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Kutanoz leysmanyazis (KL), tlkemizde basta Giineydogu Anadolu Bolgesi olmak lizere endemik
olarak goriilmekte ve son yillarda Ege Bolgesi de dahil olmak lizere pek ¢ok bolgeye yayihm gdstermek-
tedir. KL'nin tanisi, epidemiyolojik veriler, klinik belirtiler ve laboratuvar bulgularinin birlikte degerlen-
dirilmesine dayanmaktadir. Rutin tanida en sik direkt mikroskopi ve kiltiir yontemleri tercih edilmekte,
molekiiler yontemler ise daha ziyade arastirma amacli olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, KL stipheli
olgulardan alinan orneklerde Leishmania spp. varh@inin, direkt mikroskopi, kiltiir ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemleri ile arastirilarak sonuclarin karsilastirmasi amaclanmistir. Calismaya, Adnan
Menderes Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Parazitoloji Laboratuvarina 2012-2014 yillari
arasinda bagvuran 55 olgu dahil edilmistir. Olgularin deri lezyonlarindan alinan 6rneklerden yayma
hazirlanmis ve Giemsa ile boyanarak amastigot varligi agisindan direkt mikroskopik olarak incelenmistir.
Ayrica alinan ornekler kiltir icin NNN besiyerine ekilmis ve PCR icin drneklerden DNA izolasyonu ticari
bir kit (NucleoSpin Tissue® Kit, Macherey-Nagel, Almanya) kullanilarak yapilmistir. PCR yénteminde,
Leishmania spp. kinetoplast DNA'sinin 116 baz ciftlik kismini ¢cogaltan 13A ve 13B primerleri kullanil-
mistir. Calismamizda, 55 ornegin 29 (%53)’unda direkt incelemede amastigot varligi gorilmis, 34
(%62)'tinun kultirinde promastigot varhigi saptanmis ve 30 (%55)'unda PCR ile parazite 6zgiil bant
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olusumu gosterilmistir. Olgularin 24’Gnde her li¢ yontem ile de pozitif, 18’inde her lic yontem ile
de negatif sonu¢ alinmistir. Yontemlerden en az birinde pozitiflik saptanmasi dikkate alindiginda 55
olgunun 37 (%67)'si KL tanisi almistir. Buna gore, KL tanisi alan olgularin %78.4 (29/37)’tiinde direkt
mikroskopi, %92 (34/37)'sinde kiiltlir ve %81.1 (30/37)'inde PCR poxzitifligi oldugu izlenmis; KL tani-
sinda kdiltiir yonteminin en duyarli yontem oldugu saptanmustir. Kiltir yontemi altin standart olarak
kabul edildiginde, direkt mikroskopinin duyarliigi %76.4, 6zgulligi %86; PCR'nin duyarliliyi %85.3,
0zgllligu ise %95 olarak hesaplanmistir. Sonug olarak, KL tanisinda birden fazla yontemin kullaniima-
sinin duyarlilik ve 6zgilligu artiracagr ve daha ¢ok sayida olgunun tanimlanmasina olanak saglayacagi
disundlmusgtar.

Anahtar sozciikler: Kutanéz leysmanyazis; tani; kiiltiir; direkt mikroskopi; polimeraz zincir reaksiyonu.

ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis (CL) is an endemic disease especially in Southeastern Anatolia of Turkey
and recently shows a trend for spread to other regions of the country including the Aegean region. The
diagnosis of CL is based on combined evaluation of epidemiological data with the clinical symptoms and
laboratory findings. Direct microscopic examination and culture methods are mainly used in the routine
diagnosis of CL, while molecular methods are mainly used for research. The aim of this study was to
detect the presence of Leishmania spp. in samples obtained from CL-suspected patients by using direct
microscopy, culture and polymerase chain reaction (PCR) methods and to compare the results. A total of
55 patients who were admitted to Parasitology Laboratory of Adnan Menderes University Hospital, Aydin
(located at Aegean region in Turkey), between 2012-2014 were included in the study. Smear prepara-
tions from the skin lesions of cases were fixed and stained with Giemsa, and the presence of amastigote
forms were evaluated by direct microscopy. NNN medium was used for the cultivation of samples. Total
genomic DNA of Leishmania from the samples were extracted with a commercial kit (NucleoSpin Tissue®
Kit, Macherey-Nagel, Germany) and PCR was performed by using 13A and 13B primers to amplify the
116 base pair fragment of Leishmania spp. specific kinetoplast DNA. Amastigotes were observed in 29
(53%) of the 55 samples by direct microscopy, promastigotes were detected among 34 (62%) samples
in culture, and parasite-specific amplicons were revealed in 30 (55%) samples by PCR. All assays were
positive in 24 patients while in 18 patients all of the tests yielded negative results. Thirty-seven (67%) out
of 55 cases were diagnosed as CL when reactivity in at least one of these three methods were considered
as positive. Accordingly the positivity rates of the methods were 78.4% (29/37) for direct microscopy,
92% (34/37) for culture and 81.1% (30/37) for PCR in CL-diagnosed patients, indicating culture as the
most sensitive method. Regarding the culture method as gold standard, the sensitivity and specificity
of direct microscopy were calculated as 76.4% and 86%, respectively, while PCR presented with 85.3%
sensitivity and 95% specificity. In conclusion, it was thought that the usage of more than one method
for CL diagnosis leads to increase the sensitivity and specificity which enables the diagnosis of a wide
range of patients.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis; diagnosis; culture; direct microscopy; polymerase chain reaction.

GiRis

Kutanoz leysmanyazis (KL) Leishmania tirlerinin etken oldugu, vektor kum sinekleri
tarafindan bulastirilan tropikal ve subtropik (lkelerde sik gorilen bir deri hastaligi olup,
hastalik halk arasinda sark ¢ibani, halep cibani, sene yarasi gibi isimlerle de anilmakta-

dir'. Ulkemizde Giineydogu Anadolu Bélgesinde endemik olarak gériilmekte ve etkenin
siklikla Leishmania tropica oldugu bilinmektedir. Son yillarda Ege Bolgesi de dahil olmak
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Uzere pek cok bolgeye yayilan hastalik, Aydin ilinde de varligini stirdirmektedir. Aydin
ili KL acindan endemik bdlge olup 1996-2004 yillari arasinda 159 KL olgusu bildiril-
mistir2.

KL'nin tanisi, epidemiyolojik veriler, klinik belirtiler, olgunun hikayesi ve laboratuvar
uygulamalarina dayanmaktadir. Ayirici tanida hastaligin endemik olarak gorildigu bol-
geler de olduk¢ca 6nemlidir ve endemik bolgede yasamak veya endemik bolgeye seyahat
oykusu, KL icin dnemli bir epidemiyolojik tani kriteridir. Klinik belirtiler, parazitin tiiri ve
konak gibi cesitli faktorlere gére degisebilmektedir®. Lezyonlar tipik olarak agrisiz, Ulsere,
kabugu zor kalkan lezyonlar seklinde, genellikle viicudun acikta kalan yerlerinde bir veya
daha fazla sayida saptanabilmektedir. Hastalik pek cok deri lezyonu ile (bakteriyel deri
enfeksiyonlari, deri tiberkilozu, malign deri timorleri, bocek i1sirmalari, yabanci cisim
granulomlari, derin mikotik enfeksiyonlar, miyazis, tropikal Ulser, sarkoidoz, sarbon,
sporotrikoz, keratoakantoma vb.) karisabilmekte olup tani amaciyla cok degisik teknikler
kullanilmaktadir®. Dogru tani, komplikasyonlarin azaltiimasi ve uygun tedavinin segil-
mesi acisindan 6nem tasimaktadir®. Parazitolojik tani, lezyonun saglam deri ile birlesme
kenarindan ornek alinarak, boyanan preparatta parazitin gosterilmesi ile konmaktadir.
Alinan 6rnek besiyerlerine ekilirse, parazitin izolasyonu ve tanimlanmasi mimkiin ola-
bilmektedir. Bunlara ek olarak son yillarda PCR gibi molekiiler yontemler de KL'de tani
amach kullaniimaktadir®.

Bu calismada, Adnan Menderes Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Parazitoloji Laboratuvarina 2012-2014 yillari arasinda basvuran KL siipheli olgulardan
alinan orneklerde Leishmania spp. varligi, direkt mikroskopi, kiltiir ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemleri ile arastirilarak, sonuglarin karsilastirmali olarak degerlendi-
rilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuvarina
basvuran KL stipheli 55 olgu dahil edildi. Tani icin alinan alti adet yayma 6rneginin tcl
Giemsa ile boyandi; digerleri PCR testi uygulanincaya kadar boyanmadan -20°C’'de
saklandi. Ornekler, lezyon ve cevresi %70'lik alkol ile iyice temizlenip, insiilin enjektorii
ile 0.2 ml serum fizyolojik, saglam deri ile lezyonun sinirindaki lezyon yatagina enjekte
edilip geri cekilerek alindi. Alinan 6rnekler lama yayildiktan sonra, Giemsa ile boyanarak
amastigot varligi mikroskobik olarak arastirildi. Amastigot goriilen preparatlar pozitif,
gorilemeyenler ise negatif olarak degerlendirildi. Ayrica alinan ornekler NNN besiyerine
ekildi ve Leishmania promastigotlari saptanan kiltiirler pozitif, saptanamayanlar negatif
olarak degerlendirildi.

Saklanan yayma &rneklerinden DNA izolasyonu, NucleoSpin Tissue® (Macherey-
Nagel GmbH & Co, Almanya) kiti kullanilarak Uretici firmanin onerilerine gore yapildi.
izole edilen DNA'lar kullaniincaya kadar -20°C’de saklandi. Leishmania kinetoplast
DNA'sinin 116 baz cift (bg)’lik kismini cogaltan 13A: 5'-dGTGGGGGAGGGGCGTTCT-3’
ve 13B: 5'dATTTTACACCAACCCCCAGTT-3’ primerleri kullanilarak PCR uygulandi. PCR
karisimi; 1-2 pl kalip DNA, 0.4 pmol her bir primer, 0.5 U Taq DNA polimeraz, 0.2 mM
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her bir dNTP, 3 pl 10x Taq polimeraz tamponu KCl, 2.5 mM MgCl, seklinde hazirlandi
ve distile su ile 30 pl'ye tamamlandi. PCR amplifikasyonu icin TC-312 modeli 1si dongii
cihazi kullanildi ve amplifikasyon 94°C’de 10 dakika 6n denatirasyon sonrasi 30 déngii
(94°C’de 60 sn, 60°C’de 60 sn ve 70°C’de 60 sn) ve 72°C’de 7 dakika son uzama olarak
gerceklestirildi. 8-10 pl PCR Urlini %2 agaroz jelde Tris Borik asit-EDTA (TBE) tampo-
nunda yurutuldikten sonra agaroz jel goriintiileme sistemi (Infinity ST5, Vilber Lourmat,
Fransa) ile goruntilendi.

BULGULAR

Calismamizda degerlendirilen 55 olguya ait 6rnegin 29 (%53)’'unda Giemsa boyama
ile direkt incelemede amastigot varli§i saptanmig, 34 (%62)’Gnde kiltiirde promastigot
varligir mikroskobik olarak gozlenmis ve 30 (%55)’'unda PCR ile parazite 6zgil bant
olusumu gosterilmistir (Tablo I, Resim 1). Her lic yontem de olgularin 24'linde pozitif,
18’inde negatif sonug vermistir (Tablo I). Yontemlerden en az birinde pozitiflik saptan-
mas! dikkate alindiginda 55 olgunun 37 (%67)’si KL tanisi almistir. Buna gore, KL tanis
alan olgularin %78.4 (29/37)'uinde direkt mikroskobik inceleme ile, %92 (34/37)'sinde
kaltur ile, %81.1 (30/37)’inde ise PCR ile pozitiflik saptanmistir (Tablo ).

Kultdr altin standart olarak alindiginda, direkt mikroskopinin duyarliigi %76.4, 6zg(il-
gl %86; PCR'nin duyarlilidi %85.3, 6zgulligu ise %95 olarak hesaplanmigtir. PCR
yontemi altin standart olarak kabul edildiginde, kiltirin duyarihgr %97, 6zgulligu
%80, direkt mikroskopinin duyarlihgi %83, 6zgilligi %84 olarak bulunmustur. Direkt
mikroskopi referans olarak kabul edildiginde ise, kiltiriin duyarhihg@ %90, 6zgillugi
%70; PCR'In duyarlihgr %86, 6zgulligu %81 olarak hesaplanmistir.

TARTISMA

KL Glkemizde bildirimi zorunlu bir hastalik olup, Saghk Bakanhg: verilerine gére 1990-
2010 yillar arasinda toplam 46.003 yeni olgu saptanmis, bu olgularin cogunlugunun
Giineydogu Anadolu Bélgesi'nde yogunlastigr bildirilmistir’. Aydin ilinde ise 1996 yilin-
dan 2010 yilina kadar 436 olgunun rapor edildigi izZlenmektedir®8. Ege Bolgesi’nde ve

Tablo I. Leishmania Tanisinda Kullanilan Yéntemlerin Karsilastirmali Sonuclari (n= 55)
Direkt mikroskopi Kiltur PCR Olgu sayisi
+ + + 24
- - - 18
- + + 5
- + - 3
+ - 2
+ + - 2
+ - + 1
29* 34* 30* 37*
* Pozitif olgu sayis.
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Resim 1. PCR yontemi ile bazi olgulara ait Leishmania kinetoplast DNA'sinin gen bolgesine dzgii primerler
ile amplifiye edilen 116 b¢ PCR diriinleri (M: Belirteg; P: Pozitif kontrol érnedi; N: Negatif kontrol érnegi; Hat
1-17: Olgulara ait Leishmania pozitif ve negatif érnekler).

Tablo II. KL Taruisi Konulan Olgularda Yéntemlerin Karsilastirmali Sonuglari (n= 37)
Kiiltiir Kiiltir
Pozitif  Negatif Toplam Pozitif ~ Negatif Toplam
Direkt Pozitif 26 3 29 PCR Porzitif 29 1 30
mikroskopi \oqatif 8 . 8 Negatif 5 2 7
Toplam 34 3 37 Toplam 34 3 37

Aydin ilinde farkli Leishmania turlerinin varligi bilinmektedir. Deri lezyonlari, etken olan
Leishmania turiine gore degisiklikler gostermektedir. Leishmania’'nin degisik turleri farkl
klinik tablolara yol acabilmekte ve tanida glicliik yaratabilmektedir.

KL tanisinda en sik kullanilan yontem, lezyondan hazirlanan ve Giemsa ile boya-
nan yaymada amastigot formunun gériilmesidir®'®. Ancak direkt mikroskopi (DM),
kultar ve histopatolojik inceleme gibi klasik laboratuvar tani yontemlerinin seciciligi
yiiksek olmasina karsin duyarliigi diisiik ve degisken olabilmektedir'''2, Son yillarda
KL tanisinda, ribozomal, “miniexon” veya “mini/maxicircle” kDNA gibi korunmus
veya degisken bolgelere ait sik tekrar eden degisik bolgeleri hedefleyen molekiiler
yontemler kullanilmaktadir'?'6. Molekiiler bazli yéntemlerin en énemli avantajinin,
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deri biyopsisi, kan, kemik iligi aspirati, Giemsa boyali preparatlar ve parafinize materyal
gibi degisik klinik orneklerde bulunan az sayidaki Leishmania DNA’sini saptayabilmesi
oldugu bildirilmektedir. Dogru taninin, uygun tedavi seciminde ve prognozun deger-
lendirilmesinde biiyiik nem tasidig bilinmektedir'”-'®. Mohaghegh ve arkadaslar'?,
2012 yilinda yaptiklar calismada, deri lezyonu bulunan ancak yayma preparati negatif
81 KL siipheli olgunun 9 (%11.1)'unda PCR yontemi ile pozitiflik saptadiklarini rapor
etmislerdir. Omidian ve arkadaslarinin?® yaptigi calismada ise, yayma 6rnedi negatif
olan KL supheli 30 olgunun 5 (%16.4)'inde PCR yontemi ile pozitiflik saptanmistir.
Celiksdz ve arkadaslan®', KL'li olgularin %52 (11/21)'sinde DM ile amastigot sap-
tadiklarini ve %71 (15/21)'inde kiltir yontemi ile promastigotlar tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Caismamizda ise KL'li 55 olgunun 29 (%53)'unda direkt mikroskobik
inceleme ile amastigotlar goriilmis ve 34 (%62)'tinde ise NNN besiyerindeki kiltiirde
promastigotlar Uretilmistir.

Rodriguez ve arkadaslarinin?? 233 olguda DM, kiiltiir ve PCR ydntemlerini karsilas-
tirdiklar calismada, sirasiyla %63, %43 ve %97 oraninda pozitiflik bulunmus; Culha ve
arkadaslarinin?® 25 olguda yaptiklari calismada ise, DM, kiiltiir ve PCR pozitifligi sirasiyla
%44, %68 ve %100 olarak bildirilmistir. Bizim calismamizda pozitiflik oranlari DM,
kultir ve PCR ile sirasiyla %53, %62 ve %55 olarak belirlenmistir. Lemrani ve arkadasla-
n'é, 26 olgudan alinan biyopsi érneginde PCR’nin duyarliigini %84.6, DM ve kiiltiiriin
duyarliigini %69.2 olarak saptamislardir. Bensoussan ve arkadaslarinin'’ calismasinda,
92 yayma 6rneginde PCR’nin duyarliligi %98.7, DM ve kdltirtin duyarhihg %83.3 ola-
rak bildirilmistir. Boggild ve arkadaslar®* da duyarlilik oranlarini; PCR icin %96.6, kiiltir
icin %84.7 ve DM icin %66.1 olarak vermislerdir. Bizim calijmamizda ise DM, kultur
ve PCR yontemlerinin duyarliliklar sirasiyla %78.4, %92 ve %81.1 olarak bulunmustur.
Diger calismalara bakildiginda kiiltir yonteminin PCR yonteminden sonra ikinci duyarh
yontem oldugu gorilmekteyken, bizim calismamizda bu lic yontem karsilastinldiginda
kdltir yonteminin KL tanisinda daha duyarli bir yontem oldugu saptanmistir. Bunun
sebebinin, 6rnek aliminin uygun olmasi, 6rneklerin ekimi sirasinda sterilizasyon kosulla-
rina dikkat edilmesi, ekilen orneklerin diizenli kontrolleri ve kullanilan besiyerinin diizenli
olarak yenilenmesi oldugu disundlmdastar.

KL tanmisinda kullanilan DM ve kdltiir yontemleri icin, alinan 6rnegin morfolojik
olarak bozulmamig ve yiiksek sayida canl parazit icermesi gereklidir. Ancak hastaligin
kronik fazinda canli parazit sayisi ve morfolojik olarak saglam parazit sayisi distktur.
Bu nedenle, KL tanisinda direkt mikroskobik inceleme, kiiltiir ve PCR yontemlerinin bir-
likte uygulanmasinin, duyarhlik ve 6zgulliigu artiracagi, dolayisiyla tanida birden fazla
yontemin kullaniimasinin daha ¢ok sayida olgunun tanimlanmasina olanak saglayacagi
distinulmdistar.
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