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Kirikkale’deki Kopeklerde Mikrokiiltiir Yontemi ve
IFAT ile Visseral Leishmaniosisin Prevalansinin
Arastirilmasi
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OZET: Bu calisma 2006-2008 yillarinda Kirikkale'nin farkl yérelerindeki képeklerde yeni bir yéntem olan Mikrokiiltiir Yéntemi
(MKY) ve indirekt Fluoresan Antikor Testi (IFAT) ile karsilastirmali olarak visseral leishmaniosisin prevalansini belirlemek igin
yapilmistir. Toplam 50 kdpekten alinan kanlarin tamami MKY ile negatif olarak saptanmistir. IFAT ile anti-Leishmania infantum
IgG antikorlar1 yoniinden incelenmesinde ise sadece 3 yasindaki Beagle 1rki erkek bir kopekte 1/128 titrede (%2) seropozitiflik
tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Visseral Leishmaniosis, mikrokiiltiir yontemi, IFAT, kopek, Kirikkale

Investigation of the Prevalence of Visceral Leishmaniasis by the Microculture Method and IFAT in
Dogs in Kirikkale

SUMMARY: This study was carried out in order to compare the seroprevalence of visceral leishmaniasis in dogs from differ-
ent areas of Kirikkale between 2006-2008 using the microculture method (MCM) which is a new method, and the indirect
fluorescent antigen test (IFAT). All of the blood collected from total of 50 dogs was found to be negative by MCM. Only one
male Beagle strain dog (3 years old) was found to be seropositive at 1/128 titers (2%) for anti-Leishmania infantum IgG anti-

bodies by IFAT.
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GIRIiS

Leishmaniosis, vertebrali konaklarin makrofajlarinda hiic-
re i¢i bir protozoon olan Leishmania tiirlerinin olusturdugu
zoonotik bir hastaliktir. Phlebotominae alt ailesine bagh
disi tatarciklar tarafindan nakledilen bu protozoon Akde-
niz kiyilar1 basta olmak iizere Avrupa’da visseral (VL) ve
kopek leishmaniosisine (CanL) yol agmaktadir. VL ve
CanL’e Tiirkiye’de de Ege ve Akdeniz Bolgesi'nde endemik,
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Bu calisma, 16. Ulusal Parazitoloji Kongresi'nde (1-7 Kasim
2009, Adana) sunulmustur.

Bu arastirma, Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi (BAB) tarafindan (Proje No: 2006/21)
desteklenmisgtir.

diger bolgelerde sporadik olarak rastlanmaktadir ve etkeni
Leishmania infantum’dur (5, 15, 18, 19).

Kopek leishmaniosisi genellikle agir seyreder ve en sik
goriilen klinik bulgular; anemi ile birlikte seyreden asir1
zaylflama, siddetli deri lezyonlari, lokal ve yaygin
lenfadenopati, anoreksi, halsizlik, renal ve okuler bozuk-
luklardir (23). Enfekte kopeklerin yogunlugu halk saghgi
acisindan bilyiik bir risk faktérii ise de ozellikle
asemptomatik evcil kdpekler ara konak Phlebotominae’nin
esas kaynagidirlar ve Leishmaniosisin gecisinde aktif rol
oynarlar (5, 8).

Kopek leishmaniosisinin tanisinda; direkt mikroskobi yani
sira IFAT, ELISA, immunokromotografi gibi serolojik yon-
temler veya Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) gibi mole-
kiiler yontemler (4, 10, 12, 16-18, 20, 26) kullanilmaktadir.

Avrupa’da kopeklerdeki seropozitifligin ortalama %25
oldugu, hatta Ispanya gibi bazi iilkelerden ithal edilen ké-
peklerde bu oranin %67’lere ulastig1 bildirilmistir (5, 15).
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Ulkemizde de endemik bélgelerde yapilan calismalarda
seropozitifligin %27’lere ulastig1 bildirilmistir (20, 21)

Bu calismada Kirikkale’deki kopeklerde leishmaniosisin
yaygmhginin Mikrokiiltiir Yéntemi (MKY) ve indirekt Fluo-
resan Antikor Testi (IFAT) ile karsilastirmali olarak belir-
lenmesi ve leishmaniosisin teshisinde yeni bir yontem olan
MKY’nin képeklerde uygulanabilirliginin degerlendirmesi
amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada, 2006-2008 yillarinda Kirikkale’'nin degisik
yerlerinden secilmis ve bu bolgede dogmus olan 50 sahipli
kopege ait kan ve serumlar VL yoniinden incelenmistir.
Kopeklerin klinik muayeneleri sonucunda daha sonra
seropozitif bulunan Beagle irki bir képek haricinde, VL
yoéniinden herhangi bir bulguya rastlanmamistir. incelenen
kopeklerin 35’i erkek, 15’i disi, 42’si 2 ve 2 yas alti, 81 2
yas Ustii olarak gruplandirilmistir. Irk gruplarina gore da-
gilm ise su sekildedir: Kangal (n=23), Melez (n=13),
Pointer (n=4), German shephard (n=2), Setter (n=2),
Beagle (n=1), Coccer (n=1), Terrier (n=1), Pittbul (n=1),
Golden Retreiver (n=1), Catal burun (n=1).

Elli adet kopekten her birinden usuliine gore bir EDTA’l;,
bir EDTA’s1z tiipe 5’er ml kan alinmis, EDTA’l1 olanlar +4
oC veya 0 °C de, digerleri normal hava sicakliginda labora-
tuara getirilmistir.

Calismada IFAT icin; promastigot (L. infantum) antijen,
pozitif ve negatif serumlar Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Parazitoloji Anabilim Dalr'indan temin edilmistir. EDTA’s1z
kanlar santrifiij edilerek ayrilmis serumlar ve antijen ile
kaplanarak oda sicakliginda kurutulmus lamlar test uygu-
lanincaya kadar -20 9C’de saklanmistir. Testin uygulani-
sinda IgG konjugat (rabbit anti-dog IgG fluorescein
isothiocyanate  conjugate, Sigma, F-7884) 1/100
dilisyonda kullanilmis, serum sulandirimlar1 ise 1/16,
1/32, 1/64, 1/128, 1/256 olarak hazirlanmistir. IFAT so-
nuglari fluoresans mikroskobunda (Olympus, CH-40) 40’lik
objektifte incelenmistir. Seropozitivite i¢in parlak sari-
yesil fluoresans veren sulandirimlar dikkate alinmis, zayif
veya hic fluoresan vermeyenler negatif olarak degerlendi-
rilmistir. 1/128 ve lizeri sulandirimlar pozitif olarak kabul
edilmistir (13, 19, 29).

Mikrokiiltiir Yontemi icin; laboratuara getirilen EDTA’1
kanlar +4 °C de 5000 devirde 5 dk santrifiije edilmistir.
Serumlar alindiktan sonra, kalan kanin tizerine steril or-
tamda 1/3 oraninda RPMI-1640 medium konularak +4 °C
de 1500 devir/dk da 5 dk siire ile santrifiije edilip, bu is-
lem tg¢ kez tekrarlanmistir. Dipteki tortunun tzerindeki
ince tabaka mikropipet ile gekilerek, hematokrit tiipiine
bir uctan konulup, tiipiin her iki tarafi cam macunu ile ka-
patilarak, 5 dk santriifiije edilmistir. Hematokrit tiip santri-
fiij sonrasi beyaz halenin altindan bir bistiiri ile kesilerek
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kan Schneider’s insect medium soliisyonunun konuldugu
eppendorf tiipiine dokiilmiistiir. Buradaki karisim bir
hematokrit tiipiine cekilerek her iki tarafi steril mum ile
kapatilip, daha sonra +27 °C’lik etlivde 7 giin boyunca her
gilin inverted mikroskopta (Olympus, CKX41-32PH) X20
kontrol edilerek promastigotlar aranmistir (2, 3).

BULGULAR

Arastirmada MKY ile kopeklerde Leishmania promasti-
gotlarina rastlanamamustir. IFAT ile anti-Leishmania anti-
korlar1 arastirilan 50 kdpekten sadece 3 yasindaki Beagle
irki erkek bir kopekte 1/128 titrede seropozitiflik (%2)
belirlenmistir.

MKY’de negatif sonug elde edilmesi ve IFAT'da da sadece
bir kopekte seropozitiflik saptanmasi nedeniyle cinsiyet,
yas ve 1irk durumuna gore gruplar arasinda istatistiki ana-
liz yapilamamustir.

TARTISMA

Leishmania infantum’un neden oldugu enfeksiyonlar hem
insanlarin hem de kopeklerin yasamin tehdit etmektedir.
(Ozellikle asemptomatik CanL’li képekler rezervuar olarak
rol oynamaktadirlar. Diger yandan semptomatik kdpekle-
rin tedavisi de niiks goriilebilmesi nedeniyle olduk¢a so-
runludur. Gerek insan gerekse hayvan sagligl acisindan
leishmaniosisin kopeklerde hizli ve kesin bir sekilde teshis
edilmesi son derece kritiktir. Kopek leishmaniosisi tani-
sinda mikroskobiye dayali direkt tani yontemlerinde
spesifite ytiksekligine karsin sensitivite diisiikliigii nede-
niyle genellikle serolojik ya da molekiiler yontemlere bas-
vurulmaktadir ( 14, 18, 21-25).

Avrupa’da serolojik olarak ortalama %25’lerde saptanan
CanlL, PCR yontemi ile ispanya’da %63’lere kadar gikabil-
mektedir (15, 27). Komsu iilkelerimizden Iran’da képek-
lerde %14,2, yabani karnivorlarda %10 (DAT) (16), Hirva-
tistan’da %0-42,85 oraninda (dot-ELISA) (30) Leishmania
enfeksiyonlarina rastlanmistir.

Tiirkiye’deki képeklerde istanbul’da %0 (IFAT) (10), Sa-
karya'da %1,45 (IFAT) (29), izmir'de Karaburun ve Urla’da
%23-27 (IFAT, Whole-ELISA, rK39-ELISA) (20), Mugla’'da
%3,8 (IFAT, Whole-ELISA, rK39-ELISA) (6), Sivas'ta %2
(IFAT) (13) ve Corum’da %13,74 (IFAT ve DAT) (7)
seropozitiflik belirlenmistir. Eskisehir, Afyon ve Bilecik’te
yapilan bir arastirmada IFAT, Whole-ELISA, rK39-ELISA ve
dip-stick testleri ile %13,51 seropozitiflik saptanmis ayrica
bu ii¢ test arasinda uyumun %100 oldugu ve dipstick tes-
tinde 15 kopegin 13’linde pozitiflik gozlendigi (4) bildiril-
mistir. Kayseri’de 300 asemptomatik kopegin kan ve bi-
yopsi 6rneklerinde nested PCR ile herhangi bir etken rast-
lanamamstir (12).

Kirikkale’de yapilan bu ¢alismada ise MKY’'de kdpeklerde
enfeksiyona rastlanamazken, IFAT da 1/128 titrede yal-
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nizca bir kopegin (%2) seropozitif oldugu belirlenmistir.
Bu bolgedeki enfeksiyon orani Mugla (6) ve Sakarya’daki
(29) oranlara yakin bulunurken, izmir (20), Eskisehir, Af-
yon, Bilecik (4) ve Corum’daki (7) oranlardan oldukca dii-
stiktiir. Corum’un Kirikkale’ye komsu olmasina karsin en-
feksiyon oranlari arasinda farklilik bulunmasinda Kirikka-
le’de incelenen kopek sayisinin diisiik olmasinin etkili ola-
bilecegi diisliniilmektedir. Ayrica Corum’da incelemeye
aliman kopek serumlari insan leishmaniosis olgularinin
saptandig1 koylerden se¢ilmis olmasina karsin bu ¢alisma-
daki 6rnekler Kirikkale’nin farkl yerlerinden rastgele top-
lanmistir. Kili¢ ve ark. (13) da benzer sekilde herhangi bir
insan leishmaniosis olgusu bildirilmemis Sivas yoresindeki
50 Kangal kdopeginin yalnizca birinde (%2) antikor sapta-
miglardir. ica ve ark. (12) da Kayseri'de asemptomatik
kopeklerde pozitiflik saptayamamiglardir.

Bir kisim arastirmalarda kopek irklar1 ve cinsiyeti ile
leishmaniosis arasinda iliskinin olmadig1 vurgulanmistir
(29, 30). Mohebali ve ark. (16), iran’da, Taylan-Ozkan ve
ark. (29) Sakarya’da erkek kopeklerde, Kili¢ ve ark. (13)
Sivas’ta disi kopeklerde daha fazla seropozitiflik saptama-
larina karsin CanL’nin cinsiyete gore dagiliminin istatistiki
olarak anlamli bulunmadigini bildirmislerdir. Ancak
Zivi¢njak ve ark. (30), Hirvatistan’da erkek kopeklerin
%19,31 oraninda disilerden daha fazla seropozitif olmasi-
nin istatistiki olarak 6nemli oldugunu belirtmislerdir.

Enfeksiyonun yasla olan iliskisinde iran’da (16) 8 yasindan
biiyiik kopeklerde daha yiiksek, 3 yasindan kiigliklerde
daha diisiik bulundugu; Hirvatistan’da (30) pozitif kopek-
lerin daha ¢ok 6-7 yaslarinda oldugu ve her iki arastirmada
da istatistiki olarak yasin énemli oldugu bildirilmistir. Sa-
karya’daki (29) arastirmada ise iki yasindan biiyiik kopek-
lerde pozitiflik gozlendigi, ancak bunun istatistiki olarak
onemli olmadig1 belirtilmistir. Sivas’ta da yalnizca 9 yasin-
daki bir Kangal kdpeginde seropozitiflik saptanmistir (13).

Calismamizda yalnizca %2 oraninda 3 yasinda, Beagle irki
erkek kopekte IFAT yontemi ile seropozitiflik gozlenmesi
cinsiyet acisindan diger arastirmalarla (16, 29) uyumlu
gibi goriinse de, toplanan kanlarin %70’inin erkek képek-
lerden elde edilmesi yani sira pozitif 6rnek sayisiin yal-
nizca bir tane olmasi boyle bir karsilastirma yapilmasini
mimkiin kilmamistir. Enfesiyonun dogasi geregi inkiibas-
yon stiresi ve yasa bagl olarak képeklerin enfekte tatarcik-
larla karsilasma ihtimalindeki artisa paralel bir sekilde
enfeksiyon riskinin yilikselmesi beklenen bir bulgudur.
Irkla enfeksiyon sikligi arasindaki iliskiyi kurabilmek icin
de daha fazla sayida kdpekte arastirma yapilmasi gerektigi
diisiintiilmektedir.

Leishmaniosisin teshisinde kullanilan direkt tani, kiiltir,
hizli teshis metotlari, serolojik testler ve PCR'1n avantaj ve
dezavantajlarim belirten ¢ok sayida ¢alisma bulunmakta-
dir (1, 9, 12, 28). Reale ve ark. (24), serolojik verilerin tek

basina yeterli olmadigini, koépeklerdeki enfeksiyon varli-
ginin PCR ile desteklenmesi gerektigini belirtmektedirler.
PCR’1n in vitro kiiltiirden daha giivenilir ve hizli oldugu ve
rutin teshis metodu olarak uygulanabilecegi bildirilmisse
de (14), kutanoz leishmaniosis (KL)'de duyarliliginin akut
lezyonlarda %86-95’e kadar yiikseldigi, kronik lezyonlarda
ise % 45’lere kadar distiigii; VL'de dalak, kemik iligi ve
karaciger aspiratlarinda %75 oldugu, kan érneklerinde ise
parazit yogunlugunun 10 parazit/ml altinda olmasi halin-
de kiiltiir pozitif 6rneklerde bile negatif olabildigi tespit
edilmistir (1, 28).

Visseral leishmaniosisli kan 6rneklerinde konvansiyonel
kiilltir yontemleri ile 15-35 giin hatta 6 aya yakin
inkiibasyon stiresi sonunda sonug¢ alinabilmesinin de de-
zavantaj oldugu; IFATm kalitativ ve kantitativ olarak ko-
peklerdeki anti-Leishmania antikor titresini gostermede
degerli oldugu ancak deneyim gerekliligi gibi dezavantajla-
rinin  bulundugu; dip-stick testinin 06zel beceri ve
laboratuvar ekipmani gerektirmeden sahada hizli tani ag1-
sindan 6nemli oldugu bildirilmistir (17, 26). Ancak dip-
stick yonteminin ELISA ve IFAT ile karsilastirildiginda
kopeklerin biiytik bir kisminda hatal pozitiflik verdigi de
belirlenmistir (25).

Ilk kez Allahverdiyev ve ark. (3), tarafindan insan KL olgu-
larinda kullanilan MKY, giiniimiizde VL tanisinda da basa-
riyla uygulanmaktadir (2). Bu yontemle promastigotlarin
deri, kemik iligi, dalak aspirasyon materyallerinden ayrica
periferal kandan da tretilebilmesi miimkiindiir. Daha yiik-
sek pCOz, daha diisiik pOz ve pH'nin amastigotlarin
promastigotlara doniismesini ve daha sonrakilerin gelis-
mesini ya da canli kalmasini hizlandirdig: belirtilmistir (3).
Kiiltiir yontemlerine gore sensitivitesi ve spesifitesi daha
yliksek olan mikrokiiltiir az miktarda besiyeri kullanilmasi
ve inkiibasyon periyodunun 2-7 giinde tamamlanmasi
nedeniyle hem maliyet hem de zaman agisindan avantajl
bir tekniktir.

Kemik iliginde promastigotlarin belirlenmesinde sensitivi-
te MKY ile %100 iken, geleneksel kiiltiir yontemleriyle
%37,5'a kadar diismektedir. Mikrokiiltiir, periferal kanda
da geleneksel kiiltiir yontemlerinden daha etkili bulun-
mustur (2, 11). Adana’da 139 KL ve 19 VL stipheli hastada
(1), yine ayni bolgede 25 VL'li ¢ocuktan (2) alinan
kemikiligi ve kan 6rneklerinde leishmaniosisin rutin tani-
sinda MKY, klasik kiiltir yontemlerinden daha duyarls,
daha hizli ve maliyeti diisiik olarak bulunmustur (1).

Bu arastirmada bir kopekte [IFAT yontemi ile
Leishmania’ya kars1 antikor saptanmasina karsin MKY’nde
promastigotlarin iiretilememesinin ¢esitli nedenlerden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Seropozitif bulunan
Beagle cinsi kopegin enfeksiyonu ne zaman aldig bilin-
memesine karsin semptomlarinin 6 ay kadar 6nce basla-

masl, bununla birlikte uygulanan tedavi nedeniyle
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periferik kaninda az miktarda antijen bulunmasinin kil-
tiirde iretilmesini engelledigi varsayilmaktadir. Hide ve
ark. (11) da, periferal kanda MKY’nin invaziv olmamasi,
cabuk sonuclanmasi ve ucuza mal olmasi nedeniyle rutin
tanida oncelikli olarak uygulanmasi gerektigini belirtmis-
ler, ancak negatif sonug elde edilmesi halinde diger invaziv
yontemlerin uygulanmasini énermislerdir. insanlarda ya-
pilan arastirmalarda da MKY'nin dalak, kemik iligi
aspiratlarinda periferal kandakine gére daha basarili oldu-
gu bildirilmistir (2, 11). Bu nedenle IFAT ile seropozitiflik
saptandiktan sonra so6z konusu kopekten dalak aspirati
alinmaya c¢alisilmis ancak sahibi izin vermedigi i¢in bu
yontemi uygulamak s6z konusu olamamistir.

Sonug olarak; tilkemizin bir¢ok ilinde oldugu gibi Kirikkale
yoresindeki kopeklerde de CanL seropozitifligi belirlen-
mistir. Visseral leishmaniosisin zoonotik karakterde olma-
s1 sebebiyle, kopeklerde hastaligin hemen teshis edilebil-
mesi son derece kritiktir. Ozellikle evcil képeklerin belirli
periyotlarla Leishmania yoninden rutin kontrolleri ve
gerektiginde tedavisi yapilmalidir. Bu nedenle MKY, klasik
kiltir yontemlerinde vurgulanan dezavantajlara sahip
olmamasi, daha basit, daha hizli, diger yontemlere gore
daha ekonomik olmasindan dolay1 enfeksiyonun endemik
oldugu bolgelerde hastaligin yayilmasini 6nlemesi agisin-
dan tercih edilen bir yontem olarak kabul edilebilir (1-3,
11). Her ne kadar yapilan bu ¢alismada MKY ile promasti-
gotlarin saptanmasi miimkiin olamamissa da, yéntemin
kopek kanlariyla da uygulanabileceginin gosterilmesi agi-
sindan bu calismanin énemli oldugu, 6zellikle endemik
bolgelerde ve daha fazla numuneyle ¢alisilmasinin yararl
olacagl diistiniilmektedir.
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