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Leishmania major'un Rezervaar Hayvanlara Naklinde Rhpicephalies
sanguineus un Roliiniin Belirlenmesi

Determination the Role of Rzpicephalus sanguineus for Transmission of Leishmania major

to Reservoir Animals

Huseyin Bilgin Bilgic, Serkan Bakirci, Onur Kose, Ayga Aksulu, Selin Hacilarlioglu, Tilin Karageng
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakdiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Aydin, Turkiye

(o74

Amag: Bu calismanin amaci, zoonotik kutanéz leishmaniasise neden olan Leishmania major'un naklinde Rhipicephalus sanguineus'un rolU-
nUn aragtirlmasidir.

Yéntemler: 10 gerbil (Meriones unguiculatus) L. major promastigotlari ile enfekte edilirken, 10 gerbil, kontrol grubunu olugturmustur. En-
fekte ve kontrol gruplarindan birer gerbil tzerine birakilan 2.000’er adet Rh. sanguineus larvasinin kontrolli bir ortamda beslenmeleri sag-
lanmistir. Larvalarin gerbil Gzerinde beslenmesini takiben, doymus larvalar ve uygun kosullarda gémlek degistiren larvalardan elde edilen
a¢ nimflerden olusan toplam 65 kene havuzu olusturulmustur. Bu havuzlar polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve gercek zamanli PZR (RT-PCR)
testi ile L. major yonlinden test edilmistir.

Bulgular: Enfekte edilerek, tizerine Rh. sanguineus larvasi konulan gerbil, tim kenelerin diismesini takiben uyutulmus ve nekropsisi ger-
ceklestirilmistir. Yapilan incelemelerde, gerbilin tiim i¢ organ ve dokularinda amastigotlara rastlanmistir. Rh. sanguineus doymus larvalarinin
beslenmeleri esnasinda paraziti alip almadiklari ve bir sonraki nimf asamasina aktarip aktarmadiklarinin test edilmesi amaciyla yapilan PZR
ve RT-PCR sonucunda kene havuzlarinin higbirisinde L. major'a rastlanilmamistir.

Sonug: Calisma neticesinde her ne kadar kenelerde etkenler tespit edilemese de, leishmaniasis ile iliskili deneysel calismalarda asil rezervuar
olan képeklerin kullanilmasi vektorlik potansiyeli ylksek olan insekt ve akarlar icin daha net sonuglar verebilecektir.

Anahtar Kelimeler: Gerbil, Leishmania major, nakil, Rhipicephalus sanguineus
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ABSTRACT

Objective: This study aimed to explore the role of Rhipicephalus sanguineus in the transmission of Leishmania major, the etiological agent
of zoonotic cutaneous leishmaniasis.

Methods: Ten gerbils (Meriones unguiculatus) were infected with promastigotes of L. major, and 10 gerbils were maintained as controls. In
a controlled environment, 2000 R. sanguineus larvae were fed to two gerbils. Following feeding to gerbils, 65 tick pools were prepared from
the engorged larvae and molted unfed nymphs. These pools were tested for the presence of L. major using polymerase chain reaction and
real time (RT) PCR.

Results: One of the infected gerbil was anesthetized and necropsied following the dropping of all fed larvae. Following the examination,
amastigotes were detected in all organs and tissues. PCR and RT-PCR were performed to test whether the engorged R. sanguineus larvae
successfully took the parasite while feeding and was able to transmit it to the next nymphal stage; however, none of the tick pools were
found to be positive for L. major.

Conclusion: Although L.major was not detected in ticks that fed on gerbils, using dogs in experimental studies related to leishmaniasis will
give clearer results in terms of detecting the potential role of insects and acars.
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Leishmaniasis, zorunlu hicre i¢i protozoon olan Leishmania cin-
sindeki turlerin neden oldugu antroponotik ya da zoonotik ka-
rakterli ve farkli klinik belirtilerle kendini gosteren hastaliklarin ge-
nel adlandinimasidir (1, 2). Her yil 300.000'; visseral leishmaniasis
(VL), 1.000.000"u kutandz leishmaniasis (KL) olmak Uzere ortalama
1.300.000 yeni vaka ortaya ¢iktigi distintlmektedir ki bunlardan sa-
dece 600.000'i rapor edilen vakalardir (3). Leishmania tirleri yagam-
larini strdirebilmek icin omurgasiz ve omurgali konaklara ihtiyag
duyarlar. insan, képek, kemirgen gibi pek cok omurgalida parazitin
amastigot formu bulunurken, omurgasiz konaklari olan Phleboto-
mus ve Lutzomyia cinsi sineklerde promastigot formunda bulunur-
lar (4, 5). Turkiye, gerek leishmaniasisin seyri ve codrafik yayiligsina
uygun farkli ekolojik ve klimatik &zelliklere sahip cografik alanlar
binyesinde barindirmasi, gerekse de hastalik hakkinda yeterli veri
bulunmayan farkl tlkelerden gelen ¢ok sayida milteciye ev sahip-
ligi yapmasi sebebiyle leishmaniasisin epidemiyolojisinde dnemli
bir Glkedir. Turkiye'de kutandz leishmaniasise (KL) yol agan tir daha
cok L. tropica; visseral leishmaniasise (VL) yol acan tir ise L. infan-
tum olarak bilinmektedir (6). Ancak son yillarda yapilan ¢alismalar-
da KL vakalarinda VL &yklsu olmaksizin L. infantum tirinin izole
edildidi, yine VL vakalarinda KL &ykisl olmaksizin L. tropica tlri-
nln tespit edildigi bildirilmektedir (1, 7, 8). Bununla birlikte, Turki-
ye'de KLye neden olan baslica tir L. tropica olup, daha az sayida
L. infantum ve nadiren L. major kaynakli olgular da tespit edilmistir
(7,9, 10). Leishmania tropica insan-vektdr-insan gegisli antropono-
tik kutandz leishmaniasis (AKL)'e neden olurken, L. major ise ana
rezervuarin kemirgenler oldugu zoonotik kutandz leishmaniasis
(ZKL)'e neden olmaktadir (6). Turkiye'de, L. tropica’nin neden oldu-
Ju AKL olgularinin %98'inden fazlasi, Glineydogu Anadolu, Dogu
Akdeniz ve Ege Bolgelerinden bildirilmektedir (11). Zoonotik kuta-
ndz leishmaniasise yol acan L. major ise Turkiye'nin glineyde sinir
komsular olan Suriye, Irak ve iran'da oldukca endemik bir tiirdiir
(7). Son yillarda 6zellikle Glneydogu Anadolu Bélgesinde, Suri-
ye'deki i¢ savas sonrasi, Turkiye'ye gelen gd¢cmenlerin de etkisiyle
KL vakalarinda ciddi bir artig dikkati cekmektedir (11, 12). Bu artig
gdz dniine alinarak gergeklestirilen calismalarda KL olgularindan L.
major etkenlerine rastlandidi bildirilmistir (12, 13).

Leishmania infantum'un naklinde, birincil derecede etkili rol oy-
nayan kum sinekleri yaninda baska faktérler de rol oynayabilmek-
tedir. Bununla birlikte, pireler (Ctenocephalides felis) ve keneler
(Rh. sanguineus) tarafindan L. infantum’un nakledildigine dair
varsayimlarin bulundugu ve son yillarda yapilan ¢alismalarda da
bu hipotezlerin tekrar tartismaya acildigina dair bildirimler bulun-
maktadir (14, 15). Képeklerde enfestasyon olusturan ve kahveren-
gi kdpek kenesi olarak da bilinen Rh. sanguineus tird, Rickettsia
conorii, R. rickettsii, Ehrlichia canis, Hepatozoon canis, Babesia
canis gibi pek ¢ok patojene vektdrlik edebilen tim dinyada
yaygin, tropik ve subtropik iklim kusaklarinda aktivite gdsterebi-
len bir kene tiradur (16, 17). Son yillarda yapilan ¢alismalarda L.
infantum’un képeklere naklinde Rh. sanguineus kenesinin de rol
oynadidi bildirilmektedir (18-22). Yapilan bir calismada L. infan-
tum’un Rh. sanguineus ile transovarial olarak naklinin de mim-
kin oldugu ortaya konmustur (22). Bu literatirler 1s1ginda zoonoz
karakterli bu protozoonun ayni zamanda rezervuar hayvan olan
képeklere naklinde Rh. sanguineus kenesinin rol oynayabilece-
gi ve vektorlik yapabilecedi varsayimlar arasindadir. Bu nedenle

calismamizda, model olarak secilen L. major'un naklinde kahve-
rengi kdpek kenesi olarak da bilinen Rh. sanguineus'un rolinln
arastinlmasi amaglanmistir.

YONTEMLER

Bu calisma, Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu'nun 28.08.2012 tarih ve 2012/046 sayili karari ile alinan
etik kurul onayi ile gerceklestirilmistir.

Gerbillerin Leishmania major ile enfekte edilmesi
Aragtirmada, enfeksiyon olusturmak icin bes olgun erkek ve besg
olgun disi, kontrol grubu olarak da yine bes olgun erkek ve bes
olgun disi gerbil kullanilmistir. Calismada kullanilan L. major susu
ise Bitlis ili kirsalinda yasayan ve 18 yasinda olan erkek hastadan
izole edilmistir. Elde edilen sus Celal Bayar Universitesi (CB.) Tip
Fakdiltesi Parazitoloji Anabilim Dali Parazit Bankasi'nda muhafaza
edilmis ve MHOM/TR/2012/MANISAPB233 olarak kodlanmistr.
Gerbillerin enfeksiyonu icin bu promastigot stispansiyonundan
faydalanilmistir. Enfeksiyon icin gerbiller éncelikle ksilazin/keta-
min anestezisine alinmig ve daha sonra énceden hazirlanmig olan
stspansiyonlardan her bir gerbil icin 0,2 mL olarak ayarlanmisg in-
stlin igneleri ile sol ayak tabanlarindan, 1x108 promastigot iceren
bu stspansiyon inokile edilmistir. Gerbillerde enfeksiyon sekil-
lenmesi ve gelisimi glinlik olarak izlenmis, hayvanlarda sekillene-
bilecek olasi klinik bulgular (tiy dékilmesi, deride kabuklanma
ve kepeklenme, tirnaklarda anormal uzama vb.) takip edilerek
not edilmistir. Belirtilerin ortaya ¢ikmasini takiben, gerbilllere
nekropsi yapilmasi planlanmistir. Nekropside basta, karaciger ve
dalak olmak Gzere tim i¢ organ ve dokularindan (akciger, bébrek,
kalp, testis) preparatlar hazirlanmis ve Giemsa ile boyanarak isik
mikroskobunda amastigotlarin varligi arastinlmistir.

Rhipicephalus sanguineus larvalarinin elde edilmesi

Sahadan elde edilen disi Rh. sanguineus'lar 27°C'lik (£1°C) etlv-
de (Sogutmali Etlv; Memmert, Schwabach, Almanya) %80 (+%5)
nemli kosullarda muhafaza edilerek yumurtlamalarn saglanmistir.
Disilerin yumurtlamasinin bitimini takiben her bir disinin yumur-
talarindan 100’er tanesi sayilarak, agirliklan belirlenmis ve her bir
sisede ortalama 2.000 yumurta olacak sekilde porsiyonlanmig ve
larva cikigtigin 27°C'lik (+1°C) etlivde, %80 (+%5) nemli kosullarda
muhafaza edilmislerdir. Gomlek dedistirip kitinizayonu tamamla-
yan ac larvalar, deneysel calismalarda kullanilincaya kadar 12°C
(£1°C) 1s1 ve %80 (+x%5) nisbi nem saglayan etivde (Sogutmali
Etlv; Memmert, Schwabach, Almanya) tutulmuslardir.

Enfekte gerbillerde Rhipicephalus sanguineus larvalarinin
beslenmesi

Enfekte edilen gerbillerde klinik olarak leishmaniasis belirtilerin
g6zlemlenmesini takiben hem enfekte hem de kontrol grubun-
daki hayvanlardan birer tanesi Uzerinde Rh. sanguineus larvala-
rnin beslenmesi saglanmistir. Bu amagla; gerbiller, bireysel ola-
rak kafeste tutulmus ve bu kafesler su dolu havuzda muhafaza
edilmislerdir. Gerbillerin viicuduna yaklasik 2.000’er adet bir aylik
yastaki ag larvalar dékdlmustdr. Gerbillerin viicuduna dékilen ag
larvalar (2.000 larva/gerbil) ortalama bes (4-6) glinde gerbili ter-
kedip, suya diusmdislerdir. Tam doymus olarak gerbili terkeden
larvalar stizgeg yardimi ile sudan toplanmisg, kurutma kagidi tze-
rinde kurutulduktan sonra 200 adetlik gruplar halinde adzi pa-
mukla kapatilan steril siseler icerisine alinmiglardir. Enekte gerbil
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Uzerinden elde edilen doymus larvalarda, L.major etkeninin tes-
piti icin, larvalardan 600 tanesi gémlek degdisiminin baskilanmasi
ve bu sekilde muhafaza edilmesi amaciyla, PZR testi yapilana ka-
dar, 12°C (£1°C) ve %80 (+%5) nisbi nem iceren etlivde bekletil-
mislerdir. Geriye kalan keneler, gémlek degistirmek lzere 27°C
(£1°C) 11 ve %80 (£%5) nisbi nem iceren etlve yerlestirilmislerdir.
PZR testi yapilmadan &énce, doymus larvalar ve gémlek degisti-
rerek a¢ nimf olanlar 4 giin slreyle 27°C (£1°C) 1s1 ve %80 (£%5)
nisbi nem iceren etlvde tutulmuslardir.

Kenelerde Leishmania etkenlerinin belirlenmesi

Enfekte gerbil Uzerinde beslenen a¢ Rh. sanguineus larvala-
rinda L. major etkeninin tespiti icin PZR ydntemine basvurul-
mustur. Bu amacla; gerbil Gzerinde beslenen doymus larvalar
ve 27°C (£1°C) 1s1 ve %80 (£%5) nisbi nem iceren inkibatérde
goémlek degistiren larvalardan elde edilen a¢ nimfler kullanil-
mistir. Larvalar ve a¢ nimfler onarli ve yirmiserli havuzlara ayril-
mis ve doymus larvalardan toplamda 65 kene havuzu olusturul-
mustur. Kene havuzlarindan DNA ekstraksiyonu icin Promega
Wizard genomic DNA Ekstraksiyon kiti (Promega; Madison, WI,
Amerika) kullaniimis ve kit protokoline gére DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir.

izole edilen DNA'lar, Leishmania genusunda yer alan; L. infan-
tum, L. donovani, L. major, L. tropica ve L. braziliensis turleri-
ne ait kDNA'larin 145 bp'lik kismini cogaltan RV1 (5'-CTT TTC
TGG TCC CGC GGG TAG G-3') / RV2 (5'-CCA CCT GGC CTA
TTT TAC AC-3') primerleriyle PZR yéntemiyle ¢odaltiimasinda
kullanilmistir (23). Bu amacla uygulanan PZR'de; 25 pl'lik son
hacimde, 10 mM Tris-HCL, pH 9,0, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCl,
200 uM dNTP/dUTP stogdu, 1,5 U Tag DNA polimeraz, 1 uM
primer cifti ile 2 pyl DNA (= 50 pmol) éregdi kullaniimistir. Re-
aksiyon termal sikluslu makinede gergeklestirilmistir (Simpling
Amp™ Thermal Cycler; Life Technologies, Applied Biosystems,
Paisley, ingiltere). Reaksiyon 95°C'de 12 dakikalik 6n denatu-
rasyonu takiben, 94°C’'de 50 saniyelik denatirasyon; 57 °C'de
50 saniye baglanma; 72°C’'de 30 saniye uzamalardan olusan 35
siklus ve 72°C’de 10 dakikalik son uzama seklinde uygulanmis-
tir. Daha sonra, PZR ile cogaltilan Grinlerden 10 L alinarak 100
mlsinde 5 pL Safe View™ Classic bulunan %1,5'luk agaroz jel-
de 100 voltluk akimda bir saat elektroforeze tabi tutulup, ultra-
viole 1sik altinda gérintilenmistir. Elde edilen sonuglarin dog-
rulanmasi icin gergek zamanli PZR (RT-PCR) testi uygulanmistr.
Bu amagla, Leishmania parazitlerinin ssu rRNA ve 5,85 rRNA
yi kodlayan genleri ayiran ribozomal internal transcribed spa-
cer 1 (ITS1) bolgesi, forward primer; 5-CTGGATCATTTTCC-
GATG-3', reverse Primer; 5'-GAAGCCAAGTCATCCATCGC-3'
primerleri, QuantiTect Probe PCR Kit Master karigimi ile birlikte
6zgln problar (Probe 1: 5'- LC610-GCG GGG TGG GTG CGT
GTG TG -PH ve Probe 2: 5'-CCG TTT ATA CAA AAA ATA TAC
GGC GTT TCG GTT T - FL) kullanilarak ¢ogaltiimistir. Gercek
zamanli PZR analizi i¢in hazirlanan toplam 25 pllik reaksiyon
karnigiminda; 1,5 uL H,0 (PCR grade water), 1 pL forward primer,
1 pL reverse primer, 0,5 uL Probe1, 0,5 pL Probe2, 12,5 uL Qu-
antiTect Probe PCR Kit Master karigimi (QuantiTect Probe PCR
Kit; Qiagen, Mainz, Almanya) ve 5 uL genomik DNA érnegi kul-
lanilmustir. Tar ici farkliliklarin (L. tropica, L. infantum ve L. major
ayrimi) saptanmasi icin belirlenen termal profil; denatlrasyon,
amplifikasyon, erime egrisi analizi ve sogutma basamaklarin-

Resim 2. Dalak dokusundan hazirlanan preparatlarda L. major
amastigotlari

dan ibaret olup, Rotor-Gene cihazinin (Rotor-Gene Q; Qiagen,
Mainz, Almanya) programina, ¢alisma protokolleri olarak kay-
dedilmistir. Rotor-Gene'de melting analizi yapilarak sonuglar
elde edilmistir. Bu sonuclarda L. majorigin erime 1sis1 54°C+1°C
olarak belirlenmistir.

BULGULAR

Leishmaniasisin naklinde kenelerin rolinin belirlenmesi amaci
ile enfekte edilen gerbillerin takibi sonucunda; enfekte gruptaki
sekiz gerbil, enfeksiyondan 10 glin sonra herhangi bir klinik belirti
gostermeden &lmustdr. Bununla birlikte, enfeksiyonun otuzuncu
glniinde erkek hayvanlarin testis dokusunda 6dematéz bir tablo
sekillendigi, bir hayvanin ayak bdlgesinde doku butinligindn
bozulmus oldugu ve kanama odaklarinin olustugu, baska bir hay-
vanin burun bélgesinde de kanama sekillendigi gdzlemlenmistir.
Gerbillerin ayak tabanlarinda zaman icerisinde doku bitinlagu-
nin tamamen kayboldugu tespit edilmistir (Resim 1). Belirtilerin
ortaya c¢ikisiyla birlikte hem enfekte edilen hem de kontrol gru-
bundaki gerbillerden birer tanesinin viicuduna yaklasik 2.000"er
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145 bp

Resim 3. a, b. Rhipicephalus sanguineus doymus larvalari (a) ile
a¢ nimflerinin (b) bulundugu havuzlardan elde edilen DNA
ornekleri kullanilarak Leishmania genusunda yer alan; L.infantum,
L.donovani, L.major, L.tropica ve L.braziliensis turlerine ait
kDNA'larin 145 bp'lik kismini cogaltan RV1 / RV2 primerleriyle ile
yapilan PZR Urlnlerinin agaroz jel gdrintlsd. M: 100 bp'lik
molekuler buyuklik belirleyici (Thermo Scientific Corp.); 1 ile 5
arasindaki kuyucuklarda Rhipicephalus sanguineus doymus
larvalari (a) / Rhipicephalus sanguineus ag¢ nimflerinin (b)
bulundugu havuzlardan elde edilen DNA &rnekleri; 6 ile 8
arasindaki kuyucuklarda sirasi ile L.infantum, L.major ve L.
infantum pozitif kontrol DNA'lari; 9. dH20 konulmustur.

adet bir aylk a¢ Rh. sanguineus larvalar dékilmustir. Kontrol
grubundaki gerbil Gzerinden toplamda 1.618 adet, enfekte ger-
bil Gzerinden ise toplamda 1.290 adet doymus larva elde edil-
mistir. Enfekte edilen gerbil Gzerinden tim kenelerin diigmesini
takiben gerbile 6tenazi yapilarak nekropsisi gerceklestirilmistir.
Nekropsi sonucunda i¢ organlardan yapilan tuseler Giemsa ile
boyanarak L. major agisindan incelenmistir. Yapilan mikroskobik
incelemelerde; dalak, karaciger basta olmak tzere kalp, scrotum,
bobrekler ve akciger dokularinin tamaminda yogun bir sekilde
amastigotlara rastlanmistir. (Resim 2). Leishmaniasisin naklinde
kenelerin rolinln belirlenmesi amaci ile gerceklestirilen PZR'de
doymus larva ve gémlek degistirerek a¢ nimf olan keneler kulla-
nilmistir. Doymus larvalardan toplamda 30 kene havuzu (yirmiger-
li), a¢ nimflerden ise toplamda 35 kene havuzu (bir adet onlu ve
34 adet yirmiserli) kullanilarak gergeklestirilen PZR'de Leishmania
DNA'sina rastlanilmamistir (Resim 3). Elde edilen verileri destek-
lemek icin gerceklestirilen RT-PZR ile de sonuclar dogrulanmistir
(Resim 4). Calisma sonunda enfeksiyon grubundaki diger gerbil
de uyutularak Leishmania varligi acgisindan degerlendirilmis ve
farkli organ ve dokularda amastigotlara rastlanmistir.

TARTISMA

Leishmaniasis 350 milyon insanin risk altinda oldugu 90'dan faz-
la Ulkede endemik olan, tedavi edilmezse %100'e varan oranda
éluimle sonuglanabilen zoonoz karakterli bir hastaliktir (5, 9, 24).
Hastalik dinyanin pek ¢ok yerinde visseral leishmaniasis (VL), ku-
tandz leishmaniasis (KL), diffuz deri leishmaniasis (DKL) ve mu-
kokutanéz leishmaniasis (MKL) gibi degisik formlari gérilmesine
ragmen (3), Turkiye'de simdiye kadar VL, KL ve kpek visseral le-
ishmaniasis (KVL) formlarn gortlmustir (25). Hastalik Turkiye'de,
bélgelerin iklim durumuyla yakindan iliskili olarak genellikle Ak-
deniz ve Ege bdlgelerinden bildirilmistir (1, 7, 10, 26, 27).

Epidemiyolojik olarak leishmaniasisde zoonotik ve antroponotik
olmak Uzere iki farkli bulagma yolu gérilmektedir (1). Akdeniz dl-
kelerinde yaygin olarak gérilen zoonotik yolla bulasmada, paraziti
tastyan disi kum sinekleri tarafindan enfekte edilen képekler has-
taligin asil rezervuandirlar (20). Ancak son yillarda &zellikle keneler
ile pirelerin de vektdr olabilecegi ve bu ektoparazitlerin hastalik
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Resim 4. Leishmania major ile enfekte gerbillerden toplanan kene érneklerinin Gergcek Zamanh PZR sonuglari, Grafikte drneklerin

erime egrileri gérilmektedir. L.major igin erime 1sisi 54°C+1°C'dir.

Ornek 1. Rhipicephalus sanguineus doymus larvalarindan elde edilen érnekler

Ornek 2. Rhipicephalus sanguineus ag nimflerinden elde edilen érnekler
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etkenlerinin naklinde énemli roller Uslenebilecekleri vurgulanmistir
(20, 21). Onceki yillarda yapilan aragtirmalarda, keneler ve pirelerin
Leishmania turlerinin biyolojik siklusuna uygunluk géstermesine
ragmen bu tirlerin naklinde kesin olarak rol oynadiklanyla ilgili bir
kanit bulunamamistir (18, 28). Ancak, son yillarda enfekte képekler
Uzerinde bulunan kenelerin ve pirelerin etken ile enfekte olduklar
ve 8 ile 10 giin bu enfektif durumlarinin devam ettigi belirlenmistir
(21). Yapilan bir bagka ¢alismada da, képekler Gizerinden toplanan
pire (C. felis) ve kene (Rh. sanguineus)'lerde molekdiler testler ile
L. infantum tespit edilmesi (29) ektoparazitlerin vektorlik potansi-
yellerini gliclendirmigtir. Benzer caligmalarda da képekler ve hatta
kediler Gzerinden toplanan Rh. sanguineus’larda ve Ixodes cinsine
bagli baz turlerde molekiler yéntemler kullanilarak L. infantum
belirlendigi bildirilmektedir (30-33). Bir ¢alismada da, deneysel
enfekte edilen Rh. sanguineus turl kenelerin yumurtalarinin 4 ay
sonra enfektif olabildigi rapor edilmistir (19). Buna karsin bazi aras-
tirmacilar (20) enfekte kenelerden yapilan ekimlerde, parazit kilti-
rinde bir gelismenin olmadigi ve biyolojik siklusuna uygunlugu-
nun daha fazla arastinlmasinin gerekliligini belirtmektedirler. Takip
eden yillarda yapilan bir calismada ise arastirmacilar, L. infantum
ve L. braziliensis ile dodal enfekte kdpekler Uzerinden toplanan
Rh. sanguineus disi, erkek ve nimflerinin tikrik bezleri ve barsak-
larindan izole ettikleri ve NNN besi yerine yaptiklarn ekim sonu-
cunda kamcili promastigot formlari tespit ettiklerini bildirmislerdir
(34). Tum bu ¢alismalar, Leishmania etkenlerinin naklinde simdiye
kadar bilinen tek vektér olan kum sineklerinin disinda diger ek-
toparazitlerin ozellikle de kenelerin rol oynayabilecegdi kanisini
kuvvetlendirmektedir. Ancak, bu calismalarda elde edilen veriler
dikkate alindiginda, kene ve pire gibi ektoparazitlerin Leishmania
spp. etkenlerinin biyolojik vektéri olup olamayacagr konusunun
henliz tam olarak agikliga kavusturulamadidi anlagiimaktadir.

Bu calismada da, L. major'un naklinde kahverengi képek kenesi
olarak da bilinen Rh. sanguineus'un vektor olarak roltnin arasti-
rlmasi amaglanmistir. L. major trd, ana rezervuarlarinin kemirgen-
ler oldugu zoonotik kutanéz leishmaniasise neden olmakta ve son
yillarda tlkemizde, 6zellikle de Gineydodu Anadolu Bélgesi'nde
karsilagilan bir tir olarak bildirilmektedir (12). Bununla birlikte Ege
Bélgesi'nde yapilan bir calismada kedilerde L. major ve L. tropica
turlerinin tespit edilmesi, Turkiye'de L. major'un hem farkli bolge-
lerde gorilme olasiligini hem de etkenlerin rezervuar hayvan agini
genisletmis olabilecedi olasiligini kuvvetlendirmektedir (35). Bahse-
dilen literatdr veriler dogrultusunda bu ¢alismada, gerbiller L. major
promastigotlarn ile ayak tabanlarindan enfekte edilmislerdir. Calis-
mada enfekte edilen gerbil Uzerine kontrolli bir ortamda dékdilen
ac Rh. sanguineus larvalaninin beslenip doymasini takiben, larvalar;
hem gémlek degistirmeden doymus larva formunda iken hem de
gomlek degistirerek a¢ nimf formuna gectikten sonra, Leishmania
etkenlerinin varligi agisindan incelenmis, ancak yapilan molekiler
testlerde etkene rastlanmamigtir. Bu durum iki sekilde aciklanabilir.
Birincisi; gerbillerin deri alti kan dolagimi sisteminde bulunan kilcal
damarlarda Leishmania etkenlerinin enfekte ettikleri makrofaj hiic-
relerinin sayisal olarak daha az olmasi olabilir. Gerbillerde monosit
yuzdeleri ortalama %0-0,5 iken, bu oranin képeklerde %3-10 ora-
ninda olmasi bu kaniyr kuvvetlendirmektedir (36). ikincisi ise; para-
zitlerin kenelerin sindirim sistemindeki enzimatik reaksiyonlarindan
kacamamig olmalan distnllebilir. Leishmania etkenlerinin bir kismi
konaklarindan vektérleri olan kum sinekleri tarafindan alindiktan

sonra sindirilirken, diger bir kismi tlrlere 6zgu olarak sindirim siste-
mi enzimatik reaksiyonlarindan kurtularak, L. major'da lipofosfog-
likan araciligi ile galektin’e baglanarak Phlebotomus papatasi'nin
mide epitellerine tutunmasinda oldugu gibi, sekil degistirmeden
bélinerek codalma ve daha sonra uzun ve zayif yapidaki formlara
(promastigot) donisme ozelligi gdstermektedirler (37, 38).

SONUC

Elde edilen veriler, her ne kadar kenelerin Leishmania etkenlerini
beslenme esnasinda alarak kendi viicutlarinda gelistirip cogalt-
tiklan tezini zayiflatiyor olsa da ¢alismalarin farkli rezervuarlarda
tekrarlanmasi, bu calismada elde edilen verileri destekleyecektir.
Bunun yaninda, leishmaniasis ile iliskili deneysel calismalarda asil
rezervuar olan kdpeklerin kullanilmasi, Leishmania etkenlerinin
naklinde, vektorlik potansiyeli ylksek olan insekt veya akarlar
icin daha net sonuglar verebilecektir.

Etik Komite Onay:: Bu calisma igin etik komite onayr Adnan Menderes
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan alinmistir (Protokol
no: 2012/046).

Hasta Onami: Calismada, belirli bir hasta grubu kullanilmadigindan do-
lay1, hasta onam formu doldurulmamig ve hasta onami alinmasina gerek
duyulmamistir.

Hakem Degerlendirmesi: Dis bagimsiz.

Yazar Katkilar: Fikir - H.B.B., S.B., T.K,, O.K.; Tasarim - H.B.B., S.B.; De-
netleme - H.B.B., S.B., TK.; Kaynaklar - H.B.B., S.B., TK.; Malzemeler -
H.B.B., S.B., TK.; Veri Toplanmasi ve/veya i§lemesi - H.B.B.,, S.B., OK;
Analiz ve/veya Yorum - H.B.B., S.B., T.K,; Literatlir Taramasi - H.B.B., S.B.,
TK., S.H., AA,; Yaziyi Yazan - H.B.B., S.B., TK,, S.H., AA., O.K;; Elestirel
inceleme - H.B.B., $.B.,, TK, S.H, O.K, AA.

Tesekkiir: Yazarlar, calismanin gergceklesmesinde Leishmania major izola-
tini saglayan Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazit Bankasi'na ve
Gergek Zamanli PZR testi uygulamalarindaki yardimlarindan dolayi Prof.
Dr. Ahmet Ozbigin ve ibrahim Cavus'a tesekkiir ederler.

Cikar Catismasi: Yazarlar ¢ikar catismasi bildirmemiglerdir.

Finansal Destek: Bu calisma, VTF-13004 kodu ile Adnan Menderes Uni-
versitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenmistir.

Ethics Committee Approval: Ethics committee approval was received
for this study from Adnan Menderes University Local Ethic Committee of
Animal Experiment.

Informed Consent: Informed consent was not obtained due to not hav-
ing a specific group of patients for this study.

Peer-review: Externally peer-reviewed.

Author Contributions: Concept - H.B.B., S.B., TK,, O.K.; Design - H.B.B.,
S.B.; Supervision - H.B.B., S.B., TK.; Funding - H.B.B., S.B., TK.; Materi-
als - H.B.B., S.B., TK,; Data Collection and/or Processing - H.B.B., S.B.,
O.K.; Analysis and/or Interpretation - H.B.B., S.B., TK.; Literature Review
-H.B.B., S.B., TK, S.H., AA; Writing - H.B.B., S.B., TK,, S.H., AA, OK;
Critical Review - H.B.B,, S.B., TK, S.H., O.K,, AA.

Acknowledgement: The authors would like to thank to Celal Bayar Uni-
versity School of Medicine Parasite Bank who ensures the major isolate of
Leishmania and to Prof. Ahmet Ozbigin and ibrahim Cavus for their help
on the execution of Real Time PZR test.



18

Bilgic ve ark.
Leishmaniasisin Naklinde Keneler

Turkiye Parazitol Derg
2016; 40: 179-84

Conflict of Interest: No conflict of interest was declared by the authors.

Financial Disclosure: This study was supported by Adnan Menderes
University Committee of Scientific Research Projects with code number
VTF-13004.

KAYNAKLAR

1.

Toz SO, Culha G, Zeyrek FY, Ertabaklar H, Alkan MZ, Vardarli AT, et al.
A Real-Time ITS1-PCR Based Method in the Diagnosis and Species
Identification of Leishmania Parasite from Human and Dog Clinical
Samples in Turkey. PLoS Negl Trop Dis 2013; 7: €2205. [CrossRef]
Dincer E, Gargari S, Ozkul A, Erglinay K. Potential Animal Reservoirs
of Toscana Virus and Coinfections with L. infantum in Turkey. Am J
Trop Med Hyg 2015; 92: 690-7. [CrossRef]

World Health O. Sustaining the Drive to Overcome the Global Im-
pact of Neglected Tropical Diseases, Second Who Report on Neg-
lected Tropical Diseases. 2013; 67-71.

Allahverdiyev AM, Bagirova M, Elcicek S, Koc RC, Oztel ON. Effect of
Human Urine on Cell Cycle and Infectivity of Leismania Species Pro-
mastigotes In Vitro. Am J Trop Med Hyg 2011; 85: 639-43. [CrossRef]
Ready PD. Epidemiology of visceral Leishmaniasis. Clin Epidemiol
2014; 6: 147-154. [CrossRef]

Ok UZ, Balcioglu IC, Ozkan AT, Ozensoy S, Ozbel Y. Leishmaniasis in
Turkey. Acta Trop 2002; 84: 43-8. [CrossRef]

Toz SO, Nasereddin A, Ozbel Y, Ertabaklar H, Culha G, Sevil N, et
al. Leishmaniasis in Turkey: Molecular Characterization of Leishma-
nia From Human and Canine Clinical Samples. Trop Med Int Health
2009; 14: 1401-6. [CrossRef]

Eroglu F, Koltas IS, Genc A. Identification of Causative Species in
Cutaneous Leishmaniasis Patients Using PCR-RFLP. Bacteriol Parasi-
tol 2011; 2: 1000113.

Alvar J, Velez ID, Bern C, Herrero M, Desjeux P, Cano J, et al. The
WHO Leishmaniasis Control Team Leishmaniasis Worldwide and Glo-
bal Estimates of Its Incidence. PLos ONE 2012; 7: e35671. [CrossRef]
Ser O, Cetin H. Kutandz Leishmaniasis ve Antalya ilindeki Durumu.
Turkiye Parazitol Derg 2013; 37: 84-91. [CrossRef]

Salman IS, Vural A, Unver A, Sagar S. Suriye i¢ Savasi Sonrasi Nizip'te
Kutandz Leysmanyazis Olgulari. Mikrobiyol Bul 2014; 48: 106-13.
Koltas IS, Eroglu F, Alabaz D, Uzun S. The Emergence of Leishma-
nia major and Leishmania donovani in Southern Turkey. Trans R Soc
Trop Med Hyg 2014; 108: 154-108. [CrossRef]

Zeyrek FY, Gurses G, Uluca N, Doni NY, Toprak S, Yesilova Y, et al.
Sanliurfa'da Sark Cibani Etkeni Degisiyor mu? ilk Leishmania major
Vakalar. Turkiye Parazitol Derg 2014; 38: 270-4. [CrossRef]
Dantas-Torres F. Ticks as Vectors of Leishmania Parasites. Trends Pa-
rasitol 2011; 27: 155-159. [CrossRef]

Maroli M, Feliciangeli MD, Bichaud L, Charrel RN, Gradoni L. Phle-
botomine Sandflies and the Spreading of Leishmaniases and other
Diseases of Public Health Concern. Med Vet Entomol 2013; 27: 123-
47. [CrossRef]

Estrada Pena A, Bouattour A, Camicas JL, Walker AR, editors. Ticks
of Domestic Animals in the Mediterranean Region: a Guide to Identi-
fication of Species. Spain: Published by University of Zaragoza; 2004.
Otranto D, Dantas-Torres F, Breitschwerdt EB. Managing Canine Ve-
ctor-Borne Diseases of Zoonotic Concern:Part One. Trends Parasitol
2009; 25: 157-63. [CrossRef]

Coutinho MTZ, Bueno LL, Sterzik A, Fujiwara TR, Botelho JR, De
Maria M, et al. Participation of Rhipicephalus sanguineus (Acari:Ixo-
didae) in the Epidemiology of Canine Visceral Leishmaniasis. Vet
Parasitol 2005; 128: 149-55. [CrossRef]

Dantas-Torres F, Lorusso V, Testini G, Paiva-Cavalcanti M, Figueredo
LA, Stanneck D, et al. Detection of Leishmania infantum in Rhipicep-
halus sanguineus Ticks from Brazil and Italy. Parasitol Res 2010; 106:
857-60. [CrossRef]

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Paz GF, Ribeiro MF, de Magalhaes DF, Sathler KP, Morais MH, Filza
VO, et al. Association Between the Prevalence of Infestation by Rhipi-
cephalus sanguineus and Ctenocephalides felis felis and the Presence
of anti-Leishmania Antibodies: A Case-Control Study in Dogs From a
Brazilian Endemic Area. Prev Vet Med 2010; 97: 131-3. [CrossRef]
Colombo FA, Odorizzi RMFN, Laurenti MD, Galati EAB, Canavez F,
Pereira-Chioccola VL. Detection of Leishmania infantum RNA in Fle-
as and Ticks Collected from Naturally Infected Dogs. Parasitol Res
2011; 109: 267-74. [CrossRef]

Dantas-Torres F, Latrofa MS, Otranto D. Quantification of Leishma-
nia infantum DNA in Females, Eggs and Larvae of Rhipicephalus
sanguineus. Parasite Vectors 2011; 4: 56. [CrossRef]

Gao Chun-hua, Ding D, Wang Yun-yun, Steverding D, Wang X, Yang
Yue-tao, et al. Development of a LAMP Assay for Detection of Leish-
mania infantum Infection in Dogs Using Conjunctival Swab Samples.
Parasite Vectors 2015; 8: 370. [CrossRef]

De Vries HJC, Reedijk SH, Schallig HDFH. Cutaneous Leishmania-
sis: Recent Developments in Diagnosis and Management. Am J Clin
Dermatol 2015; 16: 99-109. [CrossRef]

Ozbel Y, Karakug M, Arserim SH, Kalkan SO, Toz S. Molecular De-
tection and Identification of Leishmania spp. in Naturally Infected
Phlebotomus tobbi and Sergentomyia dentata in a Focus of Human
and Canine Leishmaniasis in Western Turkey. Acta Trop 2015; 155:
89-94. [CrossRef]

Ozbel Y, Oskam L, Ozensoy S, Turgay N, Alkan MZ, Jaffe CL, et al. A
Survey on Canine Leishmaniasis in Western Turkey by Parasite, DNA
and Antibody Detection Assays. Acta Trop 2000; 74: 1-6. [CrossRef]
Atasoy A, Pasa S, Toz SO, Ertabaklar H. Seroprevalence of Canine
Visceral Leishmaniasis Around the Aegean Cost of Turkey. Kafkas
Univ Vet Fak Derg 2010; 16: 1-6.

Coutinho MTZ, Linardi PM. Can Fleas from Dogs Infected with Cani-
ne Visceral Leishmaniasis Transfer the Infection to Other Mammals?
Vet Parasitol 2007; 147: 320-5. [CrossRef]

Silva de Morais RC, Goncalves SC, Costa PL, da Silva KG, da Silva
FJ, e Silva RP, et al. Detection of Leishmania infantum in Animals and
Their Ectoparasites by Conventional PCR and Real Time PCR. Exp
Appl Acarol 2013; 59: 473-81. [CrossRef]

Trotta M, Nicetto M, Fogliazza A, Montarsi F, Caldin M, Furlanello T,
et al. Detection of Leishmania infantum, Babesia canis, and Rickett-
siae in Ticks Removed from Dogs Living in Italy. Ticks Tick Borne Dis
2012; 3: 293-6. [CrossRef]

Campos JHF, Costa FAL. Participation of Ticks in the Infectious Cyc-
le of Canine Visceral Leishmaniasis, in Teresina, Piaui, Brazil. Rev Inst
Med Trop 2014; 56: 297-300. [CrossRef]

Salvatore D, Aureli S, Baldelli R, Di Francesco A, Tampieri MP, Galuppi
R. Molecular Evidence of Leishmania infantum in Ixodes ricinus Ticks
from Dogs and Cats, in Italy. Veterinaria Italiana 2014; 50: 307-12.
Pennisi MG, Persichetti MF, Serrano L, Altet L, Reale S, Gulotta L, et
al. Ticks and Associated Pathogens Collected from Cats in Sicily and
Calabria (Italy). Parasite Vectors 2015; 8: 512. [CrossRef]

Silva VM, Gongalves RG, Nitz N, Morales LEA, Cruz LM, Sobral IG, et
al. Successful Isolation of Leishmania infantum from Rhipicephalus
sanguineus sensu lato (Acari: Ixodida) Collected from Naturally Infe-
cted Dogs. BMC Vet Res 2015; 11: 258. [CrossRef]

Pasa S, Vardarli AT, Erol N, Karakus M, Toz S, Atasoy A, et al. Detecti-
on of Leishmania major and Leishmania tropica in Domestic Cats in
the Ege Region of Turkey. Vet Parasitol 2015; 212: 389-92. [CrossRef]
Weeks AM, Glomski CA. Cytology of the Bone Marrow in the Mon-
golian Gerbil. Laboratory Animals 1978; 12: 195-202. [CrossRef]
Bates PA. Transmission of Leishmania Metacyclic Promastigotes by
Phlebotomine Sand Flies. Int J Parasitol 2007; 37: 1097-106. [CrossRef]
Volf P, Hostomska J, Rohousova |. Molecular Crosstalks in Leishma-
nia-Sandfly-Host Relationships. Parasite; 2008: 15: 237-24.[CrossRef]


https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0002205
https://doi.org/10.4269/ajtmh.14-0322
https://doi.org/10.4269/ajtmh.2011.10-0207
https://doi.org/10.2147/CLEP.S44267
https://doi.org/10.1016/S0001-706X(02)00134-1
https://doi.org/10.1111/j.1365-3156.2009.02384.x
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0035671
https://doi.org/10.5152/tpd.2013.21
https://doi.org/10.1093/trstmh/trt119
https://doi.org/10.5152/tpd.2014.3820
https://doi.org/10.1016/j.pt.2010.12.006
https://doi.org/10.1111/j.1365-2915.2012.01034.x
https://doi.org/10.1016/j.pt.2009.01.003
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2004.11.011
https://doi.org/10.1007/s00436-010-1722-4
https://doi.org/10.1016/j.prevetmed.2010.08.006
https://doi.org/10.1007/s00436-010-2247-6
https://doi.org/10.1186/1756-3305-4-56
https://doi.org/10.1186/s13071-015-0991-2
https://doi.org/10.1007/s40257-015-0114-z
https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2015.12.018
https://doi.org/10.1016/S0001-706X(99)00047-9
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2007.04.008
https://doi.org/10.1007/s10493-012-9611-4
https://doi.org/10.1016/j.ttbdis.2012.10.031
https://doi.org/10.1590/S0036-46652014000400005
https://doi.org/10.1186/s13071-015-1128-3
https://doi.org/10.1186/s12917-015-0576-5
https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2015.07.042
https://doi.org/10.1258/002367778781088486
https://doi.org/10.1016/j.ijpara.2007.04.003
https://doi.org/10.1051/parasite/2008153237

