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Visseral leysmanyazis (VL) ve kutanéz leysmanyazis (KL) Tirkiye’de endemik olarak gorilmektedir.
Leishmania tropica’'nin neden oldugu KL, Glineydogu Anadolu Boélgesi'nde oldugu gibi Turkiye'nin diger
bolgelerinde de halk sagligi problemi olarak 6nem kazanmustir. Tani, genellikle lezyonun klinik gérinimii
ve/veya lezyonun aspirasyon yayma preparatlarinin mikroskobik incelemesiyle konulmaktadir. Ozellik-
le kronik lezyonlarda deri biyopsi 6rnegi histolojik olarak incelendiginde, parazit varliginin her zaman
saptanamadigi durumlar olabilmektedir. Bunun yani sira, endemik bolgelerde KL enfeksiyonlarinin farkh
turlerle de olusmasi nedeniyle tir tayininin yapildigi tani yontemlerini kullanmak 6nem arz etmektedir.
KL tanisi konurken ayni zamanda tiirlin tanimlanmasi, klinisyenlere tedavinin planlanmasinda yardimci
oldugu gibi hastaligin kontroliinde alinmasi gerekli énlemlerin belirlenmesinde de 6nem tagimaktadir. Po-
limeraz zincir reaksiyonu (PCR), paraziti tiir diizeyinde ayirabilen yiiksek derecede 6zgiin ve hassas bir tani
yontemidir. Kinetoplast DNA'si (kDNA), klinik 6rneklerde Leishmania parazitinin saptanmasinda kullanilan
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hedef genetik bolgelerdendir. Farkli gen bolgelerinin hedeflendigi PCR yontemi leysmanyazis tanisinda
uzun suredir kullaniimakta olup kDNA'sinin kullanildigi PCR, parazit DNA'sinin kiiclik daire bolgesinin tir-
lere 6zgui degisken bolgelerini hedefleyen en duyarli yontemler arasinda yer almaktadir. Kinetoplast DNA
bolgesi, leysmanyazis tanisinda ideal hedeflerden birisi olarak kabul edilmektedir. Bu ¢alismanin amaci,
KL tanisi icin alinan klinik 6rneklerde, Uni21/Lmj4 primerleri kullanilarak kinetoplastik DNA'y1 hedefleyen
PCR yontemini uygulamak ve elde edilen sonuclari yayma ve kiiltlire dayali diger parazitolojik yontem-
lerle karsilastirmaktir. Calismada, Sanhurfa Sark Cibani Tani ve Tedavi Merkezine bagvuran KL stipheli has-
talardan alinan 62 6rnek kullanilmistir. Klinik rnekler kinetoplast DNA'y1 hedefleyen PCR, parazit kilttri
ve yayma preparatlarinin mikroskobik incelenmesi yontemleriyle ¢alisilarak sonuclar degerlendirilmistir.
PCR ile 35 klinik 6rnekte KL tanisi konulmus ve bu yontemin tim yontemler arasinda en yiiksek duyarlihg
(%100) gosterdigi tespit edilmistir. PCR ile tiim mikroskobik ve/veya kiltlr pozitif 6rneklerde de olumlu
sonu¢ alinmigstir. Ayrica, PCR ile diger yontemlerle saptanmayan dort KL olgusu saptanmistir. Mikros-
kobik inceleme ile 25 hastada %71.4 duyarllikla, kiltir yontemi ile 19 hastada %54.3 duyarlilikla tani
konulmustur. Kiltir ve mikroskobik inceleme y&ntemleri birlikte uygulandiginda duyarlilik %88.6 (31/35
olguda pozitiflik) olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore, 6zellikle Giineydogu Anadolu gibi yiiksek KL
acisindan endemik bolgelerde klasik yontemlerin yani sira kDNA PCR’nin uygulanmasi hem tanida duyar-
higin ylkseltiimesi hem de tir diizeyinde tanimlama yapmaya olanak vermesi, ayrica buna bagl olarak
uygun tedavi rejimlerinin olusturulmasi ve gerekli 6nlemlerin alinmasi agisindan 6nem tagimaktadir.

Anahtar sézciikler: Leysmanyazis; kutandz; tani; kinetoplast; PCR.
ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) and cutaneous leishmaniasis (CL) are seen endemically in Turkey and CL
caused by Leishmania tropicais an important public health problem in southeastern as well as other regions
of Turkey. The diagnosis has been usually made by clinical view of lesion and/or parasitologically using
lesion aspiration smears. Histological examination does not, always reveal the parasite in the skin biopsy,
particularly in chronic lesions. Besides this, due to CL infections caused by different species in endemic
areas, diagnostic methods enabling species identification are in great need. Species identification, in the
time of diagnosis, is an important procedure for helping the clinicians in the planning of treatment as
well as control measures. Polymerase chain reaction (PCR) is a specific and sensitive diagnostic tool that
can also identify the parasite at species level. Kinetoplast DNA (kDNA) is one of the genetic regions that
can be used for the detection of Leishmania parasites in clinical specimens, kDNA PCR is reported as one
of the most sensitive methods related to species-specific variable regions in mini-circle long time ago. It
has been considered as one of the most ideal targets for the diagnosis of leishmaniasis. The aim of the
study was to perform PCR targeting kDNA by using the primers of Uni21/Lmj4 in clinical samples and
compare the results with other parasitological methods like smear and culture, for the diagnosis of CL.
The kDNA PCR, parasite culture and microscopical evaluation of stained smears of 62 specimens from
suspected CL cases who have referred to Cutaneous Leishmaniasis Diagnosis and Treatment Center in
Sanliurfa, Turkey were included in the study. The kDNA PCR showed the highest sensitivity 100% of
the samples (35/35) among all diagnostic assays, followed by the microscopy (25/35 positive, 71.4%
sensitivity) and culture (19/35 positive, 54.3% sensitivity). The sensitivity of combination of culture and
microscopy was 88.6% (31/35 positive). These results suggested that performing kDNA PCR in addition
to conventional techniques is important for improving the true diagnosis of CL to the species level and
also important for establishing treatment regimens and designing appropriate precautions in highly
endemic area like the southeastern region of Turkey.

Keywords: Leishmaniasis; cutaneous; diagnosis; kinetoplast; PCR.

GiRisS
Leysmanyazis, Leishmania cinsi icerisinde yer alan tirlerin etken oldugu bir parazit
hastaligidir ve hastaligin visseral leysmanyazis (VL), kutanoz leysmanyazis (KL) ve muko-
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kutanoz leysmanyazis (MKL) gibi farkl klinik sekilleri bulunmaktadir. Turkiye'de VL ve KL
olmak Uzere iki klinik sekil gorilmekte ve 40'tan fazla ilimizden hastalik tanisi bildirilmek-
tedir. Glineydogu Anadolu ve Dogu Akdeniz bolgelerimizde, Leishmania tropica ve Leish-
mania infantum’un etken oldugu KL 6nemli bir halk saghgi problemini olusturmaktadir.
Hastalik Anadolu’da yuzyillardir bilinmekte ve Tirkiye’de 1970’li yillardan bu yana bildi-
rimi zorunlu hastaliklar arasinda yer almaktadir. Antroponotik KL Turkiye'de 1950’li yillar-
da endemik olsa da, sivrisineklere karsi sitma kontrol programi uygulamasi sirasinda, bu
mucadelenin etkenin vektori olan kum sinegi populasyonlarini da etkilemesi nedeniyle
olgularin sayisinda kayda deger bir azalma goriilmustiir. Bununla birlikte, 1980 yilindan
bu yana o6zellikle Sanhurfa, Osmaniye ve Adana illerimizde KL'nin insidansinda artis goz-
lenmistir ve 1983 yilinda 1741 KL olgusunun saptandigi bir epidemi yasanmistir'. Saglk
Bakanhginin verilerine gére, 1990-2010 yillan arasinda toplam 46.003 olgu bildirilmis-
tir. Bu olgularin %96'si Giineydogu ve Dogu Akdeniz bolgelerinde yer alan Sanliurfa,
Adana, Osmaniye, Hatay, Diyarbakir, icel ve Kahramanmaras illerimizden bildirilmistir.
Tiirkiye’de son yillarda bildirilen KL olgu sayisinda bir artis egilimi gézlenmektedir?>.

KL'nin yliksek derecede endemik oldugu Sanliurfa ilinde KL stipheli hastalar Sark Ciba-
ni Tani ve Tedavi Merkezine basvurmaktadirlar. Bu merkezde hastaligin tanisi rutin olarak
hastalardaki lezyonlardan elde edilen aspirasyon orneklerinden hazirlanan yayma prepa-
ratlarinin Giemsa ile boyanmasi sonrasinda mikroskobik inceleme sonucu konulmaktadir.
Bu bolgede daha onceleri hastaliktan sorumlu etken olarak L.tropica goriliirken son za-
manlarda iki yerli ve bir Suriyeli hastada L.major'un etken oldugu bildirilmistir*®. Giemsa
boyali yayma preparatlarinin mikroskopta incelenmesi, 6zellikle kronik lezyonlarda duistik
duyarlilik gostermesine ragmen, en basit ve hizli tani yontemi olarak kabul edilmektedir.
Diger bir tani yontemi olan kiltir yontemi, hem klinik 6rneklerin uzun sireli inkiibasyo-
nunun gerekmesi hem de standardizasyonunun zor olmasi nedeniyle diger yontemlere
gore daha diisiik duyarliiga sahiptir'.

KL tanisi konurken tur tanisinin yapilmasi, klinisyenlere tedavinin planlanmasinda yol
gosterici olmasinin yani sira, hastaligin kontroliinde alinmasi gerekli 6nlemlerin belir-
lenmesinde de &nem tagimaktadir’. Farkli gen bélgelerinin hedeflendigi PCR yontemi
leysmanyazis tanisinda uzun zamandir kullaniimaktadir. Kinetoplast DNA (kDNA) PCR,
parazit DNA'si kiiclik daire bolgesinin tirlere 6zgi degisken bolgelerini saptayan en du-
yarli yéntemler arasinda yer almaktadir®. kDNA bélgesi, leysmanyazis tanisinda ideal
hedeflerden birisi olarak kabul edilmektedir®'°.

Anders ve arkadaslari'', Uni21/Lmj4 primerlerinin kullanildi§i arastirmalarinda

kDNA'nin hedeflendigi PCR ile tlrlere 6zgii [L.major icin 650 baz cifti (bp); L.tropica ve
L.donovani grubu icin 800 bp] farkli biytklikte bant paternlerinin elde edildigini bildir-
mislerdir. Bu yontemle, yeni dlinya Leishmania turleri eski diinya Leishmania tirlerinden
daha kiiclik bant paternleri géstererek kolaylikla ayirt edilebilmektedir'’.

Bu calismada Sanliurfa ilindeki KL stipheli hastalardan elde edilen klinik 6rneklerde,
kDNA'y1 hedefleyen Uni21/Lmj4 primerlerinin kullanildi§i PCR y6ntemi ile mikroskopi ve
kiltur yontemlerinin karsilastinlmasi amaclanmustir.
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GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu (Karar no: 07-9/2- Pro-
tokol adi: “Visseral ve kutanoz Leishmaniasis enfeksiyonlarinin tanisi ile parazit tir ile tir
ici farkliliklarinin Tirkiye’de endemik bolgelere gore belirlenmesi”) ile gerceklestirildi ve
hasta ve/veya ebeveynlerinden onam formu alindi.

Hastalar ve Ornekler

Sanhurfa’da bulunan Sark Cibani Tani ve Tedavi Merkezine bagvuran toplam 62 has-
tadan ornek alindi. KL stipheli en az bir lezyonu olan hastalar cahismaya dahil edildi.
Calismaya dahil edilen hastalarin yas araligi 1-55 yas olarak belirlendi. Hastalara ait de-
mografik veriler kaydedildi.

Ornek alinirken, lezyon ve cevresine deri antisepsisi uygulandi. Serum fizyolojik (0.1-
0.2 mL) iceren insulin ignesi (1 mL, 25-g) ile lezyonun tiirline gore Ulser veya nodiiliin
saglam deri ile birlestigi bélgeden bir kac defa nazikce girilip cikilarak 6rnek alindi. islem
sirasinda dokuya az miktarda serum fizyolojik enjekte edilip geri cekilerek doku sivisi aspi-
re edildi. Enjektor lezyondan cekilerek aspirasyon materyali dnce NNN besiyerine inokiile
edildi ve sonrasinda 3-4 adet yayma preparati hazirlandi. Yayma preparatlari tamamen
kuruduktan sonra, bir tanesi %100 metanol ile sabitlendi ve tekrar kurutulduktan sonra
Giemsa ile boyanarak mikroskopta (x1000) incelendi. Diger yayma preparatlari DNA
izolasyonu icin -20°C’de saklandi. Lezyon kabuklu ise, tek kullanimlik bisttiri ucu ile kabuk
kaldinlarak %70lik alkol icerisine alindi ve DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20°C’de
sakland.

Kiltir yontemi Modifiye NNN besiyeri (1 g NaCl, 2 g bakteriyolojik pepton, 5 g
bakteriyolojik agar) hazirlanarak 120°C’de 20 dakika otoklavlandi. Besiyeri 55°C’ye so-
gudugunda 30-60 ml insan kani, 1.5 ml gentamisin eklendi. Besiyeri 2-4 ml steril tip-
lere dagrtilarak 45 derecelik egimle sogutuldu ve ardindan 4°C’de saklandi. Kullanim
oncesi her tiipe 1 ml %20 fetal sigir serumu iceren RPMI sivi besiyeri eklenerek lezyona
ait aspirasyon orneklerinden bir kag damla ekim yapildi. Tim islemler steril kosullarda
gerceklestirildi. Ekim yapilan kiltir 6rnekleri 24°C’de Ug hafta inkiibe edildi ve her hafta
dreme acisindan ornek alinarak mikroskopta incelendi. Bu siire sonunda tireme olmayan
ornekler negatif olarak degerlendirildi.

DNA izolasyonu ve PCR Amplifikasyonu

TE tampon ¢ozeltisinden 200 pl alinarak yayma preparat 6rnekleri yikandi. Kabuklar
mekanik olarak parcalandiktan sonra ependorf tiiplere aktarildi ve “Genomic DNA Pu-
rification Kit, KO512 (Fermentas, Almanya)” ticari kiti kullanilarak DNA izolasyonu ger-
ceklestirildi. DNA 6rnekleri 100 pl iki kez distile edilmis su ile seyreltildi. DNA &rnekleri
kullanilana kadar -20°C’de saklandi.

Orneklerdeki Leishmania DNA'sinin cogaltilmasi icin, kDNA'sinin kiiciik daire sekansi
hedeflenerek hazirlanan Uni21 (5’-GGG GTT GGT GTA AAA TAG GCC-3') ve Lmj4 (5'-
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CTA GTT TCC CGC CTC CGA G-3’) primer cifti kullanildi’®. DNA amplifikasyonu; PCR
tamponu, 2.0 mM MgCl2, her bir nikleotitten 0.2 mM, her bir primerden 1 pm (50
pmol), 2.0 U Taq polimeraz (Fermentas, Almanya) ile 50 ng konsantrasyondaki geno-
mik DNA'dan 1 pl iceren 50 pl hacimde gergeklestirildi. Ist dongi cihazi (Perkin Elmer,
Warrington, Birlesik Krallik)'nda PCR programi; 94°C’de 5 dakika denatiirasyon sonrasi,
94°C’de 1 dakika denatlrasyon, 60°C’de 1 dakika primer birlesmesi ve 72°C'de 1.5
dakika uzama olacak sekilde toplam 35 dongu uygulandi. PCR Urinleri %1 agaroz jelde
Tris-asetat-EDTA tampon c¢ozeltisi icinde yiritildi ve etidyum bromir ile boyanarak
UV isik altinda gorintilendi. Pozitif kontrol olarak Leishmania promastigot kiltiriinden
hazirlanan 10 ng DNA kullanildi. Eski diinya Leishmania turleri icin (L.major icin 650 bp;
L.infantum/L.donovani ve L.tropica icin 800 bp; L.aethiopica icin 850 bp) beklenen buiyuk-
liikteki bant paterni izlenmesi halinde test pozitif olarak kabul edildi ''.

istatistiksel Analiz

Ornekler, kiiltiir veya boyali preparatin mikroskobik incelemesinde parazitin gésteril-
mesi ya da PCR’de leysmanya DNA'sinin saptanmasi halinde dogrulanmis pozitif (D-Poz)
sonug olarak kabul edildi. Her l¢ yontem de negatif ise, 6rnek dogrulanmis negatif
(D-Neg) olarak kabul edildi. Bu degerler her bir tani yonteminin degerlendiriimesinde
konsensus standardi olarak kabul edildi. Calismada duyarhhk, 6zgiillik, pozitif prediktif
deger (PPD), negatif prediktif deger (NPD) ve Cohen’in kappa katsayisi (k) hesaplandi.
Cohen’in kappa katsayisi ile iki test arasinda sansa bagl olmayan uyum olciildigiinde
“0” tesadufi uyum ve “1” ideal uyum olarak degerlendirildi. Kappa indeksinin genel
olarak 0.70 olmasi yeterli bulundu. Veriler SPSS programi (versiyon 13.0; SPSS Inc., Chi-
cago, IL, ABD) ile analiz edildi ve p degeri < 0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

BULGULAR

Sanlurfa ilindeki 62 KL stipheli hastanin 6rnekleri (i¢ tani yontemiyle incelenmistir. Top-
lamda saptanan 35 KL olgusunun, 15 (%42.9)'inin erkek, 20 (%57.1)'sinin kadin oldugu
tespit edilmistir. Olgularin cogu cocuk olup ortalama yas 14.7 + 13 olarak bulunmustur.
Olgularin cogunda (%66.1) lezyonlarin tanidan 1-6 ay 6ncesinde baglama 6ykusi oldugu
tespit edilmistir. Predominant klinik sekiller tilseratif ve nodiiler lezyonlar olup papiiler lez-
yonlar nadiren saptanmigstir. KL hastalarinin klinik gériinim ve karakteristikleri Tablo I'de
Ozetlenmistir. Toplamda 21 hastada tek lezyon, yedi hastada iki lezyon ve alti hastada Ug¢
lezyon saptanirken sadece bir hastada sekiz lezyona rastlanmistir. Lezyonlar 6ncelikle ylizde
ve/veya Ust ekstremitelerde yerlesmistir. Kullanilan yontemlerle elde edilen sonuglar duyar-
llik ve 6zgullik acisindan karsilastiriimistir (Tablo I).

Konsensus kriterine gore, calismaya alinan toplam 62 oérnek icinde 35 (%56.5) 6rnek
pozitif, 27 (%43.5) ornek negatif olarak kabul edilmistir. Konsensus standartlarinda tanim-
landigi gibi, parazit kiltiiri ve mikroskobik inceleme yontemlerinin her ikisi de KL tanisinda
yuksek derecede 6zgiillik (%100) gostermis ve yontemler birlikte degerlendirildiklerinde
35 ornekten 31 (%88.6)'inin dogru tanimlandigi saptanmistir. Yontemlerin tek basina du-
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Tablo I. Kutanéz Leysmanyazis (KL) Hastalarinin Ozellikleri

Ozellikler Deger
Erkek hastalarin sayisi n (%) 15 (42.9)
Erkek/Kadin orani 0.75
Yas (yil)

Ortalama + SD 14.7 £13

Minimum-Maksimum 1-44
Tedavi edilmemis KL olgu sayisi 16 (45.7)
(yeni olgu) (%)
Tedavi edilen KL olgu sayisi (%) 19 (54.2)
Lezyon sayisi

Ortalama 1

Aralik 1-82
Ulseratif lezyonlarin sayisi n (%) 22 (62.9)
Nodiiler lezyonlarin sayisi n (%) 8 (22.9)
Papdiler lezyonlarin sayisi n (%) 504.3)
Lezyonlarin ¢capi (mm)

Ortalama 14.6

Minimum-Maksimum 5-50

2 Sadece bir hastada sekiz lezyon bulunmaktadir.

yarliliklari daha diistik olup yayma icin duyarliik %71.4, kiltr icin duyarllik %54.3 olarak
tespit edilmistir. Bazi kiltiirlerde bakteri veya mantarlara bagl kontaminasyon gozlenmis-
tir. Yayma ve kiiltiir yontemlerinin 6zguillik ve pozitif prediktif degerleri %100 olarak bu-
lunmustur. Cohen’in kappa katsayisi (k) ile yayma ve kiltir ile tani arasindaki uyum duizeyi
vasat (0.37, p= 0.005) bulunurken, yayma veya kiiltirle dogrulanan sonuglar (D-Poz ve
D-Neg) arasindaki uyum duzeyleri ise sirasiyla iyi (0.69, p< 0.0001) ve ihml (0.50, p<
0.0001) olarak degerlendirilmistir.

Kiiltur ve/veya mikroskobik inceleme ile pozitif bulunan 31 6rnegin hepsi kDNA PCR ile
dogrulanmistir. Testler arasindaki uyum duzeyi k= 0.84 (p< 0.0001) olup kultiir ve/veya
mikroskopiyle kDNA PCR sonuclarinin yliksek derecede uyumlu oldugu saptanmistir.

Toplam 62 6rnekten 35’i kDNA PCR (mikroskopi ve kiiltir pozitif olan 31 6rnek ve mik-
roskopi veya kiiltur negatif olan dort 6rnek) ile 800 bp gostererek pozitif bulunmustur (Se-
kil 1). Calismada kDNA PCR yontemi, uygulanan yontemler icerisinde en duyarl (%100)
yontem olarak g6zlenmistir. Dogrulanan sonuglar ile kDNA PCR sonuglari arasindaki uyum
muikemmel k=1 (p< 0.0001) olarak bulunmustur.
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Tablo II. Kutanéz Leysmanyazis Tani Yéntemlerinin Istatistiksel Analizleri @
Pozitif
ornek .
sayiss Duyarlilk  Ozgiilliik PPD NPD Uyum
(%) (%) (%) (%) (%)
(%) (%95Cl)  (%95Cl) (%95Cl) (%95 Cl) (%95 Cl) K (kappa)
. . 25 71.4 100 100 73.0 83.9
Mikroskopi  463) (53.9-89.0) (81.2-1)  (80.9-1) (55.7-90.3) (68.7-99.0) %7
Kiltiir 19 543 100 100 62.8 72.2 0.50
(30.6) (36.7-71.9) (81.2-1) (79.5-1)  (46.1-79.4) (59.0-89.4) ’
35 100 100 100 100 100
KDNAPCR 555y (82.4-1)  (81.2-1)  (82.4-1)  (81.21)  847-1) 00
2 Ozgiillik ve duyarlilik degerleri her test icin biitiin test sonuglari ile karsilastirilarak hesaplanmistir (Parazit kiiltiri
veyayaymanin mikroskobik incelenmesiveya PCR’nin pozitif olmasi pozitif sonug olarak kabul edilmistir. Tim testlerde
negatif olan 6rnekler negatif olarak kabul edilmistir). Cl: Confidence Interval (giiven araligr), PPD: Pozitif prediktif deger,
NPD: Negatif prediktif deger.

M 12 34656 6 78 91011213 14 1516 17 18

800 bp —

Sekil 1. kDNA PCR bant paterni (M: Molekiiler adirlik belirteci; 1-18: KL hasta érnekleri).

TARTISMA

Turkiye’de leysmanyazisin VL ve KL olmak tzere iki sekli goriilmektedir ve her ikisi
de 1970li yillardan beri bildirimi zorunlu hastaliklardir. VL daha cok Ege, Akdeniz ve
Orta Anadolu bolgelerinde olmak Uzere sporadik olarak bildirilmektedir. Kendiliginden
iyilesebilen antroponotik KL ise Giiney Dogu Anadolu ve Akdeniz bolgelerinde endemik
olarak gorilmektedir. VL'nin etkeni L.infantum, KL'nin etkeni ise L.tropica’dir. Son yillar-
da, Akdeniz bolgesinde L.tropica’nin yani sira L.infantum’un da KL'ye neden olabilecegi
ve KL'nin Ege bdlgesinde de yayilim gésterdigi bildirilmistir®'214. Ayrica, Akdeniz ve
Guneydogu Anadolu bélgelerinde L.major ve/veya L.donovani'nin de KL etkeni oldugu
gosterilmistir®'3.
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KL'nin klasik tanisi lezyondan yapilan aspirasyon yayma preparati veya biyopsi 6rnegi-
nin mikroskobik incelemesinde parazitin goriilmesi ve parazit kiltiriine dayanmaktadir.
Deri biyopsisinin histolojik incelemesinde 6zellikle kronik lezyonlarda, parazit her zaman
tespit edilememektedir'®. Bunun yani sira, endemik bolgelerde KL enfeksiyonlarinin
farkl turlerle olusabilmesi nedeniyle tiir tayininin yapilabildigi tani ydontemleri 6nem arz
etmektedir. Mikroskopi ve kultir yontemleriyle tir tayini yapillamamasina karsin, PCR
paraziti tir dizeyinde ayirabilen yliksek derecede 6zgil ve duyarl bir tani yontemidir.
kDNA's|, klinik orneklerde Leishmania parazitinin saptanmasinda tercih edilen DNA bol-
gelerinden birisidir. Leishmania cinsi icerisinde tirlere gére 600 ile 800 bp arasinda de-
gisen boyutlardaki kiicik daire gen boélgesinden her bir parazitte yaklasik 10.000 kop-
ya bulunmaktadir. Kiiciik daire, tiim Leishmania cinsi tiirlerinde ve baz trypanosoma
turlerinde bulunan ve molekdler tani yontemi gelistirmek icin ideal hedeflerden birisi
olan sabit bélge icermektedir'®. Bu calismada, L.major, L.tropica ve L.donovani grubu
gibi diger Leishmania tirlerinden ayirt edebilmek icin kDNA primer dizileri (Uni21/Lmj4)
kullanilmistir'?. Calismamizda uygulanan kDNA PCR ile tim mikroskopi ve/veya kiiltiir
pozitif orneklerde pozitif sonug alinmistir. Ayrica, kDNA PCR testi ile diger yontemlerle
saptanamayan dort KL olgusu saptanmistir. iran’da gerceklestirilen bir aragtirmada, 155
KL stipheli olgudan toplanan 6rneklerde boyali yayma preparat ile mikroskobik inceleme,
kdlttr ve ITS-PCR (primer seti; LeishR/LeishF) yontemleri uygulanmig ve mikroskopi ve/
veya kultlr ile dogrulanmig 6rneklerde PCR yonteminin duyarlli§i %98.8 (86/87) olarak
saptanmigstir. Tani yontemleri tek olarak degerlendirildiginde mikroskopi ve kiltiiriin du-
yarliliklari sirasiyla %79.3 ve %86.2 olarak bulunmustur. Mikroskopi ve kiiltur yontemleri
birlikte uygulandiginda %100 duyarlilik gézlenmistir'”. Bizim calismamizda, PCR KL ta-
nisinda en duyarli yontem olarak saptanmugtir. Parazit kiiltlirii ve yayma preparatlarinin
mikroskobik incelenmesi yontemlerinin her ikisi de KL tanisinda yliksek derecede 6zgiil
(%100) olup birlikte uygulandiklarinda orneklerin 31/35 (%88.6)'ini dogru olarak sap-
tamustir. Bu sonuclar bize PCR yonteminin uygulanamadigi merkezlerde tanida etkinligi
artirmak amaciyla kiltir ve mikroskopi yontemlerinin birlikte uygulanmasinin gereklili-
gini gostermektedir. Kiiltir yontemi parazitin izolasyonunu saglamasi nedeniyle 6nemli
olsa da, parazit tanisi icin klinik 6rnegin deri ylizeyinden alinmasi nedeniyle olasi bakte-
riyel ve fungal kontaminasyonlar yontemin daha dusiik duyarliik gostermesine neden
olmaktadir. Bununla birlikte, kiltlir yontemi bircok rutin laboratuvarda zaman alici bir
yontem olarak degerlendirilip uygulanmamakta ve boylece olgularin %28 (10/35)‘inden
fazlasina tani konamamaktadir'®.

Fas'ta gerceklestirilen bir arastirmada, KL tanisi icin ITS1 (primer seti; LITSR/L5.8S)
ve iki farkli kDNA PCR (primer setleri; 13A/13B ve Lmj4/Uni21) yontemi, mikroskopi
ve kiltir yontemleriyle karsilastirilmis ve Lmj4/Uni21 PCR PCR yontemleri icerisinde en
distk duyarliigi gostermistir. Bu calismada duyarlihgin diisiik olmasinin, amplifikasyon
driiniiniin daha biyuk boyutta (650-800 bp) olmasina baglh olabilecegi ve ayni zamanda
Lmj4 primerinin kigiik dairenin degisken bolgesinde yer almasindan kaynaklanabilecegi
dustinilmustiir'®. Diger yandan, Hindistan’da yapilan bir arastirmada ayni primerlerin
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Sanliurfa’da Kutan6z Leysmanyazis Siipheli Hastalardan Alinan Klinik
Orneklerin Tanisinda Kinetoplast DNA'sina Ozgiil Primerlerin Kullanildig
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Diger Parazitolojik Yontemlerin Karsilastiriimasi

[ITS1 (LITSR/L5.8S) ve kDNA (Lmj4/Uni21)] kullanildigi PCR yontemiyle, KL'nin tir diize-
yinde tanisi karsilastiriimig ve Lmj4/Uni21 PCR (%96.6)'nin ITS1 PCR (%82.75)'den daha
yiiksek duyarlilik gésterdigi bulunmustur'®. Bizim calismamizda Uni21/Lmij4 primer se-
tinin kullanildigi kDNA PCR, mikroskopi ve kiiltlir ydontemleriyle karsilastirldiginda %100
duyarlilik gostermistir. Kinetoplast kiiclik daire degisken ve ITST bolgelerinin 6zellikle
L.tropica’da tur ve tur ici diizeylerde heterojen olmasi nedeniyle, farkli endemik bolgeler-
de farkli PCR yontemlerinin duyarhlklarinin karsilastirlmasina gereksinim bulunmaktadir.
Turkiye’de KL tanisinda yuksek duyarlilik elde edilmesi ve tirln tayin edilebilmesi icin
Giineydogu Anadolu, Akdeniz ve Ege gibi farkli endemik boélgelerde farkli PCR yontem-
lerinin karsilastirlmasina gereksinim bulunmaktadir.

Suriye, Irak ve iran Tirkiye'nin Giiney ve Giineydogu sinir komsularidir ve L.major
kaynakl KL bu ug¢ tilkede endemik olarak gorilmektedir. Suriye’de KL olgularindan elde
edilen L.major parazitlerinin izoenzim analizi yapilmis ve bu etkenin Sahra ¢oliniin yari
kurak bolgesi (Sub-Saharian Sahel) ile Yakin ve Orta Dogu arasindaki bolgede yasayan
insanlar etkileyen zoonotik KL etkeni oldugu bilinen L.major MON-26 tiiri oldugu sap-
tanmistir?®-22, Sanlurfa giiniimiizde L.tropica’nin endemik oldugu illerimizden biridir ve
2008 yilinda yapilan bir arastirmaya gore seyahat oykiisti bulunmayan kisilerde PCR-
RFLP yontemiyle yapilan degerlendirme sonucunda $anliurfa’da yalniz L.tropica/L.dono-
vani grubu ile uyumlu olabilecek 800 bp bant paterni bulunmustur?. Bununla birlikte,
2014 yilinda Sanhurfa ilinde L.major'un etken oldugu ti¢c KL olgusu bildirilmistir®. Bu
bulgulara gore bolgede dominant tur hala L.tropica olsa da, Suriyeli gogmenlerin bolge-
ye gelmesiyle birlikte, epidemiyolojik durumun yakin gelecekte degisebilecegine isaret
edilmektedir. Bu nedenle, zoonotik KL yayilimi acisindan olasi hayvan rezervuarlarinin
tanimlanabilmesi icin ileri calismalara gereksinim bulunmaktadir. Adana ili ve cevresinde
L.major ve L.donovani'nin otokutandz KL olgularinin etkeni oldugunun bildirilmesi ne-
deniyle rezervuar calismalari gibi vektér calismalarinin da gerceklestirilmesi nemlidir'>.

Sonug olarak, calismamizda KL tani merkezlerinde hastalarin tedavilerinin diizenlen-
mesi ve hastaligin gorildigli bolgede uygun kontrol yontemlerinin alinabilmesi icin
onemli olan Leishmania tiir aynminin yapilmasinda PCR yontemlerinin tercih edilmesi
gerektiginin onemi kanitlanmistir.
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