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Laysmanyazis, tropikal ve subtropikal bolgelerde Leishmania tiirlerinin neden oldugu parazitik bir en-
feksiyondur. Dogu Akdeniz havzasinda yer alan Kibris, laysmanyazis icin endemik kabul edilmektedir. Bu
calismada, Kuzey Kibris Tirk Cumhuriyeti’‘nde izole edilen iki Leishmania susunun sekanslanarak kéken-
lerinin arastirlmasi ayrica bu suslarin farelerdeki klinik yansimalari incelenerek in vivo hayvan modelle-
rinin olusturulmasi amaclanmistir. Alninda lupoid lezyonu olan yedi yasindaki bir kiz hastadan biyopsi
érnegi alinmig ve yayma preparatlarinda amastigotlar tespit edilmistir. Ornegin zenginlestirilmis NNN
besiyerinde yapilan kiltliri sonucu promastigotlarin saptanmasini takiben hastaya kutanoz laysmanyazis
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(KL) tanisi koyulmustur (no: 504). Dort yasinda boxer cinsi bir bekgi kdpedi, kilo kaybi, halsizlik, tiy do-
kilmesi ve lenfadenopati sikayetleriyle bir veteriner klinigine gotirilmustir. Kanin laysmanyazis (KanL)
semptomlari bulunan kopekten kan 6rnegi alinmistir. Kan érneginin zenginlestirilmis NNN besiyerinde
kdltird yapilmis ve promastigotlarin tiremesiyle KanL teshisi konulmustur (no: 753). KL ve KanL olgula-
rindan elde edilen Leishmania promastigotlari kriyoprezerve edilmis ve Manisa Celal Bayar Universitesi,
Tibbi Parazitoloji Laboratuvari Parazit Bankasinda saklanmustrr. izolatlar kullanilacaklari zaman RPMI-1640
besiyerine aktariimis, calisma icin gerekli olan 107 promastigot/mL konsantrasyonuna kadar cogaltilmustir.
Ureyen izolatlardan, Leishmania’nin ITS-1 ve cpb E/F bdlgelerine 6zgii primerler kullanilarak tiir tayinleri
yapilmistir. Tir tanimlamasi yapilan Kuzey Kibris izolatlarinin dizi analizlerinden elde edilen verilere gore
bir filogenetik aga¢ olusturulmustur. In vivo calismalar icin Kuzey Kibris Leishmania izolatlarina ek ola-
rak, karsilastirma yapilmasi amaciyla, Manisa’dan izole edilen birer tane Leishmania donovani (MLd) ve
Leishmania tropica (MLt) izolati calismaya dahil edilmistir. Her grupta bes adet Mus musculus (Balb/c) fare
olacak sekilde sekiz calisma grubu ve iki kontrol grubu (enfekte olmamis) (toplam 10 grup ve 50 Balb/c
fare) olusturulmustur. KL hayvan modeli icin MLt, 753, MLd ve 504 suslariyla ayri ayri dort fare calisma
grubu kullanilmigtir. Diger dort fare grubu ise ayni suslarla VL hayvan modeli icin ayrilmistir. Ayrica, KL ve
VL modelleri icin birer grup negatif kontrol grubu olarak belirlenmistir. KL gruplarindaki fareler, hazirlanan
promastigot siispansiyonundan 100 pL ile sag ayak tabanina intradermal yolla enfekte edilmis ve farelerin
ayak tabani genisligi ve ylksekligi alti hafta boyunca her hafta olacak sekilde 6lctilmustir. VL gruplarin-
daki farelere ise 100 uL promastigot siispansiyonu intraperitoneal yolla peritondan verilmis ve farelerdeki
VL semptomlari takip edilmistir. Enjeksiyondan 30 giin sonra otopsi yapilarak dalak ve karacigerleri ¢cikar-
tiip boyutlari olctlmustir. Calismada, molekiler olarak karakterize edilen iki Leishmania izolatindan biri
L.donovani (insan susu, no: 504), digeri ise L.tropica (kopek susu, no: 753) idi. KL ve VL gruplarinda bulu-
nan farelerde sirasiyla KL ve VL semptomlarinin gelistigi ve hem Manisa hem de Kuzey Kibris izolatlarinin
hayvan modellerindeki yansimalarinin benzer oldugu tepit edilmistir. Literatlirde, Kuzey Kibris'taki KanL
olgularina Leishmania infantum’un neden oldugu belirtiimektedir. Fakat calismadan elde edilen veriler
dogrultusunda, farkli olarak, L.tropica’nin da adadaki KanL enfeksiyonlarinin kaynagi olabilecegi distiniil-
mektedir. Ayrica, Kuzey Kibris izolatlarinin, farelerde hem KL hem de VL enfeksiyonlarina neden oldugu
gorilmus ve ileride yapilacak olan in vivo calismalarda kullanilabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: Laysmanyazis; molekiiler karakterizasyon, fare modeli; Kuzey Kibris.

ABSTRACT

Leishmaniasis is a parasitic infection caused by Leishmania species in tropical and subtropical regions.
Cyprus, located in the Eastern Mediterranean basin, is considered endemic for leishmaniasis. In our study,
we aimed to investigate the origins of two Leishmania strains isolated from Turkish Republic of Northern
Cyprus by sequencing and to establish in vivo animal models by examining the clinical reflections of
these strains in mice. A biopsy material was taken from a seven-year-old girl with a lupoid lesion on her
forehead and amastigotes were detected in the smears. Following culture of the specimen on enriched
NNN media and detection of promastigotes, the patient was diagnosed with cutaneous leishmaniasis
(CL) (no: 504). A four-year-old boxer dog was taken to a veterinary clinic with complaints of weight
loss, weakness, hair loss and lymphadenopathy. A blood sample was taken from the dog, cultured in
enriched NNN media and canine leishmaniasis (CanL) was diagnosed with the growth of promastigotes
(no: 753). Leishmania promastigotes obtained from CL and CanlL cases were cryopreserved and stored
in the Parasite Bank, Manisa Celal Bayar University. When the isolates were to be used, they were trans-
ferred to RPMI-1640 medium and grown to the concentration of 107 promastigotes/mL required for the
study. The isolates were identified to the species level using primers specific for ITS-1 and cpb E/F regions
of Leishmania. A phylogenetic tree was constructed according to the data obtained from the sequence
analysis. In addition to the Northern Cyprus Leishmania isolates for in vivo studies, one each of Leishmania
donovani (MLd) and Leishmania tropica (MLt) isolates from Manisa were included for comparison. Eight
study groups and two control groups (uninfected) were formed with five Mus musculus (Balb/c) mice in
each group (total 10 groups and 50 Balb/c mice). Four mouse study groups were separately used with
MLt, 753, MLd and 504 strains to establish the CL animal model. The other four mice groups were used
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for the VL animal model with the same strains. In addition, one group each for the CL and VL models was
used as a negative control group. Mice in the CL groups were infected with 100 pL of the prepared pro-
mastigote suspension on the sole of the right foot intradermally and the width and height of the sole of
the foot were measured weekly for six weeks. Mice in VL groups were infected with 100 pL promastigote
suspension intraperitoneally and VL symptoms were monitored. Thirty days after the injection, the spleen
and liver were removed by autopsy and their sizes were measured. In our study, one of the two Northern
Cyprus Leishmania isolates molecularly characterised was Leishmania donovani (human strain, no: 504)
and the other was Leishmania tropica (canine strain, no: 753). Mice in the CL and VL groups developed
symptoms of CL and VL, respectively, and both Manisa and Northern Cyprus isolates had similar reflec-
tions in mice. In the literature, it is reported that Leishmania infantum is the causative agent of CanL cases
in Northern Cyprus. However, according to our study, L.tropica may also be the source of CanL infections
in the island. In addition, it was observed that Northern Cyprus isolates caused both CL and VL infections
in mice and it was concluded that they can be used in future in vivo studies.

Keywords: Leishmaniasis; molecular characterization; mice model; Northern Cyprus.

GiRis

Laysmanyazis, zorunlu hiicre ici protozoon olan Leishmania cinsi parazitlerin neden
oldugu zoonotik karakterli bir enfeksiyon hastaligidir. Hastalik, kum sinekleri (Phlebotomus
spp.) aracihgiyla bulasmakta ve yirmiden fazla Leishmania tiriinlin insanlarda enfeksiyona
neden oldudu bildiriimektedir'. Laysmanyazis siklikla yoksul toplumlari etkilemekte ve
yetersiz beslenme, standartlarin altinda barinma kosullari, ntifus hareketleri, zayif bagisiklik
sistemi ve finansal eksiklikler gibi faktorlerle iliskilendirilmektedir. Diinya genelinde her yil
yaklasik 700.000 ile bir milyon yeni olgu tespit edilmektedir?.

Leishmania parazitlerinin dogadaki oncelikli rezervuar kopek ve kopekgillerdir. Ayrica
fare, tilki, kedi ve insanlarin da bu parazitler icin rezervuar olabilecegi bilinmektedir>.
Hastalik, tropikal ve subtropikal bolgelerde diger bolgelere oranla daha yaygindir. Avru-
pa, Afrika, Asya ve Amerika kitalarindaki 98 lilkeden laysmanyazis olgulan bildirilmesine
ragmen yeni olgularin %90'indan fazlasi sadece 13 Ullkede (Afganistan, Cezayir, Bangla-
des, Bolivya, Brezilya, Kolombiya, Etiyopya, Hindistan, iran, Peru, Giiney Sudan, Sudan
ve Suriye) tespit edilmektedir®. Laysmanyazis ayrica Kibris ve Tiirkiye'yi de iceren Akdeniz
havzasinda, Orta Dogu, Hindistan ve Giiney Amerika’da 6nemli bir halk sagligi sorunu
olmaya devam etmektedir®.

insanlarda temel olarak dért farkl klinik tablo izlenmektedir: viseral laysmanyazis (VL)
(kala-azar), post kala-azar dermal laysmanyazis (PKDL), kutanoz laysmanyazis (KL) ve
mukokutanoz laysmanyazis (MKL). Enfeksiyona neden olan sus ve konagin immiuinolojik
durumu biyiik dlciide klinigi belirleyen faktérlerdir®. Dogu yarim kiirede (Eski Diinya)
KL'ye Leishmania donovani, Leishmania infantum, Leishmania major, Leishmania tropica
ve Leishmania aethiopica neden olmakta; ancak, Orta ve Giliney Amerika’da (Yeni Din-
ya) Leishmania braziliensis, Leishmania panamensis, Leishmania guyanensis, Leishmania
amazonensis, Leishmania mexicana ve Leishmania peruviana tirlerinin KL olgularinda basi
cektigi bildiriimektedir®. KL, tipik olarak enfeksiyondan sonraki birkac hafta veya ay icinde
cildin agikta kalan bolgelerinde gelisen kapali veya acik yaralar olusturan deri lezyonlari
ile karakterizedir. Yaralar tipik olarak kucuk, eritematoz papuler veya noduler plaklardan,
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kabuk veya pullarla kaplanabilen kabarik bir sinir ve merkezi krater (lilser) ile acik yaralara
dogru ilerleme yolunu izlemektedir’. VL; diizensiz ates, kilo kaybi, hepatosplenomegali
ve anemiyle seyreden ve tedavi edilmedigi takdirde %95 oraninda 6limcdl olan tab-
lodur®®. Vl'ye esas olarak L.infantum neden olurken, L.tropica ve L.donovani tiirlerinin
de VL sebebi olabilecegi bildirilmistir'®. PKDL, VL'nin kutandz bir sekelidir ve yiizi, Ust
kollari, govdeyi ve vicudun diger kisimlarini etkileyen makiiler, paptler veya noduler
lezyonlar seklinde gériiliir'. MKL, agiz boslugu, burun ve bogazin mukozal bélgelerinde
deformasyona neden olmaktadir ve bilinen etkenler arasinda L.braziliensis, L.panamensis,
L.peruviana, L.tropica ve L.guyanensis tirleri bulunmaktadir. Tipik olarak, deri lezyonlari
agiz yakininda baslar ve siddetine bagl olarak diger viicut bélgelerine ilerleyebilir'?'3.
KL en yaygin form, VL en siddetli form ve MKL ise enfeksiyonun en hasar birakan formu-
dur',

Kibris adasi, Akdeniz'in dogusunda yer alan ve laysmanyazis icin endemik olarak
kabul edilen bir ada Ulkesidir. Kum sinekleri ve kanin laysmanyazis (KanL) olgularinin
varligi, Kibris adasini hastalik icin dnemli bir odak noktasi haline getirmistir'®. Akdeniz
bolgesindeki iklim degisiklikleri nedeniyle kum sineklerinin yasam alanlari genislemekte
ve hastaligin bu bélgelerde gériilmesine neden olmaktadir®. Kibris adasinda 1940-1950
yillar arasinda sitmayla miicadele yapilmis ve sitma vektora sivrisinekleri elimine etmek
icin yogun bir sekilde insektisit kullanilmigtir. Yapilan ilaclamalar sayesinde kum sinekle-
rinin de sayisinda oldukca yiiksek oranda azalma gériilmiistiir'>. Fakat ilerleyen yillarda,
Kibris'ta kum sinekleriyle ilgili yapilan ¢alismalarda, 6zellikle Phlebotomus tobbi'nin KanL
etkeni olan L.infantum’a vektérliik yaptigi bildirilmistir'®.

VL ve KL tanisi klasik olarak kemik iligi ve deri lezyonlarindan hazirlanan Giemsa bo-
yali preperatlarin mikroskobik incelenmesine dayanmaktadir. Hizli tani testi olan rk39,
ticari olarak temin edilebilmekte ve son yillarda giderek artan sayida merkez tarafindan
kullanilmaktadir. Parazit izolasyonu icin NNN besiyeri ve mikrokultir yontemleri de
mevcuttur'”. Ayrica, polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain reaction (PCR)] gibi
molekiiler ydntemler son yillarda hem KL hem de VL tanisinda kullaniimaktadir'®'?. Mo-
lekiler epidemiyolojik arastirmalarda, klinik olgu yonetiminde ve &zellikle laysmanyazis
salginlarinda Leishmania tiirlerinin tanimlanmasi cok énemlidir?°.

Son yillarda molekdler analizler sonucunda Leishmania tirlerinin hibritler olustura-
bildigi ve genetik cesitliligin ileri diizeyde oldugu gorilmdstir. Bu nedenle, tanimlanan
Leishmania tirlerinin tartigilmasi ve taksonominin yeniden yapilandiriimasi gerektigi vur-
gulanmaktadir. Leishmania tirlerindeki genetik varyasyon, laysmanyazisin epidemiyolo-
jisi, biyolojisi, patolojisi, tanisi, tedavisi ve kontrolii icin nemli etkilere sahiptir'”-2!. Has-
tahgin patogenezi ve immiinopatolojisi laboratuvar hayvanlarinin Leishmania tirleriyle
enfekte edilmesiyle aciklanmaya calisiimaktadir??. Ayrica, bu calismalar ile enfeksiyonun
klinik etkileri ve tedavi yaniti hakkinda da bilgiler edinmek miimkiin olmaktadir?'. Fareler,
hamsterlar, kopekler, kemirgenler ve primatlar gibi hayvan modelleri in vivo laysman-
yazis arastirmalar icin son derece yararlidir. Hizlh Greme, bakim ve beslenme kolayli-
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g1 gibi avantajlar nedeniyle farkli genetik yapilara sahip fareler (BALB/c, C3H/He, CBA,
C57BL/6, CsS16 ve 129SvEv) laysmanyazis ile ilgili calismalarda en sik kullanilan hayvan
modelidir?>24,

Calismada, Kuzey Kibris'tan izole edilmis biri insan KL, digeri ise KanL olgusuna ait
iki adet Leishmania izolatinin molekuler karakterizasyonu yapilmis ve bu izolatlarin fare
modellerindeki klinik yansimalari arastinlmistir. Bu calismayla, Kuzey Kibris Leishmania
izolatlarinin sekanslanmasi ve filogenetik analizler ile kokenlerinin tespit edilmesi amag-
lanmaktadir. Bu sayede, adada dolasimda olan Leishmania tirleri tespit edilebilecek ve
hastaligin adadaki dinamikleri daha iyi anlasilabilecektir. Ayrica calismada, bu izolatlarin
fare modellerindeki klinik yansimalarinin, Turkiye, Manisa’dan izole edilen referans sus-
larla karsilastirimasi ve boylece ileride planlanacak anti-laysmanyal ilag, asi ve yeni tani
kitlerinin gelistirilmesi icin temel in vivo hayvan modellerinin belirlenmesi hedeflenmek-
tedir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Yakin Dogu Universitesi, Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu (Tarih:
30.06.2022 ve Karar no: YDU/2022/104-1568) ve Manisa Celal Bayar Universitesi
(MCBU) Tip Fakiiltesi Dekanligi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan (Tarih:
05.09.2023 ve Karar no: E-77637435-050.04.04-634996) onaylandi.

Leishmania spp. izolatlar

Kuzey Kibris'in Lefkosa sehrinde ikamet etmekte olan yedi yasindaki kiz hastanin alin
bélgesinde bulunan lupoid leyzondan biyopsi materyali alindi ve MCBU, Tibbi Parazito-
loji Laboratuvarina gonderildi. Biyopsi materyalinden hazirlanan yayma preparatlari Gi-
emsa ile boyanarak incelendi ve Leishmania parazitlerine ait amastigot formlari gorildu.
Bunun (izerine, hasta 6rneginin zenginlestirilmis NNN besiyerine ekilmesi ile Leishmania
parazitlerine ait promastigot formlari tespit edildi ve hastaya KL tanisi koyuldu (izolat no:
504).

Lefkosa’da yasayan dort yasinda (20 kilogram agirliginda) erkek boxer cinsi bekgi
kopegdi, kilo kaybi, halsizlik, tiy dokilmesi ve lenfadenopati sikayetleriyle bir veteriner
hekim klinigine gotiiriildii. Veteriner hekim tarafindan alinan kan érnegi yine MCBU,
Tibbi Parazitoloji Laboratuvarina gonderildi ve kan 6rnegi NNN zenginlestirilmis besiye-
rine ekildi. Besiyerinde promastigotlarin tiremesi sonucunda kopege KanL tanisi koyuldu
(izolat no: 753).

In vivo calismalarda Kuzey Kibris Leishmania izolatlarina ek olarak, karsilastirma yapil-
masi amaciyla Manisa’dan izole edilen bir adet L.donovani (MLd), bir adet de L.tropica
(MLy) izolati calismaya dahil edildi. TUm Leishmania promastigotlarinin kriyoprezervas-
yonu yapilarak MCBU, Tibbi Parazitoloji Laboratuvari, Parazit Bankasindaki sivi azot tanki
icinde muhafaza edildi.
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Zenginlestirilmis NNN Besiyeri

Hasta orneklerinin ekilmesi ve sivi azot tankindan cikartilan promastigotlarin canlan-
dirlmasi amaciyla Ozbilgin ve arkadaslarinin? tarif ettigi sekilde zenginlestirilmis NNN
besiyeri kullanild.

DNA izolasyonu

Her iki Leishmania izolatindan “Roche high pure PCR template preparation kit” (Roc-
he, isvicre) ile iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda DNA izolasyonu yapildi ve elde
edilen Grtnler kullanilana kadar -20 °C’de sakland.

Leishmania izolatlarinin Tanimlanmasi

Uygun kosullar altinda sivi azot tankindan cikartilan Leishmania promastigotlari zen-
ginlestirilmis NNN besiyerine ekildikten sonra lGremeleri izlendi. Besiyerine ekilen pro-
mastigotlar 26 °C’de inkiibasyona birakildi ve giin asiri olacak sekilde tiremeleri kontrol
edildi. Uremeleri gerceklesen izolatlar %10 “fecal calf” serum iceren RPMI-1640 besiye-
rine aktarilarak calisma icin gerekli olan 107 promastigot/mL seviyesine getirildi. Ureyen
izolatlardan Leishmania’'nin ribozomal internal transcribed spacer 1 (ITS-1) ve cysteine
protease B (cpb) E/F bolgelerine 6zgii primerler tasarlandi ve gercek zamanl PCR [real-ti-
me (Rt-PCR)] ile tiir tayinleri yapildi?>26. cpb E/F gen bélgesine 6zgii primerler, L.infantum
ve L.donovani arasindaki farkliliklari ayirt etmek icin kullanildi. Rt-PCR calismalari Uretici
firmanin énerileri dogrultusunda Rotor-Gene® (Qiagen, Almanya) cihazinda yapildi.

Sekans ve Filogenetik Analizler

GenBank’tan alinan L.donovani, L.infantum, L.major, L.aethiopica ve L.tropica’nin re-
ferans dizileri, calismada kullanilan izolatlarin ITS-1 ve cpb E/F dizileriyle karsilastirildi.
Komsu birlestirme [neighbor-joining (NJ)] yaklagimi kullanilarak, maksimum olabilirlik
filogenisi (maximum likelihood phylogeny) modeli ve 1000 kopyali 6n yiikleme testi
kullanilarak evrimsel mesafe belirlendi.

Deney Hayvani Calisma Gruplari

Her grupta bes adet Mus musculus (Balb/c) fare olacak sekilde sekiz ¢calisma grubu
ve iki kontrol grubu (enfekte olmamis) olusturuldu (toplam 10 grup ve 50 Balb/c fare).
Kullanilan tum fareler erkek, 5-7 haftalik, 20-25 gr agirhginda ve ad libitum beslendi. KL
hayvan modelini olusturmak icin MLt, 753, MLd ve 504 suslaryla ayri ayri dort fare ca-
lisma grubu belirlendi. Diger dort fare grubu ise ayni suslarla (MLt, 753, MLd ve 504) VL
hayvan modeli icin kullanildi. Ayrica, KL ve VL modelleri icin birer grup (toplam iki grup)
kontrol grubu olarak ayrildi ve bu gruptaki fareler enfekte edilmedi.

Farelerin Enfekte Edilmesi

Sivi nitrojenden cikartilan tim Leishmania promastigotlari zenginlestirilmis NNN be-
siyerinde canlandirildi ve duragan faza gelmeleri saglandi. Ardindan 107 promastigot/mL
yogunlugunda promastigot stispansiyonu hazirlandi. KL gruplarindaki fareler, hazirlanan
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promastigot siispansiyonundan 100 pL ile sag ayak tabanina intradermal yolla enfekte
edildi. KL farelerinin ayak tabanlar genisligi ve yiksekligi alti hafta boyunca her hafta
olacak sekilde mikrometrik 6lcim aletiyle Ol¢iildi. Ayak tabani 6lgclimleri mm cinsinden
kaydedildi ve bu degerler gruplar arasinda karsilastinildi. VL gruplarindaki farelere ise
100 pL promastigot slispansiyonu intraperitoneal yolla peritondan verildi. Bu farelerde
VL semptomlari takip edildi ve enjeksiyondan 30 giin sonra otopsi yapilarak dalak ve
karacigerleri cikartildi. Cikartilan dalak ve karacigerlerin uzunlugu (mm), genisligi (mm)
ve agirhgi (gr) olculdu. Calismada, farelere dnceki calismalarda tarif edildigi gibi 6tanazi
uygulandi?’-28,

istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel analizinde SPSS v22.0 (SPSS Inc., ABD)
programi kullanildi. Tim gruplarda bulunan fareler icin alinan ol¢iimler (KL grubu icin
sag ayak tabani; VL grubu icin dalak ve karaciger uzunluk, genislik ve agirlik) kendi arala-
rinda ve kontrol gruplari ile bagimh gruplar T-testi kullanilarak karsilastirildi ve elde edilen
p< 0.05 degerleri istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

BULGULAR

Calismada, molekdler olarak karakterize edilen iki Leishmania izolatindan birinin
L.donovani (insan susu, no: 504), digerinin ise L.tropica (kdpek susu, no: 753) oldugu
tespit edilmistir (Sekil 1). Leishmania izolatlarinin NJ analizleri Sekil 2’de gosterilmistir.
ITS-1 ve cpb E/F gen bolgelerinin PCR jel gorintdleri $ekil 3'te sunulmustur.

RF3_HOM/TN/1880/IPT1
MW305474.1_Leishmania_infantum
MW305473.1_Leishmania_infantum
GQ302673.1_Leishmania_donovani
MG519791.1_Leishmania_donovani

RF4_MHOMIN/1980/DD8
504_MHOM/CY/2014/CBUO1
Consensus

GEcHTG
BcETCECBTCCHGHATG 78
HcETcEcETccEGHTG 78
ATTGCGGTTGACGCCAGCT CAGAGCGGCGTGCT AGCTGCGCTGGCGATG

commmg LTI T Ereereemoeeee

seavence ogo UCCCCATC CuATTuCGGT9GACGCCAGCTCCUCAT\:TCTTACCAGAGCGGCGTGCTGACCAGCTGCGCTGCCGATG

RF3_HOM/TN/1980/IPT1

FEGHGGE 117

MW305474.1_Leishmania_infantum @crmcee 117
MW305473.1_Leishmania_infantum - - G GG ll GGG 117
GQ302673.1_Leishmania_donovani BGeTGes 156
MG519791.1_Leishmania_donovani TEGTGGEE 156
RF4_MHOMIN/1980/0D8 BB | | TTEl | [l TEGTGGG 156
504_MHOMCY2014.C8U01 EEBTGEERRARGCEG GIIGIIIGIIGGGIIIIIIIIGIIIGGIGIGGIIIIGIIIIGGGIGIIIIIGIIIIIGIGGG 156

Consensus CACTGAACCACGGCGTGCTGCTCGTCGGGTACAACAAGACCGGTGAGGTTCCGTACTGGGTGATCAAGAACTCGTGGG

comsmon. (el (LU IO LT
CGTACTGOGTGATCRAGRAGTCGTGGG

seavence ogo CACTGAACCACCCCuTGCTGCTC@JCGGGTACAACAAJACCG% %00

RF3_HOMTN/980/IPT1 GIGIGGllIGGGGIGlGllGGGlIll
MW305474.1_Leishmania_infantum GHGHEGGEETGGGGEGHGABGGGETHEG
MW305473.1_Leishmania_infantum GHGEGCHEBTGCCCHCHCEBCCCRTRRG!
GQ302673.1_Leishmania_donovani GTGHGCHETGCCCEGHCEARCGCETARG
MG519791.1_Leishmania_donovani GTGHEGGHEETGGCCEGRCHRGGCRTARG!

RF4_MHOMIN/1980/0D8 GGEGCHBTGGGCEGHACHEGCCETARRG GGHG

504_MHOMCY2014/CBU01 GIGHGCHBTCccCECRCRRCGCRTARG GleIGIGGIIIIGGGelsclllelelelll

Consensus GTGAGGACTGGGGCGAGAAGGGCTACGTGCGCGTGGCCATGGGGAGGAACGCGTGCCTGCTCAGTGAATACCCCTCCT

corsersion [T T T T T e T T e
seavnc e G TGAGGAGTOROCCCAGAAGGECTACGTE0G0GTGROCATOR0G=CAACGCGTCCCTEUTCAGTOATACC GG el

Sekil 1. Kuzey Kibris Leishmania izolatlarinin sekans analizleri.
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]—o 6Q920673.1_Leishmania_aethiopica

Lo GQ920677.1_Leishmania_aethiopica

753

>KI1420585.1_Leishmania_tropica

MH347928.1_Leishmania_tropica

T—o F1753395.1_Leishmania_major

l—o AY283793.1_Leishmania_major

— S

FJ753386.1 1

donovani

L GU045589.1_Leishmania_donovani

+— MNG648767.1_Leishmania_infantum

+—+ KY658232.1_Leishmania_infantum

Sekil 2. Leishmania izolatlarinin NJ adaci analizleri.

RF-1 RF-2 RF3 RF4 504 783 NK
-

Sekil 3. Leishmania izolatlarinin ITS-1 (A) ve cpb E/F (B) bélgelerine ait jel gériintisti.

KL grubundaki tim farelerin taban genisliginin arttigi ve KL lezyonlarinin gelistigi
gozlenmistir (Sekil 4). Bu baglamda, 753, MLt, 504 ve MLd gruplarinda bulunan fare-
lerin ortalama sag ayak tabani dlctimleri kontrol grubuyla karsilastirilmis ve ayri ayri her
birindeki ortalamalarin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttig
belirlenmistir (sirastyla p= 0.008, p= 0.008, p= 0.033, p= 0.031). Ayrica, elde edilen
olcimler hem 753-MLt hem de 504-MLd arasinda karsilastirilmis ve anlamli bir farkin
olmadigi gorilmustir (sirasiyla p= 0.175, p= 0.638). KL ve kontrol grubundaki farelerin
alti haftalik ortalama ayak olctimleri Tablo I'de gosterilmistir.

Otuzuncu glin sonunda yapilan otopsi sonucunda elde edilen dalak ve karaciger
uzunluk, genislik ve agirlik lctimleri Tablo Il’de verilmistir. Buna gore, VL hayvan modeli
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Sekil 4. (A). 753 (sag) ve kontrol (sol) grubu farelerin sag ayak tabanlari; (B). 753 grubundaki bir
farenin sag ayak tabanindaki KL lezyonu.

Tablo I. KL ve Kontrol Grubu Farelerin Alti Hafta Boyunca Her Hafta Olciilen Sag Ayak Tabani Olgiimleri
(mm)

Grup 1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta 5. hafta 6. hafta
753 1.32 1.40 1.55 1.68 1.87 222
MLt 1.34 1.40 1.54 1.69 1.88 2.23
504 1.11 1.17 1.30 1.40 1.55 1.74
MLd 1.10 1.19 1.30 1.42 1.53 1.75
Kontrol 1.09 1.10 1.10 1.09 1.10 1.10

*MLt: Manisa L.tropica, MLd: Manisa L.donovani.

Tablo II. VL Grubundaki Farelerin 30. Giindeki Dalak ve Karaciger Uzunluk, Genislik ve Agirlik Olgiimleri

Grup Uzunluk (mm) Genislik (mm) Agirhk (gr)
Dalak Karaciger Dalak Karaciger Dalak Karaciger
753 1.10 2.00 0.18 1.71 0.05 1.01
MLt 1.1 2.01 0.19 1.70 0.03 1.00
504 2.10 3.15 0.71 2.58 0.12 1.33
MLd 2.05 3.00 0.70 2.53 0.10 1.30
Kontrol 1.12 2.00 0.20 1.72 0.04 1.02

*MLt: Manisa L.tropica, MLd: Manisa L.donovani.

amaciyla olusturulan 504 ve MLd grubundaki farelerde VL klinik semptomlarinin (kilo
kaybi, tlylerde diklesme, hareketlerde yavaslama, istah azalmasi vb.) gelistigi tespit edil-
mistir. Bu gruplarin her ikisinin dalak 6lciimlerinin kontrol grubunda bulunan farelerdeki-
lerden anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmis (p< 0.0001), kendi aralarindaki 6lgtim
degerlerinin ortalamalari arasinda ise anlamli bir fark gézlenmemistir (p= 0.423). Ayni
sekilde, 504 ve MLd grubunda bulunan farelerin karaciger 6lclimlerinin kontrol grubuna
gore belirgin olarak arttigi tespit edilmistir (p< 0.0001). 504 ve MLd grubundaki farelerin
karaciger olctimleri kendi aralarinda karsilastirildigi zaman 504‘teki 6lclimlerin MLd’deki
Ol¢timlerden ytiksek oldugu goriilmdustir (p< 0.0001). L.tropica suslan ile enfekte farelerin
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bulundugu 753 ve MLt gruplarinda VL semptomlarinin gelismedigi ve her iki grubun
dalak ve karaciger olctimleriyle kontrol grubundaki farelerin olctiimleri arasinda anlamli
bir farkin olmadigi saptanmistir (karaciger, sirasiyla p= 0.153, p= 0.573; dalak, sirasiyla
p= 0.122, p= 0.144). Her iki grubun da kendi icinde dalak ve karaciger 6lcimlerinin ben-
zer oldugu ve aralarinda istatistiksel bir farkin olmadigi gortlmustir (sirasiyla, p= 0.998,
p=0.175).

TARTISMA

Kibris'ta 1935 yilindan itibaren yapilan calismalarda insan VL olgular saptanmistir
ve 1985-1987 yillari arasinda iki olgu bildirilmistir?®. Ancak adada hem VL hem de KL
enfeksiyonlarinin yayginhgi, yayilimi ve halk saghgi acisindan 6nemi konusunda yeterli
veri bulunmamaktadir. Kuzey Kibris'ta, 2016 yilinda, ¢ pediatrik (16, 24 ve 34 aylik) VL
olgusu bildirilmistir. Her ii¢ olgunun da L.infantum kaynakli oldugu tespit edilmistir*°.
Ruh ve arkadaslarinin’ 2017 yilinda Kuzey Kibris'in Girne sehrinde yaptiklari bir calisma-
da 249 saglkli gondlli incelenmis ve bunlarin tglinde (%1.2) Leishmania antikorlarinin
pozitif oldugu saptanmistir. Giiney Kibris'tan da insan laysmanyazis olgular bildirilmistir.
Guney Kibris'in Baf sehrinde dort kisilik bir ailede L.donovani’nin neden oldugu KL olgu-
lari rapor edilmistir3!. Son olarak, Ozdogag ve arkadaslan®, Kuzey Kibris genelinde 300
saghkli gondlliyd incelemis ve L.infantum IgG icin %4.7 oraninda (14/300) seropozitiflik
tespit etmislerdir. Ayni arastirmaya gore, laysmanyazis olasiligi 6zellikle dogada calisan
bireyler arasinda daha yuksek bulunmustur. Hatta, avcr ve ciftci/hayvanci gruplarinin
diger gruplara gore daha ylksek seropozitiflik oranlarina sahip oldugu da vurgulanmistir.

Literatlire gore, Gliney Kibris'in farkli bolgelerindeki KanL seroprevalansi %1.7 ile
%26.2 arasinda degismekte olup, L.infantum’un etken oldugu bildiriimistir32. Canakgi
ve arkadaslari tarafindan Kuzey Kibris'ta yapilan bir calismada®3, rastgele secilen 281
kopegin serum ornekleri indirekt floresan antikor testiyle degerlendirilmis ve kopekle-
rin %3.55 (10/281)'i seropozitif bulunmustur. Mazeris ve arkadaslarina goére**, adanin
kuzey kesiminde L.infantum’un neden oldugu insan laysmanyazis olgularinin gézlem-
lenmesi vektor dagilimi ile aciklanmakta ve L.infantum’a vektorlik yapan Phlebotomus
neglectus sinekleri sadece bu bolgede bulunmaktadir. Cesitli teorilere gore, Phlebotomus
neglectus’'un sadece bu bolgede yayilmasinin baglica nedenleri yeterli ucus kabiliyetinin
olmamasi ve cografi engellerin neden oldugu izolasyondur.

Kuzey Kibris Bolgesinde Phlebotomus spp. faunasi ile ilgili yapilan calismalar olduk-
ca nadirdir. Demir ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptigi bir calisma3>, Kuzey Kibris'taki
Leishmania parazitlerinin vektorlerinden olan Phlebotomus neglectus, Phlebotomus tobbi,
Phlebotomus galilaeus ve Phlebotomus papatasi tiirlerinin varhgini gostermistir. Phleboto-
mus tiirleri, Yetismis ve arkadaslari tarafindan yakin zamanda yapilan bir calisma3® icin
Kuzey Kibris'tan toplanmis ve bu sineklerin %2.63 (1/38) oraninda Leishmania para-
zitlerini tagidigi gosterilmistir. Ayni calismada, Leishmania parazitlerini bulastiran tiriin
Phlebotomus papatasi, parazitin ise L.major oldugu 6ne siriilmektedir.
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Arastirmalar sonucunda elde edilen veriler, L.donovani ve L.tropica turlerinin kesin-
likle Kuzey Kibris'ta mevcut oldugunu gostermektedir. Her iki tir Kuzey Kibris'tan ilk
kez molekiler yontemlerle izole edilerek sekanslanmistir. Yapilan calismalara gore, bu
parazitlerin vektorleri olarak kabul edilen diger Phlebotomus tiirleri de Kibris adasinda bu-
lunmaktadir. ilgi cekici bulgu ise, L.tropica’nin adada ilk kez tespit edilmis olmasidir ve bu
durum, L.infantum’dan kaynaklanan daha onceki KanL olgularinin aksine, L.tropica’nin
da adadaki KanL enfeksiyonlarinin kaynagi olabilecegini gostermektedir. Arastirmada tes-
pit edilen insan susu L.donovani idi ve bu bulgunun, Koliou ve arkadaslarinin®! aragtirma-
stiyla uyumlu oldugu goérilmistir. Leishmania turlerinin molekuler olarak tanimlanmasi,
Ozbilgin ve arkadaslarinin calismasinda®” belirtildigi gibi, mevcut epidemiyolojinin, hasta
klinik semptomlarinin ve uygun tedavinin daha iyi anlasiimasi icin bir veri tabani olustu-
rulmasi acisindan ¢cok onemlidir.

Literattrde, ayni veya farkli Leishmania turleri arasinda dogal hibritler tanimlanmisg-
tir?!. Leishmania parazitlerinde, tiirler arasi ve tiir ici hibritler kum sinegi vektériinde
deneysel olarak Uretilmis ve parazitin promastigot asamasinin hibritler olusturabildigi ve
genetik degisim gerceklestirebildigi dogrulanmistir®®. Hibridizasyon, parazitin insanlar
ve evcil hayvanlar da dahil olmak lizere yeni cevresel kosullara, vektorlere ve konakgilara
uyum saglamasina ve yeni genotip 6zelliklerine sahip canl organizmalarda etkili bir sekil-
de yerlesmesine ve hayatta kalmasina olanak tanir?!. Farelerle yapilan in vivo calismalarla
Leishmania izolatlarinin klinik karakterizasyonunun belirlenebilmesinin yani sira ilag ve
asl aragtirmalarina da katki saglanmaktadir. Ozbilgin ve arkadaslari'’, yaptiklari bir calis-
mada VL gostermesi beklenen bir Leishmania izolatinin KL klinik tablosu olusturdugunu
gormuglerdir. Bu nedenle, izole edilen Kuzey Kibris Leishmania izolatlarinin farelerdeki
klinik yansimalarinin takip edilmesi ve ayni zamanda Manisa’dan izole edilen izolatlar
ile bu klinik yasimalarin karsilastiriimasi, bu calismanin hedeflerinden biridir. Elde edilen
sonuglar, Kuzey Kibris ve Manisa izolatlarinin hem KL hem de VL hayvan modellerinde
benzer klinik tablo olusturduklari yonindedir. KL calisma gruplarinda yer alan farele-
rin timdnun sag ayak tabaninda KL semptomlarinin gelistigi ve kontrol grubuna goére
sag ayak taban 6lcim degerlerinde anlamli diizeyde artis oldugu izlenmistir. Buna rag-
men, hem 753-MLt hem de 504-MLd gruplarindaki farelerin ortalama degerleri arasinda
herhangi bir farkin olmadigi yani benzer klinik tablo olusturduklari anlasiimaktadir. VL
calisma gruplarindan L.tropica suslaryla enfekte olan farelerde (753 ve MLt) VL semp-
tomlari gozlenmezken, L.donovani ile enfekte gruplardaki (504 ve MLd) farelerde tipik
semptomlarin ortaya ciktigi tespit edilmistir. 504 ve MLd gruplarinin her ikisinin de dalak
ve karaciger olctimlerinin VL kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak daha
yuksek oldugu gorilmistir.

Kibris adasinin laysmanyazis icin endemik bir bélge oldugu ve adadaki insan VL/KL ve
KanL olgularina ek olarak vektor sineklerin varligi g6z oniine alindiginda, kapsamli mole-
killer epidemiyolojik arastirmalarin yapilmasi gerektigi aciktir. Boylece hem Phlebotomus
sineklerinin hem de Leishmania parazitlerinin tim ada genelindeki dinamikleri daha iyi
anlagilacaktir.
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