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Kutanoz Leishmaniasiste Deneyimli Uzman ve
Rutin Mikrobiyoloji Laboratuvari Tarafindan
Yapilan Lezyonal Yaymalarin Tanisal Degeri

The Diagnostic Value of Lesional Skin Smears
Performed by Experienced Specialist in
Cutaneous Leishmaniasis and Routine
Microbiology Laboratory

Amag: Leishmaniasis, 98 Ulkede 12 milyon insani etkileyen vektor kaynakl yaygin bir
enfeksiyondur. Tanida en sk kullanilan yéntem leishmania yaymalarin mikroskobik
incelemesidir. Bu yodntemin tanisal degeri degerlendiricinin deneyimine gore
degiskenlik gosterir. Bu calismada kutandz leishmaniasis tfanisinda lezyonal yaymalarin
degerlendirimesinde deneyimin ne kadar 6nemli oldugunun saptanmasi amaclandi.

Yéntemler: Bu calismaya 2016 yilinin Ocak ve Aralik aylan arasinda Dicle Universitesi Tip
FakuUltesi Hastanesi Deri ve ZOhrevi Hastaliklar Poliklinigi'ne basvuran ve derileishmaniasisi
kuskusu uyandiran lezyonlara sahip hastalar alindi. Bu hastalarin tGmUnden hem
rutin mikrobiyoloji laboratuvarinda hem de kutandz leishmaniasisin klinik ve tanisinda
deneyimli uzman tarafindan olmak Uzere ayr yaymalar yapildi ve birbirlerinden bagimsiz
olarak degerlendirildi.

Bulgular: Calismaya alinan 98 olgunun 70’inde kutandz leishmaniasis tanisi laboratuvar
degerlendirmeleri ile dogrulandi. Kutandz leishmaniasisin klinik ve tanisinda deneyimli
uzman tarafindan yapilan yaymalarnn pozitifligi (%95,7) rutin mikrobiyoloji laboratuvar
tarafindan yapilan yaymalarin pozitifliginden (%42,9) yUksekti (p<0,001).

Sonug: Calismamizdaki veriler gosterdi ki kutandz leishmaniasis tanisi icin yaymalar
kutanodz leishmaniasisin klinik ve tanisinda deneyimli uzmanlar tarafindan yapimali ve
degerlendirimelidir.

Anahtar kelimeler: Kutandz leishmaniasis, yayma, tani, GZ-PZR, kUItUr

Abstract

Objective: Leishmaniasis is a common vector-borne infection affecting 12 million
people in 98 countries. The most frequently used method in diagnosis is the microscopic
investigation of the leishmania smears. The diagnostic value of this method varies
according to the experience of the evaluator. In this prospective study, it was aimed to
emphasize the importance of experience in the evaluation of lesional smears used in
the diagnosis of cutaneous leishmaniasis.

Methods: In this study, patients who were admitted to Dicle University Medical Faculty
Hospital Dermatological and Venereal Diseases Outpatient Clinic between January
and December 2016 and who had lesions with suspicious cutaneous leishmaniasis
were included. For all the cases, both in the routine microbiology laboratory and in the
diagnosis and freatment of cutaneous leishmaniasis, separate smears were performed
by an experienced specialist and evaluated independently from each other.

Results: In 70 of 98 cases studied, the diagnosis of cutaneous leishmaniasis was
confirmed by laboratory evaluations. The rate of positivity was significantly higher in the
smears analyzed by experienced specialist in the clinical and diagnosis of cutaneous
leishmaniasis (95.7%) than in the smears analyzed by the routine microbiology laboratory
(42.9%) (p<0.001).
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Absiract

Conclusion: The data in our study showed that smears should be performed and evaluated by experienced specialists in

the clinical and diagnosis of cutaneous leishmaniasis.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis, smear, diagnosis, RT-PCR, culture

Girig

Leishmaniasis, leishmania cinsi protozoonlarin neden
oldugu, deri lezyonlarindan sistemik hastaliklara uzanan
genis spektrumlu multisistemik bir hastaliktir. Kutanoz
leishmaniasis (KL) deride wuzun stren nodulo-tlseratif
lezyonlarla seyredip atrofik skatrisle iyilesen bir deri hastalig
tablosudur. Hastalhigin klinik ve epidemiyolojik &zellikleri
parazitler, konak ve cevreyi iceren ¢ok sayida faktoriin rol
oynamasina bagli olarak degismektedir (1-3).

KL tanisi; mikroskobik inceleme, kiiltlir ortaminda izolasyon,
genomda bulunan spesifik dizilerin molekiler yontemlerle
incelenmesi yontemleriile veya hasta serumunda antikorlarin
arandigi  serolojik testlerle  yapilabilmektedir.  Direkt
mikroskopide amastigotlarin goriilebilirligi tecriibe gerektirir.
Literatirde bu yontemle olgularda %30 ile %96,2 arasinda
degisen oranlarda hastalik etkeni mikroorganizmalarin
saptandigi bildiriimektedir. Bu oranlarin farkli olmasinda;
lezyondan materyal alma yeri ve ydntemi, yaymalarin
hazirlanma bicimi ve mikroskobik incelemeyi yapan kisinin
deneyimi etkili olmaktadir (4,5).

Bu calismada KL tanisinda lezyonal yaymalarin
degerlendirilmesinde deneyimin ne kadar 6nemli oldugunun
saptanmasi amagclandi.

Yontemler

Calismaya 2016 yilinin Ocak ve Aralik aylari arasinda, Dicle
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Deri ve Ziihrevi Hastaliklar
Poliklinigi'ne basvuran her yas ve cinsiyetten, Oyku-fizik
muayene ile KL oldugu disiinllen 98 hasta dahil edildi. Bu
hastalar arasinda tanisi dogrulanan 70 olgu degerlendirildi.

Deri ve zihrevi hastaliklar poliklinigi'ne basvuran ve KL
dusunilen hastalarilk dnce rutin mikrobiyoloji laboratuvarina
yonlendirildi. Burada her hastadan 2 adet yayma preparat
hazirlanip mikroskobik inceleme yapildi. Daha sonra ayni
hastalar KL'nin klinik ve tanisinda deneyimli uzman tarafindan
degerlendirildi. Papil, nodil, plak gibi solid lezyonlardan
sitolojik ornek almak icin dermal kazinti yontemi kullanildi.
Ornek alinacak bélge alkollii spanc ile silindikten sonra solid
lezyonlar dominant olmayan elin bas ve isaret parmadi
arasinda sikistirildi, bistiiri (15 numara) yardimi ile yaklasik
5 mm uzunlugunda ve 2-3 mm derinliginde minik bir
insizyon yapild. Bisturi ile dermal bolgeden kazinti yapilarak
elde edilen materyaller lam (izerine yayildi. Uzeri krutlu
Ulsere lezyonlarda ise bistiri ile krut bir kenarindan hafifce
kaldirildiktan sonra agiga cikan Ulser yuzeyinden bistiri ile
kazinti yapildi. Direkt mikroskobik inceleme icin alinan 6rnek
lam Uizerine ince bir sekilde yayildi. Tum hastalardan en az 4
adet yayma hazirlandi. Bu yaymalarin 2'si metil alkolle tespit

edildikten sonra Giemsa ile boyanarak mikroskop altinda
leishmania amastigotlarinin varhgr acisindan en az 5 dakika
stre ile incelendi. Mikroskobik incelemede, yuvarlak veya
oval sekilli, bir kdsede koyu mor renkli niikleusu ve bunun
hemen yaninda kinetoplasti bulunan, sitoplazmasi soluk
mavi renkte yapilar seklinde goérilen amastigot bulunduran
yaymalar pozitif olarak kabul edildi.

Hastalardanalinan 4 preparatinikisiise molekiler calismalarda
kullanilmak Gzere -20°C'de saklandi.

Kiltlr icin lezyondan elde edilen 6rnekten modifiye Novy-
Macneal-Nicolle (NNN) besiyerlerine ekim yapildi. Besiyerleri
260 °C'de saklanmig ve promastigotlarin varligi agisindan bir
ay sureyle giin asir kontrol edildi. ilk iremenin gerceklestigi
besiyerlerinden 6rnekler alindi. Alinan 6rnekler fazla miktarda
Uretmek amaciyla Media Designed at Roswell Park Memorial
Institute-1640 besiyerinde kiiltiire alind.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile genotiplendirme
calismalarinda, leishmania parazitlerinin ssu rRNA ve
58S rRNA'y1 kodlayan genleri ayiran ribozomal internal
transcribed spacer 1 bolgesi primer ve problari kullanilarak
gercek zamanl (GZ)-PZR testi uygulandi (6).

Preparatlar steril bir bistiri yardimiyla steril bir petri icerisine
kazinarak preparat tizerindeki materyal alindi. Bu materyal 1,5
mLlik ependorf tiipline aktarildi ve 200 pL steril phosphate-
buffered saline ilave edilerek, iyice karistirldi. Daha sonra
DNA izolasyon islemi gerceklestirildi. DNA izolasyon islemi
ROCHE High Pure PCR Template Preparation Kit'i kullanilarak
talimatlara uygun sekilde yapildi.

GZ-PZR analiz islemi icin toplam 25 pLlik reaksiyon karisimi
(20-50 ng genomik DNA, 1,5 uL H20 (PCR grade water), 10 um
forward ve reverse primerlerden 1 L, her bir 4 um probe icin
0,5 pL, 12,5 pL 2X QuantiTect Probe PCR Kit Master karisimi)
hazirland.

GZ-PZR cihazinda (Rotor-Gene® Q) uygulanan protokol; 6n
denatiirasyon 95°C 15 dakika devaminda 40 dongi (95°C
15 saniye denatiirasyon, 50°C 30 saniye baglanma, 72°C 20
saniye uzama), sonlanma 95°C 1 dakika ve 40°C 1 dakika daha
sonra melting uygulanarak tiir ayrimi yapilmisti.

istatistiksel Analiz

Calismaya dahil edilen hastalarin tim verileri istatiksel
analiz SPSS 18.0 for Windows (SPSS Inc. Chicago, IL, USA)
paket programi kullanilarak yapildi. P degeri 0,05'in altinda
oldugunda anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular

Bu calismada 6yku-fizik muayene ile KL oldugu dusiindlen
98 hasta arasinda tanisi cesitli laboratuvar yontemleri
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ile dogrulanan 70 hasta degerlendirmeye alindi. Tanisi
dogrulanan hastalarin timinde kiltlir ve GZ-PZR pozitif
idi.

Hastalarin 6rneklerinden yapilan GZ-PZR analizlerinde 49
(%70) hastada L. tropica, 14 (%20) hastada L. major ve 7 (%10)
hastada L. infantum/L. donovani tespit edildi (Tablo 1).

Rutin  mikrobiyoloji  laboratuvari  tarafindan  yapilan
yaymalarda 30 (%42,9) olguda, KLnin klinik ve tanisinda
deneyimli uzman tarafindan yapilan yaymalarda ise 67
(%95,7) olguda pozitiflik tespit edildi (p<0,001).

Rutin  mikrobiyoloji  laboratuvari  tarafindan  yapilan
yaymalarda, KLUnin klinik ve tanisinda deneyimli uzman
tarafindan yapilan yaymalarda, modifiye NNN kiltiirde ve
GZ-PZR'de pozitiflik oranlari sirasiyla %42,9, %95,7, %100 ve
%100 olarak saptandi (p=0,048) (Tablo 2).

Tartisma

Ulkemizde KL sik gériilen bir saglik sorunu olmaya devam
etmektedir. Ozellikle Akdeniz ve Giineydogu Anadolu

Tablo 1. Gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu ile

saptanan leishmania tiirleri

GZ-PZR sonucu Say1 %

L. tropica 49 70,0
L. major 14 20,0
L. infantum/L. donovani 7 10,0
Toplam 70 100,0
GZ-PZR: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

bolgesinde gorilmesine ragmen, diger bolgelerde de
sporadik olgular bildirilmektedir (7-9).

L. tropica ve L. major baslica Akdeniz havzasi, Ortadogu,
Kafkasya ve Orta Asya'da, siklikla visseral hastalik yapan L.
infantum Akdeniz'e kiyisi olan Glkelerde KL'ye yol acar (2,8,9).

Eroglu ve ark., (8) KLIli hasta orneklerinden izole edilen
leishmania izolatlarinin tiplendirildigi calismalarda %31,5
oraninda L. infantum, %68,5 oraninda L. tropica bildirilmistir.
Serin ve ark. (10) KL olgularinin %30'unda L. infantum
ve %70'inde L. tropica tespit etmislerdir. Ozbilgin ve ark.,
(11) 2011-2014 yillar arasinda Tirkiye'de L. majorun etken
oldugu 18 KL olgusu bildirmislerdir. Turkiyede L. major
enfeksiyonlarinin goérilme sikhgindaki artis birkag faktore
baglanmistir. Bu faktorlerden en 6nemlisi  Tirkiye'nin
komsulari olan Irak ve Suriye'den olan miilteci gocuddr.

Bizim calismamizda Tirkiye'de yapilan calismalari kapsayan
literatir bilgileriyle uyumlu olarak 49 (%70) hastada L. tropica,
14 (%20) hastada L. major ve 7 (%10) hastada L. infantum/L.
donovani tespit edilmistir.

KL klinik olarak bircok deri hastaliklarini taklit edebilir.
Bu nedenle KL tanisi mutlaka laboratuvar tanisi ile
dogrulanmalidir. KL tanisi; mikroskobik inceleme, kltir
ortaminda izolasyon, genomda bulunan spesifik dizilerin
molekuler yontemlerle incelenme, antijenlerinin gosterildigi
(direkt aglitinasyon testi, rk39) direkt ydntemler veya
hasta serumunda antikorlarin arandidi serolojik testlerle
yapilabilmektedir (12-16). PZR tabanli yontemler dusik
parazit yikii bulunan olgulari bile iyi analiz edebilmesinden

Tablo 2. Rutin mikrobiyoloji laboratuvari smear, kutanoz leishmaniasisin klinik ve tanisinda deneyimli uzman smear,

modifiye Novy-Macneal-Nicolle kiiltiir yontemi ve GZ-PZR pozitifligi karsilastiriimasi

Rutin mikrobivoloii Kutan6z leishmaniasisin
yolo) klinik ve tanisinda Modifiye NNN GZ-PZR p degeri
laboratuvari smear ..
deneyimli uzman smear

Pozitif Negatif | Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif
Say1 30 40 67 3 70 0 70 0 0,048
Yiizde (%) 42,9 57,1 95,7 4,3 100 0 100 0
GZ-PZR: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, NNN: Novy-Macneal-Nicolle

Tablo 3. Literatiirdeki smear pozitifl

ik oranlari

Yazarin ad1 Calismanin yapildig iilke Smear pozitiflik yiizdesi Kaynak numarasi
Rahman ve ark. Pakistan 30 5
Dar ve ark. Pakistan 32 18
Aviles ve ark. Ekvador 42 19
Sharquie ve ark. Irak 60 25
Rodriguez ve ark. Venezuella 63 20
Tareen ve ark. Pakistan 76 21
Gurel ve ark. Tiirkiye 78 22
El-Safi ve ark. Sudan 88 23
Uzun ve ark. Tiirkiye 90 24
Khatri ve ark. Yemen 96,2 4
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dolayi 6zellikle dusiik parazit yiki bulunan olgularda tercih
edilir (17,18).

Mikroskobik inceleme basit, ucuz bir yontemdir. Literatiirde
bu yontemle olgularin %30 ile %96,2 arasinda degisen
oraninda hastalik etkeni mikroorganizmalarin saptandigi
bildirilmektedir (4,5,19-26) (Tablo 3).

Bizim ¢alismamizda rutin  mikrobiyoloji  laboratuvari
tarafindanyapilanincelemede olgularin %42,9'unda (30 olgu),
KL konusunda KLUnin klinik ve tanisinda deneyimli uzman
tarafindan yapilan incelemede ise olgularin %95,7'sinde (67
olgu) amastigotlar saptanmistir.

KL klinik ve tanisinda deneyimli uzmanin smear pozitiflik
oranin ylksek olmasinin nedenlerinin; hastaligin klinik ve
anamnez bulgularini iyi bilmek, yayma hazirlama ve inceleme
konusunda deneyimli olmak, ¢ok sayida yayma preparati
hazirlamak ve o6zellikle kronik olgularda yaymalarin daha
uzun siire incelenmesi oldugunu diisinmekteyiz.

Calismanin Kisithliklar

Bu calismanin  kisithligi  sadece yayma sonugclarinin
degerlendirmesi nedeniyle deneyimin hangi asamada etkili
oldugunun saptanamamasidir.

Calismamizda rutin mikrobiyoloji laboratuvari tarafindan
yapilan yayma, KL'nin klinik ve tanisinda deneyimli uzman
tarafindan yapilan yayma, modifiye NNN kdiltir yontemi
ve GZ-PZR pozitifligi sirasiyla %42,9, %95,7, %100 ve %100
olarak saptandi. Bu sonuclara dayanilarak GZ-PZR ve modifiye
NNN kiltir laboratuvar yontemlerinin KL tanisinda yuksek
duyarlilik ve 6zgtinlige sahip oldugu soylenilebilir.

Dermatologlar KLnin tanisi icin basit, kolay uygulanabilen
ve ucuz bir ydntem olan sitolojik incelemeye gerekli
onemi vermemektedirler. Bu nedenle yaymalar, genellikle
mikrobiyologlar tarafindan degerlendirilmektedir. Sitolojik
inceleme  konusunda deneyimli olan dermatologlar
tarafindan yapilacak olan sitoloji kurslari ile dermatologlar,
yayma konusunda 6zendirilmelidir.

Sonug

Sonu¢ olarak calismamizdaki veriler gosterdi ki KL tanisi
icin yaymalar KLnin klinik ve tanisinda deneyimli uzman
tarafindan alinmali ve degerlendirilmelidir.
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