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ONSOZ

Deri leishmaniasis’i (kutandz leishmaniasis) Giiney Dogu Anadolu Boélgesi’nde
insanlarda flebotom adi verilen vektorlerle tasinan bir hastaliktir. Sark Cibani, Urfa
Cibani, Halep Cibami olarak da bilinen bu hastalik Atatiirk Baraji’nin hizmete

geemesiyle vektorlerindeki artig nedeniyle son yillarda insidansi artmustir.

Bu ¢alismada kutandz leishmaniasis’li hastalarin teshisinde en giivenilir sonug
veren real- time PCR teknigi kullanilarak bu metodun diagnostik duyarliliginin

gosterilmesi amaclandi.

Bu caligmanin her asamasinda bana desteklerini esirgemeyen Mikrobiyoloji
ABD Ogretim Uyesi ve tez damismanim Yrd. Dog. Dr. Hatice Ozbilge’ye,
Mikrobiyoloji ABD Bagkani Prof. Dr. Sami Tasc1’ya ve Mikrobiyoloji ABD Ogretim
Uyesi Yrd. Dog. Dr. Mustafa Ulukanhgil’e tesekkiir ederim. Ayrica maddi ve manevi

desteklerini esirgemeyen sevgili anneme ve esime de tesekkiirii bir borg bilirim.



GIRIS

Deri leishmaniasis’ine (Kutanéz leishmaniasis, KL) sebep olan etken Leishmania
cinsi parazitik kamgili protozoonlardir. Leishmanialar zorunlu hiicre i¢i parazitidir ve
enfekte kum sinekleri (phlebotomus, lutzomyia, tatarcik,yakarca) tarafindan kan
emme islemi sirasinda bulastirilmaktadir. Kopekler tilkiler ve cakallar Snemli
rezervuarlardir. KL etkenleri Leishmania tropica, L. major ve L. aethiopica’dir (1- 8),
ancak bazen visseral leishmaniasis etkenleri olan L donovani ve L infantum da basit

kiitan6z leishmaniasis'e neden olmaktadir (9, 2).

Enfeksiyon, mukokutandz, kutandz ve visseral leishmaniasis olmak tizere li¢
farkli klinik seyir gosterir. Deride veya mukozalarda sekil bozukluklari yapan
lokalize kutandz formlarindan ve dliime neden olabilen generalize visseral formlar

bu hastaligin genis klinik spekturumunu olustururlar (10, 2, 5).

Kiitanoz leishmaniasis endemik olarak diinyada yaygin sekilde goriilmektedir.
Ortadogu’nun ¢esitli tropikal ve subtropikal bdlgelerinde Afrika, Hindistan ve
Asya’da ‘Halep ¢ibanr’, ‘Bagdat ¢ibani’, ‘Delhi ¢ibani’, ’Delhi Ulseri’, ‘Dogu
Yarast’, ‘Aleppo’; iilkemizde ise ‘Sark ¢iban1’, ‘Y1l ¢iban1’, Antep Cibani’ gibi farkl
adlarla anilmaktadir (5, 11, 2). Visseral leishmaniasis ‘Kala-Azar’, ‘Kara Hastalik’,
‘Dumdum Atesi’ olarak, mukokutandz leishmaniasis ise ‘Espundia’, ‘Uta’, ‘Chiclero

Ulseri’ olarak adlandirilir. (3, 4, 12)

Hastaligin bugiin bilinen etkeniyle iligkili ilk tarifini 1885°de D.D.
Cunningham yazmustir. Bu kisi Delhi ¢ibani kesitinde mononiikleer hiicreler iginde
koyu boyanan 0zel parazitlerin iizerinde durmustur. Yurdumuzda 1910 yilinda Dr.
Servet Tevfik yaptig1 ¢aligmalar1 ‘Sark Ciban1 ve Amili Marazi ‘si adiyla 24 sayfalik
bir brosiir halinde nesretmistir (13, 14).



Kala-azar Bati Diinyasinca 19. ylizyihin ikinci yarisinda tanimmmaya
baslanmigtir. 1900°de Leishman, Hindistan’da Dumdum’da dizanteriye yakalanarak
Ingiltere’ye gonderilen ve 7 ay sonra Slen bir askerin dalagindan yaptig1 yayma
preparasyonlarda ufak oval cisimler gormiis ve bunlari1 1903°de yayimlamistir. Ayni1
yil Donovan’da elde ettigi materyalden hazirladig1 preparasyonlarda paraziti gormiis
ve bulgusunu yayimlamistir. Yine ayni y1l Ross bu parazitler i¢in Leishmania cinsini

tarif etmis ve kala-azar etkenine Leishmania donovani adin1 vermistir (2, 14, 15).

Uzun yillar ciddi bir halk sagligi problemi olarak onemi anlasilamayan ve
yeterli ilgiyi géremeyen leishmaniasis, 1976 yilindan itibaren Diinya Bankasi ve
Diinya Saglik Orgiitii'niin ortak programlari olan Tropikal Hastaliklar Arastirma ve
Egitim Ozel programi kapsamina alimmustir. Bundan 60 yil énce sadece belirli
bolgelere lokalize oldugu diisiiniiliirken, giiniimiizde Avustralya ve Antarktika harig

biitiin kitalarda bilinen bir hastaliktir (10, 11).

LEISHMANIA TURLERININ SINIFLANDIRILMASI

Leishmanialar, Trypanosomatidae ailesinin kinetoplastida dizisinde yer alan
protozoonlardir (16). Leishmanialarin smiflandirilmasi; parazitlerin insanlarda
meydana getirdigi tabloya, epidemiyolojisine, spesifik rezervuarlari enfekte etmesine

ve ¢esitli kum sinekleriyle tasinmasina baglidir (5).

Lainson ve Shaw Leishmanialar1 kumsinegindeki gelisimlerine gore Viannia
ve Leishmania olarak iki alt sinifa ayirmistir (17).{Tablol} Viannia alt genusu L.
braziliensis 1 kapsar ve kum sineginin orta ve Oon barsagina go¢ etmeden Once arka

barsakta gelisen tiirlerle iliskilidir (3, 5).



Viannia

L. braziliensis

L. braziliensis

L. peruviana

Saptanamayan

L. lainsoni

Leishmania

L. donovani| L. archibaldi

komplexi L. chagasi
L. donovani
L. infantum

L. tropica L. killicki
L. tropica

L. major L. major

L. aethiopica | L. aethiopica

L. mexicana | L.
amazonensis

L. garnhami

L. mexicana

L. guanensis

L. guyanensis

L. pifanoi
L.
venezuelensi
s
Patojenik
olmayan L. arabica
tiirler L. gerbilli

L. aristidesi
L. enriettii
L. deanei

L. hertigi

Tablo 1 Leishmania Tiirlerinin Simiflandirilmasi(WHO 1990°a gore)

Insanda yaklasik olarak 21 Leishmania tiirii enfeksiyona neden olur (10).




Tiirlerin izolasyonunda kullanilan birkag¢ metod mevcuttur. Leishmania
izolatlar1 arasinda kiiglik ultrastriiktiirel degisiklikler olmasina karsin promastigot ya
da amastigot formlarma bakilarak morfolojik ayrimin yapilmasi ¢ok zordur. Bu
amagla  serolojik, biyokimyasal, immunolojik ve biyolojik  verilerden
yararlanilmaktadir. Ozellikle son yillarda izoenzim analizleri, monoklonal
antikorlarin kullanilmasi, spesifik oligoniikleotidler kullanilarak yapilan PCR teknigi
veya kinetoplast DNA’nin yapilarinin incelenmesi ile kesin tiir ayirimina gitmek

miimkiin olmaktadir (2, 3, 5, 18).

EPIDEMIiYOLOJIi

KL tiim diinyada goriilebilen bir hastalik olup o6zellikle Akdeniz’e kiyisi olan
iilkelerde, tiim Orta Dogu iilkelerinde, Orta Asya’da, Hindistan, Pakistan ve
Gilineybat1 Afrika’da insidansi oldukga yiiksektir (11). Kutandz Leishmaniasis
olgularinin % 90’indan fazlas1 Afganistan, Brezilya, Iran, Peru, Suudi Arabistan ve
Suriye’de goriilmektedir. Leishmania enfeksiyonlarinin gorildiigii diger bolgeler
Meksika, Orta ve Gliney Amerika, Giiney Avrupa, Asya (Giiney Dogu Asya harig),
Ortadogu iilkeleri ve Afrikadir (6zellikle dogu ve kuzey Afrika) (10).



Kutaniz Leishmaniasis Dagihimi

‘. Endemik Bilgeler | WHDICTD, 1966

Resim 1 Kutanoz Leishmaniasis'in Dagilimi (Ogur’dan)

Son yillarda hastaligin cografik dagilimi ve prevalanst hakkinda daha net
bilgilere ulagilmistir. Leishmaniasisin artik eskisine gore daha biiyiikk bir saglik
sorunu oldugu goriilmektedir. Kutanéz Leishmaniasis Tunus, Sudan ve Moroko’da
binlerce kiside bulasici epidemilere yol agmistir. Tahmini olarak diinyada 88 iilkede
350 milyon insan risk tasimakta ve 20 milyon insan da kutan6z leishmaniasis ile
enfekte durumdadir. 72’si gelismekte olan iilke grubuna giren bu {ilkelerin ¢cogunlugu
tropical ve subtropikal kusakta bulunurlar. Bu iilkelerden WHO’ya bildirilen olgu
sayisina her yil 600 000 yeni olgu ilave olmaktadir (10, 11, 19, 20).

Visseral leishmaniasis Asya, Avrupa, Afrika ve Amerika’da goriiliir.
Tiirkiyede ozellikle Ege Bolgesi’nde rastlanmaktadir. Akdeniz Bolgesi’nde, Bati
Giliney Asya’da, Amerika’da ve Cin’de 1-3 yasindaki c¢ocuklarda goriiliirken;
Hindistan’da ve Bati Afrika’da geng eriskinlerde daha yaygindir (4). Kala-azar



olgularinin % 90’indan fazlasi, Hindistan, Banglades, Nepal, Sudan ve Brezilya’da
goriiliir (10). Visseral. Leishmaniasis, Dogu Hindistan, Banglades ve Sudan’daki
miilteciler arasinda biiyiik epidemiler meydana getirmistir. En biiyiik kentsel salgin

Dogu Brezilya’dan rapor edilmistir (21, 22).

Yeni Diinya KL’si, Kuzey ve Orta Amerika’da Meksika ve Teksas’da
goriilmektedir. L. braziliensis, L. amazonensis ve L. Pifano’nin,sebep oldugu muko-
kutandz leishmaniasis ise Brezilya, Peru, Bolivya, Paraguay, Ekvator, Kolombiya ve

Venezuella’da yaygindir (3, 5).

Kutanoz Leishmaniasis, Orta Dogu’da, Central ve Giiney Amerika’da ve
diger endemik bolgelerde ciftciler, gogmenler, askerler ve turistler agisindan onemli
bir problemdir (5). Ulkemizde ise cogunlukla L. tropicanm etken oldugu ve
antroponotik tipteki epidemilerle karakterize olan Kutan6z leishmaniasisin prevalansi
1950'i yillardan 6nce Gilineydogu Anadolu bolgesi basta olmak iizere biitiin yurtta
yiksek olarak bulunuyordu.. Sitmaya karsi sivrisinek miicadelesi i¢in uygulanan
DDT'nin flebotomlar1 da 6ldiirmesinden dolay1 Kutandz leishmaniasis insidanst bu
tarihten sonra dlismiistiir. Enfekte rezervuarlarin azalmis olmasi, vektor
yogunlugunun eski diizeyine ulasamamasi ve toplumun sosyo-ekonomik diizeyinin
yikselmis olmasi gibi nedenlerle hastalik Giineydogu Anadolu'da sinirlanmis ve
diger bolgelerde de sporadik bir goriintim almistir. Ancak vektor ve rezervuar kontrol
calismalarinin zaman iginde aksatilmasi veya kullanilan insektisitlere direng
gelismesi, tilkemizde 6zellikle antroponotik Kutandz leishmaniasisin yaygin olmasi
nedeni ile ana kaynak olan hastalarin tedavi edilmemesi, endemik bolgelerden non-
endemik bdlgelere ulasim ve seyahat imkanlarinin artmasi, hijyen ve alt yap1
kosullart kotii olan sagliksiz kentlesmelerin artmasi gibi pek c¢ok faktoér sonucu
hastaligin insidansinda son yilllarda tekrar bir artis olmustur. Ozellikle 1980’li
yillarin basinda Sanliurfa’daki epidemik patlamadan sonra daha Onceleri sporadik

olarak goriilen bolgelerde bile (6zellikle Cukurova bolgesinde) hastalik endemik bir



hal almistir. Ne yazik ki bildirim mekanizmalariin yeterince isletilememesi nedeni
ile (bildirimi zorunlu bir hastalik oldugu halde) gercek sayilar bilinmemektedir.
Saglhik Bakanlig1i verilerine gore hastalik son 10-12 yil igerisinde giderek artis
gostermekte ve Ozellikle Sanlurfa, Adana ve Hatay illerinden c¢ok sayida olgu

bildirilmektedir (11, 23, 24, 10).

Sanhurfa'da Sark Cibani Olgulari

Torkiye genelinds 1991-1999 arasinda toplam olgu sayisi 23 155
Ayni yillarda Sanhurfa ilinde olgu sayvisi 12,271 (%60°1)

. & 5 § ¢ 3 8

1991 182 1853 1984 189S 1986 1987 1SSE  ISSS 2000 2001

Grafik 1: 1991- 2001 Yillar1 Arasinda Sanhurfa’da Goriilen Sark ¢ibam
olgular:1 (Ozbel’den)

Sanhiurfa’da Sark Cibani Olgulari
(yas gruplarina gdre dagilim)

o-5 6-15 16-15 26-35 3A6-45 46+

Grafik 2: Sanhurfa’da Goriilen KL Olgularinin Yasa Gore Dagilimi
(Ozbel’den)
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Sicak ve kuru iklim adaptasyonlar1 nedeni ile Gilineydogu Anadolu
bolgemizde yerlesen flebotomlar % 45-50 nisbi nemde aktif hale gegebilmektedir.
GAP projesi sonunda ¢evrede meydana gelecek degisiklikler diger hastalik tasiyicisi

insektlerin yanisira flebotomlar1 da etkileyecektir (10).

Leishmaniasisin kontrolii 100 kadar hayvan rezervuarinin olmasi ve bir ¢ok
kum sineginin de vektér olmasi bakimindan zordur. 1982’de WHO Uzmanlar
Komitesi Leishmaniasisin gozetim ve kontrolii i¢in bir takim genel teknik kurallar
belirlemistir. Buna goére Leishmaniasis olgular1 birgok {ilkede rapor edilmeye
baslarken bu alanda yapilan caligmalar da UNDP/World Bank/WHO tarafindan
tropikal hastaliklar kapsaminda desteklenmistir (3).

VEKTOR VE REZERVUARLAR

Phlebotominae’ler Diptera dizisi, Nematocera dizi bdliimiiniin, Psychodidae
ailesindendir (25). Leishmanialarin vektorleri parazitin tliriine ve bolgesine gore
degismek tlizere eski diinyada belirli Phlebotomus tiirleri, yeni diinyada belirli

Lutzomyia tiirleridir (1, 4).

Kum sineklerinin smiflandirilmasi ve jenerasyonu iizerinde genel bir ittifak
olmamasia karsin genis Olciide kabul goren diisiinceye gore Yeni Diinya’da
Lutzomyia, Brumptomyia ve Warileya; Eski Diinya’da Phlebotomus, Sergentomyia
ve Chinius olmak iizere 6 tane jenerasyonu kabul edilmistir. Sadece Phlebotomus ve

Lutzomyia’nin tiirleri ve alt tiirleri Leishmaniasisin vektorii olarak kanitlanmistir (3).

Hastaligin vektorii olan flebotomlar halk arasinda tatarcik, yakarca, livez vs.
olarak bilinirler (11). Tatarciklarin vektor olabilmesi i¢in promastigotlarin geliserek
sinegin agzina kadar gelmesi ve antrofil olmasi gerekir (4). Parazitlerin hayatta

kalmalar1 kolaydir; vektoriin spesifikligi ve kapasitesi yaninda vektoriin barsagindaki

10
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parazitin konumu da 6nemlidir. Ornegin bazi leishmania enfeksiyonlar1 vektdriin
abdominal orta barsagiyla sinirli iken bazi leishmanialar da vektoriin abdominal orta
barsagiyla birlikte pylorisde de yerlesim gosterirler (3). Tatarciklardaki evrim siiresi,

leishmania tiiriine ve ¢evrenin sicakligina gore 14-18 giindiir (25).

Yurdumuzda tatarciklar Phlebotomus ve Sergentomyia cinslerinde
bulunmaktadir. Lutzomyia tatarciklari Amerika kitasinda yasamaktadirlar.
Tatarciklarin erigkinleri 2-5 mm boyunda viicutlar1 fazla tiiylii ve donuk sarimsi
renkte nematoser dipterlerdir. Erigkinlerin baglar1 viicutlar ile takriben 45 derecelik
bir ac1 yapar. Bas viicuda oranla kiiciik olup bal petegi goriiniimiindeki gozler genis
yer tutar. Antenler ince uzun tesbih gibidir. Tatarciklarin agiz boslugu, karin
plagindaki ve ayrica farinks plaklarindaki dislerin sekil ve siralarinin, cinslerin ve

tiirlerin taninmasinda énemi vardir (4, 25).

Tatarciklarin erkekleri hi¢ gida almazlar veya son aldiklari larva gidasi ile
yetinirler; halbuki disileri kan emerler. Tatarciklar kisa Omiirliidiirler, bunlarin
erkekleri 4 giin, disileri ise 12-30 giin kadar yasarlar. Cogunlukla disiler
yumurtalarmin gelismesi i¢cin kan emmeye ihtiya¢ duyarlar. Kan emme sirasinda
salivasyon tiretirler ve konakg¢iya verirler. Bu salivanin son zamanlarda peptit yapida
oldugu ve giiclii bir vazodilatator etkiye sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bundan
baska konakcida leishmanialarin gelisimini sagladigi da tesbit edilmistir (3, 4).

Tatarciklarin u¢ma giicleri azdir, kisa araliklara konarak ve sessiz olarak ugarlar (25).

Sicak ve nemli iklim kosullarinda iireyip ¢ogalabilirler. Giindiizleri karanlik
ve riizgarsiz yerlerde mesela kilerde, duvar yariklarinda, kuytu golgeliklerde,
kuliibelerde ve ahirlarda saklanan bu sinekler aktivasyonlarini 6zellikle sicak ve
durgun yaz gecelerinde gosterirler. Gece ile giindiiz sicakligi farklari ¢cok olan
yerlerde kemirgenlerin ve kuslarin toprak i¢indeki yuvalarinda saklanirlar. Aksamlari

alaca karanlikta saklandiklar1 yerlerden ¢ikarak beslenmek i¢in kan emecek hayvan

11
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ve insan ararlar. Bu kan emme iglemi sirasinda farinkslerindeki leishmanialari insan

veya hayvanlarin derileri icerisine inokiile ederek hastalig1 bulagtirirlar (4, 11).

Disi tatarciklar insandan bagka kopekler, kemirgenler gibi memelilerden, hatta
bazen kuslardan ve siirlingenlerden kan emerler. Phlebotomus papatasi insan ve
kemirgenlerden, Phlebotomus pernicious insan ve kopekten kan emer (4). Tiirkiye’de
flebotom tiir tesbiti ¢aligmalar1 1935°te Akalin tarafindan baslatilmis ve zamanimiza
kadar bir ¢ok bilimcinin katkilariyla Tirkiye flebotom faunasi belirlenmistir. Buna

gore lilkemizde 17 tiir flebotom vardir (25, 26).

Leishmaniasisin zoonoz ve antroponoz sekilleri vardir. Eski Diinya deri
leishmaniasisinde zoonoz olan sekle yar1 kurak bdlgelerde rastlanir, rezervuari et
yiyen gilindiizcli ve koloni halinde bulunan kemirgenlerdir. Etken L. major, vektor P.
papatasii gibi tatarciklardir. Eski Diinya deri leishmaniasisinin antroponoz olan
seklinde rezervuar insandir. Etken L. tropica, vektdr P. sergenti adi verilen
tatarciklardir. Yeni Diinya deri ve mukozal leishmaniasisi genellikle zoonotiktir.
Etken L. braziliensis ve L. mexicana alt tiirleri ve vektor orman tatarciklaridir. Bazi
leishmanisis formlarinda ise hyrax ve rhombomis denilen tarla farelerine benzer

kemirgenler kaynak olarak rol oynarlar (4, 11, 27).

Akdeniz Ulkeleri ve Tiirkiye’de sehirlerdeki deri leishmaniasisinin vektorii P.
sergenti’dir (4). Buna karsin Sanlurfa’da yapilan bir ¢calismada P. sergenti % 77.6, P.
papatasi, % 21.92 P. major, % 1.39 ve P. perfiliewi % 0.09 oraninda tespit edilmistir
(28). Akdeniz i¢ organ leishmaniasisinin temel ve siirekli vektorii olarak P.
perniciosus tesbit edilmistir. Tirkiye flebotom faunasi igerisinde % 9 olarak
bulunmasina ragmen ilkemizin biitiin bolgelerinde tesbit edilmis olmasi ve

antroponoz 6zelligi sebebiyle dnemli bir vektordiir (25).

12
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Disi Eriskin Phlebotomus (yakarca)

Resim 2- Leishmania’nin vektori

Promastigots condsim wam
Digl TATARGIK tarsakia codainaian \ /
1
A}

Sekil 1-Leishmania parazitinin hayat dongiisii (Ozbel’den)
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HAYAT EVRIMIi VE MORFOLOJISI

Leishmania parazitinin insan ve bagska memelilerin viicudunda kamg¢isiz (amastigot)
ve tatarcik viicudunda kamgili (promastigot) olmak lizere iki evrim sekli vardir.
Leishmania tiirleri dimorfik yasam siklusuna sahiptir. Sekstiel dongii heniiz identifiye

edilememistir (4, 5).

Leishmania'larin vektorii olan Phlebotomus veya Lutzomyia cinsi kum
sinekleri leishmaniasis’li omurgali konaktan kan emerken i¢inde parazit bulunan
makrofajlart da alirlar. Vektor tarafindan alinan amastigotlarin bir kismu sindirilirken
diger bir kismu sekil degistirmeden boliinerek ¢ogalir. Bu sekil bir iki defa orta
bagirsakta boliindiikten sonra boylar1 uzar, flagella olusur ve metasiklik promastigot
haline gelirler. Bundan sonra ikiye bdliinerek ¢ogalirlar ve sayilar arttikca 6ne dogru
gelirler. Enfekte kanin alinmasindan 3 - 7 giin sonra yutaga varirlar ve burada farinksi
tikayacak kadar cogalirlar. Enfektif promastigotlar vektor tarafindan yine kan
emerken yeni omurgali konagin kanina gegerler ve burada konagin ¢esitli savunma
mekanizmalarina kars1 koyarlar. Ozellikle komplemanin sitotoksik ve eritici etkisine
kars1 koymaktan da 6te bu etkileri kendi lehine kullanarak konagin makrofajlarina
girerler ve makrofaj i¢inde amastigot forma doniiserek ikiye boliinme ile ¢ogalir ve

makrofajlar patlatirlar. Kan yoluyla organizmaya yayilirlar ve yeni makrofajlar i¢ine

girerler (1, 4, 29).Sekil 1.

Insanlarda ve diger duyarli memelilerde leishmania amastigotlar1 2-4 pum
biiytlikliigiinde, yuvarlak veya oval formlardir. Wright ve Giemsa ile boyanan
preparasyonlarda soluk mavi goriinen sitoplazma iginde pembe veya koyu kirmiziya

boyanan ve oldukca biiyiik bir ¢ekirdek vardir (4, 5).
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Amastigot form

2
iy !

-

» v

Resim 3- Leishmania’nin Amastigot formu(Ozbel’den)

Promastigot form

Resim 4- Leishmania’nin Promastigot formu (Ozbel’den)

Resim-5 Leishmania’nin Promastigot formu (Edmiston’dan)



16

Vertebrasiz kum sineginin barsaginda ekstraseliiler olarak yasayan ve invitro
kiltiirlerde de gelistirilebilen promastigotlarin viicutlar1 armut veya ig seklinde olup
boyutlar1 degisebilir. Uzunlugu 10-15um, genisligi ise 1.5- 3.5 um ‘dir (5). 15-28 pm
uzunlugunda olan ve parazitin 6n ucundan ¢ikan bir serbest kamg¢is1 bulunmaktadir

(1, 30).

IMMUNOLOJi

S6z konusu lezyonlar iyilestiklerinde genellikle kisiyi dmiir boyu re-enfeksiyonlardan
koruyan kalic1 bir bagisiklik birakirlar (11). Bu olay Leishmania antijenlerine karsi

hiicresel asir1 duyarlilik olarak bilinmektedir (1).

Insanlarda deri leishmaniasisine karsi dogal bir diren¢ yoktur. Bununla
beraber hastaliklarin endemik olduklar1 bolgelerde sark ¢ibani ¢ikarmayan insanlara
rastlanir. Yagin ve eseyin etkisi yoktur (31). Hastalik genellikle ¢ocuklarda goriiliir.
Bunun sebebi bu hastaliklarin 6miir boyu bagisiklik vermesi dolayisiyla erigkinlerin
bagisikliginin bu hastaliklarin bunlarda goriilmesini Onlemesidir (4). Bagisiklik
hastalik belirdikten 3-4 ay sonra baslar ve iyilestikten sonra biitlin dmiir boyunca
siirer. Bagisiklik tiire 6zgiidiir, bundan dolay1 L.donovani infeksiyonu L.tropica

infeksiyonuna karsi bagisiklik vermez (32).

Bagisiklikta 6nemli rolii olan T hiicrelerinin etkisi :

1-Lenfokinlerde makrofajlarin aktiflesmesi

2-Parazitli konak hiicresinin sitotoksik T lenfositler tarafindan eritilmesi

3-T hiicrelerinin hedef makrofaj hiicreleriyle temasi sonucu bunlarin aktiflesmesi

seklinde olmaktadir (4).
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Parazitin antijenik yapisi1 lizerinde yapilan c¢aligmalarda genellikle somatik
yapida oldugu ve 30 kadar somatik antijeninin bulundugu saptanmistir (33).

Giiniimiizde leishmaniasise karsi1 asilama ¢alismalar1 devam etmektedir (34, 35).

KUTANOZ LEISHMANIASIS’IN KLINIGi

Kutandz leishmaniasisin inkubasyon peryodu iki haftadan birka¢ aya kadar degisir ve
bir vakada ii¢ yila kadar uzadigi bildirilmistir (36). Hastaligin klinik belirtileri;
parazitin invazyonu, tropizmi ve patojenitesiyle birlikte konak¢inin immun cevabi
gibi kompleks olaylara bagl olarak degisir (5).

.Meydana gelen deri lezyonlari iki sekilde goriiliir:

A- Lokalize form: akut, kronik ve rezidiv olmak iizere 3 formda goriiliir.

1-Akut Form: Enfeksiyon bolgesi genellikle sinegin 1sirdig1 yerle sinirlidir. Burada
2-3 mm ¢apinda bir papiil gelisir. Birkac¢ hafta sonra papiil biiyliyerek nodiiler bir
goriiniim alir. Bu nodiil sert olup alttaki yapilara sikica yapisiktir. Kisa bir zamanda
nodiiliin ortasinda bir iilser geligir. Ulserin iizerinde, altina dogru follikiiler ¢ikintilar
gosteren sert bir kurut gelisir buna Hulusi Behget Civi Belirtisi denir. Sark ¢ibaninin
tanisinda son derece karakteristiktir. Eger temiz bakilirsa en c¢ok bir yilda
kendiliginden 1iyilesir. Ancak izi kalir. Akut formda lezyonlar, tek sayida olmakla
birlikte ender olarak birden ¢ok sayida olabilir. Lezyonlar agrisizdir. Genelde
sekonder enfeksiyonlar tabloya eklendigi i¢in hem klinik daha agir olmakta hem de
daha geg iyilesmektedir. Iyilesmeden sonra konak parazite kars1 dmiir boyu bagisiklik
kazanmaktadir. Bu nedenle endemik bolgede halk kendi arasinda goriinmeyen bir
yerinde bu enfeksiyonu bulastirmakta ve bagisiklik kazandirmaktadir. Histopatolojik
olarak, epidermal hiperkeratoz, parakeratoz ile dermiste histiosit ve monokiiler
hiicrelerden olusan infiltrat ve intraselliiler paraziter cisimlerin varlig tipiktir (11, 10,

3,4, 12).
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L.tropica’nin olusturdugu lezyonlar daha c¢ok yilizde gorilir, kuru tip
leishmaniasis de denir. Kuru iilser yaklagik bir yilda veya daha uzun zamanda
spontan olarak iyilesir (3, 10). L. major’un olusturdugu lezyonlar ise daha ¢ok
ekstremitelerde goriiliir, bu tipe yas tip de denir. Lenfanjit sik rastlanan bir
komplikasyondur. Daha genis ve enflamatuar gdriinlimlii olan lezyonlar daha hizli bir
progresyon gosterip kisa siirede (siklikla 2-8 ayda) yerinde daha ¢irkin bir iz
birakarak iyilesirler. Leishmania major enfeksiyonlar1 L. tropica’ya gore daha agir

seyreder fakat kisa stirede (6-7 ay) iyilesir (1).

2- Kronik Form :Yashlarda goriiliir. Ulserlesmeyen eritamatdz plaklarla

karakterizedir(10).

3- Residiv Form :Daha 6nceki lezyonlarin skatrislerinde papiiller veya tiiberkiiller
belirir. Buna lupoid veya tiiberkiiloid form da denir. Uzun yillar sonrasinda olusur.
Tedaviye c¢ok az yanmit verir. Lezyonlar genellikle yiizdedir ve periferal olarak
ilerleyen bir skarla karakterizedir. Lezyonda amastigotlarin azlig1 sebebiyle tanida
lupus vulgaris’le karisabilir. Kronik bir seyir gdsterip bazi vakalarda 20-30 yila kadar
uzadig bildirilmistir (10, 5, 4, 3).

B- Generalize form: Diffiiz kutanoz leishmaniasis ve leishmanid olmak tzere 2

formda goriiliir.

1- Diffuz Kutanéz Leishmaniasis: Eski Diinya KL’si L. aethiopica tarafindan
meydana getirilir. Siddetli sekilde ve genis sahalarda kalinlasmis deri plaklari,
papiiller ve multiple nodiillerle karakterizedir. Lezyonlar genellikle yiizde ve kol ve
bacaklarin dis yiizeylerinde daha siktir. Lepramat6z lepra ile karisabilir. Yeni Diinya
KL’si L. mexicana tiri ve alt tiirleri ile iliskilidir. Papiiller yavas yavas geliserek
infiltre plaklara ve multiple nodiillere doniisiirler. Olusturdugu lezyona Chiclero’s

tilseri denir. Olgularin % 40’1 kulaktadir. Kulaktaki enfeksiyonlar disinda birkag ay
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icinde kendiliginden iyilesebilir. Deri lezyonlar iilsere, vegetatif, verriikkdz veya
nodiiler karakterdedir. En sik goriilen iilsere sekildir (3, 12, 4, 11). Diffuz KL’ de
lezyonda parazit ¢ok bol olup Montenegro antijenine spesifik anerji hali

saptanmaktadir (3, 12).

2- Leishmanid’ler: Bunlar iclerinde parazitin bulundugu sifiloid veya bulunmadigi
tiiberkiiloid tipte papiillerdir ve leishmanialarin kan yolu ile yayilmalar: ile meydana

gelirler. Bazen tiim viicuda yayilabilirler (12).

MUKO-KUTANOZ LEiISHMANIASIS’IN KLINiGi

Uta, Espundia ad1 verilen deri hastaliginin etkeni L. braziliensis, L. amazonensis ve L.
Pifanoi’dir. Lezyon genelde agizda veya burun mukozasindadir. Lezyon sayis1 ¢oktur
ve genistir. 3-12 cm’lik biiyiikliik arzeden bu lezyonlarin infiltrasyon sebebiyle
siirlarinin kalkik olmasi ¢ok karakteristiktir. Bunun yaninda mukozalarin lize olmasi
da hastaligin esasli bir komplikasyonu olup sark ¢ibanindan ayrirt edilir. Hastaligin
kikirdak dokusuna ge¢me egilimi oldugundan nazofarinksi enfekte ederek deve burnu
denilen goriintiiyli olusturur. Vakalarin % 2- 5’inin bu forma doniistiigii bildirilmistir.
Nazal septum eriyebilir, bu durumda nazal ¢okiintii olusur (sivri burun). Yumusak

damakta perforasyon olusur (3, 12, 37, 38).

VISSERAL LEiSHMANIASIS’IN KLINIiGi

Lenforetikiiler sistemin (RES) bir infeksiyonu olup ates, kilo kaybi, istahsizlik,
splenomegali ve pansitopeni ile karakterizedir. ilk belirti, tatarcigin sokma yerindeki
krut birakan nodiildiir. Cogu olguda baska belirti yoktur. Onceleri 38, 5C nadiren
gecen ve giinde iki kez zirve yapan ama giderek siireklilik kazanan bir ates vardir.
Bazi olgularda {istime, titreme ile ates yiikselmesi ve terleme periyodlar: ile malarya

benzeri bir baslangic periyodu gelisebilir. Immiin defektiflerde ise manifest
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infeksiyon gelisir. Karaciger ve lenf bezlerinde biiylime goriiliir (10, 4, 5). Organ
transplantasyonu yapilanlarda ve immun yetersizligi olanlarda (6rnegin HIV virusu
ile enfekte olanlarda) hastalik daha agir seyreder. Dalak ¢ok biiylik, yumusak ve
agrisizdir, masif olabilen splenomegali, hepatomegali, anemi, lokopeni,

hipergammaglobulinemi ve kilo kayb1 ¢cogunlukla olmaktadir (39, 40, 41).

Hastalarin cildinde, persistant irritasyon ve cilt tutulumu sonucunda
pigmentasyon artig1 goriiliir (post-Kala-Azar dermal Leishmaniasis). Hastanin saglari
kuru ince cansiz kolay kirilir, derisi toprak rengi goriiniimdedir. Karin sis kollar
cansiz ve ince goriinlimdedir. Cilt lezyonlar1 yayilma riskini arttirir. En sik 6lim
nedenleri; koma, kanama diyatezi (epistaxis), bronsit, pndmoni, sepsis, menenjit gibi
sekonder infeksiyonlardir. lyilestikten sonra immiinite kalic1 dzelliktedir (10, 4, 5, 3,

2).

Korfez savasi sirasinda, kala-azar olan Amerikan askerlerinden ve Fas’ta kala-
azarli kopeklerin kemik iliginden izole edilen etkenlerin molekiiler yontemlerle
L.tropica oldugunun belirlenmis olmasi ile bazi kutandz etkenlerin viskerotropik

oldugu gosterilmistir (42, 43).
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Sark Cibani - Residlve o

Resim 6 Sark Cibani Olgulari

Leishmaniasis'de Klinik $Sekiller

Visseral (VL) Deri (CL)
L_infantum
L donowvani L tropica
L.chagasi L_aethiopica
Mukokiitandz{MCL)

L b braziliensis

I _major

Resim 7 Leishmaniasis’in Klinik Formlari

TANI

Hastanin yasadig1r cografik bolge hastaligin akla getirilmesi bakimindan tanida

onemli bir ipucu olabilir. Cilinkii hastalik belli bolgelerde endemik olarak
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bulunmaktadir. Ozellikle Cukurova ve Giineydogu Anadolu bélgelerindeki koy,
kasaba ve hatta biiylik sehir merkezi gibi herhangi bir yerlesim biriminden gelen ve
Ozellikle viicudun agik bolgelerine yerlesmis, uzun siiredir iyilesmeyen, eritemli
papiil, nodiil veya iilser seklinde deri lezyonu olan tiim olgularda mutlaka KL akla

getirilmelidir.

Ancak hastaligin bu 6zellikleri taniya yaklasimi kolaylastirmasi bakimindan
bir yandan 6nemli bir avantaj saglarken bir yandan da bu hastalig1 taklit edebilen
(6zellikle benzer bicimde uzun anamnezleri olan deri kanserleri ve deri tiiberkiilozu

gibi) bagka deri hastaliklarina da yanlislikla KL tanis1 koyma riskini beraberinde tasir.

Klinik olarak KL lezyonlar1 fronkiil, karbonkiil, ektima gibi bakteriyel deri
enfeksiyonlar1 ile sikga karistirilmaktadir. Bu enfeksiyonlarda lezyon siirelerinin
KL’nin aksine kisa olmasi (en fazla 1-2 hafta, siklikla birka¢ giin), yine KL’ nin
aksine agrili ve sicak olmalar1 (KL lezyonlar1 iizerlerine sekonder bir enfeksiyon
eklenmedigi siirece agrisizdirlar) dnemli ayirt edici Ozelliklerdir. Genellikle KL’e
benzer bi¢imde uzun siireli anamnezleri olmasi nedeni ile deri maligniteleri de
(6zellikle bazal hiicreli ve skuamoz hiicreli karsinomalar) ayirict tanida mutlaka akla
getirilmelidirler. Ozellikle yaslh hastalarda, giinese maruz deri bolgelerinde yerlesmis,
kenarlar1 daha sert (endiire) ve bazen lenfadenopatilerin eslik ettigi lezyonlardan, eger
leishmania smear’i negatif ise, mutlaka biyopsi alinmalidir. Lezyon siireleri iki yil
asmis KL olgulariin (kronik KL) ve skarla iyilesip birkag yil igerisinde skar dokusu
etrafinda taze lezyonlarla niiksetmesi ile karakterize rezidivan leishmaniasis
olgularinin ayirici tanilarinda ise yine malignitelerin yani sira 6zellikle son yillarda
tekrar artis gosteren deri tiiberkiilozlar1 da akla getirilmelidir. Bu nedenle klinik
olarak konmus bir KL tanis1 mutlaka bir laboratuar yontemi ile dogrulanarak

kesinlestirilmelidir (11, 3).
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Direkt bakida amastigotlarin goriilmesi veya yapilan kiiltiirlerde parazitin
iiretilmesi ile hastaya tan1 konulmaktadir. Kiiltiirde 2-3 haftada, hayvan deneyinde ise
haftalar sonra parazit varligi tespit edilebilmektedir (44, 45, 46). Kiitanoz
leishmaniasis’in tanisinda son zamanlarda cesitli serolojik ve molekiiler testler
kullanilmaktadir. Serumdaki anti- leishmanial antikorlar serolojik olarak ELISA,
immunfloresan assay ve direkt aglutinasyon testi gibi yontemlerle belirlenebilir fakat
bu antikorlar genellikle diisiik titrede olustugu i¢in serolojik tani1 degerli degildir (5).
Identifikasyon amagli; gen iiriinii olan enzim (zimodem) ve antijenlerden (serodem)
yararlanilarak yapilan fenotipik molekiiler yontemler yaninda DNA’ya dayali
genotipik molekiiler teknikler (Sizodem, RFLP, PCR ve RAPD-PCR gibi) de
uygulanmaktadir. Ancak genotipik molekiiler teknikler, digerlerine oranla daha
giivenli ve sensitiftir. Konvansiyonel testlerin yaninda bu ¢esit testlerin kullanilmasi
bir yandan taninin giivenirligini artirirken, diger yandan tani siiresini kisaltabilmekte,

ayrica tedaviyi takip etmeyi de kolaylagtirmaktadir. (11, 3, 18).

Direkt Mikroskopi

Kiitandz leishmaniosis siiphesi olan hastalarda drnek yaradan elde edilir. Ince
igne aspirasyonu ile yaradan sivi veya lokal anesteziyle lezyonun saglam kenarindan
biopsi ile parca alinabilir. Alinan 6rnegin yaris1 direkt baki i¢in 6teki yaris1 ise kiiltiir
icin kullanilir. Direkt baki i¢in hazirlanan lam metanolle tesbit edilip, giemza ile

boyanir ve X100 objektif kullanilarak lamda amastigotlar aranir.
Kiiltir
Kiiltiir icin NNN besiyerine ekim yapilir. Kiiltiirler 26 derecede etiive

birakilarak, haftada 2 kez iireme yoniinden kontrolleri yapilir, iiglincii hafta sonunda

kiltiirler tireme yoksa etiivden ¢ikarilir.
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PCR

Giinlimiizde leishmania tiirlerinin tanimlanmasinda polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR) siklikla bagvurulan bir yontemdir.

PCR teknigi Kary Mullis tarafindan 1985 te bulunmus ve 1993 yilinda bu
calisma ile Nobel o6diilii kazanmistir. PCR, herhangi bir organizmaya ait genomik
DNA’ daki 6zgiil bolgelerin ¢cogaltilmasini (amplifikasyonunu ) saglayan basit ama ¢ok
basarili bir invitro DNA sentezi yontemidir. PCR; DNA molekiiliiniin milyonlarca hatta

milyarlarca kopyasini kisa zamanda yapan bir tekniktir (47, 48).

PCR uygulamalart i¢in ilgili gen bdlgesine ait baz dizisinin bilinmesi gereklidir.
Metod basitge tiipte niikleik asitlerin uygun kosullarda ¢ogaltilmasi esasina dayanir. Bu
yontem hiicre i¢inde gerceklesen dogal replikasyonun bir tiip i¢inde taklit edilmesidir.
PCR ile DNA nin ¢ogaltilabilmesi icin tepkime karisiminda; ¢ogaltilacak olan kalip
DNA, bu DNA da ¢ogaltilmas1 planlanan bdlgedeki DNA dizisini 6zgiil olarak taniyip
baglanacak olan primerler, enzim olarak Taq polimeraz, sentezde kullanilacak
deoksiniikleotid trifosfatlar, polimerazin caligmasi i¢in tampon gorevi yapacak
maddeler bulunmalidir. Bu yontemle RNA cogaltilmak istenirse bunun Once reverse
transriptase kullanilarak DNA kopyas1 ¢ikarilir ve PCR ile bu DNA molekiilii gogaltilir
(48, 49, 50).

Islem 3 asamadan olusmaktadir.
1-Ekstraksiyon
Muayene maddesinde hedef DNA ‘nin elde edilmesine yonelik kaynatma,

organik ¢oziicililer ile ayrim ve etanol ile ¢oktlirme vb. bir seri islemleri igermektedir

(50).
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2-Amplifikasyon:

PCR ii¢ degisik sicaklikta ¢alisan basamaklarin bir dongii halinde tekrarlanmasi
ile gerceklesir. Bu islem i¢in amaca yonelik olarak hazirlanmis otomatize sistemlerden

( Thermal Cycler ) yararlanilir.

[Ik basamak denatiirasyondur. 94 °C ye kadar 1sitilan DNA nin iki zinciri

birbirinden ayrilir.

Ikinci basamak; Primerlerin DNA’ daki hedef bolgelerle 6zgiil
hibridizasyonuna olanak verecek sicaklikta birlesmedir (annealing reaksiyonu ).
Primerlerin ayrilmig DNA zincirleri {lizerinde komplementer olduklar1 bolgelere
eslesip kalip DNA zinciri ile primer arasinda hidrojen baglarinin olugmasinin
saglanacag bir sicaklik derecesi vardir. Tm ( erime noktasi ) adini alan bu sicaklik
derecesi primer dizisinin baz igerigine gore degisir. Primerdeki G ve C sayis1 artikga
Tm derecesi de artar. Tm =4 ( G+ C )+ 2 ( A+ T ) Annealing sicaklig1 genellikle
Tm degerinin 5 °C asagisi alinarak belirlenir. Sicakhigin diisiiriilmesi ile primerler
cogaltilacak bolgenin uglarinda yer alan kendilerine 6zgiil dizileri taniyarak hidrojen
baglar1 ile baglanirlar. Primerlerin 6zgiil olarak baglanmasi i¢in kullanilan sicaklik

genellikle 50 °C ile 70 °C arasinda degismektedir.

Uciincii basamak polimerizasyon veya sentez (Extension) asamasidir,
Karisim, DNA polimerazin ¢alistigi optimum sicaklik olan 72 °C' ye getirildiginde,
primerlere baglanmis olan enzim molekiilleri 3' ucuna kalip DNA' ya uygun

niikleotidleri ekleyerek DNA sentezi yaparlar.
Bu ii¢ basamak bir dongiiyii olusturur, her tekrarlanisinda iki primer arasinda

kalan 6zgiill DNA parcasinin her iki zincirinin birer kopyasi ¢ikarilmis olur ve n

dongiide 2 " sayida amplifikasyon tiriinii elde edilmis olur (47, 50, 51, 52, 53, 54).
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3-Tesbit:

Cogaltilan DNA parcalarinin gosterilmesi i¢in en yaygin olarak kullanilan
yontem, agaroz veya poliakrilamid jel elektroforezidir. Elektroforez ile boylarina
gore ayrigtirilan DNA zincirleri etidyum bromiir ile boyanarak ultraviyole 15181
altinda floresans vererek gorlinlir hale getirilir. Elektroforez de PCR firiinlerinin
biiylikliigii daha 6nceden bilinen DNA molekiilleri ile karsilastirilarak belirlenir.
Reaksiyonun 6zgiilliigli ¢cok iyi tanimlanmis primer oligoniikleotidlerin se¢ilmesiyle

saglanir(49, 55).

PCR; DNA’ nin dizi analizi ve DNA haritalamasinda, enfeksiyon hastaliklar
ve genetik hastaliklarin teshisinde (orak hiicre anemisi, kistik fibrozis, fragile X
sendromu, v.b.), DNA parmak analizinde, insan evrimi arastirmalarinda, insan
Genom Projesi’ ndeki arastirmalarda, allellik dizi varyasyonlarinin gosterilebilmesi
ile doku transplantasyonu ic¢in doku tipinin belirlenmesinde, adli tip 6rneklerinin
genetik tiplendirilmesi (analik babalik tayini), tarimda (tohum safliginin
belirlenmesi), sistematik ve evoliisyon calismalarinda (dogadaki cesitli canli
tiirlerinin tanisi, tiirler arasindaki polimorfizmin belirlenmesinde), ve hatta Misir’

daki mumyalardan DNA klonlamasi gibi ¢cok degisik alanlarda kullanilmaktadir (47).

Real- Time PCR

PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongtileri saglamak icin kullanilan cihazlarin
(thermocycler) hassas Ol¢iim aletleriyle birlestirilmesi, real-time PCR olarak
adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine neden olmustur. Bu gelisim sayesinde
artik gen kopya tirlinlerinin diizeylerini sayisal degerlere doniistiirerek 6lgmek, devam

eden PCR reaksiyonunu ekranda izleyerek ‘Real Time’ (eszamanli) olarak
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reaksiyonun gidisini O6lgmek miimkiindiir. Real-time PCR, geleneksel PCR’in
uygulama alanlarini arttirirken PCR’1a iliskili pek ¢ok laboratuvar sorununa da ¢éziim
getirmistir. Bu yontem sayesinde DNA ve RNA ornekleri kalitatif ve kantitatif olarak
kisa silirede analiz edilebilmekte, ¢cok sayida ornek son derece az kontaminasyon
riskiyle giivenle calisilabilmektedir (56, 57). Bir¢ok adlandirmayla anilan bu
teknolojiye floresan okuma yapmasi nedeniyle yabanci yayinlarda Floresan Kantitatif
RT-PCR, Kantitatif-kinetik PCR gibi ¢esitli adlar altinda rastlamak miimkiindiir.
Real-Time PCR sistemi, floresan boyalar ya da problar kullanilarak PCR iiriiniiniin
reaksiyon sirasinda goriintiilenmesine olanak verir. Uriiniin ¢ogalinu floresan sinyalin
artisina neden oldugundan, her donglide artan DNA miktar1 reaksiyon siiresince

hassas olarak olc¢tliir (55, 49,58).

Real-Time PCR’da, konvansiyonel PCR’dan farkli olarak, {iriinlerin analizi
dongiiler sirasinda yapilmaktadir (56, 59). Bu yiizden, agaroz jel elektroforezi, DNA
bantlariin mor 6tesi 151k altinda goriintiilenmesi gibi islemlerin uygulanmasina gerek
kalmamaktadir. Boylece sonuglar aninda alinmakta, kontaminasyon riski azalarak
tiim islemler sicaklik dongiileri baslayinca otomatik olarak devam etmektedir (56, 57,

49, 60).

Real Time-PCR’da kullanilan prob sistemleri ve boyalar

A. Ozgiil Floresan Isaretli Problar
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) Tagman,
Molecular Beacons, Scorpion Primerleri, Hibridizasyon Problari
B. Ozgiil Olmayan Floresan Isaretli Problar
Syber Green I, Etidyum Bromid
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Real time PCR metotlari

Interkalatdr boya metodu
Hidroliz prob metodu

Hibridizasyon prob metodu

Interkalator boya metodunda SYBR green kullanilir. DNA nin ayrilmasi sirasinda
baglanmamig SYBR green diisiik miktarda floresans verirler. Baglanma derecesinde
molekiiller olusan ¢ift zincirli primer-hedef DNA ya baglanmaya baslarlar.
Polimerizasyon basamaginda daha fazla molekiil sentezlenen DNA ya baglanir ve

olusan floresans real-time monitorize edilebilir (58, 57, 49, 59).

Hidroliz prob metodunda TaqMan problar kullanilir. Bu problar DNA polimeraz
enziminin 5’ niikleaz aktivitesini hidroliz i¢in kullanilir. DNA polimerazin 5’ niikleaz
aktivitesi ¢ift zincire spesifiktir. PCR sirasinda prob hedef DNA dizisiyle hibridize
olur. Prob ekstansiyon sirasinda polimeraz enzimi ile uzaklastirilir. Reporter
Quencher ‘den polimeraz enzimin 5° 3’ niikleaz etkisi ile ayrilir. Serbest kalan

reporter floresan 1s1k yayar (58, 49, 59).

Hibridizasyon prob metodunda [FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)]
Donor fluorofor uygun dalgaboyu ile eksite edilir. Dondr enerjisi akseptor fluorofora
aktarilir. Akseptor fluorofor daha uzun dalga boyunda emisyon yapar. Denatiirasyon
basamaginda hibridizasyon problar1 soliisyon igerisinde ayri1 ayr1 durmaktadirlar.
Annealing basamaginda, problar hedef DNA dizisine yan yana baglanir. Birinci
boyanin emisyon enerjisi ikinci boyay1 eksite eder. Eksite olan ikinci boyada emisyon
enerjisi yayar. Ekstansiyon basamaginda her iki prob tekrar hedef DNA dizisinden

ayrilmaya baslar. Polimerizasyon bitiminde problar serbest hale donerler (59, 58, 49).
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DNA Extraction EEEE

q

Real Time
Detection
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Sekil 2 Real-time PCR (Davidson NC’den)

Real-time PCR sirasindaki amplifikasyon evreleri
Baglangic fazi
Logaritmik faz

Plato fazi

Baslangic Fazi: Uriin olusmakta ancak floresans, background seviyesinin altinda

kalmaktadir.
Logaritmik Faz: Uriiniin eksponansiyel birikimiyle floresans background
seviyesinin lizerine ¢ikmaktadir. Floresans amplifiye olan iirlin miktariyla direkt

orantili olarak yiikselmektedir.

Plato Fazi: DNA veya floresans miktarinda reaksiyon bilesenlerinin (primer, taq

polimeraz vs.) tiikenmesinden dolay1 anlamli artis yoktur (49, 58).
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Real Time PCR genel kullanim alanlar

Gen ekspresyonunun kantitasyonu (61), DNA hasar1 (mikrosatellit instabilitesi)
tespiti (62), Metilasyon tespiti, 6. KIT sonras1 kimerizmin izlenmesi (63); KiT sonrasi
MRD izlenmesi (63, 64, 65) Anne kanindan izole edilen tek hiicrede prenatal

tan1(66), Hemoglobinopatilerin prenatal tanisi

Real Time PCR’1n infeksiyon hastaliklarinda kullanim alanlari

Klinik uygulamalar1 giderek artan real-time PCR sistemleri, infeksiyon hastaliklarinin
tanisinda ve nokta mutasyonlariin belirlenmesinde sagladig: iistiinliikler nedeniyle

tercih edilmektedir (56).

Streptococcus pneumoniae’nin penisillin  duyarliliginin tesbitinde (67),
patojenlerin tespitinde (68), Viral kantitasyonda (69, 70), CMV (67, 71, 69),
Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonlarinin tanisinda (72), Bagisik sistemi
baskilanmis hastalarda mantar infeksiyonlarinin tam1 ve takibinde (73). Genotipleme -
melting-curve analizi gibi olgularda basariyla kullanilmaktadir. Hematolojik
maligniteli olup nakil yapilan hastalarda fungal infeksiyonlarin tan1 ve izlenmesinde
PCR ve real-time PCR (lightcycler) kullanilmis ve real-time PCR'nin diger kantitatif
PCR yontemlerine gore daha duyarli ve 6zgiil oldugu ve diger sistemlerden hizli

oldugu gosterilmistir (74).

MATERYAL VE METOD

Hasta Ozellikleri: Bu calisma Sanlwrfa iline bagli Harrankap: Saglik Ocagi ve
Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na basvuran 28 erkek

(% 56), 22 bayan (% 44) olmak iizere toplam 50 hasta iizerinde yapildi. Calismada
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ilsere lezyonlu hastalar % 15, nodiiler lezyonlu hastalar % 85 olarak tespit edildi.
Yas ortalamasi 16+ arasinda olan bu hastalarin bir tane lezyonu olanlarin % 40.6,

birden fazla lezyonu olanlarin ise % 59.4 oldugu tespit edildi.

Direkt Mikroskobi: Klinik olarak kutandz leishmaniasis tanist konulan hastalarin
deri lezyonunun saglam dokuya yakin kismi % 70'lik alkolle silinip, bu bolge iki
parmakla sikigtirilarak lansetle delindi. Gelen kansiz ser6z sivi lama nazikge yayildi,
lam oda 1s1sinda kuruduktan sonra iizerine metanol ilave edilerek tesbit islemi yapildi.
Hazir Giemsa boyasi sollisyonun her bir mililitresi i¢in 9 mililitre distile su konularak
sulandirma yapilarak hazirlanan Giemsa boyast lamin {izerinde 20 dk kadar
bekletildikten sonra yikandi. Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda (100X
objektif) incelendi.

Hazirlanan preparatlarda, yuvarlak veya oval sekilli, bir kosede koyu mor renkli
niikleosu ve bunun hemen yaninda kinetoplasti bulunan, sitoplazmasi soluk mavi
renkte yapilar seklinde goriilen amastigot bulunduran lamlar pozitif olarak kabul

edildi.

Kiiltiir: Parazit kiiltiirii muayenesi i¢in 6rnek alinirken yara yeri % 70'lik etil-
alkol ile silindikten sonra 10 IU'ye kadar steril serum fizyolojik ¢ekilen insiilin
enjektorii ile tesbit edilen noktadan yara igine girildi ve yara ici birka¢ defa bu
soliisyonla yikandi. Sonra yara i¢indeki tiim sivi enjektdre ¢ekildi ve alinan bu sivinin
yarist PCR i¢in ayrild1 diger yarisi ise vida kapakli tiiplerde hazirladigimiz NNN
(Novy, McNeal ve Nicolle) besiyeri i¢ine birakildi. NNN besiyerini hazirlamak icin
1.5 gr NaCl ve 3.5 gr agar 225 ml distile su igerisinde benmaride eritilip, otoklavda
121°C'de 20 dakika sterilize edildi ve 50°C'ye sogutulduktan sonra iizerine 60 ml
defibrine tavsan kami ilave edildi. Bu karisimdan 3'er ml steril vida kapakli cam

tiiplere konularak NNN besiyeri hazirlandi. Bakteriyel kontaminasyonu engellemek
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amaciyla besiyerine penisilin (200 IU/ml) ve streptomisin (2 pgr/ml) ilave edildi.
Hazirlanan NNN besiyerleri kondansasyon sivisinin birikmesi amaciyla derin
dondurucuya birakildi. Ekim yapilmadan 6nce besiyerleri oda 1sma getirildi. Ekim
sonrasi 26° C ye birakilan besiyerleri haftada iki kez iireme y6niinden kontrol edildi
ve 3 hafta sonunda {ireme olmayanlar ¢ikarildi. Mikroskobik muayenede bir ucu sivri
oteki ucu daha kiit olan, bazen armuda benzeyen ve on ucunda kamegili sekilde

goriilen promastigotlarin kiiltiirleri pozitif olarak kabul edildi.

PCR: Real- time PCR c¢alismasi i¢in Bio Rad Instruments’in “i-cycler” cihazi
kullanild1 (USA.). DNA ekstraksiyonu icin Qiagen’in DNA ekstraksiyon Kkiti
kullanildi (Qiamp® DNA Mini Kit 50 Hilden, Germany). Leishmania DNA’sinin
kantitasyonu icin fontek firmasi tarafindan iiretilen Leishmania kantitasyon Kkiti
kullanild1 (Fluorion Leishmania Kantitasyon Kiti Istanbul, Tiirkiye). Bu kit ile
Leishmania DNA miktar1 hassas bicimde oOlgiildii. Testin lineer araligi 1.2x10°

kopya/ul - 1.2x10° kopya/ul idi.

Leishmania genomunun kinetoplast DNA’s1 lizerinde 188 baz ¢ifti
uzunlugundaki korunmus bdlge, real-time PCR cihazinda c¢ogaltildi. PCR f{iriin,
floresan bir boya olan SYBR-green araciligiyla reaksiyon sirasinda goriintiilendi.
Cogalan DNA’nin hedef bolge oldugu, erime egrisi analizi yoluyla kesinlestirildi ve
PCR reaksiyonu kontrol edilerek yanlis pozitif sonuglarin verilmesi onlendi. Her
ornek icin amplifikasyonun ilk goriildigii dongi, “dongii esik degeri” (cycle
threshold) olarak belirlendi. Erime egrisi analizi ile spesifik iirlin primer dimerlerden

ayrildi.
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istatistiksel Analiz: Veriler SPSS® 10.0 Windows programu ile analiz edildi.
Verilerin analizi igin istatistiksel parametrik metot kullanildi. Gruplar arasindaki
karsilastirmalar i¢in bagimsiz gruplar arasinda yapilan #-testi ve ki- kare testi

kullanildi. P degeri 0.05 yada daha az oldugunda 6nemli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismaya alman 50 hastanin 29’unun (% 58) yaralarinin ¢apinin 1- 3 cm arasinda

oldugu, 21’inin (% 42) ise 3 cm ¢apin iistiinde oldugu gdézlenmistir.
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Klinige gore direkt mikroskobi, kiiltlir ve real- time PCR metodlarin tanisal
verimlilik nitelikleri incelendiginde sensitivite oranlar1 sirastyla % 40, % 50 ve % 92
olarak bulundu.

Direkt mikroskobi ile negatif sonu¢ bulunan 30 hastanin 26’s1 real- time PCR

ile pozitif bulunurken kiiltiir ile negatif bulunan 25 hastanin 21°i real- time PCR ile

pozitif bulunmustur.

D. mikroskopi Kiiltiir PCR

Pozitif |Negatif |Pozitif |Negatif |Pozitif Negatif
Say1 20 30 25 25 46 4
Yiizde 40 60 50 50 92 8

Tablo 2 Direkt Mikroskopi, Kiiltiir,ve PCR Sonuclari

Antimon tedavisi alan hastalarin almis oldugu tedavi sayilari ile parazit DNA
miktarlar1 arasinda bir iliski olup olmadig: ki-kare testi ile arastirildi ve istatistiksel
olarak p< 0.05 oraninda anlamlilik bulundu. DNA miktar1 1000 copy/ ml’nin
tizerinde olan hastalarin % 50’sinin 3’ten fazla tedavi aldig1 halde, yaralarinda hala

yliksek sayida parazit bulundugu.tespit edildi.
Direkt mikroskobi pozitifligi ile real-time PCR’in pozitifligi arasindaki

iliskinin anlamli oldugu ki-kare testi ile tespit edilmistir (p< 0.05). Sonuglar asagida

verilen tablodadir.

34



35

PCR Pozitif PCR Negatif | Toplam
Direkt Mikroskobi Pozitif 20 0 20
Direkt Mikroskobi Negatif 26 4 30
Toplam 46 4 50

Tablo 3 Direkt mikroskobi ve PCR pozitifliginin iliskisi

Kiiltiir pozitifligi ile real- time PCR’1n pozitifligi arsindaki iligki de ki- kare

testi ile anlamli bulunmustur (p< 0.05). Sonuglar asagida verilen tablodadir.

PCR Pozitif PCR Negatif |Toplam
Kiiltiir Pozitif 25 0 25
Kiiltiir Negatif 21 4 25
Toplam 46 4 50

Tablo 4 Kiiltiir ve PCR pozitifliginin iliskisi

Tedavi alan ve tedavi almayan hastalarin enfeksiyon siiresi ile iliskisi ki- kare
testi ile anlamli bulunmustur (p< 0.001). Buna gore tedavi almayan toplam 25

hastadan 21’inin enfeksiyon siiresi 6 aydan kiiciik idi.

Tedavi alan hasta grubunda enfeksiyon siiresi 6 aydan biiyiikk olan ve
enfeksiyon siiresi 6 aydan kiigiik olan hastalarin PCR DNA miktarlar1 arasindaki
iliski, ki bagimsiz grup arasinda yapilan t testi ile anlamli bulundu (p< 0.05). Tedavi
alan ve enfeksiyon siiresi 6 aydan biiyiik olan 17 hastanin PCR DNA miktarlarinin
enfeksiyon siiresiyle orantili olarak azaldigi tespit edildi. Bu 17 hastadan 3’iiniin PCR
DNA miktarinin ise ¢ok yiiksek oldugu gozlendi. Bu hastalardan birine ulagilabildi ve

tek lezyonlu bir hasta iken 1.5 senedir devam eden ve klinik olarak satellit lezyonlarla
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karakterize rezidivan hasta oldugu gozlendi. 3 hastanin ekstrakte edilen DNA’lar1

ileride DNA analizi yapilmak tizere ayrildi.

Direkt mikroskobi ile PCR DNA miktarlar1 arasindaki iliski bagimsiz gruplar

arasinda yapilan t testi ile arastirild1 ve anlamli bulundu (p< 0.05).

TARTISMA

Kutan6z leishmaniasis’in tanisinda, alinan 6rneklerde parazitin sayica ¢ok az olmasi,
enfeksiyonun seyrinin degisik olabilmesi. kiiltiir yonteminin yeterli duyarliliga sahip
olmamasi gibi nedenlerle konvansiyonel yontemlerle tan1i konulamayan kutandz
leishmaniasisli hastalarda, kisa siirede giivenirligi yiiksek bir test sonucu alinmak
istendiginde yada tedaviyi takip etme durumunda PCR gittikce dnemi artan bir test

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu sebeple leishmaniasis’in tanisinda PCR metodunun kullanimi giiniimiizde
yayginlagsmaktadir. Brezilya’da kutan6z ve visseral leishmaniali rodentlerin kan ve
doku o6rneklerinde PCR metoduyla leishmania tiirlerinin identifikasyonu yapilmistir
(75). Israil’in kuzeyinde yeni kutanoz leishmaniasis salgin odaklari tanimlanms ve
PCR teknigi ile L. tropica izole ve identifiye edilmistir (76). Yine Orta Dogu’da
kutandz leishmania tiirlerinin identifikasyonu amaciyla kinetoplast DNA spesifik
primerler kullanilarak PCR uygulanmistir (77). Bunun gibi kutan6z leishmaniasis’in
tanis1 ve tiirlerin identifikasyonunda PCR’1in kullanilmasi ile ilgili yapilan pek ¢ok
calisma vardir (78- 91). Viseral Leishmaniasis’in tanisinda da PCR siklikla kullanilan
bir metotdur (92- 95). Eski Diinya Leishmania tiirlerinin ayirt edilmesi amaciyla
yapilan bir calismada Permissively Primed Intergenic Polymorphic (PPIP)-PCR
metodu tiirlerin tanimlanmasinda ve kopyalanmasinda hizli bir yontem olarak

bulunmustur (85).
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Leishmaniasisli hastalarda kiiltiir ve direk bakinin sensitivitesi % 50-70
arasinda degisirken, PCR’ 1n sensitivitesi % 95- 100 arasinda (84, 96, 97, 44, 46, 98,
99, 100) degisir, spesifikligi ise % 100 (96) olarak bildirilmistir. Celiksdéz ve
arkadaslarinin Sanlurfa Harrankapr Saglik Merkezinde yaptiklar: bir calismada, KL'li
21 hastadan 11'inde (% 52) direkt mikroskopik inceleme ile amastigotlarin goriildiigii
ve 15'inde (% 71) NNN besiyerindeki kiiltiirde promastigotlarin iretildigi
bildirilmektedir (101). Tan1 yontemleri olarak direkt mikroskopi, kiiltiir, ELISA ve
IFA testi kullanilarak yapilan baska bir calismada leishmaniasis i¢in pozitiflik
strastyla % 41.5, % 49, % 53, % 71 seklinde bulunmustur (102). Direkt mikroskopi,
kiiltiir ve PCR yoOntemleriyle yapilan bir bagka calismada ise pozitiflik sirasiyla, %
64, % 42 ve % 98 olarak bulunmustur (103). Leishmaniasis tanisi i¢in yapilan bir
diger calismada ise direkt baki % 55, histolojik kesitlerin mikroskobisi % 76, PCR ise
% 96 oraninda duyarli bulunmustur (84).

Real time PCR metodu infeksiyon hastaliklarinin tanisinda son zamanlarda
kullanima girmistir. Arastirmacilar bu yontemi hastanin durumu hakkinda erken bilgi
vermesi, infeksiyonlarin erken tanis1 ve tedavinin izlenmesinde kullanilabilmesi
nedeni ile tercih etmektedir. Real-time kantitatif PCR; parazitik enfeksiyonlarin
kantitasyonunun zor oldugu ve ¢ok az duyarliliga sahip standart metotlarin (genellikle
mikroskobik) yerini almaya baslamistir (59, 104). Son yillarda plasmodium (68),
toxoplasma (105), Trichomonas vaginalis (106, 107), Entamoeba histolytica (108),
Cryptosporidium parvum (109), Leishmania (95), Giardia(110) ve Neospora’(59) nin
tanisinda siklikla uygulanmaktadir. Rebecca ve ark. insan gaita drneklerinde Giardia
lamblia ‘nin tanis1 ve genotipinin belirlenmesinde en duyarli metot olarak real time

PCR yontemini uygulamislardir (111).
Real- time PCR teknigi tamamen kantitatif sonug verir, hizli bir yontemdir ve

amplifikasyon sonrasi elektroforez yapilmasina gerek yoktur. Bu teknik ile diisiik

seviyelerdeki parazitlerin kantitatif olarak Ol¢iimii pre-semptomatik seviyelerde asi
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etkinligi hakkinda fikir verebilir. Ilag tedavisi altinda enfeksiyonun seyrini
belirlemede, tedavinin takibinde ve belirsiz enfeksiyonlarin ve tastyicilarin tanisini

koymada giivenle kullanilan bir metottur (59).

Parazit hasariyla hastaligin klinik bulgularinin iligkisi, gilincel bilgilere gore
parazit miktartyla iligkilidir. Bununla birlikte ayni tiiriin multiple parazit tiplerinin
degisik genotipleriyle olusan infeksiyonlarin tanisinda da real time PCR uygulamasi
bityiik bir kolaylik saglar. Ornegin P. falciparum’un mutasyon nedeniyle gosterdigi
ilag direnclerinin belirlenmesinde yada P vivax’a karsi asi ¢alismalarinda biiyiik
umutlar baglanan circumsprozoite proteininin farkli oldugu bazi varyant formlarinin

saptanmasinda basarili olarak kullanilmaktadir (112, 59).

Real-time kantitatif PCR yontemi; DNA’nin kantitasyonunda hizli ve
alternatif bir yontemdir. Bu nedenle bu metod, tipta patojen mikroorganizmalarin
tesbitinde, ¢evrede ve gidalarda bulunan ¢ok ¢esitli mikroorganizma tiirlerinin
identifikasyonu ve sayilarinin belirlenmesinde biiyiik bir potansiyele sahiptir (71,

104, 113).

Real Time PCR leishmaniasis’in tan1 ve takibinde; hizli, noninvaziv ve
giivenilir bir metottur (99, 114). Leishmania infeksiyonlar1 ile ilgili yapilan deneysel
calismalarin bir ¢ogu ¢esitli dokulardaki parazit miktarinin belirlenmesine ihtiyag
gostermektedir. Parazit kiiltlirlerinin mikrotitrasyonu yorucu olup mikrobiyal
kontaminasyon riski tagirken, parazitlerin mikroskobik kantitasyonu da ¢ok sensitiv
degildir ve zaman alicidir (115). Leishmaniasis’de basarili bir terapi sonrasi
parazitemi seviyesi 1 parazit/ml’nin altinda kalmaktadir (116). Leishmaniasis’in
endemik oldugu Fransa’nin Marseilla Bolgesi’nde yasayan ve leishmania hikayesi
olmayan kisiler iizerinde yapilan bir ¢alismada bu kisilerin %21’inin kaninda
Leishmania DNA’s1 real time kantitatif PCR ile belirlenebilmistir (116). Real- time

PCR uygulamas: icin tek bir parazit DNA’s1 bile yeterli olmasi sebebiyle terapi
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sonras1 hastanin takibi, paraziteminin kantitasyonu, belirsiz enfeksiyonlarin tanisi ve
epidemiyolojik ve diagnostik amacla kullanilmaktadir (116, 117). Patojen Leishmania
tiirlerinin  belirlenmesi, ayirimi ve kantitasyonu amaciyla uygulanan floresans
rezonans enerji transferine dayali real time PCR yOnteminin analitik duyarliligi %95

olarak bulunmustur (118).

Rolao ve ark., L. infantum ile enfekte farelerin dalak ve karacigerlerinden
aliman orneklerde parazitin, spesifik DNA Taq Man problar1 kullanilarak, real time
PCR ile kantitasyonunun yapilmasi ve bu teknigin etkinliginin PCR-ELISA ile
karsilastirilmast amaciyla yaptiklar1 bir calismada PCR-ELISA teknigi, ¢ok yiiksek
ve diisiik miktardaki parazitin DNA’simnin kantitasyonunda yetersiz kalirken Real-

Time PCR teknigi daha sensitiv bulunmustur (116).

Bir calismada L. infantum kinetoplast DNA’s1 kantitatif real time PCR ile
arastirtlmig ve duyarliligi diger yontemlerle; direk baki, kiiltiir ve konvansiyonel
PCR’la karsilagtirilmis real time kantitatift PCR kandaki 0.0125 parazit/ml
miktarindaki  paraziti  belirlemede duyarli bulunmustur. Bunun yaninda
epidemiyolojik ve diagnostik amagla 6zellikle tedavi sonrasi ¢cok diisiik diizeylerdeki
paraziteminin kantitasyonunda c¢ok kullanigh bir yontem olarak tesbit edilmistir
(116). Wortmann ve ark., 49 KL siipheli hastadan aldiklar1 deri biyopsi 6rneklerini
etanol igerisinde saklayip Real Time PCR metodu ile birlikte konvansiyonel tam
metotlarin1 uygulamiglar ve karsilastirmasini yapmislardir. Buna gore real time
PCR’1n duyarliligt % 96 (47/ 49), histopatoloji % 61 (30/ 49)ve kiiltiir ise % 33 (16/
49) olarak bulunmustur (119).

Calismamizda klinik olarak kutan6z leishmaniasis tanisi konulan 50 hastada
direkt mikroskobi, kiiltiir ve real- time PCR ydntemini uygulayarak PCR’ n tanidaki
etkinligini ve duyarliligini arastirmay1 amagladik. Klinige gore bu metodlarin tanisal

verimlilik nitelikleri incelendiginde sensitivite oranlari sirastyla % 40 (20/ 50), % 50
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(25/ 50)ve % 92 (46/ 50) olarak bulundu. Direkt mikroskobi ile negatif sonug¢ bulunan
30 hastadan 26’s1, real- time PCR ile pozitif bulunurken kiiltiir ile negatif bulunan 25
hastadan 21’1 real- time PCR ile pozitif bulunmustur. Bizim sonuglarimiz da bu
calisma ile uygunluk gostermis olup real- time PCR’mn diagnostik duyarliliginin
direkt mikroskobi ve kiiltiir gibi konvansiyonel metodlara gore cok yiiksek

oldugunu.ortaya koymaktadir.

Tedavi almayan toplam 25 hastadan 21’inin enfeksiyon siiresi 6 aydan kii¢iik
bulunmustur. Bu hastalarin tedaviye alinmalarinin geciktigi goriilmiistiir. Hastalardan
alinan anemneze goére hastanin lezyonu tanimlayamamasi, sivilce veya benzeri
lezyonlara benzetmesi nedeniyle Onemsememesi, bazi vakalarda 6 aya kadar
kendiliginden gecebilmesinden dolay1r hastanin iyilesmeyi beklemesi, bu bolge
insaninin tarimla ugrasmasindan dolay1 hastaligin olustugu yaz déneminde ¢alisiyor
olmasi gibi sebeplerle tedavi almalar1 gecikmistir. Bununla bereber yarada sekonder
bir infeksiyon olmasi, yaranin residivan ya da kronik sekle doniismesi nedeniyle
direkt baki ve Kkiiltiirle tanis1 konulamayan KL olgularmin da olabilecegi

diistiniilmektedir

Klinik olarak visseral leishmaniasis tanist konulan ve ayni zamanda HIV ile
enfekte 25 hastanin periferal kan ornekleri real time PCR’la degerlendirilmis ve bu
metodun diagnostik duyarliligt % 100 olarak bulunmustur. Bu hastalarin tedavi
sikluslarinda parazit miktarinin azaldig1 ve tedavinin en sonunda ise < 0.63 parazit/ml
oldugu da bu metodla tesbit edilmistir (120).

Yaptigimiz bu ¢alismada antimon tedavisi alan ve enfeksiyon siiresi 6 aydan
biiyiik olan 17 hastanin PCR DNA miktarlarinin enfeksiyon siiresiyle orantili olarak
azaldig1 tespit edildi. Bu sonuclar konak immun yanitinin antimon tedavisine belli bir
siirede cevap verdigini ve real- time PCR ‘in antimon tedavisinin etkinligini

izlemedeki basarisin1 géstermektedir.
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Tedavi alan ve enfeksiyon siiresi 6 aydan biiylik olan 3 hastanin PCR DNA
miktarinin yiiksek oldugu gozlenmistir. Bunun nedenlerinin; ilaca direngli susun
gelismesi, bozulmus konak immun yaniti, rezidivan kutandz leishmaniasis gibi ¢esitli
sebepler olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu hastalardan birine ulasilabilmistir. Bu
hastanin baglangicta tek bir lezyona sahip oldugu, daha sonra lezyon etrafinda satellit
lezyonlar olusarak rezidivan hale gectigi ve 1.5 senedir hastaligin devam ettigi
belirlenmistir. Klinik olarak KL tanist konan 4 hastanin ise real- time PCR ile negatif

oldugu kesinlesmistir.

Degisik leishmania tiirleri ile infekte edilen farelerin dokularindan alinan
orneklerde parazit DNA’simin kantitasyonu i¢in real time kantitatif PCR metodu
kullanilmigtir. Bu yontem ile 0.1 parazit miktarina esdeger L. major DNA’s1
belirlenmistir. Baz1 6rneklerde sonuglar geleneksel PCR’da negatif iken Real time
PCR’da pozitif bulunmustur (99). Calismamizda klinik olarak KL tanisi1 konan
hastalarin real- time PCR ile tespit edilen parazitemi seviyesi ¢ok genis bir dagilim
gostermektedir (9.00- 155000.00 parazit/ ml). Bizim ¢alismamizda da real- time PCR
‘in ¢ok diisiik seviyelerdeki parazit miktarini belirleyebildigi ve diger metodlara gore

hizli, noninvaziv, duyarlilig1 yiiksek ve giivenilir bir metod oldugu tespit edilmistir.

Bu caligsma ile klinik ve geleneksel laboratuvar teknikleri ile KL tanis1 konan
hastalarda, amastigotlarin ¢cok az oldugu rezidivan KL olgularinda, tedaviye cevabin
arastirtlmasinda ve hastaligin dogal seyrini takipde real- time PCR ‘in kullaniminin

cok dnemli oldugu gosterilmistir
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THE USE OF REAL TIiME PCR IN DIAGNOSIiS AND FOLLOW UP

OF PATIENTS WITH CUTANEOUS LEiSHMANIASIS

ABSTRACT

Conventional diagnostic methods in diagnosis of leishmaniasis are direct microscopy
and culture. These are often time-consuming, difficult and low sensitive. Real-time
quantitative polymerase chain reaction has recently been used to parasitology. This
PCR techniques are truly quantitative, are quick to perform and require no
manipulations post-amplification and more sensitive. We have used a real-time PCR
quantitative test for the detection of leishmania parasite in biopsi samples of patients
with cutaneous leishmaniasis. The aim of this study was to asses the efficacy of real-
time PCR method and compared with conventional diagnostic methods in
establishing the diagnosis of patients with cutaneous leishmaniasis. A total of 50
needle biopsy samples collected prospectively from both men and women were tested
for leishmaniasis. These samples were divided into three groups. First group samples
were stained with the Giemsa. Another group samples were given in medium of
N.N.N for culture. Last groups samples were studied real time PCR with the i-cycler
system. With clinical diagnosis as the gold standard, real- time PCR had a sensitivity
of 92 % (46/50), 50 % (25/50) for culture and 40 % (20/50) for microscopy of direct.
Parasitemia could vary by a wide range (9 to 155,000 parasites/ml, with a median of
457 parasites/ml). The use of real time PCR in diagnosis of cutaneous leishmaniasis
would provide sensitive and specific diagnosis and could improve patient
management. These results indicate that real time PCR will be a great help to us for
diagnosis and follow-up of patients with cutaneous leishmaniasis.

Key words: Cutaneous leishmaniasis, Direct Microscopy, Culture, Real- time PCR,

Therapy.
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KUTANOZ LEISHMANIASIS’LI  HASTALARIN TANI VE
TAKIBINDE REAL TiME PCR KULLANIMI

OZET

Kutan6z leishmaniasis tanisinda kullanilan geleneksel tam1 metodlar; direkt
mikroskobi ve Kkiiltiirdlir. Bunlar genellikle zaman alict ve yorucudur, diisiik
duyarliliktadir. Real- time kantitatif PCR teknigi parazitolojide son zamanlarda
kullanima girmistir. Real- time PCR teknigi tamamen kantitatif sonug¢ verir, hizli bir
yontemdir, amplifikasyon sonrasi elektroforez yapilmasina ihtiyag gostermez ve daha
hassastir. Biz, kutandz leishmanisis’li hastalarin biyopsi Orneklerinde leishmania
parazitinin tesbiti i¢in kantitatif bir test olan real- time PCR teknigini kullandik. Bu
calismanin amaci, kutandz leishmaniasis’li hastalarin tanisinda real- time PCR’in
etkinligini belirlemek ve konvansiyonel tani metodlariyla karsilastirmak idi.
Leishmaniasis i¢in test edilen, hasta oldugu varsayilan kadin ve erkeklerden 50 ince
igne biyopsi ornegi toplandi. Bu 6rnekler 3 gruba ayrildi. Ilk gruptaki ornekler
Giemsa ile boyand1. Diger grup ornekler kiiltiir i¢in N. N. N besiyerine birakildi. Son
gruptaki ornekler ise i- cycler sistemiyle real- time PCR ‘da c¢aligildi. Klinik tan1 altin
standart olarak alindiginda PCR‘in duyarlilig1 % 92, kiiltiiriin duyarlilig1 % 50, direkt
mikroskobinin duyarlilig1 ise % 40 olarak bulundu. Parazitemi ¢ok genis bir dagilim
gostermekteydi (9 - 155,000 parazit/ ml, ortalama olarak 457 parazit/ ml ). Kutandz
leishmaniasis’in tanisinda real- time PCR ‘in kullanimi hassasiyet saglar, taniyi
Ozgiillestirir ve hastanin takibinde kullanighh bir metoddur. Bu sonuglar, real- time
PCR’1n, kutandz leishmaniasis’li hastalarin tani1 ve takibinde bize biiyiik kolayliklar

saglamakta oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Kutan6z leishmaniasis, Direkt Mikroskopi, Kiiltiir, Real- time

PCR, Tedavi
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