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Yerli Bir Kala-Azar Hastasindan izole Edilen
Leishmania donovani/L. infantum Hibridinin
Karakterizasyonu: In vivo Modele Ait On Bulgular

Characterisation of the Leishmania donovani/L. infantum Hybrid Isolated

from an Autochothonous Kala-Azar Patient: Preliminary Results of an In
Vivo Model
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Amag: Bu calismada, Manisa'da tedavi géren bir viseral leishmaniasis hastasindan izole edilen ve Leishmania’lara 6zgi ITS-1, hsp70
ve cpb gen bolgelerine yonelik analizlerle Leishmania donovani/L. infantum hibridi oldugu gosterilen etkenin karakterizasyonuna
yonelik in vivo deneyler sunulmakta olup, ilk sonuglar L. donovani ve L. infantum’un referans suglariyla karsilagtirilmaktadir.
Yontemler: Calisma icin, 25-30 gr agirhginda disi Balb/C fareler ile (her biri 16’sar fare iceren) ii¢ farkh ¢alisma grubu (CG)
ve 8 fareden olugan bir kontrol grubu olusturulmustur. Siv1 azottaki referans L. donovani (MHOM/IN/1980/DD8), L. infantum
(MHOM/TN/1980/1P1) suglarla L. donovani/L. infantum hibridi (MHOM/TR/2014/CBVL-LI/LD) ¢ézdirilip kiltive edilmis
ve 25 °C'de inkiibe edilmistir. U¢ susa ait 1x10%/mL promastigot, 15 (mikrolitre; uL) dozda GCG'deki farelerin kuyruk venlerine
uygulanmigtir. Fareler sakrifiye edildikten sonra ¢ikarilan karaciger ve dalak dokular: immiinolojik, immiinohistokimyasal ve
patolojik testler i¢cin saklanmusgtir.

Bulgular: Farelerin karaciger ve dalak dokularinda enfeksiyon varhgi, hem 6zgiil ELISA testiyle hem de NNN besiyerinde karaciger
ve dalak dokularindan Leishmania promastigotlarinin iiretilmesiyle gésterilmistir. Bununla birlikte, karaciger ve dalaklardan
hazirlanan “touch biyopsi” yaymalari incelendiginde, hicbir grupta Leishmania amastigotlarina rastlanmamugtir. Ayrica VL'ye bagh
doku hasarini saptamak i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamalarda (IL-9, CD-117, anti-MBP, CD163, CD4, CD8 ve CD31)
hi¢bir grupta doku hasarina yénelik bir bulgu elde edilmemistir.

Sonug: Edinilen sonuglar, hibrid Leishmania ve referans L. donovani ve L. infantum suglarinin CG'deki Balb/C farelerinin karaciger
ve dalaklarina ulagtigini, ancak patolojik bir etki olusmadigini géstermektedir. Bununla birlikte, bu ti¢ Leishmania izolatinin, bagka
bir ¢aligma i¢in aym tiir farelerin deri altlarina uygulandiginda deride lezyon olusturdugu belirlenmistir. Projeye ait deneyler
tamamlanip sonuglarin elde edilmesinin ardindan bu ¢alismada sunulan bulgular yeniden degerlendirilecektir.

Anahtar Kelimeler: Leishmania sp., hibrid, Kala-Azar, Tiirkiye, deney hayvani modeli

ABSTRACT

Objective: In the present study, preliminary outcomes of the in vivo assessment of a Leishmania donovani/L. infantum hybrid
isolated from a hospitalised patient with visceral leishmaniasis in Manisa and identified through analysis of the Leishmania-specific
ITS-1, hsp70 and cpb gene regions are presented in comparison with reference strains of L. donovani and L. infantum.
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Methods: Three different study groups [(SG); n=16 mice each] and a control group (n=8 mice) were established with female Balb/C mice weighing 25-30 g.
Reference L. donovani (MHOM/IN/1980/DD8), reference L. infantum (MHOM/TN/1980/1P1) and a L. donovani/L. infantum hybrid (MHOM/TR/2014/CBVL-
LI/LD), stored in liquid nitrogen, were thawed, cultured and incubated at 25 °C. A 15-uL dose of 1x10%/mL promastigotes of three strains was applied to the
tail veins of mice in the SG. After the mice were sacrificed, the liver and spleen tissues were removed and stored for immunological, immunohistochemical

and pathological analyses.

Results: The presence of infection in the liver and spleen tissues of mice was detected both by a specific enzyme-linked immunosorbent assay test and
from the recovery of Leishmania promastigotes from liver and spleen tissues in NNN medium. However, Leishmania amastigotes were not observed in the
touch biopsy smears of livers or spleens in either of the SGs. In addition, no evidence of tissue damage was identified in the SGs after immunohistochemical
staining (with antibodies against IL-9, CD-117, MBP, CD163, CD4, CD8 and CD31).

Conclusion: The obtained results show that hybrid Leishmania and reference L. donovani and L. infantum strains reached the liver and spleens of Balb/C
mice in SGs but were of no pathological consequence. Yet, these three Leishmania isolates caused skin lesions when applied subcutaneously in Balb/C mice in
another study. The findings presented in this study will be reassessed upon completion of the project, once the final results are obtained.

Keywords: Leishmania sp., hybrid, Kala-Azar, Turkey, animal model

GIRig

Insanlara Eski Diinya'da Phlebotomus sp., Yeni Diinya'da
ise Lutzomyia sp. cinsi disi yakarcalarin isirmasiyla bulasan
ve Leishmania cinsi kamgli protozoonlarin neden oldugu
leishmaniasis, klinikte kendini deri (kutanéz), i¢ organ (viseral)
veya deri ve mukoza (mukokutanéz) tutulumuyla gosteren
paraziter bir hastaliktir (1). Kala-Azar ya da diger adiyla
viseral leishmaniasis (VL) hastalarinda karaciger ve dalagin
yogun parazit tutulumu nedeniyle biyudigi, ayrica cesitli
semptom ve bulgular ortaya ¢iktigi, tan1 ve tedavinin geciktigi
olgularda klinik tablonun agirlagip 6lumle sonuglanabildigi
gozlenebilmektedir (1,2). Nitekim Ditnya Saghk Orgiiti
leishmaniasis’i, i¢ organ tutulumunda olimcil olabilmesi ve
tum dinyada yaygin enfeksiyona neden olup genis kitleleri
risk altinda tutmas: nedeniyle 6ncelikli enfeksiyonlar arasinda
saymaktadir (3). Ulkemizin de icinde yer aldigi Eski Diinya
olarak tamimlanan bélgelerde VL L. donovani ve L. infantum
tiirleriyle ortaya ¢ikmaktadir (4,5). Son yillarda diinyanin fark:
bolgelerinde yurutilen c¢alismalarda, Leishmania tirlerinin
vektorlerinin dagilimindaki cografi degisikliklere ve degisen doga
kosullarina uyum icin kendi aralarinda genetik madde ahigverisi
yapabildikleri gosterilmistir (6-8). Ornegin, L. infantum/L.
major hibridlerinin yasam déngilerini dogada yaygin bulunan
ve insan enfeksiyonlarma sik yol acan Phlebotomus papataside
tamamlayabildigi, oysa L. infantum’un tek basina P. papatasi'ye
yerlesemedigi gozlenirken L. braziliensis/L. peruviana hibridlerinin
dogaya daha iyi uyum sagladig1 ve sagkalim oranlarinin arttig:
bildirilmigtir (9-11). Hibridlesen Leishmania’larin yeni vektorlere
ulagmasiyla daha yaygin cografyalarda insan enfeksiyonlarina
yol acabilecegi gibi, insanlarda tedaviye direncli, deriden ic¢
organlara yayilim gosterebilen agir klinik tablolar olusmasindan
da endise edilmektedir (9). Nitekim son yillarda, diinyada ve
iilkemizde hibrid Leishmania izolatlar1 vektérlerden oldugu kadar
hastalardan da izole edilmeye baglanmigtir (7,11-13). Bu nedenle,
o6zellikle klinik olgulardan izole edilen ve hibrid oldugu saptanan
Leishmania tiirlerinin ayrintilh molekiiler, genomik ve proteomik
aragtirmalarla karakterize edilmesi, epidemiyolojik agidan toplum
saghig acisindan tagidiklar: riskin ortaya konulabilmesi i¢cin 6nem
tagimaktadir.

Leishmaniasis ile ilgili ¢aligmalarda farkli hayvan modelleri
iizerinde enfeksiyonun klinik etkileri degerlendirilebilmekte,
patogenez, immiin cevap ve tedavi yamit1 konularinda ¢caligmalar
yurutilebilmektedir. Leishmania parazitlerinin canl dokulardaki
patojen etkilerinin Balb/C fareler gibi deney hayvani modellerinde

olusturdugu  histopatolojik  degisikliklerle  izlenmesinin,

klinik tablonun ciddiyetini tahmin etmede yararli oldugu
bildirilmektedir (14,15). Leishmaniasis sonrasi parazitlerin
konak dokusundaki yerlesimi ve neden olduklar: histopatolojik
degisimler farkhi calismalarda immiinohistokimyasal yéntemler
kullanilarak gosterilmistir. Karaciger ve dalak dokularindaki
amastigotlarin boyanmas: ile doku yogunluklari, karacigerde
parazite kargi gelisen granulomlarin olusumu, geniglikleri, bazi
yiizey proteinlerinin boyanmasi ile de hiicre tiplerinin analizi
mumkiin olabilmektedir (15). Ayrica, farkh Leishmania tiirleriyle
olusan enfeksiyona bagl yapisal degisiklikler de (6rnegin,
dalak dokusundaki damarlagsma veya bozunmalar) bu yéntemle
incelenebilmektedir (16). Nitekim, Balb/C farelerde enfeksiyonun
baslangicindan 4. haftaya kadar olan siirede karacigerde parazit
artig1 goriliip sonraki giinlerde azalmaktayken dalak dokusunda
ise parazit varliginin 4. haftadan sonra da uzun bir siire devam
ettigi gozlenmistir. Ayrica, Balb/C farelerde parazite ézgii dalak
CD4+ T ve CD8+ T-hiicrelerini iceren hiicresel immiin yanit ve
karacigerdeki graniilom olugumu ile viseral enfeksiyonun kontrol
altina alindig1 belirlenmistir (17-19).

Fare modelinde enfeksiyona bagh organlardaki patolojik
degisikliklerin tamimlanip smiflandirilmasinda hematoksilen-
eozin boyali doku kesitlerinin puanlanmasinin mamkiin oldugu
bildirilmektedir (15). Karacigerdeki yapisal degisiklikler; lezyonda
granilom olugsumu, bélgeye gé¢ eden immiin hiicreler ve dokunun
bozunmasi tizerinden; dalaktaki yapisal degisiklikler ise lenfoid
atropi olmasi veya lenfoid reaktivite duzeyi tizerinden 0-3
araliginda derecelendirilebilmektedir (20).

Ulkemizde bir VL hastasindan izole edilen ve yapilan ileri testlerle
L.donovani/L.infantum hibridi oldugu belirlenen parazitin genis
caph karakterizasyonunun amaclandigi bir TUBITAK projesi
kapsamindaki bu ¢alismada; L. donovani/L. infantum hibridinin
L. donovani ve L. infantum referans suslanyla kargilastirildigy in
vivo testler ve bunlarla iligkili patolojik ve immiinohistokimyasal
incelemelerin sonuglari sunulmaktadir.

YONTEMLER

Olgu

Galigma, Manisa'da yasayan, 28 yasindaki bir erkek hastadan
izole edilen ve yapilan gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu
sonras1 erime egrisi analizlerinde olusan cift egri sonrasi
Leishmania donovani/L. infantum hibridi oldugu tespit edilen
“MHOM/TR/2014/CBVL-LI/LD” kodlu sug ile yuritalmisgtir.
Aile saghg merkezine tigtime titreme, yiiksek ates, gece terlemesi,
halsizlik ve kas agris1 yakinmalariyla bagvuran ve st solunum
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yolu enfeksiyonuna yonelik tedavi verilen hastanin 1 hafta
sonra yitksek atesinin ge¢memesi iizerine hastaneye yatirilmasi
kararlagtinlmigtir. Burada yapilan incelemelerde hastada
hepatosplenomegali (bilgisayarli tomografide dalak 18,5 cm,
karaciger 18 cm) ve pansitopeni (l6kosit 2,600/mm?; hemoglobin
9,7 g/dL; trombosit 62.000/mm?) gelistigi belirlenmistir. Hastanin
kemik iligi ve lenf bezi aspirasyon sivilarindan hazirlanan Giemsa
ile boyali preparatlarda Leishmania amastigotlar1 saptanmig, NNN
besiyerine ekilen aspirasyon sivilarinda da 6. giinden itibaren
Leishmania promastigotlar1 goriilmiigtiir. Bunun tizerine hastaya
tedavi baglanmisg ve kiiltiirde ¢ogaltilan Leishmania’lar sivi azotta
-196 °C’ye kaldirilmugtur.

Kiiltar

Hibrid sus (MHOM/TR/2014/CBVL-LI/LD), karsilastirma
amacyla kullanilacak referans Leishmania donovani (MHOM/
IN/1980/DD8) ve L. infantum’'un susu (MHOM/TN/1980/
IP-1) ile birlikte siv1 azottan c¢ikarilarak tarif edildigi sekilde
¢ozdiriilmis (21) ve NNN besiyerine ekilmistir. Ureme ilk olarak
burada gerceklestikten sonra kiiltiirler ¢ok sayida promastigot
eldesi icin %10 fetal buzagi serumu iceren Rosswell Park
Memorial Institute-1,640 besiyerine aktarilmistir. Bu besiyerine
ayrica %1 penisilin-streptomisin (penisilin, 10,000 units/mL-
streptomisin, 10 mg/mL) ve %0,2 gentamisin (gentamicin, 50
mg/mL) eklenmigtir. Ekim sonrasi kiltiirler 25 °C’lik etiivde
inkiibe edilmigtir.

Calisma Gruplarinin Olusturulmasi:

In vivo VL modeli olusturabilmek i¢in, etik kurul onay1 sonrasi
(ACU-HADYEK 2018/09) Acabadem Mehmet Ali Aydinlar
Universitesi Deney Hayvanlar1 Aragtirma Merkezi'nde disi, 5-7
haftalik ve 20-25 gr agirhiginda toplam 56 Balb/C fare ile caligma
yapilmigtir. Bu farelerin (Leishmania infantum grubu, Leishmania
donovani grubu ve L. infantum/L. donovani hibrid grubunda
16’sar fare olmak tizere) toplam 48’i calisma gruplarinda, 8’ ise
kontrol grubuna alinmig, deneylerin sonuna kadar ad libitum
beslenmiglerdir.

Farelerin Enfekte Edilmesi

Kulturde ¢cogaltilmis ti¢ farkl susa ait Leishmania promastigotlari,
son konsantrasyon 1x10® promastigot/mL olacak sekilde
hazirlanmis ve ¢alisma gruplarindaki farelerin kuyruk venlerine
15 pL uygulanmigtir. Tim fareler enjeksiyon sonrasi VLye
bagh beklenen olas1 degisiklikler (6rnegin; kilo kaybs, tiiylerde
dokilme, hareketlerde yavaglama) yéninden izlenmistir. Ayrica,
enfeksiyonun farelerde yerlestigini gosterebilmek amaciyla
calismanin 21. gini farelerden kan alinip 4 °C ve 3,000 RPM’'de
10 dakika santrifiijlenmis ve 6zgin Leishmania IgG ELISA
kiti (Qualitative Mouse Leishmania antibody IgG ELISA Kit,
MyBioSourceTM) ile aragtirilmigtir.

Farelerin Sakrifiye Edilmesi

Enfeksiyonun 21. giinii alinan kan 6rneklerinden yapilan ELISA
testiyle farelerin enfekte oldugu tespit edildikten sonra tim
farelerin yaris1 enfeksiyonun karacigerde en vyiiksek seviyeye
ulagtigi 30. giinde ve daha sonra 60. giinde karbonmonoksit
koklatma yontemiyle sakrifiye edilmistir (14,15). Sakrifikasyondan
hemen énce farelerin kalplerinden 0,1 mL kan alinip saklanmus,
sakrifikasyon sonrast ise tiim farelerin dalak ve karacigerleri diseke
edilerek proje kapsamindaki diger testler i¢cin (immiinohistokimya,
DNA ve RNA izolasyonu ve akigh sitometri calismalari) kullanilmak

tizere parcalanarak ayrilmigtir. Calisma grubundaki farelerin
karaciger ve dalaklarinda parazit varhgim géstermek icin, bu
organlardan ayrica érnekler alinarak NNN besiyerine ekilmis ve
besiyerleri 25 °C’lik etiivde inktibe edilmistir.

immiinohistokimya icin Dokularin

Alinmasi

Calismalar1

Immiinohistokimya calismalarinda kullanilmak icin ¢alismanin
30. ve 60. giinlerinde sakrifiye edilen toplam 56 farenin her
birinden 20 mg dalak doku par¢as1 ve 35 mg karaciger doku par¢asi,
%10 formol iceren steril biyopsi kaplar: icerisine konulmustur.

immiinohistokimyasal Analizlerin Yapilmasi

Sakrifiye edilen farelerin karaciger ve dalaklarindan “touch biopsy”
ileyaymalar hazirlanmisg, enfeksiyonabagli patolojik degisikliklerin
gruplarda kargilagtirmali tespiti icin immiinohistokimyasal
boyalarla boyanmasi gerceklestirilip histopatolojik incelemeler
yapilmustir. Her bir farenin karaciger ve dalak dokularindan alinan
ornekler rutin histopatolojik inceleme i¢in hazirlanmig, rutin
hematoksilen eozin boyas: uygulanarak degerlendirilmistir.
Karaciger ~ve dalakta olusan yapisal degisikliklerin
degerlendirilmesinde, 6nceki bir makalede (15) kullanilan ve
Tablo 1'de gosterilen puanlama dikkate alinmistir.

Dokularda VLye bagh olusan
niteliklerini ortaya koyabilmek ve fibrozis gelisimi yéniinden
degerlendirmek i¢in histokimyasal olarak masson trikrom boyasi;
immiunohistokimyasal olarak interl6kin-9; enflamatuvar hicre
tiplerinden mast hiicrelerine yénelik CD117, eozinofiller i¢in
anti-MBP, monosit-makrofajlar icin CD163, T lenfositler i¢cin CD4
ve CD8, endotel hiicreleri igcin CD31 uygulanmugtir.

Tablo 1. Karaciger ve dalakta olusan yapisal degisikliklere ait
puanlama

hasarin  derecesini ve

Organ Yapisal degisiklik Puan
Karacigerde lezyon olmamasi 0
Karaciger Immiin hicrelerin bélgeye g edip 1.3*
enflamasyona neden olmasi
Lenfoid atrofi olmas1 0
Dalak
Lenfoid reaktivite varlig: 1-3*

*Incelenen mikroskop sahasindaki immiin hiicrelerin karaciger ve dalak
hiicreleri tizerindeki tutulum yogunluguna gére asagidaki puanlama
planlanmigtir

1 puan: Hafif tutulum (%1-20)

2 puan: Orta tutulum (%20-50)

3 puan: ileri tutulum (>%50)

istatistiksel Analiz
Galisma kapsaminda sonuglarin yorumlanmas: icin istatistiksel
analiz gerekmediginden herhangi bir yonteme basvurulmamistir.

Etik Kurul Onay:

Bu ¢alisma, Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Deney
Hayvanlar: Etik Kurulunun 18.01.2018 tarihli ve HDK 2018/09
nolu karar1 uyarinca etik agidan uygun bulunmustur. Caligma icin
hasta énceden bilgilendirilmis ve onay1 ahnmigtir.

BULGULAR

Yapilan patolojik incelemelerde; hibrid sus, L. infantum ya
da L. donovani ile enfekte farelerin hicbirinde dalak ya da
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karacigerinde makroskopik bir patolojiye (6rnegin, boyutlarda
genigleme) rastlanmadig: bildirilmistir. “touch biopsy” sonrasi
yapilan mikroskobik incelemelerde de, karacigerde ya da dalakta
hematoksilen-eozin boyama sonrasi Leishmania amastigotlarina
yine hicbir grupta rastlanilmamistir (Sekil 1).

Masson trikrom boyasi ile yapilan incelemelerde, hibrid sus, L.
infantum ya da L. donovani ile enfekte farelerin hi¢birinin dalak ya
da karaciger dokularinda fibrozis gelisimi yoéntnden herhangi bir
bulgu gozlenmemistir. ¢ organ tutulumunu gostermek amaciyla
yapilan immiunohistokimyasal testlerle de deney grubundaki
farelerin hicbirinde patoloji yéniinden anlamli bir boyanmaya
rastlanilmamus, tum degerlendirmelerde puanlama sifir olarak
belirtilmigtir (Sekil 2-4).

(a)

Sekil 1. L. donovani/L.infantum hibridiyle enfekte edilen deney
hayvanlarinin karaciger (a) ve dalak (b) kesitleri
(Hematoksilen eozin boyasrt)

€4 N o | 1

R I e
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Sekll 2. L. donovani/L. mfantum hlbrldlyle enfekte edilen
deney hayvanlarinin karaciger dokularinda yapilan
immiinohistokimyasal testlerin sonuglar1

Sekil 3. L. donovani/L. mfantum hibridiyle enfekte edilen
farelerin dalak dokularinda yapilan immiinohistokimyasal
testlerin sonuglar

TARTISMA

Leishmaniasis, iilkemizin de i¢inde oldugu tropikal ve subtropikal
iklim kusagindaki tlkelerde énemli halk sagligi sorunlarindan
biri olmaya devam etmektedir. Degisen cevre kogullarina uyum
siirecinde Leishmania turleri arasinda genetik madde aligverisine
baglh hibrid tirler olustugu diinyanin farkli bélgelerinden

IL-9 Masson Trikrom Boyama
;{(7‘-"/)(’ 7’,‘_\‘. .

Sekil 4. L. donovani/L. mfantum h1br1d1y1e enfekte edilen deney
hayvanlarinin karaciger ve dalak dokularinda IL-9 testi ve
Masson trikrom boyama bulgular

bildirilmektedir (6,7). Hibrid turlerin tam yoéntemleriyle
saptanamayan ve/veya tedaviye yamit vermeyen agir klinik
tablolara yol a¢gma riski nedeniyle saptanip aragtirilmalidir (3,9).
VL biiyiik oranda L. donovani ve L. infantum’'un etken oldugu
ve hastalara etkin tedavi uygulanmadiginda 6liimcil olabilen
bir enfeksiyondur. Tim dinyada goriilen olgularin %90 1min
Banglades, Brezilya, Hindistan, Nepal ve Sudan'da goérildugii
bildirilmekte, tilkemizde de halk sagligini tehdit edecek salginlara
yol acabilecegi belirtilmektedir (1-3). Enfeksiyon sirasinda
Leishmania amastigotlarimin dalak ve karacigerden baslayarak
i¢ organlarin monontkleer fagositer hiicrelerine yayildig
gozlenmektedir (22).

Hastalarda VL patogenezi ve olusan immin yamt ile ilgili cok
sayida bilinmeyen nokta bulunmaktadir. Bu yéndeki aragtirmalar
icin deney hayvani modelleri olusturulmakta, bunun icin kolayca
saglanabilen fareler siklikla tercih edilmektedir (8,23). Ayrica, ayni
tirden olan fareler genetik olarak 6zdes olduklarindan farelerle
calisarak nesiller boyu genetik veri toplayip belirli bir fenotipe
yonelik karakterizasyon yapmak da miimkiin olabilmektedir (8).
Yine de VL caligmalari i¢in gelistirilmig farkli hayvan modelleri
olmakla birlikte, bunlarin hicbirinin insandaki enfeksiyonu
basariyla taklit edebildigi s6ylenememektedir; deney hayvanlar
ile olusturulan modellerden alinacak sonuglarin insanlarda ortaya
¢ikan klinik tabloyla uyumlu olmayabilecegi de unutulmamahdir
(4,24).

Deney hayvanlarinda VL modeli olusturmanin hayvamn cinsine,
genetik alt yapisina, verilen parazit miktarin ve uygulama yoluna
bagh olabilecegi belirtilmektedir (1,3). Balb/C farelerde VL modeli
olustururken organa 6zgii bir immiin yanit olustugu bildirilmektedir
(8,17). Enfeksiyonun ilk haftalarinda parazitler karacigerde hizla
cogalmakta, 4. haftadan sonra gelistigi bildirilen yardimci T-hticre
(Thl) cevabina bagh olarak karacigerdeki parazitlerin ortadan
kalktig1 ve re-enfeksiyona diren¢ gelistigi gézlenebilmektedir
(8,25). Karacigerdeki enfeksiyon simirhlik gosterirken dalakta
¢ok daha uzun siire kaldigi ve splenomegalinin devam ettigi
tespit edilmigtir (26). Balb/C farelerde VL enfeksiyonu sirasinda
parazit yuki kontrol altinda tutulmakla birlikte paraziteminin 8.
haftada zirveye ciktign bildirilmektedir (4). Arastirmacilar, Balb/C
farelerin VL'ye ait subklinik tablolarin aragtirilmasi, enfeksiyon
sirasindaki immiinopatolojik degisikliklerin izlenmesi ve ag1
caligmalar1 icin uygun oldugunu belirtmektedir (4,8). Biz de,
gerek deney hayvani laboratuvarimizda kullanabilecegimiz en
uygun model olarak, gerekse immiin cevab: kolayca izleyebilmek
amaayla bu calismada Balb/C fareler ile ¢caligmay tercih ettik.
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Caligma ¢ncesi hedefimiz, L. donovani ve/veya L. infantum ile
enfekte edilmis farelerde en azindan 30. giin karaciger ve dalaktan
hazirlanan yayma preparatlarda ve/veya immiinohistokimyasal
analizlerde patolojik degisiklikler gérmekti. Caligmanin 60. giini
karacigerdeki patolojinin ortadan kalkmus olabilecegini, ancak
dalakta siirecegini tahmin ediyorduk. Nitekim bagta, calisma
gruplarindaki farelere kuyruk veninden enjekte edilen Leishmania
promastigotlarimin dalak ve karacigere ulastigi, gerek ELISA
testiyle gerekse sakrifiye edilen hayvanlardan alinan karaciger
ve dalak dokularinin kiiltiire eklenmesi sonras: 5. giinden sonra
mikroskopta gériilen Leishmania promastigotlariyla gosterilmisti.
Bununla birlikte, deneyin 30. ve 60. ginlerinde sakrifiye
edilen ¢aligma grubundan hicbir farede karaciger ya da dalakta
immiinohistokimyasal bir patolojiye rastlanilmadi. Calisma
gruplarindaki farelere ait enjeksiyon sonrasi gozlem notlarimizda
da herhangi bir anormallik (6rnegin; kilo kaybi, hareketlilikte
azalma, tily dokilmesi) kaydedilmemigti. Bu durum, farelerin
Leishmania’lara karsi etkin bir Th-1 yamti geligtirmedigini,
karaciger ve dalakta enfeksiyonun ya hi¢ gelismedigini ya da
gelisip 30. ginden once iyilestigini disundirmektedir. Bu
calismada kullanilan Leishmania suslariyla benzer 6zelliklerdeki
Balb/C farelerin timinde deri altina uygulanan aymi dozda
promastigotlarla kutanéz leishmaniasis’e ait deri lezyonu
olustugu gozlenmistir (Kurt O, yaymlanmamis veri). Ayrica,
onceki caligmalarda benzer doz ve yolla Balb/C farelerde L.
donovani ile VL modeli olusturuldugu da bilinmektedir (4,5,8).
Ustelik yiiksek doz Leishmania promastigotlarinin farelere damar
yoluyla verilmesiyle dalak ve karacigerde uzun sureli tutulum
saglandig1 da belirtilmigtir (15). Immiin cevaba yonelik deneyler
tamamlandiginda, karaciger ve dalaktaki sitokin ve antikor
duzeyleri tzerinden, caligmaya ait tum veriler birlikte tekrar
degerlendirilecektir.

SONUC

Ulkemizde ilk kez klinikte yatan bir VL hastasindan izole edilen
L. donovani/L.infantum hibridinin karakterizasyonuna yénelik
kapsamli bir projeye ait bu ilk calismada, deney modeli olan Balb/C
farelerde Leishmania suglarimin karaciger ve dalaga ulasabildigi
ancak olusan enfeksiyonun patolojik degisikliklere yol a¢gmadig:
gozlenmigtir. Hibrid susun farelerde olusturdugu immiin yamtin
olgiimiine yonelik ayrintili testlerin tamamlanmasi sonrasi
sonugclar daha genis bir acidan degerlendirilecektir.
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