlarinin tireme sayilari arasinda anlamli bir fark saptanamamustir (p>0,05).
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10.3. Ek 3: Tez Orjinallik Raporu
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Enstitilerde gérevlendirilen personeller, Kitiphane ve Dokiimantasyon Daire Baskanligi'nda gorevlendirilen kitiiphaneciler tarafindan
ahnir.

2-Sayfa sayisi 400’den az olan tezler igin tez savunmasindan énce ve basarili olmasi durumunda dizeltmelerden sonra olmak Ulere 2 kez
TGOR ahinir.(400 sayfadan fazla olan tezler 400 ve katlari seklinde bélinerek Turnitin veri Ukl i gerekmek . Bu gibi
durumlarda benzerlik oraninin hesaplanmasina iligkin detayh forma, kitiphane web sayfasinda hulunan Turnitin kullanim kilavuzlarinin
altindan erisilebilir.)

3-TGOR, tezin yalnizca Kapak Sayfasi, Girig, Ana Balimler ve Sonug bélimlerinden olugan kisminin tek bir dosya olarak intihal tespit
programina yiklenmesi ile alinir.

Programa yiikleme yapilirken Dosya Baglig (document title) olarak tez bashiginin tamami, Yazar Adi (author’s first name) olarak 6grencinin
ad), Yazar Soyadi (author’s last name) olarak dgrencmm soyad bilgisi yazilir.

4- TURNITIN intihal tespit programina yikl y streglenmesinde, ilgili programdaki filtreleme secenekleri asagidaki sekilde
ayarlanir: - Kaynakga harig, - Alintilar hari, - 5 kelimeden daha az értusme iceren metin kisimlari harig (Limit match size to 5 words)
s-istege bagh ayarlar kismindan; “Odevleri suraya génder?” gi DEPO YOK seklinde isa kmektedir; aksi

durumda ayni tezin ikinci kez yliklenmesi durumunda benzerlik %100 ¢ikacaktir ve depodan tezi silmek ¢ok uzun siire¢ gerekt:recek(lr
6- Raporlama islemi tamar ktan sonra, kaydedilmis olan ekranin gdriintiisini sag ust késesinde yiizdelik sayi olarak belirtilen
“benzerlik orani,” raporlamaya tabi tutulmus olan dosyanin “toplam sayfa sayisi” ve raporlama isleminin yapildigi “tarih” bilgisi, “Yuksek
Lisans/Doktora Tez Galigmasi Orjinallik Raporu” formuna islenir.

7- Benzerlik oraninda tiim sorumluluk égrenciye aittir.

8-Tez savunma sinavi sonrasinda basarili bulunan 6grenci, tez savunma sinawi tarihi sonrasinda tezde yapilmig muhtemel degisiklikleri
iceren dosya kullanilarak alinmis ikinci bir intihal raporundaki bilgiler kullanilarak hazirlanmis ve tez damigman tarafindan onaylanarak
imzalanmug ikinci bir “Yiiksek Lisans/Doktora Tez Galigmasi Orjinallik Raporu’nu Enstitiiye teslim etmekle yukimludir.

9-Turnitin Hakkinda Bilgiler: http://kutuphane.cbu.edu.tr/turnitin.9370.tr.html|
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