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ARASTIRMA

istanbul ilindeki Barinak Kdpeklerinde Leishmania
infantum’un Real-Time PCR ile Arastiriimasi

Amag: Zoonoz olan visseral leishmaniasis (VL) Leishmania infantum (L. infantum) tarafindan
olusturulan, dinyada yaygin olarak gorulen, ulkemizin Ege ve Akdeniz Bolgelerinde endemik,
diger bolgelerinde ise sporadik goérulen bir infeksiyon hastaligidir. Calismanin amaci insanlarda
gorilen visseral leishmaniasis igin rezervuar oldudu bilinen kanin visseral leishmaniasis (KanVL)'in
Ulkemizdeki epidemiyolojik durumu belilemek ve KanVL'yi deteksiyon limiti daha yiksek olan
molekdler ydntemler ile degerlendirmek olarak belirlenmigtir.

Gereg ve Yéntem: Bu calismada Istanbul ilindeki iki sahipsiz hayvan barinagindaki 93 képekten
tam kan alinmistir. Alinan kan &rnekleri real-time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) kullanilarak
L. infantum varligi agisindan degerlendirilmistir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen toplamda 93 sokak koépeginin 5’inde (%5.4) real-time PCR
yontemi ile L. infantum saptanmig ve bu kdpekler KanVL agisindan pozitif olarak degerlendirilmistir.

Sonug: insanlardaki VL prevalansinin azalmasinin, KanVL'in etkin yontemler ile saptanmasi ve
sonrasinda gerekli énlemlerin alinmasi ile direkt iliskili oldugu disiniimektedir. insan ve
kopeklerdeki gergek leishmaniasis yayginliginin belirlenmesi igin 6zellikle Glkemiz gibi endemik
bélgelerde daha ileri aragtirmalar yapiimahdir.

Anahtar Kelimeler: Leishmania infantum, kanin visseral leishmaniasis, real-time PCR

Investigation of Leishmania infantum using Real-Time PCR in Shelter Dogs in
Istanbul Province

Objective: Visceral leishmaniasis (VL), which is a zoonotic disease, is an infectious disease
caused by Leishmania infantum (L. infantum), commonly seen in the world, and is endemic in the
Aegean and Mediterranean regions of our country and sporadic in other regions. The aim of this
study was to determine the epidemiological status of canine visceral leishmaniasis (CanVL), which
is known to be a reservoir for visceral leishmaniasis in humans and to evaluate CanVL with more
specific molecular detection methods.

Material and Method: In the present study whole blood samples were collected from 93 dogs in
two shelters in Istanbul. Blood samples were evaluated for the presence of L. infantum by using
real-time polymerase chain reaction (PCR) method.

Results: A total of the 93 stray dogs were included in the study. L. infantum was detected by real-
time PCR method in 5 (5.4%) dogs and these dogs were diagnosed with CanVL.

Conclusion: The decrease in VL prevalence in humans is directly related to detection of CanVL by
effective methods and also taking necessary precautions. In order to determine the true incidence
of leishmaniasis in humans and dogs, further investigations should be performed, especially in
endemic areas like our country.

Key Words: Leishmania infantum, canine visceral leishmaniasis, real-time PCR

Girig

Leishmaniasis, memelilerin zorunlu hicre i¢i parazitleri olan Leishmania cinsi
protozoonlarin infekte Phlebotomus veya Lutzomyia cinsi kum sinekleri tarafindan kan
emme islemi sirasinda bulasip, retikiiloendotelyal sistem (RES) organlarina yerleserek
meydana getirdigi bir zoonotik hastaliktir (1). Leishmaniasis, Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) tarafindan 6 énemli tropikal hastaliktan biri olarak kabul edilen bir paraziter
infeksiyondur. Glnumuizden 60 yil 6ncesine kadar sadece belirli bélgelere sinirli oldugu
distndlen bu hastalik, buglin Avustralya ve Antarktika hari¢ bultin kitalarda
saptanmaktadir (2). Toplamda 98 llkede 12 milyon insani etkileyen ve yaklasik 350
milyon insan i¢in de risk olusturdugu diistinilen bu hastahigin yillik 61im oraninin 57.000
civarinda oldugu dusundlmektedir (3). Kopekgiller Leishmania tirleri icin rezervuar
olarak rol oynamakta ve bunlarda goriilen hastaliga ise Kanin leishmaniasis (KanL) adi
verilmektedir.

Leishmaniasis agirlikh olarak L. infantum’un etken oldugu i¢ organ leishmaniasisi
(Visseral leishmaniasis, VL) ve L. tropica ile olugan kutandz leishmaniasis (KL) olmak
Uzere iki klinik durumda gézlenmektedir (4, 5). VL kliniginde majér olarak splenomegali,
surekli/dizensiz ates, hepatomegali ve pansitopeni goérilmekte ve hastalik tedavi
edilmediginde yiiksek 6liim oranlari gézlenebilmektedir. Ulkemizde izmir, Aydin, Denizli,
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Manisa, Mugla gibi kiyr illerinin yani sira Bilecik,
Karabiik, Kars, Tokat, Kastamonu ve Istanbul gibi farkli
illerde de VL olgularinin belirlenmig olmasi bu hastaligin
subtropikal iklimde yer alan llkemizin her bdlgesinde
gorulebilecegini dusindirmekte ve her yil ortalama 40
yeni olgu bildirilmektedir (6, 7).

VL tanisinda klinik bulgular 6n tanida rol oynasa
da, kesin tani parazitolojik ve serolojik laboratuvar
testleri ile konulmaktadir. Hastadan alinan érneklerden
(kemik iligi, kan, biopsi, abse) yapilan yayma
preparatlarin boyanarak direkt mikroskobik tani ve/veya
NNN (Novy MacNeal Nicolle) besiyerine ekilerek
promastigotlarin goérulmesi ile tani konulabilir. Ayrica
indirekt tanida serolojik yontemlerden ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay), IFAT (Indirekt Fluoresan
Antikor Test) ve rK39 hizli tani testi kullaniimaktadir.
Nukleik aside dayal Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
yontemleri de hizli ve guvenilir olmalari nedeniyle
laboratuvar tanisinda yer almaktadir (8, 9).

Bu calismada Istanbul ilinde bulunan iki sahipsiz
hayvan barinagindaki 93 kopek L. infantum varlig
agisindan, real-time PCR yontemi ile arastiriimistir.

Gereg ve Yontem

Orneklerin Toplanmasi ve Etik Kurul Onayr:
Calisma Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir. Calismaya etik
kurul onayr alindiktan sonra Istanbul Blyiiksehir
Belediyesine bagl Hasdal ve Uskiidar sahipsiz hayvan
barinaklarindaki toplam 93 képek randomize olarak dahil
edilmistir. Calismaya dahil edilen koépekler
numaralandirilarak yas, cinsiyet ve klinik muayene
verileri kaydedilmistir. Kopeklerin 6n kolu alkol ile
silinerek aseptik hale getiriimis ve vena cephalica
antebrachi'den 2 mL kan EDTAl tlplere alinmistir.
Toplanan o&rnekler calisma gunline kadar -20°C'de
saklanmistir.

Genomik DNA (gDNA) Ekstraksiyonu: L.
infantum’a ait gDNA ekstraksiyonu igin Qiagen Dneasy
Blood & Tissue Kit (QIAGEN GmbH, Almanya) Uretici
firma  Onerileri  dogrultusunda  standardizasyonu
saglamak amaciyla QIACube (QIAGEN GmbH,
Almanya) kapali sisteminde gerceklestirilmistir.

Real-time PCR Amplifikasyonu: Elde edilen
gDNA’lar real-time PCR yontemiyle Rotor-Gene Q
(QIAGEN GmbH, Almanya) cihazinda amplifiye
edilmigtir. Gergeklestirilen literatir taramasinda Glucose-
6-phosphate isomerase (GPI)in L. infantum saptamak
icin iyi hedef sekans bdlgelerinden biri oldugu gorilmus
ve GPI ile uyumlu oldugu igin secilen primer ve probe
sekanslart  kullaniimigtir  (Tablo 1). Amplifikasyon
déngusu Uretici firmanin Onerileri ve literatlr verileri
dogrultusunda Tablo 2'de  gésterildigi  sekilde
gerceklestirilmistir (10).
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Tablo 1. L. infantum saptanmasi icin kullanilan primer ve
probe sekanslari (10)

Forward primer Reverse primer Probe

523 523 523
CCAGATGCCG CGCGCACGTGA FAM-ATCGGCAGGTTCT-

ACCAAAGC TGGATAAC TAMRA

Tablo 2. L. infantum real-time PCR déngusu

Asama Sicakhik Zaman Siklus
Pre-inkiibasyon 95°C 15 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 15 saniye 20
Uzama ve okuma 60°C 30 saniye
Bulgular

istanbul ilindeki iki sahipsiz hayvan barinagindan
49 (%52.7)u erkek; 44 (%47.3)U disi cinsiyetten olan
toplamda 93 kdpek calismaya dahil edilmistir. Calismaya
dahil edilen kdpeklerin en kiiciginin 1 en blyuguinin
ise 9 yasinda oldugu gorilmis ve kopeklerin ortalama
yaslarinin 3.27+2.14 yil oldugdu belirlenmisgtir.

Calismaya dahil edilen sahipsiz  hayvan
barinagindaki erkek kopeklerin yas ortalamalarinin
3.55+2.15 yil; digi képeklerin ise 2.95+2.09 ortalama yas
degerinde oldugu hesaplanmistir. Calismaya alinan
kopeklere ait yas ve cinsiyet verilerinin gosterildigi
sosyodemografik veriler Tablo 3'de sunulmustur.

Calismaya dahil edilen 93 képekten alinan tam kan
Ornekleri real-time PCR ile KanVL tanisinin konmasi
amaciyla L. infantum varligi acisindan incelenmistir.
Totaldeki 93 kan orneginin 5 (%5.4) tanesinde L.
infantum DNA’sI saptanmis, pozitif saptanan kdpeklerin
fiziksel muayenelerinde herhangi bir patolojik goriiniim
dikkati cekmemistir. PCR c¢alismasinda pozitif saptanan
orneklere ait amplifikasyon egrileri Sekil 1'de
gOsterilmigtir.

Tablo 3. GCalismaya dahil edilen kopeklerin
sosyodemografik verileri
Yas (yil)
n (%
) Ortalama Standart Ortanca  Minimum Maksimum
Sapma
Erkek
- 49 3.55 2.15 3 1 9
2 (ws2.7)
[%2]
S Disi
© 44 2.95 2.09 2 1 9
(%47.3)
Toplam
3.27 2.14 3 1 9

93 (%100)
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Sekil 1. L. infantum pozitif érneklere ait real-time PCR amplifikasyon egrileri

Tartisma

VL’in hem endemik hem de sporadik olarak
gérulmesi ve VL icin rezervuar konumunda olan
kopeklerde enfeksiyonun insanlara goére daha yiksek
oranlarda saptanmasi kopeklerdeki ayirici L. infantum
tanisinin énemini arttirmaktadir. Dinyada VL uzerine
yapilan c¢alismalar genellikle Akdeniz havzasinda
yogunlagmaktadir. ispanya’da 2005-2007 yillar arasinda
Hayvan Kan Bankasina gelen fiziksel olarak saglikh, L.
infantum agisindan seronegatif toplamda 92 kan kantitaif
real-time PCR ile incelenmis ve seronegatif olan bu kan
orneklerinde  %19.2 oraninda KanVL pozitifligi
bulunmustur (11). L. infantum’un endemik oldugu gliney
Fransa’da, kopeklerdeki asemptomatik tasiyiciigi
belilemek amaciyla yapilan bir galismaya toplam 140
kdpek dahil edilmis ve KanVL tanisi ELISA ile 1 (%0.71),
Western Blot (WB) ile 19 (%14) kopege konurken; real-
time PCR yontemi ile L. infantum pozitifliginin 58 (%41.4)
kopekte belirlendigi bildirilmistir (12).

Ulkemizde VL hastalarinin bulundugu Manisa,
Mugla, Kusadasi, Karaburun, Urla gibi bdlgelerde
kopekler Uzerinde yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda,
kopeklerde insan VUi ile kiyaslanmayacak oOlglide
yuksek oranlarda (%3.8-%27) seropozitiflik belirlenmis
ve bu durum tiim diinyada oldugu gibi Ulkemizde de
kopeklerin VL igin bir rezervuar konumunda oldugunu
dogrular nitelikte bir veri olarak degerlendirilmistir (13-
15). Kocaeli’nde yapilan bir calsmada 65 sokak
képeginden alinan serum Ornekleri IFAT ve ELISA ile
degerlendirmis ve iki ydntemde de 2 (%3.07) kopek
KanVL agisindan seropozitif olarak belirlenmistir (16).
Canakkale’de 2007 yilinda  gergeklestiriien  bir
calismada, toplamda 27 kopek serumu IFAT ile
degerlendiriimis ve higbir kdpekte seropozitiflik tespit
edilmemistir (17). Antalya il sinirlarindaki doért kdpek

barinaginda yapilan c¢alismada IFAT ile incelenen
toplamda 176 kdpek serum 6rneginin KanVL ac¢isindan
14 (%7.95) tanesi seropozitif, 24 (%13.63) tanesi sinirda
seropozitif, 138 (%78.42) tanesi ise negatif olarak
saptanmistir (18). Yapilan bu galismada ise Istanbul
Blyiksehir Belediyesine bagh iki sahipsiz hayvan
barinagindaki 93 kdpekten toplanan kan 6érneklerinin 5'i
(%5.4) real-time PCR yontemi ile L. infantum agisindan
pozitif bulunmus ve KanVL tanisi konmustur.

Duyarlilik ve 6zgiillik oranlari gérece daha disuk
olmasina ragmen, serolojik yontemler endemik alanlarda
bulunan insan ve kdpeklerdeki leishmaniasis insidansini
ve aralarindaki iliskiyi belirlemek icin rutinde siklikla
kullaniimaktadir. IFAT ile pozitif bulunan kopeklerin
tedavisi veya ortamdan uzaklastiriimasinin insanlar igin
potansiyel riski azaltacag! bildiriimektedir. IFAT ve
konvansiyonel ELISA testlerinin kullanildigi galismalarda
asemptomatik kdpeklerde spesifik antikorlarin bulundugu
ve konfirme edilmis testler arasindaki uyumun %81.25
ile 9%96.66 arasinda degistigi belirtiimistir  (19).
Turkiye’de VL ve KL tanilan rutinde sirasiyla kemik iligi
ve deri lezyonundan hazirlanan Giemsa boyali yayma
preparatlarin mikroskobik incelenmesi ile konulmaktadir.
Parazit izolasyonu igcin NNN besiyeri, mikrokultir
yontemleri, in-house olarak hazirlanan IFAT teknigi ile
ticari olarak satilan rK39 hizli tani test kiti de L. infantum
tanisinda kullanilan diger ydntemlerdendir. Ancak
molekiler tani yoéntemleri hentz siklikla arastirma
amacl olarak kullaniimaktadir (13). Bu calismada da,
KanVL igin Ulkemizdeki epidemiyolojik verilere katki
saglanmasi ve glncel bir yaklasim olan real-time PCR
ile diyagnostik bir yaklasimin ortaya konulmasi
amaclanmistir.

VL tanisinda serolojik yontemlerden 6zellikle IFAT
ve rK39 hizl tani testleri yiksek duyarlik ve 6zglllik
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oranlarina sahiptir (4). Ancak bu testlerde hesaplanan
esik degerin altindaki bazi olgularda direkt bakida
parazit gorulebilmekte ya da PCR ile parazit DNA’si
saptanabilmektedir. Buna karsin nadiren de olsa uygun
o6rnek alinamamasina ve 6rnekteki PCR inhibitdrlerine
bagh olarak PCR ile yalanci negatif sonuglar da
alinabilmektedir. Insan ve képeklerden alinan Klinik
orneklerde ssrRNA (kugik alt Gnite ribozomal RNA) gen
sekansi temelli uygulanan PCR ile kiltir yonteminin
karsilastirildigi bir arastirmada, yalnizca bir 6rnekte PCR
ile yanlis negatif sonu¢ alindigi ve bunun da 6rnegin
uygun olarak alinamamasina bagh  olabilecegi
bildirilmigtir (20). Bunun yanisira, PCR yodntemi ile
parazitolojik ydntemleri (direkt mikroskobi ve kiltir)
karsilastiran bir calismada ydntemlerin uyumluluklarini
yuksek oldugu ancak 6zellikle ayirici tani ve VL kontrol
programlarinda PCR y&ntemlerinin kullaniimasinin son
derece 6nemli olabilecegdi vurgulanmistir (21).
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Sonug olarak, halk saghgi agisindan o6nemli bir
zoonoz olan L. infantum’un etkin tani/izleminde uygun
sartlar saglanarak molekiler temelli PCR ydntemlerinin
kullaniimasinin, bu parazitin 6zellikle képeklerde gorilen
asemptomatik dogasi nedeniyle &6nemli olabilecegi
disunilmektedir. Ayrica, ulkemiz gibi L. infantum
acisindan endemik oldudu bilinen bdlgelerde KanVL
asisinda daha yuUksek kullanim oranlarina ulasiimasi
gerektigi ve etkinligi arttinimis yeni asilarin Gretimi igin
ileri arastirmalara ihtiya¢ oldugu goérilmektedir.
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