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Leishmaniasis stipheli orneklerin kiiltiir ve PCR sonuclarinin
degerlendirilmesi

Selma USLUCA!

OZET

Amag: Bu calismada leishmaniasis siphesi ile
laboratuvarimiza gonderilen kan, kemik iligi ve/veya
doku biyopsisi ve yara aspirati orneklerinin Novy-
MacNeal-Nicolle (NNN) besiyerine ekimi ve molekiiler
yontemlerle inceleme sonuclarimin degerlendirilmesi
amaclanmistir. Ulkemizde yerli olgularin gériilme sikligi
disiik olmasina ragmen son yillarda artan gdécmen
sayisi nedeniyle leishmaniasis tim diinyada oldugu
gibi ulkemizde de yeniden onem kazanmistir. Visseral
leishmaniasis tanisinda 6zellikle kemik iligi ve buffy coat
ornekleri; kiitanoz leishmaniasis tanisindaise yara aspirati
veya doku biyopsi orneklerinden yararlanilmaktadir.
Kemik iligi ve doku biyopsi 6rneklerinin alinmasi hasta
acisindan oldukca zahmetli olmakta, ayrica dogru
sekilde alinmadiginda yanlis taniya yol acabilmektedir.
Bu nedenle miimkiin oldugunca birden fazla yontemin
bir arada kullanilmasi ile tam koyma sansinin artirilmasi

onerilmektedir.

Yontem: Ocak 2015 ile Temmuz 2018 tarihleri
arasinda leishmaniasis siiphesiyle Halk Sagligi Genel
Mudirliigi Ulusal Parazitoloji Referans Laboratuvari’na
gonderilen 271 adet kan, kemik iligi, doku ve/veya yara
aspirati 6rneginin NNN besiyerine ekimi yapilmis ve

ticari kit kullanilarak (Genesig, Primer Design, UK) real-

ABSTRACT

Objective: In this study, we aimed to evaluate the
results of blood, bone marrow and / or tissue biopsy
and wound aspirate samples sent to our laboratory with
suspicion of leishmaniasis on Novy-MacNeal-Nicolle
(NNN) medium and the results of molecular examination.
Although incidence of indigenous cases in our country
is low, due to increasing number of migrants in recent
years, leishmaniasis has regained importance in our
country as in the whole world. Especially bone marrow
and buffy coat samples for the diagnosis of visceral
leishmaniasis and wound aspirate or tissue biopsy
specimens for the diagnosis of cutaneous leishmaniasis
are used. Obtaining bone marrow and tissue biopsy
specimens is very painful for the patient and may lead
to misdiagnosis if not obtained correctly. Therefore, it
is recommended to increase the chance of diagnosis by

using more than one method together.

Methods: Two hundred seventy one blood, bone
marrow, tissue and / or wound aspirate specimens
between January 2015 and July 2018 were sent to
the National Parasitology Reference Laboratory of the
General Directorate of Public Health on suspicion of
leishmaniasis and cultured in NNN medium were then

processed by using a commercial kit (Genesig, Primer

'Halk Saglg Genel Midiirliigti Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarlart ve Biyolojik Urtinler Dairesi Baskanligy,

Ulusal Parazitoloji Referans Laboratuvari, Ankara

{letisim / Corresponding Author : Selma USLUCA

Halk Sagligi Genel Midiirliigii, Adnan Saygun Cad. No: 55. Ankara - Ttirkiye
Tel : +90 505253 71 23 E-posta/ E-mail : selmausluca@gmail.com

Gelis Tarihi / Received : 31.03.2019

Kabul Tarihi / Accepted : 26.07.2019

Usluca S. Leishmaniasis stipheli 6rneklerin kiiltiir ve PCR sonuglarinin degerlendirilmesi.

Turk Hij Den Biyol Derg, 2019; 76(3): 313-320

Turk Hij Den Biyol Derg, 2019; 76(3): 313 - 320

313



314

time PCR yontemi ile degerlendirilmistir.

Bulgular: Calisilan orneklerin 45 (%16,60)’i herhangi
bir yontemle pozitif olarak degerlendirilirken, 226
(%83,40)’s1 negatif olarak degerlendirilmistir. Orneklerin
174 (%64,20)’U sadece PCR ile degerlendirilmis, bunlarin
22 (%12,64)’si pozitif, 152 (%87,36)’si negatif olarak
belirlenmistir. Orneklerin 52 (%19,20)’si sadece kiiltiir
yontemi ile degerlendirilmis, bunlarin 7 (%13,46)’si
pozitif, 45 (%86,54)’i negatif olarak belirlenmistir.
Her iki yontemle degerlendirilen 45 (%16,60) ornegin
29 (%64,45)’u hem PCR, hem kiltur ile negatif, 10
(%22,22)’u hem PCR, hem kiiltir ile pozitif, 6 (%13,33)’s1
PCR ile pozitif, kiltiir ile negatif olarak belirlenmistir.
PCR ile negatif, kultir ile pozitif saptanan ornek yoktur.
Calisilan iki yontem arasinda orta derecede uyum
belirlenmistir (k= 0,545).
Tam
farkl

distik parazitemi durumunda parazitin Uretilmesini

Sonug: yontemlerinin  duyarlilk ve

ozgilliklerinin olmasi nedeniyle, ozellikle
saglayan kiiltiir ve DNA’simin cogalmasini saglayan PCR
yontemlerinin bir arada kullanilmasinin hastaligin tam

sansini artiracagi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Leishmaniasis, kiltir, NNN

besiyeri, real-time PCR

Design, UK) for real-time PCR method.

Results: While 45 (16.60%) of the samples were
evaluated as positive by any method, 226 (83.40%) were
evaluated as negative. Of the 174 (64.20%) samples
evaluated by PCR alone, 22 (12.64%) were positive and
152 (87.36%) were negative. Of the 52 (19.20%) samples
evaluated by culture method only, 7 (13.46%) were
positive and 45 (86.54%) were negative. And finally, of
the 45 (16.60%) samples evaluated by both methods,
29 (64.45%) were negative by both PCR and culture, 10
(22.22%) were positive by PCR and culture, 6 ( 13.33%)
were positive by PCR and negative by culture. There
were no samples detected negative by PCR and positive
by culture. There were no samples detected negative by
PCR and positive by culture. A moderate concordance

was found between the two methods studied (k= 0.545).

Conclusion: Since the sensitivity and specificity of the
two diagnostic methods are different, it is concluded that
the use of a combination of culture and PCR methods that
allow the growth of the parasite by culture, especially in
the case of low parasitemia and amplification of DNA by

PCR, will increase the chance of diagnosis of the disease.

Key Words: Leishmaniasis, culture, NNN medium,
real-time PCR

GIRIS

Leishmaniasis, Diinya Saglik Orgiitii’niin belirledigi
en 6nemli alt1 hastaliktan biri olarak degerlendirilen
hastaliktir.
mukokutanoz basta olmak uzere bircok farkli klinik

bir tropikal Visseral, kiitanoz ve
formu mevcuttur. Ozellikle leishmaniasisin endemik
oldugu lilkeler ayn1 zamanda HIV’in de endemik oldugu
bolgeler oldugu icin iki enfeksiyonun birlikteligi
yuksek oranda goriilebilmektedir. Hastalik immiin
sistemi baskilanmis kisilerde hem farkli kliniklerin
hem de komplikasyonlara vyol

acabilmektedir (1).

ortaya cikmasina,

Ulkemizde verli olgularin

Turk Hij Den Biyol Derg

goriilme sikligr disiik olmasina ragmen, son yillarda
yasanan nufus hareketleri nedeniyle, vektorlerin
yasamasina uygun iklim kosullart mevcut oldugu icin
ozellikle kutanoz leishmaniasis olgularinin sayisinin
arttig1 goriilmektedir. Bunun disinda sporadik visseral
leishmaniasis olgular da bildirilmektedir (2-4 ).
Ulkemizde  gorillen  kiitandz  leishmaniasis
etkenleri Leishmania tropica ve Leishmania major,
etkenleri ise Leishmania
infantum’dur (5,6).

Leishmaniasis tanisinda direkt mikroskopi ve kultur

visseral leishmaniasis

donovani ve Leishmania



yontemleri altin standart olarak kabul edilmektedir
(7). Her iki yontem de incelenen ornekte parazitin
fazla miktarda ve morfolojik olarak saglam olmasi
durumunda yararlidi. Bu durum, ozellikle deri
lezyonlarinda parazit seviyelerinin ¢ok diisiik oldugu
kiitanoz leishmaniasisin kronik doneminde sorun
teskil edebilmektedir (8-11). Klinik orneklerin Novy-
MacNeal-Nicolle (NNN) veya Schneider’in Drosophila
Medium’u gibi besiyerlerine ekimi yapilmaktadir
(12-14). Uygun besiyerinde amastigotlar, hareketli
promastigotlara donusmektedir ve in vitro olarak
cogalmaktadir. Kiltiirler, besiyerine ekimden sonra
dort haftaya kadar, haftada bir kontrol edilmektedir.
Ureme genellikle iki hafta icinde gerceklesmekte,
ancak disiik parazitemi oranina sahip ornekler icin
bu siire daha uzun olabilmektedir (14). Orneklerin
ekimi sirasinda %30’u kontamine olabilmektedir (11).
Geleneksel yontemler (direkt mikroskopi ve kiiltur)
zaman almakta, mikroskopi tecriibesi olan laboratuvar
personeline ihtiyac duymakta ve duyarliigr %50-70
arasinda degismektedir (12,15). Buna karsin molekiiler
yontemlerin hem duyarliligi, hem de 6zgiilliglii daha
(8,15).
parazitin tir ayrimi da yapilamamaktadir (12,16).

yuksektir Ayrica geleneksel yontemlerle
Leishmaniasis tanisinda parazitin tammlanmasi ve
simflandinlmasinda izoenzim analizi altin standart
yontemdir. Bu yontem icin de kultiir gereklidir ve 15
ayn enzimatik reaksiyon uygulanmasi gerekmektedir.
Tum bu islemler zahmetli ve zaman alicidir. Bircok
rutin

laboratuvarda olarak uygulanabilecek bir

yontem olmamasi nedeniyle hastaligin tanisinda
farkli yontemler arastirilmaktadir. Bu konuda son
yillarda her tiirli klinik materyalden tani konulmasina
imkan veren, kiiltir yontemine ihtiya¢c duymayan ve
parazitin tur ayrimini da mimkiin kilan molekiler
yontemler onem kazanmistir (17).

Bu calismada leishmaniasis  silphesi ile
laboratuvarimiza gonderilen kan, kemik iligi ve/
veya doku biyopsisi ve yara aspirat1 orneklerinin NNN
besiyerine ekilmesive molekuler yontemlerleinceleme

sonuclarinin degerlendirilmesi amaglanmistir.

GEREC ve YONTEM

Ocak 2015 ile Temmuz 2018 tarihleri arasinda
leishmaniasis sliphesiyle Halk Saglig1 Genel Mudiirliigi
Ulusal Referans  Laboratuvari’na
gonderilen kan, kemik iligi, doku ve/veya yara aspirati

olmak uizere toplam 271 6rnegin NNN besiyerine ekimi

Parazitoloji

yapilmis ve Leishmania spp. DNA’sinin real-time PCR
yontemi ile saptanmas icin ticari kit (Genesig, Primer
Design, UK) kullanilmistir. NNN besiyeri literaturde
belirtildigi sekilde hazirlandiktan sonra bek alevi
basinda aseptik kosullarda, steril vida kapakli tuplere
4’er ml dagitilmistir. Besiyeri kati hale geldikten
sonra, uzun sireli kullanilabilmesi icin -20°C’de
saklanmistir (18).

Klinik orneklerden DNA ekstraksiyonu ticari kit
(QlAamp DNA Blood Mini kit, Qiagen, Germany)
kullamlarak dretici firmanin onerileri dogrultusunda
PCR
real-time PCR kiti (Genesig, Primer Design, UK)

gerceklestirilmistir. amplifikasyonu ticari
kullamlarak dretici firmanin onerileri dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Sonuclar elde edilen amplifikasyon
egrisi ile degerlendirilmistir. Calisilan iki yontem
arasindaki uyumun degerlendirilmesi amaciyla Kappa
testi uygulanmistir.

Parazitin  kiltir ve molekiiler yontemlerle
saptanmasinda kemik iligi ornekleri kan orneklerinden
daha yararli iken, kan ornekleri daha cok serolojik
yontemlerde tercih edilmektedir. Bu nedenle her
iki yontemle birlikte incelenen orneklerin sonuclan
farkl

edilen orneklerde, bu farkliligin nedeninin yontem

karsilastintmis, (uyumsuz) sonuclar elde
farkliigindan mi, ornek cesidinin farkliligindan mi
(kan, kemik iligi, doku, yara aspirati) kaynaklandig

degerlendirilmistir.

BULGULAR

Calismaya leishmaniasis suphesiyle
laboratuvarimiza gonderilen 145 (%53,50)’i kan, 81
(%29,90)’i kemik iligi, 45 (%16,60)’i doku ve/veya

yara aspirati olmak Ulzere toplam 271 adet ornek
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dahil edilmistir. Bu 6rneklerin 45 (%16,60)’i herhangi
bir yontemle pozitif olarak degerlendirilirken,

226 (%83,40)’s1 negatif olarak degerlendirilmistir.

Orneklerin 174  (%64,20)’ii sadece PCR ile
degerlendirilmis, bunlanin 22 (%12,64)’si pozitif,
152 (%87,36)’si negatif olarak belirlenmistir.

Orneklerin 52i (%19,20)’si
ile degerlendirilmis, bunlarin 7 (%13,46)’si pozitif,
45 (%86,54)’i negatif olarak belirlenmistir. Klinik
Tablo 1’de

sadece kultur yontemi

orneklerin  degerlendirme sonuclar
belirtilmistir.

Toplam incelenen ornek sayist 271 olmasina
ragmen, sadece 45 ornek her iki yontemle birlikte
degerlendirilebilmistir. Bu 45 06rnegin seciminde

hastanelerden yapilan test istemleri goz oOniine

Tablo 1. Klinik 6rneklerin degerlendirme sonuglar (n=271)

alinmistir.  Her iki yontemle degerlendirilen 45
ornegin (%16,60) 29 (%64,45)’u hem PCR, hem Kkiiltiir
ile negatif, 10 (%22,22)’u hem PCR, hem kiiltir ile
pozitif, 6 (%13,33)’s1 PCR ile pozitif, kultur ile negatif
olarak belirlenmistir. Calisilan iki yontem arasinda
orta derecede uyum belirlenmistir (k= 0,545).

PCR yontemiyle pozitif, kiltiir yontemiyle negatif
olarak belirlenen 6rnek cesitleri degerlendirildiginde;
iki yara aspirati 6rneginin, bir deri kazintis1 6rneginin
ve bir kemik iligi orneginin hem PCR, hem kdltir
yontemi ile calisildig1 belirlenirken, bir hastaya ait
kemik iligi orneginin kiltir yontemi ile kan 6rneginin
ise PCR yontemi ile calisildigi belirlenmistir. Bu
orneklerde PCR ile pozitif sonuc elde edilmesine
ragmen kiiltiir yontemiyle negatif sonuc elde edildigi

PCR Kiiltiir PCR ve Kiiltiir
Pozitif 22 (%12,64) 7 (%13,46) 10 (%22,22)
Negatif 152 (%87,36) 45 (%86,54) 29 (%64,45)
Toplam 174 (%100) 52 (%100) 45* (%100)

* 6 6rnek PCR yontemiyle pozitif, kiltiir yontemiyle negatif olarak degerlendirilmistir. Tabloda stitun yiizdeligi ainmistir.

Tablo 2. PCR ve kultir yontemleri ile uyumsuz sonuc elde edilen ornek cesitleri (n=6)

PCR Kiiltiir PCR ve Kiiltiir Toplam
Yara aspirati 0 0 2 2
Deri kazintis1 0 0 1 1
Kemik iligi 0 1* 1 2
Kan 1* 0 0 1
Toplam 1 1 4 6

* Ayn1 hastaya ait ornek cesidi

Turk Hij Den Biyol Derg



gorulmustur (Tablo 2).

TARTISMA

Visseral leishmaniasis tanisinda ozellikle kemik
iligi ve buffy coat ornekleri, kiitandz leishmaniasis
tanisinda

ise yara aspirati veya doku biyopsi

orneklerinden yararlanilmaktadir. Kemik iligi ve
biyopsi orneklerinin alinmasi hasta acisindan oldukca
zahmetli olmakta, ayrica dogru sekilde alinmadiginda
yanlis taniya yol acabilmektedir. Bu nedenle mumkiin
oldugunca birden fazla yontemin bir arada kullanimi

ile tam koyma sansinin artirilmas1 onerilmektedir (4).

Leishmaniasis ile ilgili kiiltiir ve PCR yontemlerinin

karsilastinldigr bircok calismaya rastlanmaktadir.

Bu calismalardan bazilarinda kultir yontemiyle
pozitiflik oraminin daha yiiksek oldugu goriliirken
(9), bazilarinda PCR ile daha yiiksek pozitiflik
oranlan belirlendigi bildirilmistir (8,11,15-17, 19,
20). Her iki yontemin esit pozitiflik oranina sahip
oldugunu bildiren calismalara da rastlanmistir (21).
Ertabaklar ve ark.’min c¢alismasinda deri kazintisi
orneklerinin %62’sinin  NNN ile, %60’1nin PCR ile
pozitif olarak belirlendigi bildirilmis, tamda kiltir
birlikte
duyarlilik ve 6zgiilligli artiracagi sonucuna varilmistir

ve PCR yontemlerinin uygulanmasinin

(9). Profeta Luz ve ark.’min calismasinda biyopsi
%69,7’si
olarak degerlendirilmistir.

orneklerinin NNN  besiyerinde pozitif
Orneklerin  %79’u PCR
%801
olarak belirlenmistir. Kultir ve PCR yontemlerinin

yontemiyle calisilmis, bunlarin da pozitif
birlikte uygulandig1 hastalarin %98,3’l pozitif olarak
belirlenmis, bu calismada da iki yontemin birlikte
uygulanmasinin duyarliik ve ozgiilligli artiracag
vurgusu yapilmistir (19). Rahi ve ark.’nin calismasinda
deri kazintis1 orneklerinin %29,7’sinin NNN kiltiri ile,
%68,75’inin PCR ile pozitif sonuc verdigi belirlenmistir.
Bu sonucun nedeninin, kiltir yontemiyle tam
konulabilmesi icin nispeten fazla sayida ve saglam
yapidaki parazitin varligina ihtiyac duyulmasi, ancak
molekiiler yontemlerin daha az miktarda ve canli

olmayan paraziti saptayabilme kapasitesine sahip

olmasi olarak degerlendirilmistir

(8).
calismada kiiltlir ve PCR ile degerlendirilen 6rneklerin
45 (%16,60)’i herhangi bir yontemle pozitif, 226
(%83,40)’s1 ise negatif olarak belirlenmistir. Orneklerin
174 (%64,20)’U sadece PCR ile degerlendirilmis,
bunlarin 22 (%12,64)’si pozitif, 152 (%87,36)’si negatif
bulunmustur. Orneklerin 52 (%19,20)’si sadece kiiltiir
yontemi ile degerlendirilmis, bunlarin 7 (%13,46)’si
pozitif, 45 (%86,54)’i negatif olarak belirlenmistir.
Her iki yontemle incelenen orneklerin 29 (%64,45)’u
hem PCR, hem kiiltlr ile negatif, 10 (%22,22)’u hem
PCR, hem kdltir ile pozitif, 6 (%13,33)’s1 ise PCR ile
pozitif, kultir ile negatif olarak belirlenmis, PCR ile

Yaptigimiz

daha yuksek pozitiflik oranlar saptanmistir (Tablo 1).

Abda ve ark.’min calismasinda deri kazintisi
orneklerinin %66,67’si NNN ile pozitif bulunmustur.
Orneklerin %96,3’li PCR-RFLP ile, %81,5’in real-time
PCR ile pozitif olarak belirlenmistir. PCR-RFLP ile bir
ornegin negatif olmasinin, testin hemen calisilmamasi
nedeniyle DNA'nin  bozulmasindan kaynaklanmis

DNA ornekleri
kosullarda

Real-time PCR yontemi

kolay uygulanmasina ragmen zaman zaman erime

olabilecegi diistiniilmds, hemen

calisilmayacaksa uygun saklanmasinin
gerektigi ifade edilmistir.
egrisi  analizinin  degerlendirilmesinde glicliikler
yasanabildigi Leishmania suslari arasindaki kDNA
polimorfizminin  erime  sicakliginin  degismesine
neden oldugu bildirilmistir. Ayrica tekrarlanabilirligi
en ust dizeye cikarmak icin KDNA real-time PCR’in
(17).

Bizim calismamizda uyguladigimiz real-time PCR’in

standardizasyonunun gerektigi belirtilmistir
sonucu amplifikasyon egrisi ile degerlendirilmekte,
erime egrisi analizi yapilmamaktadir. Ayrica ticari
bir kit kullanildigi icin testin standardizasyon sorunu
yasanmamistir. Orneklerden DNA elde edildikten sonra
bekletilmeden PCR amplifikasyonu gerceklestirilmis,
DNA gerektigi
durumlarda kullanilmak uzere -200C’de saklanmistir.

ornekleri  testin  tekrarlanmasi
Bu sartlarda saklandigi icin DNA’nin parcalanmasi
sorunu ile karsilasilmamis, bu nedenle PCR ile daha

yliksek pozitiflik oranlari elde edildigi diistiniilmustdr.
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Lemrani ve ark.’mn calismasinda biyopsi
orneklerinin %69,2’si kiltiir yontemi ile, %84,6’s1 PCR
ile pozitif olarak belirlenmistir. Elde edilen iki yalanc
negatif sonucun PCR inhibisyonuna bagli olabilecegi
dusunulmistur. Ayrica kutanoz leishmaniasis stiphesi
olan ancak dogrulanamayan 13 biyopsi ornegi daha
her iki yontemle degerlendirilmis, bunlarin %46,15i
PCR ile pozitif olarak saptanirken, NNN ile negatif
olarak degerlendirilmistir. Ozellikle konvansiyonel
tekniklerin hastalig1 tespit edemedigi durumlarda,
kiitanoz leishmaniasis tanisinda alternatif bir yontem
olarak PCR’In degerli oldugu vurgulanmistir (11).
Bizim ¢alismamizda real-time PCR ile yalanci negatif
sonuc elde edilmemis, alti ornek kiltur yontemiyle

PCR
yontemiyle

negatif,
Kiiltur
icin canlibiklarin1 surdurebilmeleri gerekmektedir.

ile pozitif olarak belirlenmistir.
parazitlerin  cogaltilabilmesi
Ancak PCR ile parazitin DNA’s1 saptandigi icin, canli
parazit varligina ihtiyac duyulmamaktadir. Ayrica
parazitemi orani dusik olan orneklerde kilturde her
zaman Ureme olamamakta, bu durum yalanci negatif
sonuclara neden olabilmektedir (9).

Imran Al-Mosa ve ark.’min calismasinda yara
aspirati orneklerinin %57,8’i NNN ile %94,7’si PCR ile
pozitif olarak belirlenmistir. PCR’1n konvansiyonel
yontemlere kiyasla tant hizin1 ve duyartiigini artirdigs,
ayrica tiir aynmina da imkan verdigi bildirilmistir
(15). Pourmohammadi ve ark.’nin calismasinda deri
kazintis1 orneklerinin %50,7’si NNN ile %93,6’s1 PCR
ile pozitif bulunmustur. PCR’1n paraziti saptamada
daha basarili oldugu belirlenmistir. Kiiltiir sonucunun
ise daha oOnceki calismalardan dusiuk olarak
belirlenmesinin, besiyerinde kullanilan malzemelerin
turu ve fungal veya bakteriyel kontaminasyonlar gibi
bazi teknik problemlerden etkilenmesi nedeniyle
olabilecegi distinulmustiir (16). Thomaz-Soccol ve
ark.’nmin calismasinda deri kazintis1  orneklerinin
%46,67’si NNN besiyeriile %100’ PCR ile pozitif olarak
belirlenmistir. Bu calismada da parazitin kulturde
izole edilmesinin zaman alic1 oldugu ve iyi bir antisepsi
saglanmazsa Ozellikle mantar kontaminasyonunun

olusabildigi vurgulanmistir (20). Klinik orneklerin
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besiyerine ekilmesi sirasinda karsilasilan en onemli

sorunlardan birisi besiyerinde bakteri ve/veya
mantar kontaminasyonuna bagli olarak parazitin
uremesinin baskilanmas1 ve besiyerindeki Uremenin
Ancak

sirasinda aseptik kosullara azami

degerlendirilememesidir.
kultir
dikkat gosterilmesi nedeniyle calisilan orneklerin

calismamizda
ekimi

hicbirinde bakteri ve/veya mantar kontaminasyonuna
rastlanmamistir.

Qader ve ark.’nin calismasinda yara aspirati
orneklerinin %22,22’sinin mikroskopi ile pozitif olarak
%33,33’unun  NNN
besiyeri ve PCR ile pozitif sonuc verdigi belirlenmistir.

belirlenmesine karsin, sadece
Ozellikle kiitandz leishmaniasis olgularinin  klinik
olarak farkli deri hastaliklarina benzemesi nedeniyle
yanlis tani alabildigi, bu nedenle PCR gibi parazitin
tur ayrimina da olanak veren 6zgul tan1 yontemlerinin
kullamlmas1 gerektigi, ayrica ozellikle birden fazla
Leishmania turiinin birlikte bulundugu bolgelerde
tedavi protokollerinin sadece klinik olarak degil,
hastaliga neden olan tiirlerin teshisine de Gnem
(21).
Bircok paraziter hastalikta oldugu gibi leishmaniasiste

verilerek yapilmasi gerektigi belirtilmistir
de hastaya sadece tam koymanin yeterli olmadigi,

tedaviyi  yonlendirmek icin  tir dizeyinde
tanimlamanin da giderek daha fazla onem kazandig
gorilmektedir. Bu nedenle molekiiler yontemlerin

kullanim giderek yayginlasmaktadir.

Calisilan ornek cesidinin test sonuclarina etkisinin
arastirnldigi calismalara goz atildiginda, kemik iligi
orneklerinde PCR pozitifliginin kan orneklerinden
daha saptandigi
Georgiadou ve ark.’nin

dusuk oranda gorulmektedir.

calismasinda  visseral
leishmaniasis hastalarina ait orneklerle retrospektif
bir analiz yapilmis, periferik kan, kemik iligi veya
her iki ornekte sirasiyla hastalarin %91, %72 ve
%100’Unde PCR’1in  duyarl

PCR’1n uzun siireli ilac¢ etkinligini izlemek ve niiksleri

oldugu gosterilmistir.

tanimlamak icin faydali oldugu belirtilmistir (14).
Fraga ve ark.’nin calismasinda ornek tiriine gore
PCR’in duyarliig1 degerlendirildiginde periferik kan



orneklerinin  %95,6’sinda, kemik iligi orneklerinin

ise  %91,1’inde parazit DNA’simin saptanabildigi
belirlenmistir. Kemik iligi orneklerinin PCR ve kiltir
sonuclarn  karsilastinldiginda  %26,7’sinin  kiltir
ile, %91,1’inin PCR ile pozitif oldugu bildirilmistir.
Visseral leishmaniasis tanisinda invaziv olmayan bir
yontem kullanilmasi acisindan PCR’1n uygun olduguna
karar verilmistir (7). Calismamizda PCR ile pozitif,
kiltur ile negatif olarak uyumsuz sonuc¢ alinan
ornekler degerlendirildiginde her iki yontemin aynm
ornek cesidiyle calisildigi 6rneklerin yam sira, farkl
ornek cesidiyle calisilan orneklerin de oldugu dikkati
cekmistir. ki yara aspirat1 6rnegi PCR ile pozitif,
kiiltir ile negatif olarak degerlendirilirken, bir deri
kazintis1 6rnegi PCR ile pozitif, kiiltir ile negatif olarak
degerlendirilmistir (Tablo 2). Kiitantz leishmaniasis
olgularinda ozellikle hastaligin kroniklesen
donemlerinde lezyonda parazit sayisinin ve canliiginin
giderek azaldigi bilinmektedir. incelenen &rnekte
cok az miktarda parazit olmasi durumunda kulturde
ureme cok gec olmakta veya hic tireme olmamaktadir.
PCR ise cok dusuk parazitemi oranlarinda bile paraziti
saptayabilmektedir. Ayrica kiltir ile canli parazit
varliginda tam konulabilmesine karsilik, PCR parazite
ait DNA'y1 saptayabilmekte ve canli parazite gerek
duyulmamaktadir  (9). Elde ettigimiz sonuclarin
ornek cesidinden degil, bu nedenlerden kaynaklanmis
olabilecegi distintilmiistdr.

Calismamizda bir kemik iligi 6rnegi PCR ile pozitif,
kiltur ile negatif olarak belirlenmistir. Bir hastaya ait
tam kan ornegi PCR ile pozitif, ayn hastanin kemik
iligi ornegi kiiltiir ile negatif olarak belirlenmistir. Bu
durumun ornekte ¢ok az miktarda parazit varliginda
kultirde Uremenin olmamasi, ancak PCR’in cok az
sayidaki paraziti saptayabilmesi nedeniyle ortaya
cikabilecegi ve yine ornek cesidi kaynakli olmadig
disundlmastir .

Uzun vyillardir visseral leishmaniasiste kanda

parazitlerin olmadig1 ya da cok az miktarda oldugu
dusunulmekte, bu nedenle buffy coat ornekleriyle
elde edilen sonuclara supheyle yaklasilmaktaydi.
Son yillarda kemik iligi aspiratlarinda daha once
uygulanmis olan molekiiler yontemler periferik kan
orneklerinde Leishmania DNA’sinin saptanmasi icin
adapte edilmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir (7).
Calismamizda ornek cesidinin elde edilen sonucglara
etkisi degerlendirildiginde, PCR ile calisilan 14 tam
kan oOrneginin pozitif sonuc vermesi nedeniyle bu
ornek cesidinin ekstraksiyon ve amplifikasyonunda
kadar
giivenilir sonuc¢ verebildigi distiniilmistir. Bu sonug

sorun yasanmadigi, kemik iligi ornekleri
hasta icin zahmetli bir yontem olan kemik iligi 6rnegi
yerine tam kan ornegi ile tan1 koymanin miimkiin
olabilecegini gostermektedir. Ancak ornek sayisinin
az olmast nedeniyle bu konuda kesin bir yargiya

varmanin giic oldugu goz ardi edilmemelidir.

Hizli ve dogru tani ile hastaya zamaninda ve etkin
ilac tedavisinin uygulanmasi hem hastanin prognozuna
olumlu yonde etki edecek, hem de hastaligin
toplumda yayilmasini engelleyecektir. Bu nedenle her
laboratuvar kendi personel kapasitesi, maddi ve fiziki
kosullarini g6z oniinde bulundurarak, tanida kullanilan
yontemlerin ve incelenecek olan klinik materyalin
cinsi, hastanin parazit yiikii gibi faktorlere bagh
olarak birden fazla yontemi bir arada kullanarak tan
kapasitesini artirmaya calismalidir. Gozden gecirilen
yayinlar ve calismamizdan elde edilen sonuclar
degerlendirildiginde tam yontemlerinin duyarlilik
ve ozgulluklerinin farkli olmas1 nedeniyle, ozellikle
dusuk parazitemi oranina sahip olgularda parazitin
retilmesini saglayan kiltlir veya parazit DNA’sinin
cogaltilmasim  saglayan PCR yontemlerinin  bir
arada kullamlmasinin, bu yontemlerin tek baslarina
kullanildiklarinda elde edilecek sonuclardan daha
glivenilir olacag1 ve hastaligin tani sansini artiracagi

kanaatine varilmistir.
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