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Leysmanyazis, enfekte disi tatarciklarin isirmasiyla insanlara bulagan paraziter bir hastaliktir. Kutanéz
leysmanyazisin (KL) tanisinda dermal kazintidan alinan 6rneklerde, mikroskopta parazitin gosterilmesi
altin standart bir yontem olarak yerini korumaktadir. Ancak bir yil ve daha uzun sireli lezyonu bulunan
kronik olgularda amastigot sayisi cok az sayida oldugundan saptamak zordur. Hastalarin 6ncelikle viicut-
larinda ¢ikan bu lezyonlari dikkate almamalari, saglik kurumlarina basvurmamalari veya ge¢ basvurmalari,
yanls tedavi almalar gibi bircok nedenden 6tiirii tani ve tedavi gecikmektedir. Ayrica, lezyonlar lizerine
sekonder enfeksiyon eklenerek prognoz koétiilesmekte ve yaralar kroniklesmektedir. Bu nedenle, kronik
KL siipheli olgularda mikroskop ile inceleme yontemine ek olarak molekiiler yontemlerden faydalanil-
maktadir. Bu calismada, mikroskop incelemesi sonucunda Leishmania amastigotlar goriilmeyen ancak
klinik olarak KL agisindan degerlendirilmesi rapor edilmis stipheli kronik KL Tirkiye baslangich olgulara ait
dermal kazinti preparatlar secilerek polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi kullanilarak leysmanyazis
tanisinda molekiiler ydntemin tani degerinin ortaya konmasi amaglanmistir. Hatay Mustafa Kemal Uni-
versitesi Tip Fakltesi Parazitoloji Laboratuvarina farkli polikliniklerden gelen KL slphesi ile bagvurmus ve
mikroskop incelemesi sonucunda endemik bolgelerden geldikleri kaydedilmis (Hassa, Altinozi, Yayladag
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gibi), klinik olarak kronik KL agisindan degerlendirilmesi rapor edilmis Turk hastaya ait dermal kazinti
preparatlari (n= 50) calismaya dahil edilmistir. Orneklerden DNA izolasyonu yapilarak tiim Leishmania
turlerine 6zgl kinetoplastit DNA (kDNA) bolgesini hedefleyen 13A, 13B primerleri kullaniimistir. PCR ile
pozitif bulunan érnekler internal transcribed spacer (ITS-1) bolgesini hedefleyen LITSR ve L5.8S primerleri
kullanilarak “polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP)” yontemi
ile tlr tayini yapilmistir. Toplam 50 adet dermal kazinti 6rneginden 17 (%34)’si kDNA bélgesini hedefle-
yen 13A, 13B primerleri ile pozitif olarak bulunmustur. Pozitif bulunan 6rnekler ITS-1 bélgesini hedefleyen
LITSR ve L5.8S primerleri ile de pozitif olarak saptanmistir. ITS-1 gen bdlgesiyle yapilan PCR sonucunda
elde edilen uriinler BsuRl (Haelll) enzimi kullanilarak kesilmistir. PCR-RFLP analizi sonucunda 17 6rnegin
11'i Leishmania tropica, biri Leishmania major ve besi Leishmania infantum/donovani olarak tanimlanmuistir.
Kronik KL; sarkoidoz, tiiberkiloz, malign tiimorler gibi deri hastaliklariyla karisabilmektedir. Ozellikle,
kronik KL olgulari dogru tani konulamamasi, mikroskop deneyiminin yeterli olmamasi, parazit sayisinin
az olmasi nedeniyle gérilememesi gibi pek ¢ok sebepten g6zden kagabilmektedir. Bu nedenle kronik KL
stiphesi olan ancak mikroskop inceleme yontemi ile parazit saptanamayan 6rneklerde molekiiler yontem
olan PCR’nin kullaniimasinin gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Kronik stipheli leysmanyazis; tani; polimeraz zincir reaksiyonu; restriction fragment
length polymorphism.

ABSTRACT

Leishmaniasis is a parasitic disease that is transmitted to humans by the bites of infected female phle-
botomine sandflies. In the diagnosis of cutaneous leishmaniasis (CL), in the smear samples, the demons-
tration of the parasite by microscope remains a gold standard method. However, it becomes difficult to
diagnose the parasite since the number of amastigotes in chronic cases with a lesion of one year or longer
is very low. Due to many factor such as patients primarily do not to take any notice these lesions in their
bodies, do not apply to health institutions or late applied, receive wrong treatment; the diagnosis and
treatment are delayed. In addition, it is been worse prognosis by add secondary infection to lesions and
wounds become chronic. For this reason, molecular methods are used in addition to microscopic exami-
nation in chronic suspected CL cases. It was aimed to reveal of the molecular diagnostic value in chronic
suspected CL cases by polymerase chain reaction (PCR) in the smear belonging to Turkish patients that
reported to be evaluated clinically because it can not be seen Leishmania amastigotes in microscopic
examination. Smear of 50 Turkish patients who were clinically reported of the evaluation of chronic
CL were selected. These samples were smears belonging to suspected CL patients that applied Hatay
Mustafa Kemal University, Faculty of Medicine, Parasitology laboratory from different polyclinics and
were decided to be evaluated clinically as a result of microscopic examination because they came from
endemic regions (such as Hassa, Altindzi, Yayladagr). DNA was isolated from selected samples and PCR
was performed using 13A, 13B primers targeting the kinetoplastid DNA (kDNA) region. The samples fo-
und positive by PCR were typed by polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP) analysis using LITSR and L5.8S primers targeting internal transcribed spacer (ITS-1) region. Of
the 50 smear samples, 17 (34%) were determined positive with 13A, 13B primers targeting the kinetop-
lastid DNA (kDNA) region. Positive samples were also found to be positive with LITSR and L5.8S primers
targeting ITS-1 region. The PCR products obtained from PCR with ITS-1 gene region were digested with
the restriction endonucleases BsuR! (Haelll). As a result of PCR-RFLP analysis, it was determined that 11 of
Leishmania tropica, one of Leishmania major and five of Leishmania infantum/donovani out of 17 samples.
Chronic CL can be confused with skin diseases such as sarcoidosis, tuberculosis, malignant tumors. In
particular, chronic CL cases can be escaped the attention for many reasons such as failure to diagnose
correctly, insufficient microscope experience, fail to see due to low number of parasites. For this reason, it
was concluded that PCR, which is a molecular method, should be used in chronic suspected CL samples
which are negative for the parasite by microscopic examination.

Keywords: Chronic suspected leishmaniasis; diagnosis; polymerase chain reaction; restriction fragment
length polymorphism.

MIKROBIYOLOJi BULTENI 409
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GiRiS

Leishmania cinsinde yer alan protozoonlarin neden oldugu kutanéz leysmanyazis di-
ger adiyla sark cibani (KL), deride ve bazen mukozalarda yerlesen, iz birakarak iyilesen
bir deri hastaligidir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore; leysmanyazisin toplam
102 Ulkede goriildugu, her yil yaklasik 1.3 milyon yeni olgunun ortaya ciktigi, 300.000
olgunun viseral leysmanyazis, bir milyon olgunun kutan6z ve mukokutanéz leysmanya-
zis oldugu tahmin edilmektedir. KL olgularinin cogunlukla Suriye, iran, Suudi Arabistan,
Afganistan, Cezayir, Brezilya, Pakistan, Kolombiya, Peru ve Tunus'da gorildigu bilin-
mektedir'-3.

Ulkemizde Sanliurfa, Osmaniye, Adana, Hatay gibi Giineydogu ve Dogu Akdeniz bél-
gesindeki illerde KL sik olarak goriilmektedir. Ancak son yillarda diger bolgelerde bulunan
illerde de sporadik olgular seklinde gériilmeye basglanmistir*. KL'nin endemik olarak
gorildigu sinir komsularimiz arasinda yer alan Suriye’den 2011 yilindan sonra Ulkele-
rinde yasanan savastan kacarak ulkemize siginan yaklasik 3 milyondan fazla multecinin
tilkemize gelmesiyle de KL olgularinin oraninda 6nemli bir artis gézlenmistir’. Bu durum,
hastaligin endemik olarak goruldugu illerde olgu sayisinin artisina neden olabilecegi ih-
timalini dustindiirmektedir.

Turkiye'nin Dogu Akdeniz Bolgesi'nde yer alan Hatay’da 1998-2005 yillari arasinda
1079 adet KL olgusu gériilmiistiir®. Bu tarihten 2011 yilina kadar olan siirecte ise olgu sa-
yilarinda bir azalma meydana gelmistir’. Ancak 2011 yilindan sonra Suriye’den iilkemize
siginan miilteciler ile birlikte tilke genelinde oldugu gibi Hatay ilinde de KL olgulari daha
cok gériilmeye baslanmistir’®. Bélgede Phlebotomus sergenti, Phlebotomus papatasi ve
Phlebotomus syriacus’'un KL'ye neden olan olasi vektérler olabilecedi bildirilmistir'®. B&l-
gede KL'ye neden olan Leishmania tirlerinin Leishmania infantum/donovani, Leishmania
major ve Leishmania tropica oldugu gecmis yillarda yapilan calismalarda saptanmistir' '3,

KL stipheli, 6zellikle bir yildan uzun siiredir lezyonu bulunan kronik olgularda ve lez-
yonlarinda sekonder enfeksiyon gelismis olanlarda mikroskop incelemesi yetersiz olabil-
mektedir®. Kronik olgularda amastigot sayisi cok az oldugundan mikroskobik incelemede
saptamak zordur. Hastalarin oncelikle viicutlarinda olusan bu lezyonlari dikkate almama-
lari, saghk kurumlarina ge¢ basvurmalari veya basvurmamalari, yanhs tedavi almalari gibi
bircok nedenden dolayi tani ve tedavi gecikmekte ve lezyonlara sekonder enfeksiyonlar
eklenerek kroniklesmektedir®. Ayrica KL; egzema, tiiberkiiloz, sifilis, mantar enfeksiyon-
lari ve bazen de skuamoz hiicreli karsinom gibi diger deri hastaliklarina klinik olarak
benzerlik géstermektedir. Bu durum KL tanisini zorlastirmaktadir'.

KL'nin laboratuvar tanisinda; dogrudan (yayma preparat, kiltiir gibi) veya dolayli pek
cok yontem kullanilmakla birlikte en sik kullanilani, lezyonlardan hazirlanan yayma pre-
paratlarda parazitin gésterilmesidir’. Yayma 6rneklerinin, mikroskop inceleme yéntemi
ile degerlendirilmesi kolay ve glivenilir bir yontemdir. Ancak uygun olmayan 6rnek alimi
ve boyama teknigi, zayif ¢oziinurlikli mikroskoplarin kullanimi ve deneyimli personelin
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olmamasi gibi bircok faktor bu yontemin duyarliigini etkilemektedir. Bu sebeplerden
dolayi duyarlihgi daha yiiksek olan PCR yénteminden yararlanilmaktadir'>.

Bu calismada, go¢ oncesi 2002-2010 yillari arasinda kronik lezyonu bulunan ve KL
sliphesiyle basvuran ancak mikroskop incelemesi sonucunda klinik olarak KL acisindan
degerlendiriimesi notu ile birlikte negatif olarak rapor edilmis Turk hastalara ait preparatlar
molekdler bir ydntem olan PCR ile arastinimistir. Bu calismada, endemik bdlgede yasayan
ve kronik lezyonu bulunan hastalarda mikroskobik inceleme yontemi ile yanlis negatif
sonug verilebileceginin ve bu olgularda tani konulurken molekiler tani yontemlerinin de
kullanilmasi gerektiginin ortaya konulmasi amaclanmigtir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Universitesi Tayfur Ata S6kmen Tip Fa-
kiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayi ile gerceklestirildi (Tarih: 01/03/2017 ve Karar
no: 64).

Orneklerin Toplanmasi

2002-2010 yillari arasinda Hatay Mustafa Kemal Universitesi (HMKU) Tip Fakiiltesi
Parazitoloji Laboratuvarina farkli polikliniklerden gelen, HMKU Tip Fakiiltesi Merkez La-
boratuvar Parazitoloji biriminde KL acisindan klinik olarak degerlendirilmesi gerektigi
not dustilerek negatif olarak kayda gecmis ancak ileri tani teknikleri olmadigindan sup-
heli olgular olarak degerlendirilmis olan Tiirk hastalara ait arsivde yer alan 50 adet kronik
stipheli KL preparati segildi.

DNA izolasyonu

Arsivde saklanan Giemsa boyali yayma ornekleri etanol ile yikandi ve (izerine 200 pl
lizis tamponu (ml’sinde; 50 mM NaCl, 50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 7.4, %1 v/v Triton
x-100 ve 100 ug proteinaz k) eklendi. Bu islemin ardindan kazinarak steril tiiplere alindi'®
ve DNA izolasyon kiti (Gene]ET Genomic DNA Purification Kit, Thermo Fisher, ABD) icin-
de bulunan protokole uygun olarak caligildi. Yontemin uygulanmasi islemine kadar elde
edilen DNA'lar -20°C’de saklandi. Pozitif kontrol olarak Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiltesi Parazitoloji Laboratuvari Parazit Bankasinda bulunan referans ornekler kullanildi.

Gen Amplifikasyonu

Leishmania kinetoplast DNA’sinin (kDNA) 116 baz cifti (bp) bolimi 13A: 5’-dGT GGG
GGA GGG GCG TTC T-3' ve 13B: 5'-dAT TTT ACA CCA ACC CCC AGT T-3' primerleri
kullanilarak PCR ile ¢cogaltildi. Cogaltilan kDNA bdlgesi ile pozitif oldugu saptanan or-
neklerde, genomik DNA’da, tir tayininde belirleyici BsuRl (Haelll) enzimi kesim bolgesi
iceren ITS-1 bolgesi amplifiye edildi. ITS-1 bolgesi icin LITSR: 5-CTG GAT CAT TTT CCG
ATG-3’ ve L5.8S: 5’-TGA TAC CAC CAC TTA TCG CAC TT-3’ primerleri kullanildi.

PCR karigimi icin 4 pl 10x Taq polimeraz tamponu, 3 mM MgCl,, 250 uM dNTP kari-
simi, 0.5 U Taq DNA polimeraz, 5 pl kalip DNA, her bir primerden 0.5 pikomol eklenerek
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toplam 50 pl hacim olacak sekilde distile su eklendi. PCR analizlerinde 94°C’de 7 dakika
on denatirasyonu takiben 35 dongi olmak tzere, 94°C’de 40 saniye, 56°C’de 40 sani-
ye, 72°C’'de 40 saniye ve 72°C’de 7 dakika son uzama olarak amplifikasyon islemi Ther-
mo Fisher SimpleAmp Thermal Cycler, ABD cihazinda gerceklestirildi. Elde edilen PCR
driinli %1.5 agaroz jelde yiriitiildii. Daha sonra BIO-RAD ChemiDoc Imaging System,
ABD cihazi kullanilarak 116 bp buyukliginde PCR Uriinlerine ait bantlar gorintiilendi.

PCR-RFLP

LITSR ve L5.8S primerleri ile cogaltilmis olan PCR Urtnleri BsuRl (Haelll) restriksiyon
enzimi ile kesildi. 5 pl PCR Gritind, 2 pl BsuRl enzimi, 2 pl restriksiyon tamponu son hacmi
20 pl olacak sekilde distile su ile tamamlandi. Bir gece 37°C’de inkibe edildikten sonra
urtinler %3 agaroz jelde iki saat yuritildi. Sonuclar pozitif kontrol suslari (L.tropica,
L.major, L.infantum/donovani) ile karsilastirilarak degerlendirildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 50 negatif siipheli yayma 6rneginde tim Leishmania turlerini
taniyabilen kDNA bolgesi 6zgul primer dizileri kullanilarak PCR ile cogaltilmistir. Top-
lam 17 (%34) 6rnekte 116 bp uzunlugunda amplikonlar elde edilmis ve pozitif olarak
degerlendirilmistir (Sekil 1). Pozitif oldugu saptanan 17 (%34) 6rnegin ITS-1 bolgesini
hedefleyen primerler kullanilarak tekrar PCR ile cogaltiimis ve 350-350 bp uzunlugunda
amplikonlar elde edilmistir.

——
—
——
—
—
e
—
—

Sekil 1. Kutanéz leysmanyazis stipheli 6rneklerden kDNA kullanilarak gercekles-
tirilmis PCR [1: Molektiler adirlik belirteci (100 bp) 2: PK (pozitif kontrol), 3: NK
(negatif kontrol), 4-13: Hasta 6rnekleri].
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Sekil 2. ITS-1 RCR-RFLP [1: Molekdiler agirlik belirteci (50 bp), 2: Pozitif kontrol (PK),
3: RFT (L.tropica: 200-60 bp ), 4: RF2 (L.major: 220-140 bp), 5: RF3 (L.infantum/
donovani: 200-80-60 bp), 6: Pozitif hasta érnekleri (L.major), 7,8: Pozitif hasta
ornekleri (L.infantum/donovani), 9,10,11: Pozitif hasta érnekleri (L.tropica), 12:
Molekdiler agirlik belirteci (50 bp)].

ITS-1 gen bdélgesinin LITSR ve L5.8S primerleri ile amplifiye edilen PCR uriinlerine
uygulanan PCR-RFLP sonuclari degerlendirildiginde 17 6rnegin besinin L.infantum/dono-
vani, birinin L.major, 11’inin ise L.tropica oldugu saptanmustir (Sekil 2).

TARTISMA

Ulkemizde KL, Hatay’in da arasinda yer aldigi dokuz ilde endemik olarak gériilmek-
tedir’. Hatay’da KL olgularinin cojunun iskenderun, Altinézii, Samandag, Yayladag,
Reyhanl ve Antakya ilcelerinden geldigi goériilmektedir. Haziran 2003-Ekim 2005 tarih-
leri arasinda Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Laboratuvarina
bagvuran pozitif olgular degerlendirildiginde, hastalarin cogunun iskenderun, Kirikhan,
iskenderun/Arsuz, Serinyol, Altindzii, Samandag, Antakya ve Harbiye’den oldugu bildi-
rilmistir. Yapilan calismalarda Hassa, Antakya, Altindzli ve Samandag ilcelerinde bir artis
oldugu bildirilmistir®. Calismada pozitif oldugu saptanan érneklere ait olan bilgi formlar
incelendiginde hastalarin ilimizin endemik bolgelerinden geldigi ve daha ¢ok Yayladagi,
Hassa, Altinozu, Antakya (Merkez), Samandag, Kirikhan, Reyhanli ve Kumlu’dan oldugu
tespit edilmistir (Sekil 3). Bu ilcelerden basvuran hastalarin 6ykuleri dinlendiginde, yer-
lesim yerlerinde benzer lezyona sahip bircok kisinin varhigindan bahsedilmesi ve diger
ilcelerden basvuran hastalarin bazilarinin éykisiinde bu ilcelere seyahat etmis olmalar
bolgedeki olgu artisinin nedenlerini aciklar niteliktedir.
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Sekil 3. Hatay ili haritasi?’.

KL'nin laboratuvar tanisinda altin standart yontem; lezyonlardan hazirlanan ve Giemsa
boyama yontemi ile boyanan yayma preparatlarinda parazitin mikroskobik olarak goste-
rilmesidir’. Ancak, tani icin 6rnegin alinma sekli, parazit sayisinin cok az olmasi nedeniyle
g6zden kacabilmesi, lezyonun sekonder enfeksiyona maruz kalmasi, yaymalarin dogru
hazirlanamamasi, mikroskop ile incelemede deneyimin az olmasi, birden fazla lezyonu
olanlarda 6rnegin hepsinden 6rnek alinmamasi gibi nedenler taniy1 guclestirmektedir.
Buna ek olarak, hastahigin karakterinin bilinmesi, dogru anamnez alinmasi ve her lezyo-
nun KL olamayacaginin da bilinmesi gerekmektedir.

Yapilan calismalarda, stipheli kronik KL olgularinda mikroskobik inceleme yonteminin
duyarliiginin sinirh oldugu belirtilmistir'”. Bu nedenle son yillarda leysmanyazisin tanisi
ve tur tayini icin molekiler yontemler de kullaniimaktadir. Bu amacla, genomik DNA
(gDNA) ve kinetoplast DNA (kDNA)'daki farkli gen bélgelerinden yararlaniimaktadir''.
Tum Leishmania tirlerine 6zgl bir gen bolgesi olan kDNA'nin icerisinde 10.000’den
20.000’e kadar ‘minicircle’ bulundugundan, tanida kDNA-PCR yénteminin kullaniimasi
duyarliigr artirmaktadir. Ancak molekiler yontemlerin maliyetinin yiksek olmasi nede-
niyle KL'nin rutin tanisinda molekiiler ydntemler her laboratuvarda kullanilmamaktadir'®,

Culha ve arkadaslari 2006 yilinda Cukurova’da, dermatoloji kliniginde pozitif tani alan
25 olguda Giemsa boyali preparatlarin mikroskobik inceleme, kdiltiir ve PCR yontemleri-
ni uygulayarak, bu yontemlerin duyarlihgini karsilastirdiklari calismalarinda; 25 6rnegin
mikroskobik inceleme, kiiltiir ve PCR yontemlerinin sonuglarinin oranlarini sirasiyla %44,
%68 ve %100 olarak bulmuslar ve KL tanisinda PCR’nin en duyarli yontem oldugunu
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vurgulamislardir'®, Aydin’da Ertabaklar ve arkadaslari tarafindan KL tanisinda mikrosko-
bik inceleme, kiiltiir ve PCR y6ntemlerinin karsilastiriimasi ile ilgili yapilan calismada'®
ise; 55 olgudan pozitif olan 6rnekleri dikkate aldiklarinda %78.4’tinde mikroskobik ince-
leme, %92'sinde kdltiir ve %81.1'inde PCR pozitifligi saptamiglar ve KL tanisinda birden
fazla yontemin kullanilmasinin duyarlilik ve 6zgulligu artiracagini belirtmislerdir. Calis-
mamizda 2002-2010 yillar arasinda bagvuran ve mikroskobik incelemesi negatif olan
ancak klinik olarak KL acisindan degerlendirilmesi gerektigi bildirilen kronik stipheli KL
olgularindan alinan yayma orneklerinde yapilan PCR analizleri sonucunda 17 (%34) 6r-
nek pozitif olarak tespit edilmistir. Kronik stipheli KL olgularinda mikroskobik inceleme-
sinde negatif olarak degerlendirilen 6rneklerde 6zellikle KL'nin endemik oldugu yerlerde
molekiler tani yontemlerinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Mouttaki ve arkadaslari tarafindan 2014 yilinda yapilan bir calismada®®, kDNA gen bél-
gesinin 13A ve 13B primerlerinin KL tanisinda oldukga hassas bir bolge oldugunu ancak
Leishmania tirlerini ayirt etmede yetersiz kaldigini bildirmislerdir. Leishmania spp.’lerde
bulunan ITS bdlgesinin, nikleer DNA'da bulundugu kisimdaki gen bélgelerinin, Leish-
mania tirlerini ayirt edebilecek boyutta farklilik gosterdigi bildirilmektedir?!. Baska bir
calismada, ITS-1 gen bodlgesi ile yapilan PCR ve RFLP yonteminin Tirkiye’de bulunan
Leishmania tirlerini saptamak icin iyi bir ydntem oldugu belirtiimistir''. Hindistan’da
2007 yilinda yapilan bir calismada ise, 32 6rnege uyguladiklari molekdler testler sonu-
cunda kDNA-PCR’nin %96.6 duyarliliga, ITS1T PCR'nin %82.8 duyarlihga sahip oldugu
bildirilmistir?2. Yapmis oldugumuz calismada da kDNA gen bélgesi ile pozitif/negatif
olarak ayrim yapilmis ancak PCR-RFLP yontemi icin baz uzunlugu daha fazla olan ITS-1
gen bolgesi ile calisiimasinin daha uygun oldugu sonucuna varilmigtir.

Sanhurfa’da yapilan bir ¢calismada, 51 KL stipheli olgudan alinan 6rneklere PCR-RFLP
yapilmis ve calismada PCR ile pozitiflik oraninin (%96) mikroskobik incelemeden (%64)
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Elde ettikleri verilere dayanarak PCR-RFLP yonte-
minin, KL etkenlerinin tespiti ve turlerinin belirlenmesinde duyarh ve 6zgil bir yontem
oldugunu bildirmislerdir?®. Hajjaran ve arkadaslari®* 2011 yilinda pozitif 60 KL hastasin-
dan izole edilen Leishmania izolatlarinin tdrlerini 51‘ini, ITST gen bolgesiyle PCR-RFLP
analizi yaparak belirlemisler ve BsuRl (Haelll) enzimi ile yapilan PCR-RFLP y6nteminin
Leishmania turlerinin hizli bir sekilde tanimlanmasinda faydali oldugunu belirtmislerdir.
Calismamizda ITS-1 gen bdlgesi ile pozitif bulunan 17 6rnek BsuRl (Haelll) enzimi ile
kesilerek PCR-RFLP yontemi kullanilarak tiplendirilmistir.

iran’da 2013 yilinda yapilan bir calismada, mikroskobik incelemesi negatif olan 81
KL stipheli hastanin yayma orneklerinde PCR yapilmistir. Calismada dokuz 6rnek pozitif
olarak tespit edilmis ve pozitif olan 6rneklerin hepsinin L.tropica oldugu bulunmustur.
Bu calismanin sonucunda KL tanisinda yayma 6rneklerinin mikroskobik incelenmesinin
yeterli olmadigi ve mikroskobik inceleme sonucunda negatif oldugu dustnilen fakat
stipheli deri lezyonlari bulunan hastalardan alinan 6rneklerde caligilan PCR yonteminin
tani duyarliiginin yiiksek oldugu bildirilmistir?>. Libya’da klinik olarak siipheli 250 KL
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preparati arsivden secilerek kDNA ve ITS-1 gen bélgeleri PCR ile cogaltiimis ve arastir-
macilar kDNA ile yapilan PCR sonucunda %22.5, ITS-1 ile yapilan PCR sonucunda %20
pozitif sonug elde ettiklerini belirtmislerdir. Ayrica arastirmacilar ITS-1 gen bdlgesiyle ya-
pilan PCR-RFLP yonteminin daha hassas, spesifik ve hizli bir tani yontemi oldugunu vur-
gulamuslardir?®. Calismamizda mikroskobik incelemesi negatif olan 50 6rnege ait yayma
preparatlarina kDNA ve ITS-1 gen bolgesi kullanarak PCR testi uygulanmis ve ozellikle
kronik lezyonu bulunan stipheli hastalarda mikroskobik inceleme ile tani ydontemine ek
olarak kDNA gen bdlgesinin PCR ile cogaltiimasi gerektigi sonucuna varilmigtir.

2014 yilinda Hatay ve Osmaniye illerinde bulunan iki KL olgusunun klinik érneklerin-
den yapilan kiltiirlerinden elde edilen Leishmania promastigotlarinin gercek zamanli-
PCR ile tir tayininin yapildigi ve ilk MALDI-TOF analizlerinin sunuldugu bir ¢alismada,
Hatay ilindeki KL'ye neden olan etken tiiriin L.infantum oldugu saptanmistir?’. Ozbilgin
ve arkadaslari 2011-2014 yillan arasinda L.major ile enfekte olmus 18 Tiirk KL hastasin-
dan aldiklar 6rneklerle yaptiklar bir calismada Hatay ilinin de yer aldigi dort cografik
bolgeden ornek toplamislardir. Yapilan bu calisma ile Hatay bolgesinde KL'ye sebep olan
tiirlerden birinin L.major oldugunu bildirmislerdir?. Hatay’da tir soférleri lizerinde ya-
pilan baska bir caismada ise, bolgede yurt digi kaynakli KL'ye neden olan tirler olarak
L.tropica, L.infantum/donovani ve L.major bulundugu bildirilmistir'3. Bizim yapmis ol-
dugumuz calisma sonucunda go¢ Oncesi tarihlerde alinan 50 hasta 6rnegine ait yayma
orneklerinde PCR-RFLP yontemi ile tirlerin besinin L.infantum/donovani, birinin L.major,
11'inin ise L.tropica oldugu saptanmustir.

Sonug olarak, 6zellikle endemik bolgeler icin kronik lezyonu olan hastalarda KL akla
getirilmelidir. Yaptigimiz calisma sonucunda, kronik KL stiphesi olan olgularda kesin mik-
robiyolojik tani icin PCR yonteminin laboratuvarlarda rutin olarak kullaniimasinin yanlig
negatif sonuglar 6nleyecegi ortaya konulmustur.
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