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Kayseri ve Civarinda Kopeklerde Leishmaniosisin
Nested-PCR ile Arastirilmasi
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OZET: Kopeklerde leishmaniosis (KanL), Leishmania spp’nin neden oldugu zoonotik karakterli bir protozoon hastaligidir. Bu hastalik,
Diinya’da Akdeniz havzasini da i¢ine alan birgok bolgede yaygin olarak goriilmektedir. Bu ¢alisma, Kayseri ve civarindaki kopeklerde
KanL’in yayginliginin Nested-Polymerase Chain Reaction (PCR) teknigi ile arastirilmasi amaciyla yapilmistir. Rastgele segilen toplam
300 asemptomatik kdpegin vena cephalica antebrachii’lerinden EDTA’D tiiplere kan 6rnekleri alinmistir. Bunun yaninda, 14 kdpekten
lenf s1visy, ii¢ kopekten de kemik iligi, dalak ve karaciger biyopsileri alinmistir. Alman 6rneklerden elde edilen DNA’lar, Leishmania
spp.’nin varlig1 yoniinden small subunit ribosomal RNA (ssr RNA) geninin amplifiye edildigi Nested-PCR yontemi ile arastirilmistir.
Nested-PCR sonuglarma gore muayene edilen 300 kopekten hi¢birinde Leishmania spp. DNA’sma rastlanmamistir.
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Investigation of Canine Leishmaniosis by Nested-PCR in Kayseri and Vicinity

SUMMARY: Canine leishmaniosis (CanL) caused by Leishmania spp. is a zoonotic protozoon disease. It is widespread in most parts of
the world including the Mediterranean basin. The present study was carried out in order to determine the prevalence of CanL in dogs in
Kayseri and vicinity by nested-PCR. A total of 300 asymptomatic dogs were sampled randomly. Blood samples taken from the vena
cephalica antebrachii were collected into tubes containing EDTA. Furthermore, lymph samples were taken from 14 dogs while bone
marrow, spleen and liver biopsies were taken from three dogs. The DNA’s obtained from these samples were examined for the presence
of Leishmania spp. by nested-PCR which amplified the small subunit ribosomal RNA (ssr RNA) gene. According to the results of the
nested-PCR, none of the 300 dogs were Leishmania spp. DNA positive.
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GIRIS

Leishmaniosis; Mastigophora kokiinde, Leishmania cinsi
igerisinde yer alan protozoonlarin yol actig1 zoonotik karakter-
li paraziter bir hastaliktir. Leishmania tiirleri heteroksen para-
zitler olup, etkenin vektorliigiinii tatarciklar yapmakta ve para-
zit i¢cin birgok memeli de rezervuar olarak gorev almaktadir.
Akdeniz ve Orta Dogu’da Leishmania infantum’un, Latin
Amerika’da L. chagasi’nin sebep oldugu zoonotik visseral
leishmaniosis (VL)’in rezervuarlifini vahsi kanid ve evcil
kopekler yapmaktadir (1). Son yillarda yapilan caligmalarda,
L. chagasi’nin, L. infantum ile sinonim oldugu bildirilmistir
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(7). Zoonotik karakterli olan L. infantum, kopeklerde klinik
belirtilerle seyreden hastalik tablosuna da yol ag¢gmaktadir.
Klinik belirti gosteren enfekte kopeklerde, progresif seyirli
deri lezyonlar1 ve i¢ organ lezyonlar1 birlikte goriilmektedir.
Bu hayvanlarda, deri lezyonlari, agirlik kayb1 veya istahsizlik,
lokal veya genel lenfadenopati, okiiler lezyonlar, burun kana-
masl, topallik, anemi, bobrek yetersizligi ve ishal goriilmekte-
dir (20). Hastaligin kopeklerde klinik belirtilerle seyretmesi ve
zoonotik karakter tagimasi kdpek leishmaniosisini (KanL) hem
veteriner hekimlik hem de halk saglig1 agisindan 6nemli hale
getirmektedir. Nitekim, bazi ¢aligsmalarda insanlardaki VL ile
KanL arasinda dogrudan bir iliski oldugu bildirilmistir (2).

Hastaligin endemik seyrettigi Akdeniz iilkelerinde prevalans
%1-37 arasinda degismektedir (17). Tiirkiye’de hastaligin ilk
teshis edildigi yillardaki mikroskobik calismalarin diginda
bugiine kadar yapilan caligmalarda hastaligin yayginlig1 genel-
likle serolojik testlerle ortaya konmustur. Tiirkiye’de KanL
konusunda yapilan ¢aligmalar Tablo 1°de 6zetlenmistir.
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Tablo 1. Tiirkiye’de KanL konusunda yapilan ¢aligmalar

5{1)}:,1;]::11211 gléiundugu (S)(rz;yliglmllk Kaynak
Mikroskobik Istanbul (1946)  Bir kopekte 33
Mikroskobik Istanbul (1951)  Bir képekte 34
Mikroskobik Istanbul (1955)  Bir kopekte 34
Mikroskobik Ege (1964) Iki kopekte 34
IFAT, ELISA, DAT  Manisa %7 25
IFAT Marmara %S5,5 5
ELISA Ege %3,6 27
IFAT, DAT, PCR Manisa %5,3 23
IFAT, ELISA Mugla %3,8 13
IFAT, ELISA, DAT  Karabiik %8 24
IFAT Sakarya %1,45 28
IFAT Kayseri %0 18
ELISA, IFAT [zmir %3,2 36
IFAT, ELISA Kusadasi %16,6 26
IFAT Ankara %2,58 3
IFAT Corum %13,74 12
IFAT, ELISA Afyon, Bilecik, o 5 75 9 9

Eskigehir

Hastaligin teshisinde, Wright’s, Giemsa ve Leishman ile bo-
yanan preparatlarda parazitin tespit edilmesi halen en gegerli
yontemdir (19). Bunun yaninda, Leishmania spp.’nin serolojik
teshisi genellikle spesifik antijenlere baglanan IgG’lerin tespiti
yolu ile olmaktadir. Leishmania tiirlerinin serolojik teshisinde
IFAT, ELISA, C-ELISA, Dot-ELISA, DAT gibi testler kulla-
nilmaktadir (10, 14, 32). Ancak, direkt parazitolojik muayene,
sensitivitesinin diisiik olmas: ve deneyimli personele ihtiyag
duyulmas: sebebiyle smirli olarak kullanilmaktadir (4). Sero-
lojik testlerde ise ¢apraz reaksiyonlara bagli olarak yanlig po-
zitiflikler ortaya ¢ikabilmektedir. Bu sebeple, parazit
DNA’smin tespitine dayali PCR temelli teshis yOntemleri
yaygin olarak kullanilmaya baslanmustir. Leishmania tiirleri-
nin tespitinde kinetoplast DNA’s1 (kDNA) (8, 21, 31),
ribosomal DNA ve “internal transcribed spacer 1°* (ITS-1)
DNA’lar1 kullanilnustir. (11, 35).

Bu c¢alisma ile, Kayseri ve civarindaki kopeklerde
leishmaniosisin yaygmliginin Nested-PCR ile arastirilmasi
amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Saha Calismalari

Kayseri cevresindeki kdylerden, belediyeye ait hayvan barina-
gindan ve Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Klinikle-
ri‘'nden 2006 yili iginde, cesitli donemlerde toplam 300
asemptomatik kdpekten teknigine uygun olarak vena cephalica
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antebrachii’den EDTA’] tiiplere kan 6rnegi alinmistir. Bunun
yaninda kan alinan kdpeklerin 11’inden lenf sivist ve Veteri-
ner Fakiiltesi Klinikleri’ne ovariohisterektomi amaciyla getiri-
len 3 kopekten lenf sivisi, kemik iligi, dalak ve karacigerden
biyopsi materyalleri de alinmistir. Kan 6rnegi toplanan hay-
vanlar, koylerde kirsal alanlarda yasayan sahipli, sokakta ve
barinakta yasayan sahipsiz kopeklerdir. Arastirmanin yapildig
bolge disinda, onceki ¢aligmalarla hastaligin varligi bildirilen
Ege Bolgesi’'nden de kan numuneleri temin edilmistir. Bu
kapsamda, Kusadasi’dan 9, Selguk’tan 3, Bodrum’dan 12,
Marmaris’ten 1, Manisa’dan 1 ve Urla’dan 4 adet olmak {izere
toplam 30 kan numunesi temin edilmistir. Alinan tiim numu-
neler laboratuar caligmalar: yapilincaya kadar -20°C’de muha-
faza edilmistir.

DNA Ekstraksiyonu

Genomik DNA, kopeklerden toplanan kan numunelerinden
ticari kan kiti (DNeasy, Qiagen, Hilden, Germany), lenf s1vist
ve kemik iligi 6rneklerinden ise doku kiti (Qiagen Tissue Kit,
Qiagen, Hilden, Germany) kullanilarak elde edilmistir. Pozitif
kontrol olarak Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji A-
nabilim Dali’ndan temin edilen Leishmania infantum
susundan ekstrakte edilen DNA kullanilmustir. Elde edilen
DNA ornekleri PCR incelemeleri yapilincaya kadar -20°C’de
saklanmugtir.

Nested-PCR

Elde edilen DNA &rmeklerinin Leishmania spp. yoniinden
arastirtlmasinda sst RNA geninin amplifikasyonu esasina
dayanan  Nested-PCR  protokolii  uygulanmustir.  flk
amplifikasyonda, 603 bp’lik (Sekil 1) bir gen pargasini
amplifiye eden R221 (GGTTCCTTTCCTGATTTACG) ve
R332 (GGCCGGTAAAGGCCGAATAG) primerleri kulla-
nilmustir (35). Reaksiyon karisimi 50 pl final konsantrasyonda,
25 mM KCI/10 mM Tris-HCl/ 2 mM MgCl,/50 mM dNTP/0,5
U Taq polymerase ve 50 pmol her bir primerden olacak sekil-
de hazirlanmustir. Hazirlanan reaksiyon karisimina 10 pl DNA
ilave edilmistir. Reaksiyon PCR makinesinde (Thermo-
Hybaid, UK), 95°C°de 5 dk., 35 siklus olacak sekilde 94°C’de
30 sn., 60°C’de 30 sn. ve 72°C’de 30 sn. ve 72°C’de 10 dk.
son ekstensiyon olarak ger¢eklestirilmistir. Nested-PCR reak-
siyonunda ise 358 bp’lik (Sekil 2) bir gen pargasini amplifiye
eden R223 (TCCCATCGCAACCTCGGTT) ve R333
(AAAGCGGGCGCGGTGCTG) primerler kullanilmustir (35).
Ayni oranlarda 25 pl final konsantrasyonlarda hazirlanan re-
aksiyon karisimina 3 pmol her bir primerden ve 3 pl de birinci
amplifikasyondan elde edilen amplikonlardan ilave edilmistir.
PCR protokolii birinci reaksiyondaki gibi uygulanmis sadece
annealing 1s1s1 65°C olarak degistirilmistir. Amplifikasyon
iritinleri %1,5’lik agarose jelde elektroforeze tabii tutulmus ve
jel dokiimantasyon sisteminde (Syngene, UK) degerlendiril-
mistir. Testlerde kullamilan primerler, MWG (Almanya) fir-
masina sentezlettirilmistir.
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603 bp

Sekil 1. PCR sonucunda elde edilen bantlar. M: marker, 1: negatif
kontrol, 2: pozitif kontrol, 3-4 saha 6rnegi

M 1 2

W
E=N

358 bp

Sekil 2. Nested-PCR sonucunda elde edilen bantlar. M: marker, 1:
negatif kontrol, 2: pozitif kontrol, 3-4 saha 6rnegi

BULGULAR

Nested-PCR metodu ile yapilan incelemelerde Kayseri ve
civarindan toplanan numunelerin hi¢ birinde Leishmania spp.
DNA'’s1 saptanamamistir. Muayene edilen hayvanlarin, calis-
ma merkezlerine gore dagilimi Tablo 2°de, cinsiyet, yas, irk ve
barinma kosullari ise Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Muayene edilen hayvanlarin, ¢alisma merkezlerine gore

dagilimi.
Calisma Muayene Edilen Enfekte
Merkezleri Hayvan Sayisi Hayvan Sayisi
Kayseri Merkez 152 0
incesu 38 0
Talas 32 0
Felahiye 18 0
Pmarbas1 20 0
Yahyah 23 0
Tomarza 17 0
Toplam 300 0

Tablo 3. Muayene edilen hayvanlarim, cinsiyet, yas, irk ve barinma

kosullart
Muayene Edilen Enfekte
Hayvan Sayisi Hayvan Sayisi
Cinsiyet
Disi 95
Erkek 205 0
Yas (yil)
0,5-3 194 0
4-6 76 0
7-10 26 0
>10 4 0
Irk*
Biiyiik 186 0
Kiiciik 114
Barmmma
Sahipli 204 0
Sahipsiz 96 0
Toplam Hayvan Sayisi 300 0

*>18 kg. biyiik 1rk, <18 kg. kiigiik 1rk olarak simflandirilmistir.

Buna karsin, onceki ¢aligmalarla hastaligin varligr bildirilen
Ege Bolgesi’nden temin edilen kan numunelerinin Nested-
PCR ile yapilan incelemelerinde Kusadasi, Bodrum ve Ur-
la’dan daha 6nce lesihmaniosis pozitifligi IFAT ile saptanmig
toplam 3 kopekte Leishmania DNA’s1 da tespit edilmistir.

TARTISMA

Leishmania infantum enfeksiyonlarinda kopekler hem konak
hem de rezervuar olarak gorev yapmakta ve bu sayede enfek-
siyonlarin yayilmasina ve dogada enfeksiyon odaklarinin de-
vamliligina neden olmaktadir (15, 36). Bu nedenle zoonotik
olan bu hastalif1 tasiyan enfekte kopeklerin teshis edilmesi,
hayvan saglig1 yaninda insan saglig1 acisindan da dnem tasi-
maktadir. Bu parazitin kopeklerde teshisinde bir¢ok yontem
kullanilmigtir. Bu yontemlerden en eskisi olmasina ragmen
halen gegerliligini koruyan ydontem parazitolojik muayenedir
(19). Ancak bu yontemler genellikle bir¢ok hastaligin akut
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donemlerinde teshise yardimci olmaktadir. Bunun yaninda,
parazite karst gelisen antikorlarin tespiti esasina dayanan
serolojik yontemler de yaygin olarak kullanilmaktadir (32).
Serolojik teshiste ortaya ¢ikan ¢apraz reaksiyonlara bagli yan-
lis pozitiflikler, rekombinant antijenlerle giderilmeye calisil-
maktadir. Son yillarda yaygin bir sekilde kullanilmaya basla-
nan parazit DNA’sinin tespiti esasina dayanan molekiiler tes-
his yontemleri birgok enfeksiydz etkenin teshisinde oldugu
gibi Leishmania tiirlerinin teshisinde de kullanilmaktadir.
PCR, insanlardan ve hayvanlardan alinan klinik 6rneklerden
Leishmania spp. DNA’smin saptanmast i¢in sensitif ve spesi-
fik bir yontem olarak kullanilmaktadir. Van Eys ve ark., (35),
Leishmania parazitlerinin sst RNA geninden dizayn ettikleri
spesifik primerler ile, Nested-PCR yontemini kullanarak para-
zitin tespitini yapmislardir. Ayn1 gen bolgesini ve primerleri
kullanarak Cruz ve ark. ise (6), HIV pozitif hastalarda
leishmaniosisin  Nested-PCR ile teshisini yapmuslardir.
Piarroux ve ark. (29), genomik DNA’dan dizayn ettikleri
problarla Leishmania DNA’smin teshisini insanlarda gergek-
lestirmislerdir. KanL’in teshisinde de PCR temelli metotlar
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlardan, Mathis ve Deplazes
(22), Ozbel ve ark. (23) ve Lachaud ve ark. (20) PCR, Fisa ve
ark. (16) ise Nested-PCR yontemlerini kullanmislardir. Bunun
yaninda Reale ve ark. (30) ve Manna ve ark. (21) kopeklerde
leishmaniosisin teshisinde ii¢ tane konservatif blok tagiyan
kDNA’sim1 amplifiye eden primerler kullanmislardir.

Bu calismada ise, Leishmania spp.’nin ssr RNA genini
amplifiye eden Nested-PCR protokolleri kullanilmustir.
Ribosomal RNA genini amplifiye eden Nested-PCR protoko-
liinde ilk amplifikasyon sonucunda 603 bp, Nested-PCR sonu-
cunda ise Leishmania DNA’sma spesifik 358 bp’lik bantlar
elde edilmistir. Ege Bolgesi’nden toplanan, daha énce KanL
pozitifligi IFAT ile saptanmis 3 6rnekte yapilan incelemelerde
PCR ile de pozitiflik tespit edilmistir. Bu sayede, testin saha
orneklerinde de pozitif sonug verdigi dogrulanmustir.

Tiirkiye’de leishmaniosis {izerine yapilan epidemiyolojik ca-
ligmalar genellikle insanlar {izerinde odaklanmaktadir. Képek-
lerde ge¢mis yillarda yapilan ¢alismalar genellikle vaka bildi-
rimleri seklindedir. Buna karsin son yillarda 6zellikle IFAT,
ELISA ve DAT gibi serolojik yontemlerle yapilan epidemiyo-
lojik ¢aligmalar agirlik kazanmistir. Bu ¢aligmalarda, KanL’in
prevalansi Ege Bolgesi’nde %3,2-27,5 (13, 23, 25-27, 36),
Marmara Bolgesinde %1,45-9,09 (5, 9, 28), Karabiik’te %8
(24), Kayseri, Ankara, Eskisehir ve Corum’da %0-13,74 (3, 9,
12, 18) olarak tespit edilmistir. Tiirkiye’de Manisa gevresinde
yapilan bir ¢aligmada seropozitif bulunan 17 6rnegin PCR’la
yapilan incelemesinde 13 6rnek pozitif bulunmustur (23).

Bu ¢alismada, KanL’in yayginlig1 konusunda sadece IFAT ile
yapilmis bir ¢alismanin bulundugu Kayseri ve civarinda hasta-
ligin Nested-PCR ile yayginligi aragtirilmigtir. Kayseri yore-
sinde ilk defa molekiiler yontemler kullanilarak yapilan bu
calismada kontrol edilen képeklerde pozitif sonuca rastlan-
mamistir. Ankara, Eskisehir ve Corum illerinde yapilan

190

serolojik caligmalarda pozitiflikler saptanmig olmasina karsin,
Kayseri yoresinde daha once IFAT ile yapilan ¢alismada pozi-
tiflik saptanamanustir (18). Bunun yaninda, Kayseri yoresinde
insanlarda VL’in yayginlig1 konusunda bir yayin bulunma-
makla birlikte, Saglik Bakanligi verilerine gére 2003-2006
yillar1 arasinda sadece bir vaka gézlenmistir. Bu durum, bu
calismadan elde edilen negatif sonucu destekler niteliktedir.
Ayrica, ¢alismanin yapildig bolgede vektor tatarciklarin tiirleri
ve yayiliglar1 konusunda yeterince veri bulunmamaktadir. Dola-
yistyla, Ankara, Eskigehir ve Corum gibi Kayseri ile ayn1 bolge-
de bulunan illerdeki pozitiflikler degerlendirilirken vektor tatar-
cik tiirlerinin karsilagtirilmast da 6nemli bir veri olacaktir.

Sonug olarak, insan ve hayvan saghgm tehdit eden leishmaniosisin
Kayseri yoresinde kopeklerde arastirlmasinin, hastaligmn Tiirkiye
genelinde yayilist konusundaki verilere epidemiyolojik anlamda
katki sagladign diistintilmektedir. Bu caligma, yorede yapilan bu
konudaki ilk molekiiler cahisma olma 6zelligi tasimaktadir. Kopek-
lerden elde edilen bu verilerin yaninda, hastahgn bolgedeki duru-
munun daha ayrintih bir sekilde ortaya konmasi i¢in, hastaligin
vektorlerinin arastirildigl, serolojik metotlart da igine alan daha
genis ¢apli calismalara ihtiyag duyulmaktadir.
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