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Kutanoz Leishmaniasis Tanisinda Serolojinin Yeri
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Ozet

Leishmaniasis, Leishmania cinsi parazitler ile enfekte disi kum sinekleri araciligiyla insana bulastirilan bir hastaliktir. Kutanoz
leishmaniasis (KL) olarak da adlandirilan sark ¢ibani, Tiirkiye'de en ¢ok Bati ve Glineydogu bélgelerinde endemik olarak goriilmektedir.
Klinigi, parazit ve konakla ilgili cesitli faktorlere bagh olarak degisebilmektedir. Lezyondan alinan 6rnekte parazitin gosterilmesiyle kesin
tani konmaktadir. Ancak etkenin gdsterilemedigi olgularda serolojik tani yontemlerine basvurulmaktadir. Bu calismada, mikroskobi ve
kulturan negatif bulundugu KL stpheli olgularda anti-Leishmania antikorlarinin arastiriimasi amacglanmistir. Temmuz 2008 - Haziran
2011 yillari arasinda Harran Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Parazitoloji Laboratuvarina KL siipheli cilt lezyonu olan 192
olgu basvurmustur. Mikroskop ve kiiltlr incelemeleri negatif olan KL stipheli 11 hastadan serum 6rnekleri alinarak serolojik inceleme
icin Ege Universitesi Parazitoloji AD'na génderilmistir. indirekt Floresan Antikor (IFA) yéntemi ile anti-Leishmania antikorlari arastirilan
11 6rnegin 9'u (%82) pozitif bulunmustur. Pozitiflik saptanan bu hastalar 5 degerli antimon bilesikleri ile tedavi edilmis ve tamaminin
lezyonlarinda iyilesme gorulmastur. Bilindigi gibi KL tanisinda, serolojik yontemlerle ¢ok dusuk titrede saptanabilen veya hic
saptanamayan antikorlar olustugu icin seroloji tercih edilmemektedir. Ancak KL'nin endemik oldugu Sanhurfa'da direk mikroskobi ve
kaltiir sonuglar negatif olan bu hastalarin serolojik yontemle tani konulup tedavi edilmeleri nedeniyle, serolojinin nemli bir alternatif
oldugu ve siipheli hastalarda mutlaka akilda tutulmasi gerektigi distinilmustir.

Anahtar sozciikler: Kutand6z leishmaniasis, Seroloji, 5 degerli antimon bilesikleri

The Role of Serology in The Diagnosis of Cutaneous Leishmaniasis

Summary

Leishmaniasis is a parasitic disease that is caused by Leishmania spp and transmitted to humans by female sandflies. The cutaneous
form of the disease, Cutaneous Leishmaniasis (CL), is endemic in western and southeastern Anatolia, and its clinical manifestations of
the disease vary according to the factors related to the parasite and host. Definitive diagnosis of CL relies on the identification of the
parasite in lesion samples; however, serological diagnosis is preferred when the parasite is not identified. The aim of this study is the
investigation of anti-Leishmania antibodies in CL-suspect cases which were found to be negative in microscopy and culture. A total of
192 cases with CL-suspect skin lesions were admitted to Parasitology Laboratory of Harran University Hospital between July 2008 and
June 2011. Sera of 11 CL-suspect cases with negative microscopic and culture results were sent to Ege University School of Medicine
Department of Parasitology for serological assessments. Nine of 11 (82%) samples were found to be positive with indirect flourescent
antibody (IFA) test, and succesfully treated with pentavalent antimony compounds. Serology is generally not preferred in CL diagnosis
due to low or neglected antibody levels; however, serological diagnosis of microscopy and culture-negative CL-suspected cases from
Sanliurfa province, an endemic site for CL in Turkey, indicates that serology may be a significant option in CL diagnosis in suspected cases.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis, Serology, Pentavalent antimony compounds
GIiRiS

Leishmaniasis, Leishmania cinsi parazitler ile enfekte disi  da yaklasik 98 iilkede endemiktir. insidansinin yilda 2 mil-
kum sineklerinin (Tatarcik, Phlebotomus) kan emmesi  yon yeni olgu (0.5 milyon kala-azar, 1.5 milyon kutanoz
sirasinda insanlara bulastirdigi bir hastalik olup, diinya-  leishmaniasis) oldugu tahmin edilmektedir 2. Sark ¢ibani
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olarak da adlandirilan kutanéz leishmaniasis (KL) Turkiye'de
en ¢ok Bati ve Glineydogu bdlgelerinde endemik olarak
gorilmektedir. Sanhurfa'da 1981-2000 yillari arasinda top-
lam 22.335 KL vakas! bildirilmistir. Ulkemizde halen KL
olgularinin %70’ Sanliurfa'dan rapor edilmektedir. Etken
Leishmania tropica antroponotik (insan - vektdr - insan
gegisli)'tir 3.

KLde tani epidemiyolojik veri, klinik 6zellikler ve labo-
ratuvar testlerine dayanmaktadir. KL icin endemik bolgede
yasamak veya nonendemik bdlgeden endemik bdlgeye
seyahat 6ykusi onemli epidemiyolojik tani kriterleridir.
Klinik, parazit (Leishmania tirl vb) ve konak (immun sis-
tem vb) ile ilgili gesitli faktorlere bagli olarak oldukga fark-
ik gosterebilmektedir. Ancak tatarcigin isirdigr bolgede
lezyonlarin baslangici genellikle benzerdir. 2 hafta - 3 ay-
lik bir inkiibasyon déneminden sonra olusan kicuk erite-
matoz papll/nodiile bazen lenfadenopati de eslik edebilir.
Bu baslangi¢ lezyonu kendiliginden diizelebilecegi gibi
birkag¢ ay sonra cok farkh klinik 6zelliklere sahip olabilir °.
KL tanisinin dogrulanmasi igin lezyondan alinin 6rnekte
parazit (mikroskobi, NNN - Novy, McNeal, Nicolle - besi yerin-
de kdltdr), Leishmania DNA'si (molekdler yontemler) veya
parazit antijen/molekiliiniin (immunohistokimyasal yon-
temler) saptanmasi gereklidir 2. Ancak bunlar negatif ¢ikarsa
dolayh tani yontemleri olan serolojik testler kullanilabilir.
KL tanisinda en sik kullanilan serolojik tani yontemleri IFA
ve enzime bagliimmunosorbent test (ELISA)'dir>.

Bu calismada, Harran Universitesi Arastirma ve Uygula-
ma Hastanesi Parazitoloji Laboratuvarina KL siipheli cilt
lezyonuyla basvuran ancak mikroskop ve kiltlr incele-
meleri negatif saptanan hastalardan alinan serum 6rnek-
lerinde anti-Leishmania antikorlarinin arastirilmasi amag-
lanmistir.

MATERYAL ve METOT

Hasta Ornekleri

Temmuz 2008 - Haziran 2011 yillari arasinda Harran Uni-
versitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Parazitoloji La-
boratuvarina KL stiphesi ile cilt lezyonu olan 192 olgu bas-
vurmustur. Her hastada lezyondan alinan ornekler smear
yapilarak giemsa ile boyanip mikroskobik olarak degerlen-
dirilmis ve ayni zamanda NNN besi yerine ekilerek kiilttrleri
yapilmistir.

Mikroskop ve kiiltlir incelemeleri negatif olan, diger deri
hastaliklari ile ayirici tanisi yapilmis ve klinisyenin KL 6n
tanisinda israrli oldugu, stipheli 11 hastadan serum 6rnek-
leri alinarak serolojik inceleme icin Ege Universitesi Tip Fa-
kiiltesi Hastanesi Parazitoloji Anabilim Dali Seroloji Labo-
ratuvarina génderilmistir.

Seroloji

Tim serum orneklerinde laboratuvarimizda hazirlanan

IFA 1gG testi ile anti-Leishmania antikorlar aragtiriimistir. IFA
testinde kullanilan antijen, NNN besiyerinde Uretilip, %10
fetal calf serumu (FCS) iceren RPMI 1640 sivi besiyerinde
cogaltilan yerli Leishmania infantum zimodem MON-1
stoklarindaki promastigotlardan elde edilmistir. Cogaltilan
promastigotlar, PBS (pH:7.4) ile 3.000 devirde 10 dak.
santrifij edilerek 5 kez yikandiktan sonra, x200 biyiitmede
her sahada 20-30 parazit olacak sekilde teflon kapli lamlara
yayllmis ve kullanilincaya kadar -20°C'de saklanmistir. Kay-
nak literatlirdeki prosediir modifiye edilerek IFA testi uygu-
lanmistir 6. Testin standardizasyonunu saglamak icin her
calismada 6nceden negatif ve pozitif (1/1024 sulandirim)
oldugu bilinen kontrol serumlari kullanilmistir. Hasta ve
kontrol serumlari PBS (pH:7.4) ile 1/16, 1/64, 1/128, 1/256,
1/512, 1/1024 olmak lzere 6 sulandirim calisilarak antijenli
teflon kapli lamlara aktariimis ve 37°C etiivde, nemli ortam-
da 30 dak. inkube edilmistir. PBS (pH:7.4) ile 3 kez 5'%er
dakika yikanan lamlara kurutulduktan sonra konjuge ek-
lenerek 37°C etlivde, nemli ortamda 30 dak. inklibe edil-
mistir. Fluorescein izotiyosiyanat (FITC) ile isaretli anti-insan
IgG konjuge (BioMerieux, 75692) dnceden belirlenmis olan
1:1750 (1:100 oraninda evans blue iceren PBS) sulandirmda
kullanilmistir. PBS (pH:7.4) ile 3 kez 5'er dakika yikanan
lamlarin Gzerine IFAT kapatma sollisyonu (8:2 gliserol:PBS)
eklenerek lamelle kapatilmistir. Lamlar karanlik odada x200
blyltmede flouresan mikroskopda degerlendirilmis ve
flouresans veren en son serum sulandirimina gére pozitiflik
diizeyi belirlenmistir. KL icin 1/16 sulandirnim ve Uzeri pozitif
olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR

IFA yontemi ile anti-Leishmania |gG antikorlar arasti-
rilan 11 6rnegin 9'u (%82) pozitif bulunmustur. Daha 6nce
KL tedavisi gérmemis olan 2-60 yas arasi bu 11 hastanin
(%63.6's1 erkek, %36.4'U kadin), 1-3 adet ve 1 hafta-15 yil
arasinda degisen siirede iyilesmeyen Ulsere cilt lezyonlari
mevcuttu (Tablo 7).

Pozitiflik saptanan bu hastalar, 5 degerli antimon bile-
sikleri (meglumin antimoniyat) ile 1 ay siireyle, haftada 2
glin, 20 mg/kg/giin dozunda sistemik yolla (intramuskuler)
tedavi edilmis ve tamaminin lezyonlarinda iyilesme gorul-
mdstir. IFA testinde en distk sulandirimda (1/16) pozitif
saptanmis olan iki nolu hastanin elindeki lezyonun tedavi
oncesi ve sonrasi resimleri Sekil 1'de gosterilmistir.

Dokuz nolu hastanin kolundaki tlsere lezyonun tedavi
oncesi ve sonrasi resimleri Sekil 2'de gosterilmistir.

TARTISMA ve SONUC

KL infeksiyonuna karsi olusan temel immun yanit hiic-
reseldir ve lokalize KLden, diffiiz KL'e kadar degisebilen
genis bir klinik spektrumdan sorumludur. Himoral immun
yanit ise sadece enfeksiyonun aktif ddneminde olusan ve
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Tablo 1. KL hastalarinin demografik ve klinik 6zellikleri ile IFA sonuglari

Table 1. Demographic and clinical features of CL patients and their IFA test results

Hasta Cinsiyet Yas Lezyon Lez_yon L_ez_yon Le"zym.\ 6nceki. ISI IFA
No Sayisi Yeri Tipi Siiresi Tedavisi Sonucu
1 Kadin 8 1 Yz Ulsere 4ay Yok 1/512
2 Erkek 21 1 El Ulsere 1yl Yok 1/16
3 Erkek 2 1 Kol Ulsere 6 ay Yok 1/512
4 Erkek 47 1 Yz Ulsere 3yl Yok 1/128
5 Kadin 60 1 Yz Ulsere 2yl Yok 1/16
6 Erkek 48 1 El Ulsere 3yl Yok 1/128
7 Erkek 40 3 Yuz, El Ulsere 6 ay Yok 1/256
8 Kadin 45 1 Yuiz Ulsere 15yl Yok Negatif
9 Erkek 60 3 Yiiz, Kol Ulsere 1 hafta Var 1/128
10 Kadin 60 1 Yz Ulsere 2yl Var 1/512
11 Erkek 10 1 Yuiz Ulsere 2yl Var Negatif

Sekil 1. iki nolu hastanin tedavi 6ncesi (A-B) ve tedavi sonrasi (C) resimleri
Fig 1. The photographs of the second patient pretreatment (A-B) and posttreatment (C)

Sekil 2. Dokuz nolu hastanin tedavi 6ncesi (A) ve tedavi sonrasi (B) resimleri
Fig 2. The photographs of the ninth patient pretreatment (A) and posttreatment (B)

tedavi bitiminden 6-9 ay sonra kaybolan genellikle disiik  tercih edilmedigi, ancak parazit yiikii ve enfeksiyonun
titrede ve gecici bir antikor Gretimiyle sinirlidir *”2. Bu ne-  kronikligine bagh olarak yuksek titrede bir antikor ceva-
denle KL tanisinda, serolojik yontemlerin oncelikli olarak  binin da olusabilecegdi bildirilmistir °.
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Eski Dinya'da KLin birden fazla klinik formunun gori-
lebildigi endemik bolgelerde, direk taninin kolay ve ucuz
olmasi ve capraz reaksiyonlar nedeniyle KL tanisinda se-
rolojik testlerin kullanimi sinirlidir. Leishmaniasisin endemik
oldugu baz Ulkelerde klinik olarak stipheli fakat klasik yon-
temlerle parazit saptanamamis olgularda KL tanisinda
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kullanilmaktadir 0.
Ancak biyopsi, histopatoloji ve molekiler yontemlerin
yapilamadigi yerlerde kolay uygulanan ve maliyeti distik
olan serolojik tani testlerinin tani veya tarama amacli uy-
gulanabilecegi bildirilmektedir >3,

Daha 6nce bildirilen bir olgu sunumunda, Sanhurfa
dogumlu, yiiziinde 50 yildir iyilesmeyen skatrisyel plak
seklinde lezyonu olan ve lupus vulgaris tanisiyla dort kez
tUberkiloz tedavisi goren 51 yasindaki erkek olgunun deri
lezyonundan alinan deri biyopsi 6rneginin giemsa ile boyali
yaymalarinin mikroskobik incelemesi, NNN besiyerinde
kaltari ve PZR'u negatif saptanmis. Anti-Leishmania anti-
korlarini saptamak icin uygulanan IFA (1/1024 pozitif) ve
hizli tani testinin (rK39) pozitif saptanmasi UGzerine, ende-
mik bolgede yasama oykisi, klinik ve laboratuvar bul-
gularina gore lupoid leishmaniasis tanisi alan hastanin lez-
yonunun, sistemik ve lezyon icine uygulanan meglumin
antimoniyat tedavisiyle tamamen iyilestigi bildirilmistir .
GCalismamizda da bu olguya benzer sekilde, mikroskobi
ve kiltiir sonuclari negatif olan ancak IFA testiyle farkh
sulandinmlarda anti-Leishmania IgG antikor pozitifligi sap-
tanan 9 olgunun cilt lezyonlari sistemik meglumin anti-
moniyat tedavisiyle tamamen diizelmistir.

Galismamizin yapildigi Sanhurfa ili antroponotik kuta-
noz leishmaniasis (AKL) icin oldukca endemik bir bolge
olup, buguine kadar KLin diger klinik tipleri bildirilmemistir®.
Bu bolgede KL stipheli lezyonlardan alinan érnekler giemsa
ile boyanip mikroskobiyle degerlendirilmekte ve ayni za-
manda NNN besi yerine ekilerek kulttrleri yapiimaktadir.
Ancak calismamizda direk mikroskobi ve kdltir sonuglar
negatif olan bu 9 hastanin serolojik yontemle tani konulup
tedavi edilmeleri nedeniyle, serolojinin Snemli bir alternatif
oldugu ve slipheli hastalarda mutlaka akilda tutulmasi
gerektigi dislnilmustr.
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