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ONSOZz

Leishmaniasis, immiinosupresyon ile iligkili bir hastaliktir. Leishmania ve HIV
ile koenfekte olmus kisilerde, agir seyreden hastalik tablosu ve gorulen yuksek 6lim
oranlar1 nedeniyle hastaligimn erken tanis1 ¢ok Onemlidir. Leishmaniasis’in tanisi
parazitolojik, molekiiler, serolojik testler (hizli tani testleri) ve klinik tablonun
degerlendirilmesi ile yapilir. Serolojik testler 6zellikle VL’nin endemik oldugu
bolgelerde HIV pozitif bireylerde asemptomatik VL’in saptanmasinda biiyiilk 6neme
sahiptir.

Bu c¢alismada yeni bir biyobelirte¢ olarak Leishmania infantum cytosolic
tryparedoxin peroxidase (LiCTXNPx veya CPx antigen) ile Soluble Promastigote
Leishmania Antigen (SPLA) ve rekombinant antijen rK28'in imminojenisitesinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Ayrica, bu antijenlerin HIV ile enfekte subklinik
Viseral Leishmaniasis'in saptanmasinda tanisal agidan kullanim potansiyelleri

degerlendirilmistir.

Bu calismanin yiriitiilmesi sirasinda destegini hi¢cbir zaman esirgemeyen
degerli danisman hocam Dog¢. Dr. Miijde ERYILMAZ’a, bdliimde yer alan tiim
hocalarima, Porto Universitesi Molekiiler ve Hiicre Biyolojisi Enstitlisi'ndeki Prof.
Dr. Anabela Cordeiro basta olmak iizere, tiim parazit hastaligi grubu iiyelerine ve geng
arastirmaci Ana Isabel Pinto'ya ¢alismama sagladiklar1 katkilardan dolay1 ¢ok tesekkiir
ederim. Turkiye Burslar1 Programi'na bana yiiksek lisans yapma firsat1 sagladigi ve
sarsilmaz destekleri i¢in giikkranlarimi sunuyorum. Son olarak hayatimin her aninda

bana 0zveriyle destek olan aileme sonsuz tesekkkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Leishmaniasis, Leishmania genusuna ait parazitlerin neden oldugu vektor aracili
paraziter bir hastaliktir. Leishmania, enfekte disi kum sinekleri ile hayvandan insana
veya insandan insana bulagabilen zorunlu hiicre i¢i parazitidir. Ayrica kontamine igne
kullanim, kan transflizyonu, enfekte hamile kadindan bebegine gecis yoluyla da bulas
s0z konusudur. Hastaligin kutandz, yaygin kutandz, mukokutandz ve viseral olmak
iizere ¢esitli formlar1 bulunmaktadir (Murray ve ark., 2013; Uzun ve ark., 2017; CDC,
2020; WHO, 2021).

Hastalik 6zellikle yoksul ve olumsuz barnma kosullarina sahip toplumlar1 ve
yetersiz beslenen, immiin sistemi zayif kisileri etkilemektedir (CDC, 2020; WHO,
2021). Leishmaniasis’in endemik olarak goriildiigii bolgelerde yasayan HIV hastalar1
koenfeksiyon agisindan biiyiik risk altindadir (van Griensven ve ark., 2014; Monge-

Maillo ve Lopez-Vélez, 2016; Botana ve ark., 2019).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore her y1l 700.000 ile 1.000.000 arasinda
degisen yeni Leishmaniasis vakasi goriilmektedir. Visseral Leishmaniasis (VL),
vakalarin %95'inden fazlasinda tedavi edilmezse 6liimciildiir. Diizensiz ates nobetleri,
kilo kaybi, dalak ve karacigerde biliylime ve anemi ile karakterizedir. Cogu vaka
Brezilya, Dogu Afrika ve Hindistan'da goriilmektedir. Hastaligin en yaygimn goriilen
formu Kutandz Leishmaniasis (KL), cilt lezyonlaria sebep olarak yasam boyu yara
izleri ve ciddi sakatliklara neden olur. Kutanéz Leishmaniasis vakalarmin yaklagik
%95'1 Amerika, Akdeniz havzasi, Orta Dogu ve Orta Asya'da goriilmektedir (WHO,
2021).

Leishmaniasis, immiinosupresyon ile iliskilidir. Leishmania ve HIV ile koenfekte
olmus kisilerde, agir seyreden klinik hastalik ve yiiksek 6liim oranlar1 goriilmektedir.
Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore Brezilya, Etiyopya ve Hindistan'm Bihar eyaleti
Leishmania-HIV koenfeksiyonu oranlarmin yiiksek olarak bildirildigi bolgelerdir
(WHO, 2021).



Leishmaniasis tanisi parazitolojik, molekiiler, serolojik testler (hizli tani testleri)
ve klinik tablonun degerlendirilmesi ile yapilir (CDC, 2020; WHO, 2021).
Semptomatik ag¢idan Leishmaniasis ve HIV’in benzer olmasi, Leishmaniasis’in klinik
tanisini zorlastirmaktadir (Alvar ve ark., 2008). Immiinsupresif hastalarda yiiksek
mortalite oranina sahip olmasi nedeniyle HIV pozitif hastalarda Leismaniasis’in erken

tanisi ¢ok onemlidir (Cavalcanti ve ark., 2012).



1.1. Leishmania

Leishmania cinsi, Protista aleminin Protozoa alt alemi ic¢inde yer alan

Trypanosomatidae familyasi i¢cinde smiflandirilmaktadir (Sekil 1.1).

Leishmania tirlerinde bulunan iki 6nemli hiicre komponenti niikleus ve

kinetoplasttir. Kinetoplast c¢ubuk seklinde bulunan mitokondriyal bir yapidir.

Kinetoplastin i¢cinde minik DNA halkalar1 (minicircle) ve biiylikk DNA halkalar

(maxicircle) bulunur. Biiyiik halkalar mitokondriyal rRNA’y1, kiigiik halkalar ise

mRNA’y1 kodlamaktadir (Brewster ve ark., 1998)

Leishmaniasis, Leishmania cinsi protozoonlarin neden oldugu vektor aracili bir

zoonozdur. Hastaligin bulasi halk arasinda kum sinegi, tatarcik veya yakarca olarak da

bilinen Phlebotomus ve Lutzomyia cinsi enfekte disi kum sinekleri araciligiyla

gergeklesir. Glinlimiizde en az 20 Leishmania tiiriiniin hastaliga neden oldugu

bilinmektedir (CDC, 2020).
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Sekil 1.1. Leishmania tiirlerinin siniflandirilmasi (Akhoundi ve ark., 2017)
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1.1.1. Tarihge

Leishmaniasis’in ge¢misi ¢cok eski yillara dayanmakla birlikte, hastaligin etkeni
olan parazitler ilk kez 1903 yilinda William Leishman ve Charles Donovan tarafindan
tanimlanmustir. Ik olarak Leishman, atesi yiiksek, anemili, miiskiiler atrofili ve
splenomegalili bir hastanin dalaginda ovoid cisimcikler gérmiis ve bu hastaligi
“dumdum hastalig1” olarak tanimlamistir. Birka¢ hafta sonra Donovan, bir baska
hastada gozlemledigi benzer bulgular1 yayinlamistir. Boyanan amastigotlara ilk olarak
Leishman-Donovan cisimcikleri ad1 verilmis fakat daha sonra Leishmania donovani

olarak degistirilmistir (Leishman, 1903; Ross, 1903; Vannier-Santos ve ark., 2002).

1.1.2. Leishmania’larin Yasam Dongiisii

Leishmania tiirlerinin yagam dongiisiinde iki form bulunur. Amastigot, insan ve
diger memelilerin monosit ve makrofajlarinda canliligini stirdiiren, 2-5 pum boyunda,
hiicre i¢i, kamgisiz, hareketsiz formdur. Amastigotlar 37 °C’de ikiye boliiniirler. Bu
yapilar hiicre i¢inde Leishman-Donovan cisimcikleri olarak adlandirilirlar.
Promastigot ise kum sinegi sindirim sisteminde bulunan, 15-30 pum boyunda, hiicre
dis1, kamgili, hareketli yasam formudur. Promastigotlar enfeksiyona neden olan
formdur. 27 °C’de ikiye boliiniirler (Farrel, 2002; Rodrigues ve ark., 2016) (Sekil 1.
2).
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Sekil 1.2. Leishmania spp. yasam dongiisii formlar1 (Besteiro ve ark., 2017).

Leishmania’larin yagam dongiisii Phlebotomus cinsi disi sineklerin, Leishmania
parazitleri ile enfekte olmus memeli rezervuardan (insan veya kopekgiller-kemirgenler
gibi diger memeliler) kan emerken aldiklar1 parazitlerin vektoriin gastrointestinal
kanalina geg¢mesi ile baglar. Amastigot formundaki bu parazitler sineklerin orta
bagirsaginda pH ve sicakligin etkisi ile promastigot formuna doniiserek ¢ogalmaya
baslarlar. Promastigotlar, sineklerin farinksine ve yanak kavitesine goc¢ ederek, bu
bolgeye yerlesirler. Promastigot formu enfekte kum sineklerinin tiikiiriiklerinde
bulunur ve enfekte kum sineginin insani sokmasi sirasinda deriden igeri girerek
enfeksiyona neden olur. Promastigotlar kamgilarin1 kaybederek amastigot formuna
doniisiirler ve retikiiloendotelyal hiicrelere yayilirlar. Amastigotlar ve infekte
makrofajlar, dolasimda ve lezyonun altindaki bdlgede bulunur. Phlebotomus cinsi disi
sineklerin kan emmesi ile tekrar infekte makrofajlar alinir ve dongli ayn1 sekilde
devam eder. Promastigot formundan amastigot formuna degisim, organizmanin konak
immiin yanitindan korunmasini saglar. Parazitin ylizey molekiillerindeki degisiklik
makrofajlarin baglanmasini Onler ve parazitin immiin yanittan kagisinda rol oynar
(Anversa ve ark.,, 2018). Leishmania’larm yasam dongiisii Sekil 1.3’te

gosterilmektedir.
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Sekil 1.3. Leishmania spp. yasam dongiisii (CDC, 2020).

1.1.3. Bulasma

Zorunlu hiicre i¢i paraziti olan Leishmania, insandan insana veya hayvandan
insana enfekte disi kum sinekleri araciligi ile bulasir. Hastaligin bulasinda vektor
olarak rol oynayan disi kum sinekleri, parazitleri enfekte olmus insan ve hayvanlari
isirarak alirlar. Ayrica Leishmania paraziti ile kontamine igne kullanimi, kontamine
kanm transfiizyonu ve enfekte hamile kadindan bebegine gecis yoluyla da bulas s6z

konusu olabilmektedir (CDC, 2020).

Leishmaniasis'in cografi konuma gore farklilik gdsteren iki bulas yolu vardir.
Bunlar, insan-vektdr-insan yolu ile gerceklesen antroponotik bulas ve hayvan-vektor-
insan yolu ile gergeklesen zoonotik bulas olarak siralanabilir. Hint yarimadasi
bolgesinde ve Dogu Afrika'da en yaygm bulasma yolu antroponotik bulas iken,
zoonotik bulagma Akdeniz havzasinda ve Giliney Amerika'da daha yaygin olarak
goriiliir. Zoonotik Leishmaniasis’de rezervuar, kdpekler, kemirgenler ve lagomorflar

(tavsanlar)’dir (Alemayehu ve Alemayehu, 2017).



1.1.4. Klinik Sendromlar

DSO'ne gore, Leishmaniasis'in ii¢ farkli klinik formu vardir. Enfeksiyona neden
olan parazitin tlirline ve konagin immiin yanitina bagl olarak gelisen bu klinik

formlarin belirti ve bulgular1 asagida verilmistir (WHO, 2021).

a) Viseral Leishmaniasis (Kala-azar): I¢ organlar1 (6zellikle dalak, karaciger, kemik
ilig1) onemli Ol¢iide etkileyen, ciddi sistemik hastaliga neden olan ve Olimle
sonuglanabilen kronik formdur. Inkiibasyon dénemi degiskendir. Hastalik, sinek
isirigindan birkag hafta ile bir y1l sonrasia kadar degisebilen siirede gelisebilir. Viseral
Leishmaniasis’e neden olan Leishmania turleri vucutta bulunan retikiiloendotelyal
sistem hucrelerini enfekte etmektedir. Retikiiloendotelyal sistem hiicrelerine yayilim
sonucu, karaciger ve dalakta biiyiime, ates ve kilo kaybi goriiliir (Sekil 1.4A).
Glomeriiler hiicrelerin tutulmasi, bobrek hasarina yol agabilir. Anemi, lokopeni,
trombositopeni ortaya ¢ikar. Hastaligin kontrolii dogru ve erken tani konulmasi ve
acilen tedaviye baglanmasi ile miimkiindiir. Tedaviye baslanmazsa hastalik kemik
iligini, lenf diigiimlerini, i¢ organlar1 etkileyerek, 6liimle sonuglanabilir. Kalic1 hastalik
durumunda deride koyu pigmentasyon ve graniilomatoz alanlar olusur. Bu tablo kala-
azar sonrast dermal leishmaniasis olarak adlandirilir. Soluk renkli, makiiler
lezyonlarda az sayida; nodiiler, eritematdz lezyonlarda ¢ok sayida parazit bulunur. Bu
tip hastalik Dogu Afrika (Sudan) ve Giliney Asya (Banglades, Nepal ve Hindistan)
olmak tizere iki cografi bolge ile smirhidir (Chappuis ve ark., 2007; WHO, 2007,
Murray ve ark., 2013; Mukhopadhyay ve ark., 2014; WHO, 2022).

Viseral Leishmaniasis’e L. donovani kompleksinde yer alan L. donovani ve L.
infantum neden olur (Srividya ve ark., 2011). L. infantum, ana rezervuar kopekler
olmak tizere hayvan-vektor-insan yolu ile ger¢eklesen zoonotik bulastan sorumludur.
Bu bulas tiirti Orta Dogu, Giiney Amerika, Cin ve Akdeniz Bolgesi’nde goriiliir. L.
donovani ise insan-vektor-insan yolu ile gergeklesen antroponotik bulastan
sorumludur. Banglades, Nepal, Hindistan ve Dogu Afrika bu bulas tiirliniin goriildiigii
bolgeler olarak siralanabilir. (Alvar ve ark., 2012; Monge-Maillo ve Lopez-Vélez,
2016).



b) Kutan6z Leishmaniasis (Sark Cibani): En sik karsilagilan formdur. Sinegin
isirdigr bolgede 2 hafta ile 2 ay arasinda degisen siire icinde goriilen yara ile
karakterizedir. Olusan yara rahatsizlik verecek derecede kasmir ve zaman iginde
biiyiiyerek iilsere doniisiir. (Sekil 1.4B). Ulser sertlesir, kabuk baglar ve yaradan seroz
bir sivi sizmaya baglar. Bu durumda yarada sekonder bakteriyel enfeksiyonlar
geligebilir. Baz1 kisilerde yaraya yakin bdlgelerde bulunan lenf bezlerinde sislikler
goriilebilir. Olusan lezyon genellikle iz birakarak, birka¢ ay i¢cinde kendiliginden
tyilesebilir. Yaralar siklikla sinekler tarafindan isirilmaya agik olan yiiz, kollar,

bacaklar gibi acik bolgelerde olusur (Murray ve ark., 2013).

Kutan6z Leishmaniasis Eski Diinya Kutandz Leishmaniasis’i ve Yeni Diinya
Kutan6z Leishmaniasis’i olmak iizere ikiye ayrilir. Eski Diinya Kutanoz
Leishmaniasis’ine neden olan etiyolojik ajanlar L. tropica, L. majér, L. aethiopica, L.
infantum, L. donovani olarak siralanabilir. L. mexicana kompleksinde yer alan L.
mexicana, L. amazonensis, L. venezuelensis ve Viannia alt cinsinde siniflandirilan L.
braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis, L. peruviana ve L. infantum/L. chagasi
tiirleri ise Yeni Diinya Kutanéz Leishmaniasis’ine neden olan etiyolojik ajanlardir

(CDC, 2020).

¢) Mukokutanoéz Leishmaniasis: En az karsilasilan formdur. Vakalarm cogunda
etiyolojik ajan L. braziliensis kompleksidir. Inkiibasyon dénemi kutandz
Leishmaniasis ile benzerlik gosterir. Nazal veya oral mukozada kismen veya tamamen
olusan tlserlerle karakterizedir. Olusan mukozal lezyonlar kendiliginden iyilesmez.
Sekonder bakteriyel enfeksiyon riski tagimaktadir. Ilerleyen vakalarda yiiz bolgesinde
deformasyon ve sekil bozukluklar1 goriiliir (Sekil 1.4C). Vakalar nadiren 6liim ile

sonuglanabilir (Chappuis ve ark., 2007; Murray ve ark., 2013; WHO, 2022).



Sekil 1.4. Leishmaniasis'in klinik belirtileri. A) Viseral leishmaniasis B) Kutandz
leishmaniasis C) Mukokutandz leishmaniasis (Baron, 1996).

1.1.5. Epidemiyoloji

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gdre baslica etkilenen tropik ve subtropik
bolgeler olmak tizere 97 iilke Leishmaniasis i¢in endemiktir (Ruiz-Postigo ve ark.,
2020; WHO, 2021). Giiniimiizde 54 Leishmania tirii tanimlanmis olup, bunlardan en
az 21 tanesi insanlarda hastalia neden olmaktadir (CDC, 2020). insanlarda hastalik
yapan bu tiirlere 6rnek olarak L. donovani, L. infantum, L. tropica, L. major, L.
aethiopica, L. mexicana, L. braziliensis, L. amazonesis verilebilir. Son yillarda goriilen
vakalarm ¢ogu Afganistan, Cezayir, Banglades, Bolivya, Brezilya, Kolombiya,
Etiyopya, Hindistan, Iran, Peru, Giiney Sudan, Sudan ve Suriye’den bildirilmektedir
(Steverding, 2017).

DSO verilerine gore, diinya genelinde 12 000 000 viseral Leishmaniasis vakasi
oldugu tahmin edilmektedir. Bu vakalarinin, %901 Etiyopya, Sudan, Giiney Sudan,
Banglades, Brezilya ve Hindistan’dan bildirilmektedir (WHO, 2022) (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. Viseral leishmaniasis'in diinya ¢apinda endemik durumu, 2018 (Ruiz-Postigo ve
ark., 2020).

Kutan6z Leishmaniasis vakalarinin cogu Amerika, Akdeniz Havzasi, Orta Dogu
ve Orta Asya'dan bildirilmektedir. DSO verilerine gore, 2019'de bildirilen yeni kutanoz
Leishmaniasis vakalarinin %87'i Afganistan, Cezayir, Brezilya, Kolombiya, Iran, Irak,
Libya, Pakistan, Suriye ve Tunus'tan rapor edilmistir. Diinya ¢apinda her y1l 600 000
ile 1 000 000 arasinda degisen rakamlarda yeni vakanin goriildigli tahmin

edilmektedir. (WHO, 2021) (Sekil 1.6).

DSO verilerine gére, mukokutandz leishmaniasis vakalarinm %90'mdan fazlasi

Bolivya, Brezilya, Etiyopya ve Peru'da goriilmektedir (WHO, 2021).
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Sekil 1.6. Kutandz Leishmaniasis'in diinya ¢apinda endemik durumu (WHO, 2021).

1.1.6. Laboratuvar Tanisi

Hastaligin endenik olarak gorildigi bolgelerde, kiitandz, viseral veya
mukokiitandz leishmaniasis’in tanis1 klinik bulgulara gore yapilabilecegi gibi kesin
tani, klinik ve laboratuvar bulgularinin birlikte degerlendirilmesi ile konur. Hastaligin
laboratuvar tanisi parazitolojik, serolojik ve molekiiler olmak tizere ii¢ farkl yontemle

yapilabilir (Thakur ve ark., 2020).

1.1.6.1. Parazitolojik Yontemler

Parazitolojik tani, klink Orneklerde amastigotlarin veya yapilan kiiltiirde

promastigotlarin saptanmasi ile yapilir (Murray ve ark., 2013; Thakur ve ark., 2020).

Kiitan6z ve mukokiitanéz Leishmaniasis’de lezyon ya da iilser biyopisisinden

hazirlanan boyali preparatlarda amastigotlarin varhigir arastirilir. Ayrica {lser
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dokusundan yapilan kiiltiir ile de tan1 konulabilir. Viseral leishmaniasis’in tanisinda
ise, dalak ponksiyonu, karaciger biyopsisi, lenf nodu aspirati, sternal aspirat, iliak
kemik iligi ve vendz kandan yapilan “bufty coat” klinik 6rnek olarak kullanilabilir.
Dalak aspiratlar1 duyarhiliklar1 oldukg¢a yiliksek klinik 6rneklerdir. Bununla birlikte
yiiksek kanama riski bulunmasi nedeniyle tecriibe sahibi kisiler tarafindan alinmasi
gereklidir (Alvar ve ark., 2008; Murray ve ark., 2013; de Vries ve ark., 2015; Thakur
ve ark., 2020).

Boyali mikroskobik inceleme i¢in klinik 6rneklerden hazirlanan preparatlar,
Giemsa, immunoperoksidaz veya hemotoksilen eosin boyalarindan biri kullanilarak
boyanabilir. Giemsa ile boyanan preparatlarda sitoplazma soluk mavi renkte, nukleus

ve kinetoplast pembe-mor renkte boyanir (Sundar ve Rai, 2002).
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Sekil 1.7. Viseral Leishmaniasis'li hastamin kemik iligi aspiratindan hazirlanan preparatin
Giemsa ile boyanmis mikroskobik goriintiisti (Singh, 2006).

Kaltur i¢in klinik orneklerden, tavsan kanli tuzlu agar igceren Novy-MacNeal-
Nicoll (NNN) besiyerine ekim yapilir. Ekim yapilan tiipler 22-25 °C’de inkiibe edilir.
Parazit varlig1 en erken 2-3 gun sonra kilturlerde promastigotlarin gorulmesi ile
saptanabilir. Kesin sonug¢ verebilmek icin kulturlerin 4 hafta siire ile bekletilmesi
gerekmektedir. NNN besiyeri diginda Schneider’in Drosophila besiyeri ve RPMI 1640
besiyerleri de kullanilabilir (Rasti ve ark., 2016).
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1.1.6.2. Serolojik Yontemler

Serolojik yontemler etken Leishmania tiirlerinin antijenlerinin veya bu
antijenlere karsi olusmus antikorlarin hasta serumlarinda saptanmasi esasina dayanir.
Dolayli floresan antikor testi (Indirect Fluorescence Antibody-IFAT), enzim bagl
immiinosorbent deneyi (Enzyme Linked Immunosorbent Assay-ELISA), Western
blotting teknikleri, direkt agliitinasyon testi (Direct Agglutination Test-DAT) ve rK39
ozgil antijeninin kullanildigi immiinokromatografik hizli tani testi (dipstick)
Leishmaniasis’in serolojik tamisinda siklikla kullanilan serolojik testler olarak

siralanabilir (Akbas, 2015).

Kutan6z Leishmaniasis’de hi¢ saptanamayan veya c¢ok diisiik titrede
saptanabilen antikorlar olustugu icin tanida serolojik testler tercih edilmezken, viseral
Leishmaniasis tanisinda kullanilmaktadir. Serolojik testlerin duyarhlik ve 6zgiilliikleri
kullanilan antijene gore farklilik gosterebilir. Serolojik testlerden, amastigot antijeni
K39’un rekombinant1 olan rK39 antijenini kullanan dipstick testi ve promastigot
antijenlerini kullanan DAT, IFAT, ELISA gibi testler arasinda DAT ve dipstick testinin
tanida en yiiksek duyarlilik ve 6zgulliige sahip oldugu bildirilmektedir. Dipstick testi
ozellikle hastaligin endemik oldugu bolgelerde yaygin olarak kullanilir (Singh ve
Sivakumar, 2003). rK39 antijenini kullanan dipstick testi, viseral Leishmaniasis’in
erken tanisinda hem periferal hem de merkezi diizeyde kullanilabilir (Boelaert ve ark.,

2004).

Tanida serolojik testlerin kullaniminin bazi sinirlayici 6zellikleri bulunmaktadir.
Bunlar 6zgiil antikorlarin yillarca pozitif kalmasi nedeniyle relapslarin serolojik
yontemlerle tanimlanamamasi, hastaligin endemik oldugu boélgelerde saglikli
bireylerin bir¢ogunun anti-leishmanial antikorlar agisindan pozitif olmasi olarak
siralanabilir. Bu gibi nedenlerden dolay1 antikor tarama testlerinin, klinik agidan vaka

tanimina uygun olan semptomatik kisilerde kullanilmas1 gerekmektedir (WHO, 2022).
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1.1.6.2.1. Dolayh Floresan Antikor Testi (Indirect Fluorescence Antibody-
IFAT)

Dolayli floresan antikor testi, kullanimda olan en hassas testlerden biridir. Bu
test ile enfeksiyonun ¢ok erken asamalarinda gdsterilebilen ve tedaviden alt1 ile dokuz
ay sonra saptanmayan antikorlarin tespiti miimkiindiir. [FAT testi, floresan mikroskobu
ile tespiti kolay, floresan isaretleyici raportdr bir molekiiliin antikora baglanmasi
temeline dayanir. Anti-leishmanial antikorlarin tespiti, yiizeye fikse edilmis
promastigotlarin kullanimi ile saglanir. 1:20'nin tizerindeki titreler anlamlidir ve
1:128'"in lizerindeki titreler tani agisindan onemlidir. Bu test, ELISA’ya kiyasla daha
duyarl (%96) ve spesifik (%98) olarak kabul edilse de zahmetli olmas1 ve saha
kosullarinda uygulanmasinin zor olmasi dezavantajlaridir (Singh ve Sivakumar, 2003;

Thakur ve ark., 2020).

1.1.6.2.2. Enzim Bagh Immunosorbent Deneyi (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay-ELISA)

Enzim bagli immiinosorbent deneyi, Leishmaniasis’in serolojik tanisinda
kullanilan 6nemli bir yontemdir. Bu yontem hem sahada kullanim i¢in hem de
laboratuvar analizleri i¢in uygundur. ELISA yonteminin duyarhligi ve 06zgilligi
antijene bagli olarak farklilik gosterir. ELISA'da, amastigotlarin veya promastigotlarin
ham veya ¢6ziiniir antijenleri de dahil olmak tizere ¢esitli antijen tiirleri kullanilabilir.
Capraz reaktivite nedeniyle L. donovani'den rGBP, L. infantum'dan rORFF, L.
chagasi’den rgp63, rK9, rK26 ve rK39 gibi cesitli rekombinant antijen tiirleri
gelistirilmis ve test edilmistir. Bunlardan, rK39 antijenin oldukca duyarli oldugu ve
VL hastalarinda tan1 amaciyla kullanilabilecegi bildirilmektedir. Buna karsilik kutandz
veya mukokiitan6z Leishmaniasis’te olusan antikorlarm varligmni saptayamaz. Bu
antijene kars1 belirlenen antikor titresi dogrudan aktif hastalikla iligkilidir ve tedavinin
gidisini izleme, klinik niiksleri 6ngdrme imkan1 tanimaktadir. rK39 antijeni ile yapilan

ELISA, AIDS hastalar1 gibi bagisiklig1 baskilanmis kisilerde VL’i tespit etmek i¢in
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yiiksek oranda dogru sonu¢ vermektedir (Singh ve Sivakumar, 2003; Srividya ve ark.,

2012).

Afrika’da rk39 antijenine disiik duyarlilik goriilmesi nedeniyle yeni nesil bir
antijen olan rk28 gelistirilmistir. rK28, L. donovani haspbl ve k39 kinesin genlerinden

antijen epitop yogunlugunu arttirmak i¢in tasarlanmistir (Srividya ve ark., 2012).

LicTXNPx, L. infantum sitoplazmasinda bulunan ve paraziti oksidatif stresten
koruyan farkli enzimatik yolaklarda gorev alan peroksiredoksinlerden biridir (Castro
ve ark., 2002). Portekiz’de endemik bir bolgede yasayan enfekte ¢ocuklarda bes farkl
rekombinant proteini (LmSIR2, LmS3a, LimTXNPx, LicTXNPx ve LiTXN1)
kullanarak, ELISA yontemi ile anti-leishmanial antikorlar varligini arastirmislardir.
Calisma sonuglarma gore, LicTXNPx %78 duyarlilik ve %94 6zgiilliik gostermistir.
Buradan yola cikarak, LicTXNPx’in VL tanisinda ve hastaligin iyilesmesinin

izlenmesinde kullanilabilecegini bildirmislerdir (Santarém ve ark., 2005).

1.1.6.2.3. Western Blotting (Immunoblotlama)

ELISA testini yapabilmek i¢in ileri tekniklerin ve bu konuda yetistirilmis
personelin gerekli olmasi, tan1 i¢in immiinoblotlama yontemlerinin gelistirilmesine yol
acmistir. Coziiniir antijenler kullanilarak yapilan immiinoblotlama ile serolojik taninin
olduk¢a duyarli ve spesifik oldugu bildirilmistir. Bu testin duyarliligi1 %90-98 arasinda,
ozgiilliigii ise %98-100 arasindadir. Immiinoblotlamada, enfeksiyon sirasinda eksprese
edilen ¢esitli antijenler ve enfeksiyonun seyri sirasinda olusan antikorlar gosterilebilir.
Boylece hastaligin hangi evrede oldugu, elde edilen bant profili ile belirlenebilir

(Singh ve Sivakumar, 2003; Thakur ve ark., 2020).
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1.1.6.2.4. Dogrudan Agliitinasyon Testi (Direct Agglutination Test-DAT)

Dogrudan agliitinasyon testi, yiiksek 6zgiillik ve duyarliliga sahip, etkili, uygun
maliyetli basit bir testtir. Bu testin duyarliligi ve 0zgiilligli ¢esitli calismalarda
sirastyla %70.5-100 ve %53-100 araliklarinda bildirilmistir. Hem sahada hem de
laboratuvarda kullanim i¢in uygundur. Testin prensibi, dondurularak kurutulmusg
Leishmania promastigotlar1 ile anti-leishmanial antikorlarin reaksiyona girmesi
sonucu promastigot agliitinasyonu olusmasidir. Test, serum, plasma veya tam kan
kullanilarak yapilabilir. Uzun inkiibasyon stiresi (18 saat) ve serum veya kanin seri
diliisyonlarmin hazirlanmas: testin dezavantajlar1 olarak siralanabilir. DAT testinin
prognostic degeri yoktur. Test, tedavi sonras1 birkac yil siire ile pozitif ¢ikabilir (Singh

ve Sivakumar, 2003; Thakur ve ark., 2020).

1.1.6.2.5. Immiinokromatografik Hizh Tam Testi (Dipstick)

Hastaligin endemik olarak goriildiigii bolgelerde ileri teknoloji ve ekipman
gerektirmeyen, kolay uygulanabilen, hizl1 ve ucuz testlere ihtiya¢ duyulmaktadir. rK39
strip testi basit, cabuk sonu¢ veren, uygun maliyetli, uygulanmasi kolay bir testtir.
Hasta serumundan VL tanisinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Saha kosullarinda
kullanim i¢in tasarlanmis, rk39 antijenini kullanan ve lateral akisa dayali, antijen
emdirilmis nitroseliiloz kagit seritler bi¢cimindeki ticari bir kit (InBios®, ABD)

mevcuttur (Singh ve Sivakumar, 2003).

rk39 antijenini kullanan immiinokromatografik hizli tan1 testlerinin duyarliligi

ve 0zgiilliigli degiskenlik gostermektedir (Kiros ve Regassa, 2017).

1.1.6.2.6. Antijenin Tespitine Yonelik Testler

Enfeksiyon tanisinda hastalik etkeninin antijenlerinin tespiti siklikla kullanilir.

Saptanan antijen seviyesi ile parazit yiikii arasinda dogrudan iliski oldugu diisiiniiliir.
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Bu tan1 yontemi, 6zellikle antikor yanitinin ¢ok zayif oldugu, bagisikligi baskilanmis
hastalarda antikor saptama yOntemlerine alternatif olarak kullanilabilir. Bununla
birlikte antijenin hastanin serumunda tespiti, yiiksek diizeyde antikorlarin bulunmasi,
dolagimdaki immiin kompleksler, romatoid faktér ve otoantikorlarm varligi ile
komplike bir hal alir. Bu durumlar immiinolojik a¢idan Onemli antijenik
determinantlar1 maskeleyebilir veya serbest haldeki antijenin baglanmasimi kompetetif
olarak inhibe edebilir. Bu konuda yayinlanmis birkag¢ ¢alisma olmasima ragmen, hala
giinimiizde dogrulugundan emin olunan bir antijen tespit sistemi bulunmamaktadir.
Gilintimiizde, VL'li hastalarin idrarlarindan Leishmania antijenlerini tespit edebilen bir
lateks agliitinasyon testi (KATEX) gelistirilmistir. Farkli VL odaklarma sahip
hastalardan toplanan numuneler kullanilarak KATEX ile elde edilen sonuglar,
orneklerin cografi kokeninden bagimsiz olarak testin iyi calistigini gostermektedir.
Test, %100 ozgiilliige ve %68-100 arasinda degisen duyarlilia sahiptir. Asemptomatik
VL vakalarinin tespiti ve tedavinin seyri agisindan testin uygunlugu heniiz

dogrulanmamistir (Singh ve Sivakumar, 2003).

1.1.6.2.7. Leishmanin Deri Testi (LDT)

Montenegro reaksiyonu olarak da bilinen Leishmanin Deri Testi (LDT), kutantz
leishmaniasisin tanisinda kullanilan, Leishmania kuiltlr antijenlerinin deri icine
inokiilasyonu ile yapilan, gecikmis tipte asir1 duyarlilik reaksiyonudur. LDT testi,
olusan gecikmis tipte asir1 duyarlilik reaksiyonun 5 mm’den fazla olmasi durumunda
pozitif, az olmas1 durumunda ise negatif olarak degerlendirilir (Sekil 1.8). LDT nin
uygulanmasi kolay olup, duyarliligi %86,4-100 arasinda degismektedir. Bu test
genellikle insan ve hayvan popilasyonunda kutanéz ve mukokutandz
Leishmaniasis’in prevelansinin gostergesi olarak kullanilir. LDT, epidemiyolojik
arastirmalarda Leishmania parazitlerine maruziyeti belirlemek ve asemptomatik
vakalar1 ayirt etmek i¢in tercih edilen degerli bir yontemdir (Singh and Sivakumar,

2003; Thakur ve ark., 2020).

17



Sekil 1.8. Pozitif leishmanin deri testi (Manzur ve Bari, 2006).

1.1.6.3. Molekuler Yontemler

Leishmaniasis’in laboratuvar tanisinda, parazitolojik ve serolojik tekniklerin
yetersiz kaldig1 durumlarda molekiiler yontemler kullanilabilir. Molekiiler yontemler,
mikroskopik inceleme ve kiiltiire kiyasla daha duyarlidir. Bununla birlikte, maliyetli
olmalar1, 6zel cihaz ve ekipman gerektirmeleri ve egitilmis personele gereksinim
duyulmas1 dezavantajlar1 arasinda siralanabilir. PCR, Rastgele Amplifiye Polimorfik
DNA (RAPD), Restriksiyon Fragment Length Polimorfizmi (RFLP) ve DNA dizi
analizi Leishmaniasis’in tanisinda kullanilan molekiiler yontemler olarak siralanabilir.
Bu yontemler sayesinde parazitler, tiir ve alt tiir seviyesinde tanimlanabilmektedir.
PCR’da nukleer DNA (SSU rRNA gen boélgesi, mikrosatellit DNA, internal
transcribed spacer gen bolgesi-ITS-, gp63 gen bolgesi, tubulin gen) veya
ekstrakromozomal DNA (minisorkil kinetoplast DNA) bélgeleri hedef bolgeler olarak
cogaltilmaktadir. (Marfurt ve ark., 2003; Thakur ve ark., 2020).

1.1.7. Tedavi

Leishmaniasis’in tedavisi hastaligin klinik formu, eslik eden patolojiler, etken
parazit tiirli ve cografi konum gibi ¢esitli faktorler goz 6niinde bulundurularak hastaya

0zel olarak yapilmalidir (CDC, 2020; WHO, 2021).
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Kutanoz leishmaniasis’de olusan cilt yaralar1 tedavi uygulanmasa bile genellikle
kendiliginden iyilesir. Ancak bu kendiliginden iyilesme siireci aylar hatta bazen
yillarca siirebilir. Leishmaniasis tedavisi sliresince hastanin immiin sisteminin kuvvetli
olmas1 énemlidir. Immiinosupresyon durumunda hastaligin niiksii s6z konusudur. VL
teshisi konan hastalarda tedaviye miimkiin olan en kisa siirede baslanmalidir. VL

vakalar1 tedavi edilmezse 6liim ile sonuglanabilir (CDC, 2020; WHO, 2021).

Gilinlimiizde Leishmaniasis tedavisinde en yaygm kullanilan ilag grubu
pentavalent antimon (sodyum stiboglukonat-Pentostam®) bilesikleridir. Pentavalent
antimon bilesiklerine direncli olgularmn tedavisinde amfoterisin B ve miltefosin
alternatif tedavi secenekleri olarak kullanilabilir. IV inflizyonla uygulanan, parenteral
bir ajan olan lipozomal amfoterisin B (AmBisome®) VL tedavisi i¢in Food and Drug
Administration (FDA) tarafindan onaylidir. Oral alkilleyici antineoplastik bir ajan olan
miltefosin, 2014 yilinda FDA tarafindan belirli Leishmania tiirlerinin etken oldugu
kutandz, mukozal ve viseral Leishmaniasis tedavisi i¢in onay almustir. Miltefosin
gebelerde kontrendikedir. Emziren annelerin tedavi siiresince ve sonrasinda 5 ay

boyunca emzirmemeleri énerilir (CDC, 2020).

Bunlarin diginda Leishmaniasis tedavisinde, pentamidin izetionat ve azollerde
(ketokonazol, itrakonazol ve flukonazol) kullanilan diger ilaglar arasinda yer

almaktadir (CDC, 2020).

Kutan6z leishmaniasis’de ila¢ tedavisinin yaninda kriyoterapi (dondurma),

yakma ve cerrahi eksizyon gibi yontemlerden de faydalanilmaktadir (Murray ve ark.,

2013).

1.1.8. Korunma ve Kontrol

Leishmaniasis'in bulasi insan veya hayvan rezervuar konagini, parazit ve tatarcik
vektoriinii iceren karmasik bir biyolojik sistemde gerceklesir. Bu nedenle

enfeksiyonun Onlenmesi ve kontroli igcin birden fazla etken g6zOniinde
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bulundurularak, kombine sekilde uygulanmalidir. Enfekte kisilerin erken teshisi ve
etkili tedavi segenekleriyle hizli tedavisi, rezervuar konaklarm ve vektoér kontrolii

hastaliktan korunmada baslica uygulanmasi gereken stratejiler olarak siralanabilir

(Murray ve ark., 2013; WHO, 2021).

Giliniimiizde Leishmaniasis enfeksiyonunu dnleyecek higbir as1 veya profilaktik

ilag¢ segenegi bulunmamaktadir (CDC, 2020).

1.2. Human Immunodeficiency Virus (HIV)

Insan immiin yetmezlik viriisii (Human Immunodeficiency Virus: HIV)
Retroviridae ailesi, Lentivirinae alt ailesinde siniflandirilan zarfli bir virtistiir. Kronik
enfeksiyon hastaligina neden olan HIV, bagisiklik sisteminin baskilanmasi sonucunda
goriilen firsat¢1 enfeksiyonlar ile seyreden AIDS tablosu sonucunda oliimle
sonuclanabilmektedir. HIV-1 ve HIV-2 olmak tizere iki serotipi bulunmaktadir. Tim
diinyada yaygin olarak goriilen tip HIV-1’dir. HIV-2 ise siklikla Bat1 Afrika tlkeleri
olmak Ttizere Hindistan, Giliney Amerika ve Afrika’nin diger bolgelerinde de
gorilmektedir (Fanales-Belasio ve ark., 2010; Sharp ve Hahn 2011; Seitz, 2016; T.C.
Saglik Bakanligi, 2019).

HIV kiiresel dneme sahip, ciddi bir halk saglig1 sorunudur. DSO verilerine gore
her y11 2 milyon yeni HIV vakasi bildirilmektedir. Giiniimiizde %66’sindan fazlasi
Afrika Bolgesi’nde olmak {iizere, 37,7 milyon kisinin HIV ile enfekte oldugu
bilinmektedir (WHO, 2021).

HIV, bagisiklik sistemini hedef alan bir viriistiir. Viriis 6zellikle yardimer T
hiicreleri olarak adlandirilan ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde dnemli rolleri
olan CD4+ hiicreleri hedef alir. Bagisiklik hiicrelerini enfekte ederek, fonksiyonlarmi
bozar ve kiside immiin yetmezlik durumunun ortaya ¢ikmasma sebep olur. Bu
asamada enfekte kisi firsat¢i enfeksiyonlara ve kansere kars1 korunmasiz kalir (Walker

ve McMichael 2012; T.C. Saglik Bakanligi, 2019).
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HIV kontamine kan ve kan iirlinleri, cerrahi malzemeler, enjektorler araciligiyla,
cinsel iliski yoluyla, hamilelik, dogum ve emzirme donemlerinde anneden bebege

bulasabilmektedir (T.C. Saglik Bakanligi, 2019).

HIV enfeksiyonunun semptomlari, enfeksiyon evresine gore farklilik gosterir.
Centers for Disease Control and Prevention (CDC)’ye gore, HIV enfeksiyonunun ii¢
evresi vardir. Birinci evre, hastalarda dokiintii, bogaz agrisi ve ates gibi semptomlarin
goriildiigii akut HIV enfeksiyonu evresidir. Bu donemde enfekte olan kisinin kaninda
bol miktarda viriis bulunur ve kisi bulastiricidir. Ikinci evre, kronik HIV enfeksiyonu
veya asemptomatik HIV enfeksiyonu evresi olarak adlandirilir. Bu evrede hastalikla
ilgili herhamgi bir semptom goriilmeyebilir. Kisi enfekte oldugunu bilmiyorsa ve HIV
tedavisi gormiiyorsa bu donem 10 yil veya daha uzun stirebilir. Bununla birlikte bazi
hastalarda bu donem daha hizli ilerleyebilmektedir. Bu donemde de bulastiricilik s6z
konusudur. Ikinci evreden sonra hastanm viriis yiikii artmaya devam eder ve buna
paralel olarak CD4+ hiicre sayis1 azalmaya baslar. Boylece kisi hastaligin en siddetli
evresi olan iiglincii evreye, AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome: Edinilmis
Bagisiklik Eksikligi Sendromu) dénemine gegmis olur. Bu donemde kisilerde lenf
bezlerinde sisme, ates, kilo kaybi, ishal ve oOkstiriik gibi belirtiler goriilir. HIV
enfeksiyonuna yonelik tedavi gérmeyen kisilerde tiiberkiiloz, kriptokok menenjiti
veya ¢esitli bakteriyel enfeksiyonlar ve lenfoma, Kaposi sarkomu gibi kanser tiirleri

griilebilir (CDC, 2021; WHO, 2021).

Hastaligin tanisi enfeksiyonun evrelerine gore yapilan kan testleriyle konur.
Antijen/antikor varligini arastiran serolojik testler ve niikleik asit testleri tanida siklikla

kullanilmaktadir (CDC, 2021).

HIV enfeksiyonunun tedavisinde kombine olarak antiretroviral ilaclar
kullanilmaktadir. Antiretroviral ilaglar, hastaligi kesin olarak tedavi edememekle
birlikte, kontroliinde etkili olmaktadir. Bu ilaglar viicutta viriisiin ¢ogalmasini
onleyerek, hastaligin ilerlemesini baskilamaktadir. Bu sekilde enfekte kisilerin yagsam

stireleri uzar ve yasam kalitesi artar (WHO, 2021).
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1.3. Visceral Leishmaniasis ve HIV Koenfeksiyonu

1.3.1. Epidemiyoloji

HIV’nin VL insidansi iizerinde etkisi vardir. DSO tarafindan VL/HIV
koenfeksiyonu vakalar1 ilk olarak Akdeniz Havzasi’nda tespit edilmistir (Alvar ve
ark., 2008; Botana ve ark., 2019; Mohebali ve Yimam 2020). 1985 yilinda ilk vaka
Ispanya’dan rapor edilmistir (Alvar ve ark., 2008; Mohebali ve Yimam, 2020).
Koenfekte hastalarda VL etkeni mikroorganizmalar baglica L. infantum ve L. donovani

tiirleri olarak bildirilmistir (Ezra ve ark., 2010).

Diinya genelinde simdiye kadar 35 iilkeden Leishmaniasis-HIV koenfeksiyonu
vakalar1 bildirilmistir. Bu koenfeksiyonlarin ¢ogu VL ile iliskilendirilmistir. Mevcut
verilerin biiyiik kismi Giiney Avrupa llkelerine aittir (WHO, 2000; Lindoso ve ark.,
2016; WHO, 2022).

1980 yilindan 6nce L. infantum g¢ocuklarda daha yaygin olarak gorilmekteydi.
Ilerleyen yillarda HIV enfeksiyonu, kemoterapi veya radyoterapi gibi nedenlerden
dolay1 bagisikligi baskilanmis yetiskin hastalara etken mikroorganizma yayilarak,

Giliney Avrupa’daki yetigkinler arasinda VL vakalarinda artis oldugu goriilmiistiir

(Rosenthal ve ark., 1995; Pintado ve Lopez-Veélez, 2001).

Akdeniz bolgesinde VL insidans: diisiik olmakla birlikte, VL/HIV vakalarinin
diinya ¢apindaki toplam vakalarin sadece %5-6'smn1 olusturdugu bildirilmektedir
(Monge-Maillo ve ark., 2014; Lindoso ve ark., 2016). Bunun birlikte, Avrupa'da yeni
tanimlanan VL vakalarimin yaklagik %50-70'1 HIV pozitif hastalardir (WHO, 2000;
Colomba ve ark., 2009). Baglica etken mikroorganizma Leishmania infantum’dur.
Kopekler birincil rezervuardir (Zoonotik Bulas). Leishmaniasis-HIV koenfeksiyonu

vakalari, Fransa, Italya, Portekiz ve Ispanya'dan bildirilmistir (Monge-Maillo ve ark.,
2014).
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Etiyopya’da Leishmania ile enfekte hastalarin %35’inde ayni zamanda HIV
enfeksiyonununda var oldugu saptanmistir. Bu durum Sudan gibi komsu iilkeler i¢inde
s6z konusudur. Hindistan’da 2002-2006 yillar1 arasinda VL/HIV vakalarmin
prevalansmin yaklasik 2,5 kat arttigi goriilmiistiir. Brezilya’da ise koenfeksiyon
prevalansinin 2001-2012 yillart arasinda 12 kat arttig1 bildirilmistir (Lindoso ve ark.,
2016).

Giliney Avrupa’da, 2001 yilinin baslarinda VL/HIV koenfeksiyonu vakalarmin
sayist 1911 olarak rapor edilmistir. Bu vakalarin %8,3’i (n=159) Portekiz’den
bildirilmistir. Portekiz'de VL/HIV vakalarmin %801 Lizbon ve Porto basta olmak

Uzere kentsel alanlarda bulunmaktadir (Marques ve ark., 2007).

DSO, VL/HIV koenfeksiyonunun halk saghgi {izerindeki etkisini
belirleyebilmek amaciyla Leishnet olarak isimlendirilen diinya ¢apinda bir siirveyans
ag1 kurmustur. Bu ag baslangigta bir cogu Avrupa’dan olmak tizere 28 kurulustan
olusmaktaydi (Ruiz-Postigo ve ark., 2020). DSO ve Birlesmis Milletler HIV/AIDS
Ortak Programi (UNAIDS) tarafindan birlikte hazirlanan kilavuz bu duruma ortak

bakis a¢is1 saglamasi agisindan 6nemlidir (Pintado ve Lopez-Vélez, 2001).

Sekil 1.9. Leishmaniasis’in diinya ¢apindaki dagilimi (2001) (agik mavi) Leishmania/HIV
koenfeksiyonu bildiren Glkeler (2001) (koyu mavi) (WHO, 2000).
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1.3.2. Leishmania-HIV Koenfeksiyonunun immunopatogenezi

Hem HIV hem de Leishmaniasis, enfekte kisilerde immiinolojik agidan biiytk
degisikliklere neden olur. Her iki enfeksiyonunda hedef aldig1 hiicre tipi aynidir.
Leishmania tiirleri, makrofajlar i¢inde cogalirlar. HIV’de CD4+ T hiicrelerinin
yanisira makrofajlarda hedef hiicrelerdir. immunokompetan kisilerde Leishmania
parazitlerine kars1 yanit T-helper (Th) hiicreleri araciligiyla gerceklesir. Olusan yanit
hastaligin siddeti ve klinik tablo ile uyumludur (Olivier ve ark., 2003).

Leishmania'ya karsi olusan bagisiklik, antijen sunucu hiicrelerin baslangigta IL-
12 Uretmesi ve bunun da Thl T hiicreleri tarafindan IFN-y salinimin1 uyarmasiyla
gergeklesir. Bunun sonucunda makrofajlarin 6zellikle hiicre i¢ci amastigotlar1 hedef
alan nitrik asit ve oksijen Uretimi gibi mikrobisidal mekanizmalar1 aktive olur

(Cavalcanti ve ark., 2012).

Duyarliliga, poliklonal B hiicresi aktivasyonu sonucu artan gama globulin
seviyeleri ve artan IL-4, IL-5, IL-10 seviyeleri ile karakterize olan Th2 sitokin profili
neden olur. Bu durumda makrofaj aktivasyonu engellenir ve parazit proliferasyonu
kontrol edilemez. (Olivier ve ark., 2003; Alvar ve ark., 2008; Rodrigues ve ark., 2016).

HIV hastalarinda, Thl sitokin profilinin, viral enfeksiyonu ve/veya
enfeksiyonun AIDS evresine ilerlemesini onleyen, viriise karsi koruyucu bagisiklik
saglanmasi ile iligkili oldugu varsayilmistir. Bununla birlikte serokonversiyonun ve
hastaligin AIDS evresine ilerlemesinin Th2 sitokin profili ile de iliskili olabilecegi

disiiniilmektedir (Alvar ve ark., 1997).
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Sekil 1.10. Leishmaniasis’de immiin yanitta rol oynayan hiicreler (Kaye ve Scott, 2011).

1.3.3. Leishmania-HIV Koenfeksiyonunun Klinigi

Leishmania-HIV koenfeksiyonu olan hastalarda L. infantum ve L. donovani’nin
neden oldugu VL enfeksiyonun klinik belirtileri genellikle HIV ile es zamanl olarak
enfekte olmayan kisilerde goriilen klinik belirtilere benzer. Bu klinik belirtiler ates,
kilo kaybi, pansitopeni ve hepatosplenomegali olarak siralanabilir. Koenfekte
hastalarda, splenomegali daha az goriiliir. Bununla birlikte koenfeksiyonu olan bazi
hastalarda, gastrointestinal ve oral mukoza, deri, plevra, perikard, lenf diiglimleri,
Kaposi sarkomu lezyonlar1 ve solunum yollar1 gibi bolgelerden Leishmania parazitleri
izole edilirken, bu bolgelerle iliskili klinik belirtiler goriiliir. Klinik tanty1 zorlastiran,
benzer Ozelliklere sahip bircok firsat¢1 enfeksiyon hastalarin yaklagik yarisinda
goriilmektedir (Alvar ve ark., 2008). VL/HIV koenfeksiyonu olan hastalarin ¢ogu

asemptomatiktir (Garcia-Garcia ve ark., 2006).
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1.3.4. HIV ile Enfekte Hastalarda Visceral Leishmaniasis Tanisi

HIV ile enfekte hastalara, VL tanis1 koymak spesifik olmayan klinik semptomlar

nedeniyle zordur (Alvar ve ark., 2008; Cavalcanti ve ark., 2012). HIV pozitif

hastalarda VL tanisi i¢in kullanilan baslica tan1 yontemleri Cizelge 1’de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.1. HIV Pozitif hastalarda VL tamis1 i¢in kullanilan baslica tan1 yontemleri (Lindoso

ve ark., 2016).

L%)g;?:um\;ar Aciklama Duyarhhk Ozgilluk Yorum
. MIkrOSkOb,Ik. .. Amastigot formlarin Ucuz, invaziv
inceleme (kemik iligi mikroskobik olarak %093,2 %100 | ybntem, dzgiillik ve
aspirasyonu-Giemsa A S
boyama) gosterilmesi duyarlilig: yiiksek
DAT Agliitinasyon testi 9681 %90 Eniyi serolojik
yontem
Rekombinant K39 antijeni Basit ve hizli tam
rk39 Hizli Tam Testi kullanilarak %46,6-81 %96-100 | yontemi, 6zglllik ve
immunokromatografik test duyarlihig: yiiksek
Basit tan1 yontemi,
kullanilan antijene
ELISA Enzim immunoassay testi %50-60 %90 bagli olarak degisen
duyarlilik ve
ozgulluk
Basit tan1 yontemi,
Immunofloresan kullanilarak kullanilan antijene
IFAT anti-Leishmanial %51-61 %93 bagli olarak degisen
antikorlarin tespiti duyarlilik ve
Ozgulluk
N Ozgulluk ve
PCR Molekdler yontem %87,2-98 %96 L
duyarlihig yiksek

Bu c¢alismada,

Leishmaniasis’in serolojik tanisinda kullanilabilecek yeni bir

biyobelirtecin, HIV pozitif hasta kan 6rnekleri taranarak arastirilmasi amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Serum Orneklerinin Toplanmasi

Calismamizda, Temmuz-Kasim 2020 tarihleri arasinda Portekiz'in Porto
kentinde bulunan Sio Jodo Universitesi Hastanesi Bulasict Hastahiklar Boliimii'ne
basvuran, yaslar1 31-49 arasinda degisen, 78 HIV pozitif hastadan alinan serum 6rnegi
kullanilmistir. Calismaya dahil edilen hastalara, yapilacak olan ¢alisma konusunda
bilgi verildikten sonra onaylar1 alinmistir. Calisma Helsinki Deklarasyonuna uygun

olarak gergeklestirilmistir.

Kan ornekleri 800 rpm'de 10 dakika santriflij edildikten sonra, serum kismi
ayrilarak, Leishmania'ya karsi antikor varhiginin arastirilacagi ELISA testinde
kullanilmak {izere, -80 °C’de muhafaza edilmistir. Calismada semptomatik VL

hastalarindan alinan 6rnekler pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

2.2. ELISA Testinde Kullanilan Antijenler

ELISA testinde asagida belirtilen antijenler kullanilmis olup, kullanilan tiim
antijenler DC (detergent compatible) TM Protein Assay (BioRad, Germany) ile
Olciilerek, tek kullanimlik aliquatlar halinde -80 °C’de muhafaza edilmistir.

e CoOzUnlr promastigot Leishmania antijeni (SPLA: soluble promastigote
Leishmania antigen).

e Leishmania rekombinant proteinleri- L. infantum cytosolic tryparedoxin
peroxidase (LicTXNPX) (CPx).

e Rekombinant rK28 antijeni.

e Cozunur Escherichia coli antijeni (SECA: soluble Escherichia coli antigens).

SPLA, LicTXNPx ve SECA aliquatlar1 Santarem ve ark. (2010) tarafindan

tanimlanan yontem ile Parazit Hastaliklar Grubu (i3S, Porto) tarafindan hazirlanmastir.
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SPLA igin, ilk olarak Leishmania promastigotlari kiiltiire edilmistir. Bes gilinliik
kulturler fosfat tamponu (pH 7,4) ile yikanmistir. 3,500 g’de, 4 °C’de, 10 dakika
santriflij edilmistir. Pelet, 1 mM fenil metil siilfonil floriir proteaz inhibitorii igeren
fosfat tamponu icerisinde 10% parazit/ml olacak sekilde siispanse edilmis ve
parazitlerin riptdrd icin 10 donma-¢oziilme dongiisiine tabi tutulmustur. Elde edilen
stispansiyon 13,000 g’de, 4 ° C'de, 30 dakika santrifiij edildikten sonra
supernatant kismi ayrilmistir. SPLA miktar1 dl¢iilerek, saklanmistir (Santarem ve ark.,

2010).

Rekombinant protein LicTXNPX, Ni-NTA kolonu (Qiagen) kullanilarak afinite
kromatografisi ile saflastirilmig ve N-terminalinde alt1 histidin kalintis1 igeren bir
rekombinant protein olarak elde edilmistir. Elde edilen LicTXNPx miktar1 6l¢iilmiis
ve tek kullanimlik aliquatlar halinde -80 °C’de saklanmustir (Santarem ve ark., 2010).
LicTXNPX'in leishmaniasis tanisinda multiparametrik serolojik yaklasimla kullanimi

ilk kez calismamizda arastirilmistir.

Liyofilize rK28 antijeni, Infectious Disease Research Institute (Seattle,
USA)’den temin edilmistir. 0,22 pm por ¢apli membran filtreden gegirilmis deiyonize
su icerisinde siispanse edilerek, miktar1 6l¢lilmiis ve tek kullanimlik aliquatlar halinde

-80 °C’de saklanmistir (Santarem ve ark., 2010).

SECA, Lima ve ark. (2019) tarafindan tanimlanan yontem ile hazirlanmistir
(Lima ve ark., 2019). Agar plaklarinda 37 °C’de bir gece inkiibe edilmis E. coli’nin
DH5-a susundan tek koloni alinarak, Luria Bertani Broth (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) besiyerine ekim yapilmistir. 37 °C’de bir gecelik inkiibasyon sonrasinda bakteri
kiiltiiriiniin yogunlugu 600 nm’de 6l¢iilmiistiir. Inkiibasyon icin 3 saat daha beklenmis
ve 4000 g'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen pelet 1 mM fenil metil siilfonil
floriir proteaz inhibitdri iceren fosfat tamponu i¢inde siispanse edilmis ve bakterilerin
rdptard icin 10 kez donma-¢oziilme dongiisiine tabi tutulmustur. Elde edilen
stispansiyon 13,000 g’de, 4 ° C'de, 30 dakika santriflij edildikten sonra supernatant
kismi ayrilmigtir. Miktar1 6lgiildiikten sonra tek kullanimlik aliquatlar halinde -80
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°C’de saklanmistir (Lima ve ark. 2019). Bu ¢alismada SECA antijeni kontrol olarak

kullanilmistir.

2.3. Enzim Bagh Immunosorbent Testi (ELISA)

ELISA testi diiz tabanli, 96 kuyucuklu mikroplaklarda (Greiner Bio-One GmbH,
Germany) yapilmistir. Bunun i¢in mikroplaklar ilk olarak, 5 pg/ml LicTXNPx / 100
pg/ml tK28 / 10 ug/ml SPLA veya 10 pg/ml SECA antijenlerini igeren 50°ser pl
kaplama tamponu (0,05M karbonat/bikarbonat tampon - 4 °C’de pH’s1 9,6) ile
kaplanmistir. Antijenler ile kaplanan mikroplaklar bir gece boyunca 4 °C'de
bekletilmistir. Ertesi giin mikroplaklarm kuyucuklarmm i¢inde bulunan kaplama
tamponlar1 dokiilerek, kuyucuklarin igine pH’s1 7,4’e ayarlanmis, %10 az yagh siit
(Milco, Nestle) iceren 200’er pl fosfat tampon ilave edildikten sonra 37 °C'de 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrast mikroplaklarin kuyucuklar1 %0,05
Tween 20 iceren fosfat tampon (PBS-T) ile yikanmistir (BioTek ELx50 Microplate
Strip Washer, USA).

Serum ornekleri %1 az yagl siit iceren PBS-T ile 1:400 oraninda diliie edildikten
sonra kuyucuklara 100’er ul olarak ilave edilmistir. Bu islem duplike olarak
yapilmistir. Mikroplaklar 37 ©°C'de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Kontrol
kuyucuklarma test edilen her bir antijen icin 100’er pl, %1 az yagh siit iceren PBS-T
ile 1:500 oraninda diliie edilmis pozitif kontrol konulmustur. Pozitif kontrol olarak,

VL tanis1 dogrulanmis ve iyilesmis hasta drnekleri kullanilmistir.

PBS-T ile yikama islemi sonrasinda kuyucuklara 100’er ul, %1 az yaglh siit
iceren PBS-T ile 1:10000 oraninda diliie edilmis Anti-Human IgG-Peroksidaz (Sigma,
USA) konularak, 37 °C'de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
mikroplaklar PBS-T ile yitkanmigtir. Daha sonra kuyucuklara 100’er pl, 0,5 mg/ml o-
phenylenediamine dihydrochloride (OPD) (Sigma, USA) ilave edilerek, 10 dakika
karanlik ortamda bekletilmistir. Calisma sirasinda OPD’nin aktivasyonu i¢in hidrojen

peroksit (Sigma-ALDRICH, Germany) kullanilmistir. Reaksiyonun durdurulmasi i¢in
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kuyucuklara 50°ser pul 3M HCI eklenmistir. Kuyucuklarin absorbans degerleri 492
nm’de ELISA Plate Reader (Synergy HT, BioTek Instruments, USA) kullanilarak

Olctilmiistiir.

Varyans katsayist (standart sapma/ortalama) %?25°ten biiylik olan tekrarlar

gbzden gegirilerek, tekrar edilmistir.

2.4. Dolayh Floresan Antikor Testi (IFAT)

IFAT, diisiik capraz reaksiyon insidansi ile yiiksek duyarhlik ve 6zgiilliik
gosterir. Bu nedenle, serolojik agidan altin standart olarak kabul edilir. Caligmamizda,
ELISA ile esik degerinin (cut off degeri) lizerinde seroreaktivite gosteren 6rnekler ayni

zamanda IFAT ile de test edilmistir.

Serum orneklerinin IFAT analizleri kuyucuk basmna 5x10* L. infantum
promastigotu  (MHOM/MA/67/ITMAP-263) kullanilarak yapilmistir. Duraklama
fazinda bulunan L. infantum promastigotlari, pH’1 7,2’ye ayarlanmis fosfat tamponu
ile, 1800 g’de 10 dakika siire ile santriflij edilerek ii¢ kere yikanmistir. Yikama islemi
sonrasinda promastigotlar fosfat tampon igerisinde siispanse edilmistir. Hazirlik
asamasindan gecirilen promastigotlar, IFAT lamlarmma yerlestirilmis, havada
kurutulmus ve daha sonra -20 °C’de 1 saat asetona daldirilarak fikse edilmistir. Havada

kurutulan lamlar, -20 °C’de saklanmustir.

IFAT ile test edilecek olan serum 6rnekleri, pozitif ve negatif kontroller, fosfat
tamponu i¢inde (1X) iki kath seri dilisyonlar1 (1:40 ve 1:80) hazirlanarak, her bir
kuyucukta 15 pl olacak sekilde degerlendirilmistir. Her bir 6rnekten kuyucuklara iki
tekrarl olarak konulmustur. IFAT lami 37 °C’de, nemli ortamda, 30 dakika inkiibe

edilmistir.
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IFAT testinde pozitif kontrol olarak VL tanisi dogrulanmis hasta ornekleri,
negatif kontrol olarak da VL Oykusi olmayan ve ELISA ile negatif olarak

degerlendirilen hasta 6rnekleri kullanilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda yikama islemi gerceklestirilmistir. Bunun igin lam ilk
asamada %0,01 Tween 80 igeren fosfat tamponu (1X) ile durulanmistir. Daha sonra 5
dakika siire %0,01 Tween 80 iceren fosfat tamponu (1X) ile calkalamali olarak
yikanmistir. Temiz bir soliisyon kullanilarak ¢alkalamali yikama islemi 5 dakika daha

uygulanmistir. Yikama islemi sonrasinda lam distile sudan gegirilerek, kurutulmustur.

Her bir kuyuya, %0,01 Evans mavisi igeren fosfat tamponu (1X) ile seyreltilmis,
10 uL Human Fluorescent Anti-lmmunoglobulin Conjugate (FITC Conjugate Goat
Anti Human IgG (y-chain specific) (Sigma, USA) konulmustur. Sekonder antikorlar,
iiretici firma oOnerileri dogrultusunda 1:32 oraninda seyreltilmistir. Lam, 37°C’de 30

dakika inkiibe edilmistir. Yikama islemi yukarida belirtilen prosediir ile yapilmistir.

Lam kurutulduktan sonra, ylzeyine imminofloresan mounting medium
eklenerek, bir lamel ile kapatilmistir. Kuruyana kadar oda sicakliginda bekletildikten
sonra floresan mikroskobu (Nikon Eclipse E400, Japan) ile 40X blylitmede
incelenmistir. 1:80 ve {istii titreler pozitif olarak degerlendirilmistir (Pintado ve ark.,

2001; Marques ve ark., 2007).
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3. BULGULAR

3.1. Serum Ornekleri Kullanilan HIV Pozitif Hastalarin Cesitli Ozelliklerine

Gore Dagihmi

Calismada, Temmuz-Kasim 2020 tarihleri arasinda S3o Jodo Universitesi
Hastanesi Bulasic1 Hastaliklar Boliimii'ne basvuran HIV pozitif 78 hastadan alinan
serum Ornegi kullanilmistir. HIV pozitif hastalarmn yas araliklarma gore dagilimi
%53,8 31-49 yas, %34,6 50 yas lzeri, %10,3 18-30 yas olarak Sekil 3.1A’da
gosterilmistir. Cinsiyetleri %70,5 erkek, %26,9 kadin olarak hesaplanmustir (Sekil
3.1B). Hastalarin egitim seviyelerine gore dagilimi %52,6 lise, %23 ilkokul, %14,1
lisans, %3,8 lisansiistii olarak Sekil 3.1C)’de gosterilmistir. Serum 6rnegi alinan HIV
pozitif hastalarin biiyiik ¢ogunlugunun Portekiz vatandasi (%85,9) oldugu, daha diisiik
oranlarda Brezilya (%5,1), Fransa (%2,6), Mozambik (%2,6), Ukrayna, Peru ve

Pakistan iilkelerinin vatandaslar1 oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.1D).

A HIV Pozitif Hastalarin Yaglarina Gére Dagilimi B HIV Pozitif Hastalarin Cinsiyete Gore Dagilimi

. 18-30
. 31-49
= 50+
== Belirtimedi

mm Erkek
mm Kadin
== Belirtimedi

Toplam=78 Toplam=78

C HIV Pozitif Hastalarinin Egitim Seviyelerine Gore Dagilimi
mm lkokul
1 . Lise
== Yiksek ogretim
== |isansisti
= Belirtiimedi

Toplam=78 Toplam=78

D HIV Pozitif Hastalarin Uyruklarina Gére Dagihmi

== Portekiz
Brezilya
France
Mozambik

= Ukraine

== Peru
Pakistan

Sekil 3.1. Serum 6rnegi alinan HIV pozitif hastalarin yas (A), cinsiyet (B), egitim seviyelerine
(C) ve uyruklarmna (D) gore dagilimu.
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A B

Portekiz'de ikamet Eden HIV Pozitif Hastalarin
Bolgelere Gore Dagilimi

HIV Pozitif Hastalarin lkamet Ettikleri Ulkelerine Gére Dagilimi

Portekiz Porto

Avusturya Braga
ispanya Lizbon
Fransa Castelo branco
Angola Faro
= Belirtiimedi mm Coimbra
mm Averio
88.5% = Vila Real
== Braganga
mm Setlibal

Toplam=78 Toplam=69

Sekil 3.2. Serum 6rnegi alinan HIV pozitif hastalarin ikamet ettikleri lilkelere gore dagilimi
(A) ve Portekiz’de ikamet eden hastalarin bolgelere gore dagilimi (B).

Serum oOrnegi alman HIV pozitif hastalarm ikamet ettikleri {ilkelere gore
dagilimi Sekil 3.2A’da verilmistir. Buna gore hastalarin biiyiikk ¢ogunlugunun %88,5
orani ile Portekiz’de daha diisiik oranlarda Fransa (%6,4), Avusturya, Ispanya, Angola
vd. lilkelerde ikamet ettigi goriilmiistiir. Portekiz’de ikamet eden hastalarin Portekiz

icindeki bolgelere gore dagilimi Sekil 3.2B’de gosterilmistir.

3.2. ELISA Test Sonuc¢lan

3.2.1. Esik (Cut off) Degerinin Belirlenmesi

Leishmania spp. spesifik antijenleri SPLA, LicTXNPXx, rK28 ve kontrol olarak
kullanilan SECA antijenine kars1 serolojik yanitlar1 degerlendirmek i¢in ilk olarak her

antijen icin esik (cut off) degeri hesaplanmustir.

Cizelge 3.1. Orneklerin istatistiksel verileri.

rk28 SPLA CPx SECA

Ornek sayisi 78 78 78 78
Minimum 0 0 0 0,003
% 25 yuzdelik 0 0,004 0,004 0,085
Medyan 0,003 0,007 0,008 0,156
% 75 yuzdelik 0,008 0,012 0,014 0,304
Maksimum 0,127 0,061 0,062 1,156
Arahk 0,127 0,061 0,062 1,153
Ortalama 0,006 0,010 0,010 0,218
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ortalamasi

Standart sapma 0,011 0,010 0,009 0,188

Standart hata 0,001 0,001 0,001 0,015

%095 den diisiik giiven araligi 0.004 0.008 0.009 0.188
ortalamasi ' ' ' '

%095 den yiiksek giiven araligt 0,007 0,012 0,012 0.248

GraphPad Prism yazilimi kullanilarak, dort antijenin optik yogunluklar1 analiz

edilmis ve her antijen i¢in ortalama OD (Optic Density) ve standart sapma degerleri

elde edilmistir (Cizelge 3.1). Her antijen icin ortalama OD + 1StDev, ortalama OD +

2 StDev ve ortalama OD + 3 StDev kullanilarak esik degerleri belirlenmistir. OD

ortalamasi+2 StDev (%95 CI) degerleri esik degeri olarak se¢ilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Her antijen igin esik degerinin belirlenmesi.

rk28 SPLA CPx SECA

Ornek sayisi 78 78 78 78
Ortalama OD Degeri 0,006 0,010 0,010 0,217
Standart Sapma Degeri 0,011 0,010 0,009 0,188
Esik Degeri (Ortalama+2 Std Sapma) 0,028 0,030 0,029 0,593
Ortalama+1 Std Sapma 0,017 0,020 0,020 0,405
Ortalama+3 Std Sapma 0,040 0,041 0,039 0,781

3.2.2. ELISA Test Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Her antijen icin Cizelge 3.2'de elde edilen esik degerleri géz Oniine alinarak

veriler degerlendirilmistir. rK28 antijeni i¢in, esik degeri (Ortalama+2 Std Sapma) goz

Oniline alinarak, seropozitite 6/78 (%7,7) olarak bulunmustur. Ayni sekilde diger

antijenler i¢in esik degerleri goz oniine alindiginda SPLA i¢in seropozitite 6/78 (%7,7)

olarak, CPx icin seropozitite 1/78 (%1,3) olarak bulunmustur. Degerlendirilen

orneklerin bir tanesi hem rK28 hem de SPLA i¢in seropozitif olarak bulunurken, farkli

bir 6rnek de hem SPLA hem de CPx i¢in seropozitivite belirlenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. ELISA test sonug¢larinin istatistiksel analizi (rK28 antijeni (A), SPLA antijeni (B),
CPx antijeni (C), SECA antijeni (D)), (n=78), (OD degerleri 492 nm’de Ol¢iilmiistiir) (mavi
yatay kesikli ¢izgi: Ortalama+1 Std Sapma) (yesil yatay kesikli ¢izgi: Ortalama+2 Std Sapma)
(kirmizi kesikli ¢izgi: Ortalama+3 Std Sapma).

Normallestirilmis OD degerlerinin orani, y eksenindeki bir "esik deger" haline
gelmistir. Sekil 3.4A ve Sekil 3.4B’de mavi noktalar pozitif degerleri ifade etmektedir.

Sekil 3.4.

OD/ RATIO Mean + 2StdDev)

1254
754 e
254 °
207 °
1.54 °
.
°
E °
1.0 s <
° o
&
0.5 3 ¥
0.0 -, ; P
K28 SPLA Cpx SECA

0D / LOG(RATIO Mean + 2StdDev)

T T
rK28 SPLA

T
CPX

T
SECA

Test edilen antijenlerin seroreaktivite degerleri. (n=78), ((A) 492 nm'deki optik
yogunlugun (OD) orani, her antijen i¢in esik degeri ile normallestirilmistir, (B) 492 nm'deki
optik yogunlugun (OD) logaritmasi, her antijen i¢in esik degeri ile normallestirilmistir).
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Calismamizda kullanilan dort antijen arasindaki korelasyon Tukey'in ¢oklu
karsilastirma testi ile degerlendirilmistir. En iyi korelasyon SPLA ve rK28 antijenleri
arasinda goriilirken, SPLA ve CPx antijenlerinin de korele oldugu saptanmuistir.
Bununla birlikte CPx ve rK28 antijenleri arasinda korelasyon saptanmamistir. Kontrol
olarak kullanilan SECA ve Leishmania antijenileri arasinda korelasyon goriilmemistir.
Elde edilen bu sonuglar, ¢alismada kullanilan antijenlerin 6zgilinligiiniin gostergesidir

(Sekil 3.5).

x K28 SPLA Cpx SECA

I—l K28

25- | I I |

L]

1.5- . SPLA

05 -‘.
0.107 . e
0.09

8 o008 ¢ cpx
0.07 :
0.064 )
0.054 °
0.044 ‘ o
0.037 o SECA
0.02 H {
0.014
0.00-
rk28 SPLA Cpx SECA

Sekil 3.5. Antijenlerin (rK28, SPLA, CPx, SECA) seroreaktivite degerlerine gore korelasyonu
((A) Korelasyon Tukey’in ¢oklu karsilastirma testine gore degerlendirilmistir) (n=78) (OD
degerleri 492 nm’de 6l¢iilmiistiir) (***= P<0.001, s>0.05, ns=anlaml1 degil) ((B) Korelasyon
Pearson Korelasyon Katsayisi’na gore degerlendirilmistir).

3.2.3. ELISA Test Sonug¢larinin Dogrulanmasi

ELISA Test sonuglarini dogrulamak i¢in, OD degeri, OD Ortalama+1 Std Sapma
'nin lizerinde olan biitlin 6rnekler tekrarlanmistir. Segilen numunelerin (n=14) her biri
en az ii¢ bagimsiz tekrar ile test edilmistir. Test sonuglarima gore iki hastanin

serumunun (HSJ027, HSJO51) SPLA antijenine karsi seroreaktivite gosterdigi
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dogrulanmistir. Bu hastalardan birinin serumu (HSJ051) ayrica rK28 antijenine kars1

seroreaktivite gostermis olup, hi¢cbir hastanin serumu CPx antijenine karsi

seroreaktivite gostermemistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. ELISA test sonuglarmin istatistiksel analizi (rK28 antijeni (A), SPLA antijeni (B),
CPx antijeni (C), SECA antijeni (D)), (n=14), (OD degerleri 492 nm’de Sl¢iilmiistiir) (mavi

yatay kesikli ¢izgi: Ortalama+1 Std Sapma degeri) (yesil yatay kesikli ¢izgi: Ortalama+2 Std

Sapma degeri) (kirmizi kesikli ¢izgi: Ortalama+3 Std Sapma degeri).
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Normallestirilmis OD degerlerinin orani, y eksenindeki bir "esik deger" haline

gelmistir. Sekil 3.7A ve Sekil 3.7B’de mavi noktalar pozitif degerleri ifade etmektedir.
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Sekil 3.7. Test edilen antijenlerin seroreaktivite degerleri. (n=14), ((A) 492 nm'deki optik
yogunlugun (OD) orami, her antijen i¢in esik degeri ile normallestirilmistir, (B) 492 nm'deki
optik yogunlugun (OD) logaritmasi, her antijen i¢in esik degeri ile normallestirilmistir).

Yukarida verilen dogrulama testi OD degeri, OD Ortalama+1 Std Sapma 'nin
altinda olan ve rastgele segilen 12 6rnek igin tekrarlanmistir. Her bir 6rnek en az ¢
bagimsiz tekrar ile test edilmistir (Sekil 3.8). Dogrulama test sonuglari g6z Oniine
alindiginda ortalama OD degerlerinin test edilen tiim Leishmania antijenleri igin esik

degerlerinin (Ortalama+2Std Sapma) altinda kaldig1 dogrulanmustir.
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Sekil 3.8. ELISA test sonuclarinin istatistiksel analizi (rK28 antijeni (A), SPLA antijeni (B),
CPx antijeni (C), SECA antijeni (D)), (n=12), (OD degerleri 492 nm’de Sl¢iilmiistiir) (mavi
yatay kesikli ¢izgi: Ortalama+1 Std Sapma degeri) (yesil yatay kesikli ¢izgi: Ortalama+2 Std
Sapma degeri) (kirmizi kesikli ¢izgi: Ortalama+3 Std Sapma degeri).

Normallestirilmis OD degerlerinin orani, y eksenindeki bir "esik deger" haline

gelmistir. Sekil 3.9A ve Sekil 3.9B’de mavi noktalar pozitif degerleri ifade etmektedir.
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Sekil 3.9. Test edilen antijenlerin seroreaktivite degerleri. (n=12), ((A) 492 nm'deki optik
yogunlugun (OD) orami, her antijen i¢in esik degeri ile normallestirilmistir, (B) 492 nm'deki
optik yogunlugun (OD) logaritmasi, her antijen igin esik degeri ile normallestirilmistir).

3.3. IFAT Test Sonuclar

ELISA ile esik degerinin lizerinde seroreaktivite gdsteren 6rnekler ayni zamanda
IFAT ile de test edilmistir. ELISA testi ile spesifik antijenlere karsi seropozitif bulunan
iki Ornege (HSJO27, HSJ051), Indirect Fluorescent Antibody Testi (IFAT)
uygulanmustir. Ornek serumlari ile pozitif ve negatif kontroller iki tekrarli olarak ayr1
kuyucuklara yerlestirilmistir. Hazirlanan lam, 40X biiyiitmede floresan mikroskobu
altinda okunmustur. Test edilen her iki (1:40 ila 1:80) seyreltmede de HSJO51 ile
floresan tespit edilmis ve titrenin ELISA sonuglariyla uyumlu oldugu (1:80) (pozitif
IFAT > 1:80) goriilmiistiir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. HSJ051'in parlak alan (sag panel) ve immiinofloresan mikroskopi (sol panel)
goruntileri (40x) A= Pozitif kontrol (1:80), B= Pozitif kontrol (1:80), C=Negatif kontrol
(1:40), D= Negatif kontrol (1:40), E= Negatif kontrol, sekonder antikor (1:32) seyreltme, F=
Negatif kontrol, sekonder antikor (1:32), G= HSJ051(1:40), H= HSJ051 (1:40), I=
HSJ051(1:80), J= HSJO51 (1:80).

Sonuglar, pozitif ve negatif kontrollerle karsilastirildiginda (1:40 ila 1:80)
dilisyonlarda 6érnek HSJO27 ile higbir floresan tespit edilmemis bu nedenle negatif
olarak not edilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. HSJ027'in parlak alan (sag panel) ve immiinofloresan mikroskopi (sol panel)
goruntileri (40x) A= Pozitif kontrol (1:80), B= Pozitif kontrol (1:80), C=Negatif kontrol
(1:40), D= Negatif kontrol (1:40), E= Negatif kontrol, sekonder antikor (1:32) seyreltme, F=
Negatif kontrol, sekonder antikor (1:32), G= HSJ027 (1:40), H= HSJ027 (1:40), 1= HSJ027
(1:80), J= HSJ027 (1:80).
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3. TARTISMA

Leishmaniasis ciddi saglik sorunlara neden bulasici ilk on hastalik arasinda yer
almaktadir. Epidemiyolojisi ve ekolojisi karmagik olan bu hastaligin tanisinda kolay
uygulanabilir tan1 araglarinin bulunmamasi hastaligin siirveyansimni zorlastirmaktadir
(Gradoni ve ark., 2017). VL, Leishmania'nin endemik oldugu bdlgelerde HIV ile
enfekte hastalarda giderek yayginlasan bir enfeksiyondur (Garcia-Garcia ve ark.,
2006; Guedes ve ark., 2021). Buna ragmen hala firsat¢1 enfeksiyon olarak kabul
edilmemekte ve AIDS bildirim sistemlerinde nadiren rapor edilmektedir (WHO, 2000;
Pasquau ve ark., 2005).

Immiinokompetan bireylerle karsilastirildiginda, HIV pozitif hastalarinin
Leishmania enfeksiyonuna yakalandiklarinda aktif VL'ye ilerleme riski daha
yiiksektir, ancak vakalarin ¢ogu asemptomatik veya subklinik dlizeyde kalir. Herhangi
bir semptom gdstermeden parazite maruz kalan HIV pozitif hastalarin yiizdesi
bilinmemektedir. Bu durum HIV ile koenfekte hastalarda latent Leishmania
enfeksiyonu varligmin taranmasi ve profilaktik tedavinin gerekliligi konusunu

gundeme getirmektedir (Gradoni ve ark., 2017).

Leishmania / HIV ko-enfeksiyonu, 6zellikle giiney Avrupa'da gorilmektedir. Bu
bolgede gorilen VL vakalarinin %25-%75’1 HIV hastalig: ile iliskilidir. HIV ile
enfekte olan hastalarin %1,5-%9°u yeni VL gelisimi veya hastaligin niiksetmesi riski

ile kars1 karsiyadir (WHO, 1997).

1985 yilindan 6nce, Portekiz’de Leishmania ile enfekte bireylerin ¢ogunlugunu
cocuk hastalar olusturmaktaydi. 1996 ile 2010 yillar1 arasindaki donemde ise enfekte
olan hastalarin ¢ogunlugunu HIV pozitif yetigkinlerin olusturdugu goriilmiistiir.
Antiretroviral tedavinin 1997 yillinda kullanima girmesi ile Portekiz hari¢ Glney
Avrupa'da, Leishmania/HIV ko-enfeksiyonunun insidansinin azaldigi goriilmiistiir. Bu
durum Portekiz’de HIV ko-enfekte hastalarinin ¢gogunlugunun uyusturucu kullanicist
olmas1 ve hastaligin tespitinin, takibinin zorlugu ile iligkilendirilmistir (Campino ve
Maia, 2010).
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Leishmaniasis vakalar1 tiim tilkede goriilmekle birlikte kuzeyden giineye dogru
Uc ana endemik odak nokta bulunmaktadir. Bu bolgelerden Alto Douro bdlgesi,
insanlarda 8.3/100.000 vaka ve kopeklerde %18,7 seroprevalansi ile en yiiksek
oranlara sahiptir. Diger bolgeler olan Leishmania/HIV ko-enfeksiyon vakalarinin
yogun oldugu metropol Lizbon bdlgesi 0.2/100.000 vaka oranina, Guney Portekiz,
Algarve bolgesi ise 1.2/100.000 vaka oranlarina sahiptir (WHO, 2011).

Portekiz'de insan viseral leishmaniasis vakalarmin bildirimi 1950°1i yillardan
itibaren zorunlu kilmmistir. Portekiz Ulusal Leishmaniasis Gozlemevi (ONLeish -
Observatério Nacional das Leishmaniasis; www.onleish.org), kopek leishmaniasisinin
epidemiyolojik takibini ve ayrica saglik calisanlari, doktorlar, veterinerler ve
aragtrmacilar arasinda karsilikli bilgi paylasimini saglamak igin Eylul 2008'de
kurulmustur (WHO, 2011).

Serolojik testler 6zellikle VL’nin endemik oldugu bdélgelerde HIV pozitif
bireylerde asemptomatik VL’in saptanmasinda biiylik 6neme sahiptir (WHO, 2021).
Parazitin basarili bir sekilde eradikasyonundan sonra uzun siire hastanin kaninda
antikorlarin bulunmasi serolojik tanmin en bllylik dezavantajidir. Bu nedenle subklinik
vakalar1 gegirilmis enfeksiyonlardan ayirt etmek (Srividya ve ark., 2012) ve serolojik
yontemler kullanarak hastaligin tedavisini degerlendirmek zordur. Ticari olarak temin
edilebilen serolojik testlerin, HIV ile enfekte hastalarda duyarliliklar1 diistiktiir
(Santarém ve ark., 2005).

Gegmis yillarda ELISA testi ham veya ¢6zUnir amastigot veya promastigot
antijenleri kullanilarak gergeklestirilmekteydi. Ancak ilerleyen yillarda c¢apraz
reaktivite nedeniyle, immiinolojik tanmnm duyarliligini ve 6zgiilligiinii 6nemli 6lgiide
arttiran  Kinesin iligkili bir protein olan rK39 gibi cesitli rekombinant antijenler
kullanilmaya baslanmistir. Yeni nesil flizyon antijeni rk28, Afrika'da rk39 ile

karsilagilan diisiik duyarlilik nedeniyle gelistirilmistir (Srividya ve ark., 2012).

Bu c¢alismada yeni bir biyobelirte¢ olarak Leishmania infantum cytosolic

tryparedoxin peroxidase (LicTXNPx veya CPx antigen) ile Soluble Promastigote
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Leishmania Antigen (SPLA) ve rekombinant antijen rK28'in immdinojenisitesinin
degerlendirilmesi amaclanmistir. Ayrica, bu antijenlerin HIV ile enfekte subklinik

VL'nin saptanmasinda tanisal agidan kullanim potansiyelleri degerlendirilmistir.

LicTXNPx, Leishmania infantum sitoplazmasinda bulunan ve paraziti oksidatif
stresten koruyan farkli enzimatik yolaklarda gorev alan peroksiredoksinlerden birisidir
(Castro ve ark., 2002). Santarem ve ark. (2005) LicTXNPx antijeninin VL tanisinda
ve hastaligin prognozunda kullanilabilecegini Onermislerdir. Calismalarinda
Portekiz'de endemik bir bolgede yasayan enfekte ¢ocuklardan elde edilen serumlar1
kullanarak, bes farkli rekombinant proteinin (LmSIR2, LmS3a, LIimTXNPX,
LIcTXNPx and LiTXN1) ELISA vyontemi ile antileishmanial antikorlarin
saptanmasindaki etkinligini aragtirmiglardir. LicTXNPx digerleri arasinda en yiiksek
duyarliligi %78 ve 6zgiilligl %94 gostermistir (Santarem ve ark., 2005). Bu ¢alismada
yeni bir biyobelirte¢ olan Leishmania infantum cytosolic tryparedoxin peroxidase
(LicTXNPx veya CPx antigen)’m tanidaki etkinligi ilk kez HIV pozitif hasta kan

ornekleri taranarak arastirilmistir.

Calismada Leishmania'ya yonelik olmayan hiimoral yanit1 belirlemek amaciyla,
Leishmania antijeni SECA kullanilmistir. Bdylece SPLA, Cpx ve rk28'in spesifik
olmama olasilig1 ve hastalarin iiretken hiimoral tepkiler olusturma durumu da

incelenmistir (Lima ve ark., 2019).

Bu ¢aligmada U¢ Leishmania antijeni kullanilarak yapilan ELISA testinde 2
(%2,6) HIV hastasinda anti-Leishmania antikorlar1 tespit edilmistir. Bu hastalarin her
ikisinin de 31-49 yas araliginda yer alan erkek hastalar oldugu gorilmiistiir.
Literatirde VL/HIV koenfeksiyonunun ¢ogunlukla erigkin erkek hastalarda gorildigi
bildirilmektedir. Bizim ¢alisma sonuclarimizda bu agidan literatiir ile uyumludur
(Marques ve ark., 2007; Pintado ve ark., 2001). Akdeniz bolgesinde, HIV
enfeksiyonunun normal goriilme oranlar1 ile iligkili olarak, Leishmania/HIV
koenfeksiyonu esas olarak yetigkin erkeklerde gériilmektedir (Campino ve ark., 1997).
Bununla birlikte, Garrote ve ark. (2004), leishmaniasis prevalansinin kohortlarindaki

erkekler ve kadmlar arasinda benzer oldugunu bildirmistir. Calismamizda
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seroreaktivite gosteren hastalarin her ikisinin de Alto Douro bdlgesinde (Porto ve

Braga bolgeleri) ikamet ettigi gorilmiistiir.

Calismamizda iki hastada SPLA'ya karsi antikorlar tespit edildi. Bu iki hastadan
bir tanesinde ayni zamanda rk28'e (en ylksek ortalama OD 2,018 ile) kars1 da antikor
yanit1 goriildii (Cizelge 4). Hastalarin higbirinde Cpx antijenine kars1 seroreaktivite
saptanmadi. SPLA ve rK28 antijenine karsi antikor saptanan hasta serumunda
(HSJO51), yapilan IFAT testi sonucunda da seropozitiflik belirlendi. VL tanis1 koyulan
bu hastanin daha sonra yapilan karaciger biyopsisinde parazitlerin varligi mikroskobik
olarak gosterilmistir. Bu sonug bize HIV hastalarinda VL tanisinda uygulanan bu

testlerin duyarlilik agisindan giivenilirligini yansitmaktadir.

Hasta HSJO27 numarali hasta serumu SPLA'a karsi1 seroreaktivite (ortalama OD
0,055) gostermesine karsin, rk28 ve Cpx antijenlerine kars1 seroreaktivite
gostermemistir. Bu hasta serumu IFAT ile incelendiginde negatif olarak bulunmustur.

Bu durum SPLA ile goriilen ¢apraz reaktivite ile agiklanabilir.

Cizelge 4.1. Iki seropozitive hasta i¢in dért antijenin ortalama OD degerleri.

Hasta rk28 SPLA Cpx SECA
(Ortalama OD) (Ortalama OD) (Ortalama OD) (Ortalama OD)

HSJ027 0,006 0,055* 0,004 0,047

HSJ051 2,018* 0,094* 0,013 0,441*

*Ortalama OD degeri, seropozitiflik icin esik degerinden (Mean+Std Dev) daha yiiksek olan deger.

Calismamizda, herhangi bir leishmaniasis semptomu gostermeyen HIV
hastalarinda, SPLA ve rK28 arasinda iyi derecede korelasyon (0,76), CPx ve SPLA
(0,52) arasinda ise nispeten iyi bir korelasyon ile seroreaktivite tespit edildigini
gOriilmiistiir. CPx ve rK28 (0,12) arasinda ise higbir korelasyon saptanamamistir. Bu
Ug antijenin dzgiilliigiinin, HIV pozitif hastalarin SECA serolojik yanitlari ile iligkisiz
oldugu kanitlanmustir (<0,15) (Sek. 4.8B).

Italya'da yapilan bir ¢alismada ¢dziiniir Leishmania antijeni (SLA) kullanilarak
HIV pozitif hastalarin 2/145'inde (%1,4) L. infantum'a kars1 antikor tespit edilmistir.
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Bizim ¢alismamizda ise multiparametrik bir yaklasimla hastalarin %2,6’s1 seropozitif
bulunmustur. italya’da yapilan galismada bildirilen oranin diisiik olmas1, o bdlgedeki
asemptomatik leishmaniasis insidansinin diisiik olmasi ile iliskilendirilebilir (Colomba

ve ark., 2009).

Ispanya'nin Castilla-Leon bélegesinde L. infantum ¢oziiniir antijeni kullanilarak
gerceklestirilen ELISA test sonuglarma gore, anti-L. infantum IgG prevalansi %4,9
olarak bulunmustur. Calismada HIV ile enfekte, intraventz ila¢ kullanicisi 217
hastanin serumu kullanilmigtir. ELISA testi ile yapilan test sonuglarina gore taranan
serumlarin 139 tanesi (%64) seropozitif olarak bulunmustur (Garrote ve ark., 2004).
Bu yiksek oran, intravendz ilag kullanicilarinin ortak enjektor paylagimi sonucu

bulasa yol agmasi ile iligkilendirilmistir (Desjeux ve Alvar, 2003).

Giiney Iran'da, ham ¢dziiniir antijen kullanilarak yapilan ELISA testi sonucunda
HIV pozitif 251 hastanin 13'inde (%5,2) antileishmanial antikorlar saptanmistir
(Rezaei ve ark., 2018). ELISA testi ile elde edilen oran, bulgularimizin yaklasik iki
kat1 kadardir. Bu oran, bolgenin Iran'm leishmaniasis icin endemik alanlarindan biri
oldugunu gostermektedir. HIV ile enfekte hastalarin serolojik test duyarlihigindaki
farklilik g6z Oniine alindiginda, gercek enfeksiyon oraninin daha yiiksek oldugu
diistiniilmektedir. Leishmania/HIV ko-enfekte hastalarda VL tanisini dogrulamak igin
en az iki serolojik test yapilmasi gerekmektedir (Ezra ve ark., 2010; Lindoso ve ark.,
2016).

Orsini ve ark (2012)’ a gore ham suda ¢ozinir L. infantum antijenleri
(MHOM/Br/74/PP75) kullanilarak gergeklestirilen ELISA testi ile 381 HIV ile enfekte
asemptomatik VL hastasinin 41 tanesinde (%10,7) Leishmania-reaktif 1gG antikor:
tespit edilmistir. Bu oran bizim bulgularimiz ile kiyaslandiginda yiiksek bir orandir.
Bu calismada rekombinant K39 antijeni (rk39) kullanildiginda %0,8, IFAT
kullanildiginda ise %3,9 oranlarinda seropozitif HIV hastasi saptanmigtir. Calisma
sonuglar1 bolgede Leishmania enfeksiyonu goriilme sikligini ylksek olarak
yansitmasina ragmen bu hastalarin hi¢birinde prospektif takip sonucunda hastalik

gelisimi goriilmemistir. Bu durumun hastalari ¢ogunda Leishmania’ya kars1 yeterli
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bagisikligi saglayan antiretroviral tedavi nedeniyle oldugu diistiniilmiistiir (Orsini ve
ark., 2012). Antiretroviral tedavi Thl sitokin diizeylerini arttirarak etkili olmaktadir
(de La Rosa ve ark., 2002).

Brezilya’da VL’in endemik oldugu bir bolgede ELISA testinde rK39 antijeni
kullanilarak yapilan bir ¢aligmada %2,48 prevalans orani bildirilmistir. Bu oran bizim
calismamizin sonuglar1 ile benzerdir. Bu ¢alismada oranin diisiik bulunmasi, HIV ile
enfekte hastalarin antiretroviral tedavi almasi sonucu yuksek CD4+ T lenfosit sayisina

sahip olmalar1 ve boylece VL gelisimine karst korunmalari ile iligskilendirilmistir

(Guedes ve ark., 2021).

VL’e kars1 olusan bagisik yanit kisiler arasinda heterojen 6zellik gostermektedir.
Bu nedenle, farkli antijenlere karsi saptanan sero-reaksiyonlar, tek bir spesifik tani
arac1 kullanilarak elde edilen sonuglara kiyasla daha duyarhidir. Cesitli antijenlerin
kombine edilmesi ile gelistirilecek olan tami araglar1 6zellikle asemptomatik VL

tanisinda daha etkili olacaktir (Singh ve Sundar, 2015).

HIV pozitif hastalarda VL tanis1 i¢in kullanilabilecek ELISA protokollerinin
cogunlugu sadece tek bir antijen kullanilarak hazirlanmistir. Bu testlerin ¢ogunda
rekombinant proteinler yerine ham/¢oziiniir antijenler kullanilmistir (Garrote ve ark.,
2004; Colomba ve ark., 2009; Orsini ve ark. 2012; Rezaei ve ark., 2018; Guedes ve
ark., 2021). Calismamizda, HIV hastalarinda asemptomatik VL'nin etkin teshisi i¢in

¢oklu antijen yaklagimi izlenmesinin daha etkili olacag: diistiniilmiistiir.
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4. SONUC VE ONERILER

Immiinsupresif hastalarda yiiksek mortalite oranma sahip olmas nedeniyle HIV
pozitif hastalarda Leismaniasis’in erken tanis1 ¢cok dnemlidir. Serolojik testler 6zellikle
VL’nin endemik oldugu bdlgelerde HIV pozitif bireylerde asemptomatik VL’in
saptanmasinda biiyiik 6neme sahiptir. Bu ¢alismada yeni bir biyobelirteg olarak
Leishmania infantum cytosolic tryparedoxin peroxidase (LicTXNPx veya CPx
antigen) ile Soluble Promastigote Leishmania Antigen (SPLA) ve rekombinant antijen
rK28'in immiinojenisitesinin degerlendirilmesi amag¢lanmistir. Ayrica, bu antijenlerin
HIV ile enfekte subklinik VL'nin saptanmasinda tanisal agidan kullanim potansiyelleri

degerlendirilmistir.

Calismamizda (¢ Leishmania antijeni kullanilarak yapilan ELISA testinde 2
(%2,6) HIV hastasinda anti-Leishmania antikorlar1 tespit edilmistir. SPLA'ya kars1
antikor varlig: iki hastada tespit edilirken, bu iki hastanin sadece bir tanesinde ayni
zamanda rk28'e karsi da antikor yanit1 oldugu goriilmiistiir. Hastalarn hi¢birinde Cpx
antijenine karsi seroreaktivite saptanmamistir. SPLA ve rK28 antijenine kars1 antikor

saptanan hasta serumunda, IFAT testi sonucunda da seropozitiflik belirlenmistir.

Leismaniasis tanisinda en az iki farkli yontem kullanilarak, taninin dogrulanmasi
onerilmektedir. Calismamiz sonucunda farkli antijenlerin (SPLA, rk28, Cpx) kombine

kullanimi ve IFAT uygulanmasi ile taninin giivenirliliginin saglanacagi goriilmiistiir.

Bu ¢alisma smirli sayidaki 6rneklem ile (78 HIV hastas1) tamamlanmistir. Bu
hasta grubunda kullanilacak yeni tani araglar1 gelistirmek i¢in daha ¢ok hastanin yer

aldig1 ve farkl antijenlerin denendigi ¢aligmalar planlanmalidir.
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OZET

Bagisikhk Sistemi Baskilanms Hastalarda Leismaniasis'in Serolojik Tamis1 icin
Yeni Biyobelirteclerin Arastirnimasi

Leishmaniasis, Leishmania cinsi parazitlerin neden oldugu vektor kaynakli
bulasici bir hastaliktir. Yiiksek mortalite oranina sahip olmasi nedeniyle HIV pozitif
hastalarda Leismaniasis’in erken tanis1 6nemlidir. Serolojik testler 6zellikle viseral
leishmaniasis (VL)’in endemik oldugu bolgelerde HIV pozitif bireylerde
asemptomatik VL’in saptanmasinda biiyiik 6neme sahiptir.

Bu caligmada Portekiz'in Oporto boélgesinde leishmaniasis klinik belirtisi
olmayan 78 HIV pozitif hasta serolojik agidan degerlendirilmistir. Belirtilen hasta
grubunda yeni bir biyobelirte¢ olarak Leishmania infantum cytosolic tryparedoxin
peroxidase (LicTXNPx veya CPx antigen) ile Soluble Promastigote Leishmania
Antigen (SPLA) ve rekombinant antijen rK28'in imminojenisitesinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Ayrica, bu antijenlerin HIV ile enfekte subklinik
VL'nin saptanmasinda tanisal ag¢idan kullanim potansiyelleri degerlendirilmistir.
Calismamizda ti¢ Leishmania antijeni kullanilarak yapilan ELISA testinde 2 (%2,6)
HIV hastasinda anti-Leishmania antikorlar1 tespit edilmistir. SPLA'ya kars1 antikor
varlig1 iki hastada tespit edilirken, bu iki hastanin sadece bir tanesinde ayni1 zamanda
rk28'e kars1 da antikor yanit1 oldugu goriilmiistiir. Hastalarin hi¢gbirinde Cpx antijenine
kars1 seroreaktivite saptanmamustir. SPLA ve rK28 antijenine karsi antikor saptanan
hasta serumunda, IFAT testi sonucunda da seropozitiflik belirlenmistir. Leismaniasis
tanisinda en az iki farkli yontem kullanilarak, taninin dogrulanmasi onerilmektedir.
Calismamiz sonucunda farkli antijenlerin (SPLA, rk28, Cpx) kombine kullanimi ve
IFAT uygulanmasi ile taninin giivenirliliginin saglanacagi goriilmiistiir.

Anahtar Sozcukler: ELISA, Leishmania spesifik antijenler, Leishmaniasis, Viseral
Leishmaniasis/HIV koenfeksiyonu.
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SUMMARY

Investigation of New Serological Biomarkers for Diagnosis of Leishmaniasis in
Immunocompromised Patients

Leishmaniasis is a vector-borne infectious disease caused by parasites of the
genus Leishmania. Early diagnosis of Leismaniasis is important in HIV-positive
patients due to its high mortality rate. Serological tests are of great importance in
detecting asymptomatic visceral leishmaniasis (VL) in HIV-positive individuals,
especially in VL endemic regions.

This study was aimed to evaluate the serologic reactivity of 78 HIV positive
patients with no clinical symptomts of leishmaniasis in the region of Oporto, Portugal.
In our study, we performed Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) test using
three Leishmania specific antigens, Leishmania infantum cytosolic tryparedoxin
peroxidase (LICTXNPx, or CPx antigen), soluble promastigote Leishmania antigen
(SPLA) and the recombinant antigen rK28. Antibodies against SPLA were detected in
two patients (%2,6), only one of these two patients also had an antibody response to
rk28. No patient reported seroreactivity to Cpx antigen. To further support the result
obtained from ELISA, indirect fluorescent antibody test (IFAT) was also performed.
The results obtained from IFAT did not overlap the results of ELISA. It is always
recommended to perform more than detection techniques to confirm the diagnosis. In
our study, by combining three different antigens (SPLA, rk28, Cpx), as well as
performing IFAT, we were able to obtain results with higher sensitivity and specifity
for antileshimanial antibodies identification.

Keywords: ELISA, Leishmania specific antigens, Leishmaniasis, Visceral
leishmaniasis/HIV coinfection.
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