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İstanbul İlindeki Barınak Köpeklerinde Leishmania 
infantum’un Real-Time PCR ile Araştırılması  

Amaç: Zoonoz olan visseral leishmaniasis (VL) Leishmania infantum (L. infantum  tarafından 
oluĢturulan, dünyada yaygın olarak g rülen, ülkem   n Ege ve Akden     lgeler  nde endem k, 
diğer b lgelerinde ise sporadik g rülen bir infeksiyon hastalığıdır. ÇalıĢmanın amacı insanlarda 
g rülen visseral leishmaniasis için re ervuar olduğu bilinen kanin visseral leishmaniasis (KanVL  in 
ülkemi deki epidemiyolojik durumu belirlemek ve KanVL yi deteksiyon limiti daha yüksek olan 
moleküler y ntemler ile değerlendirmek olarak belirlenmiĢtir. 

Gereç ve Yöntem:  u çalıĢmada Ġstanbul ilindeki iki sahipsi  hayvan barınağındaki 93 k pekten 
tam kan alınmıĢtır. Alınan kan  rnekleri real-time Polimera  Zincir Reaksiyonu (PCR  kullanılarak 
L. infantum varlığı açısından değerlendirilmiĢtir. 

Bulgular: ÇalıĢmaya dahil edilen toplamda 93 sokak k peğinin 5 inde (%5.4) real-time PCR 
y ntemi ile L. infantum saptanmıĢ ve bu k pekler KanVL açısından po itif olarak değerlendirilmiĢtir. 

Sonuç: Ġnsanlardak  VL prevalansının a almasının, KanVL  n etk n y ntemler  le saptanması ve 
sonrasında gerekl   nlemler n alınması  le d rekt  l Ģk l  olduğu düĢünülmekted r. Ġnsan ve 
k peklerdek  gerçek le shman as s yaygınlığının bel rlenmes   ç n   ell kle ülkem   g b  endem k 
b lgelerde daha ileri araĢtırmalar yapılmalıdır. 

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

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

Giriş 

Leishmaniasis, memelilerin  orunlu hücre içi para itleri olan Leishmania cinsi 
proto oonların infekte Phlebotomus veya Lutzomyia cinsi kum sinekleri tarafından kan 
emme iĢlemi sırasında bulaĢıp, retiküloendotelyal sistem (RES  organlarına yerleĢerek 
meydana getirdiği bir  oonotik hastalıktır (1 . Leishmaniasis, Dünya Sağlık Örgütü 
(DSÖ  tarafından 6  nemli tropikal hastalıktan biri olarak kabul edilen bir paraziter 
infeksiyondur. Günümü den 60 yıl  ncesine kadar sadece belirli b lgelere sınırlı oldugu 
düĢünülen bu hastalık, bugün Avustralya ve Antarktika hariç bütün kıtalarda 
saptanmaktadır (2 . Toplamda 98 ülkede 12 milyon insanı etkileyen ve yaklaĢık 350 
milyon insan için de risk oluĢturduğu düĢünülen bu hastalığın yıllık  lüm oranının 57.000 
civarında olduğu düĢünülmektedir (3 . K pekgiller Leishmania türleri için re ervuar 
olarak rol oynamakta ve bunlarda g rülen hastalığa ise Kanin leishmaniasis (KanL  adı 
verilmektedir. 

Leishmaniasis ağırlıklı olarak L. infantum’un etken olduğu iç organ leishmaniasisi 
(Visseral leishmaniasis, VL) ve L. tropica ile oluĢan kutan   leishmaniasis (KL  olmak 

ü ere iki klinik durumda g  lenmektedir (4, 5 . VL kliniğinde maj r olarak splenomegali, 
sürekli/dü ensi  ateĢ, hepatomegali ve pansitopeni g rülmekte ve hastalık tedavi 
edilmediğinde yüksek  lüm oranları g  lenebilmektedir. Ülkemi de Ġ mir, Aydın, Deni li,  
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Manisa, Muğla gibi kıyı illerinin yanı sıra  ilecik, 
Karabük, Kars, Tokat, Kastamonu ve Ġstanbul gibi farklı 
illerde de VL olgularının belirlenmiĢ olması bu hastalığın 
subtropikal iklimde yer alan ülkemi in her b lgesinde 
g rülebileceğini düĢündürmekte ve her yıl ortalama 40 
yeni olgu bildirilmektedir (6, 7). 

VL tanısında klinik bulgular  n tanıda rol oynasa 
da, kesin tanı para itolojik ve serolojik laboratuvar 
testleri ile konulmaktadır. Hastadan alınan  rneklerden 
(kemik iliği, kan, biopsi, abse  yapılan yayma 
preparatların boyanarak direkt mikroskobik tanı ve/veya 
NNN (Novy MacNeal Nicolle) besiyerine ekilerek 
promastigotların g rülmesi ile tanı konulabilir. Ayrıca 
indirekt tanıda serolojik y ntemlerden ELISA (En yme 
Linked Immunosorbent Assay), IFAT (Indirekt Fluoresan 
Antikor Test  ve rK39 hı lı tanı testi kullanılmaktadır. 
Nükleik aside dayalı Polimera  Zincir Reaksiyonu (PCR  
y ntemleri de hı lı ve güvenilir olmaları nedeniyle 
laboratuvar tanısında yer almaktadır (8, 9 . 

 u çalıĢmada Ġstanbul ilinde bulunan iki sahipsiz 
hayvan barınağındaki 93 k pek L. infantum varlığı 

açısından, real-time PCR y ntemi ile araĢtırılmıĢtır. 

Gereç ve Yöntem 

Örneklerin Toplanması ve Etik Kurul Onayı: 

ÇalıĢma Ġstanbul Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel 
Etik Kurulu tarafından onaylanmıĢtır. ÇalıĢmaya etik 
kurul onayı alındıktan sonra Ġstanbul  üyükĢehir 
 elediyesine bağlı Hasdal ve Üsküdar sahipsiz hayvan 
barınaklarındaki toplam 93 k pek randomi e olarak dahil 
edilmiĢtir. ÇalıĢmaya dahil edilen k pekler 
numaralandırılarak yaĢ, cinsiyet ve klinik muayene 
verileri kaydedilmiĢtir. K peklerin  n kolu alkol ile 
silinerek aseptik hale getirilmiĢ ve vena cephalica 
antebrachi den 2 mL kan EDTA lı tüplere alınmıĢtır. 

Toplanan  rnekler çalıĢma gününe kadar -20
0
C de 

saklanmıĢtır. 

Genomik DNA (gDNA) Ekstraksiyonu: L. 

infantum a ait gDNA ekstraksiyonu için Qiagen Dneasy 
Blood & Tissue Kit (QIAGEN GmbH, Almanya  üretici 
firma  nerileri doğrultusunda standardi asyonu 
sağlamak amacıyla QIACube (QIAGEN GmbH, 
Almanya  kapalı sisteminde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Real-time PCR Amplifikasyonu: Elde ed len 

gDNA lar real-t me PCR y ntem yle Rotor-Gene Q 
(QIAGEN GmbH, Almanya  ciha ında amplifiye 
edilmiĢtir. GerçekleĢtirilen literatür taramasında Glucose-
6-phosphate isomerase (GPI  ın L. infantum saptamak 
için iyi hedef sekans b lgelerinden biri olduğu g rülmüĢ 
ve GPI ile uyumlu olduğu için seçilen primer ve probe 
sekansları kullanılmıĢtır (Tablo 1 . Amplifikasyon 
d ngüsü üretici firmanın  nerileri ve literatür verileri 
doğrultusunda Tablo 2 de g sterildiği Ģekilde 
gerçekleĢtirilmiĢtir (10 . 

Tablo 1. L. infantum saptanması için kullanılan primer ve 
probe sekansları (10) 

Forward primer 
5  3 

Reverse primer 
5  3 

Probe 
5  3 

CCAGATGCCG
ACCAAAGC 

CGCGCACGTGA
TGGATAAC 

FAM-ATCGGCAGGTTCT-
TAMRA 

Tablo 2. L. infantum real-time PCR d ngüsü 

Aşama Sıcaklık Zaman Siklus 

Pre-inkübasyon 95
0
C 15 dakika 1 

Denatürasyon 95
0
C 15 saniye 

40 
Uzama ve okuma 60

0
C 30 saniye 

Bulgular 

Ġstanbul ilindeki iki sahipsi  hayvan barınağından 
49 (%52.7  u erkek; 44 (%47.3  ü diĢi cinsiyetten olan 
toplamda 93 k pek çalıĢmaya dahil edilmiĢtir. ÇalıĢmaya 
dahil edilen k peklerin en küçüğünün 1 en büyüğünün 
ise 9 yaĢında olduğu g rülmüĢ ve k peklerin ortalama 
yaĢlarının 3.27±2.14 yıl olduğu belirlenmiĢtir. 

ÇalıĢmaya dahil edilen sahipsi  hayvan 
barınağındaki erkek k peklerin yaĢ ortalamalarının 
3.55±2.15 yıl; diĢi k peklerin ise 2.95±2.09 ortalama yaĢ 
değerinde olduğu hesaplanmıĢtır. ÇalıĢmaya alınan 
k peklere ait yaĢ ve cinsiyet verilerinin g sterildiği 
sosyodemografik veriler Tablo 3 de sunulmuĢtur. 

ÇalıĢmaya dahil edilen 93 k pekten alınan tam kan 
 rnekleri real-time PCR ile KanVL tanısının konması 
amacıyla L. infantum varlığı açısından incelenmiĢtir. 
Totaldeki 93 kan  rneğinin 5 (%5.4) tanesinde L. 
infantum DNA sı saptanmıĢ, po itif saptanan k peklerin 
fi iksel muayenelerinde herhangi bir patolojik g rünüm 
dikkati çekmemiĢtir. PCR çalıĢmasında po itif saptanan 
 rneklere ait amplifikasyon eğrileri ġekil 1 de 
g sterilmiĢtir. 

Tablo 3. ÇalıĢmaya dahil edilen k peklerin 
sosyodemografik verileri 

n (%) 

Yaş (yıl) 

Ortalama 
Standart 
Sapma 

Ortanca Minimum Maksimum 

C
in

s
iy

e
t 

Erkek 

49 
(%52.7) 

3.55 2.15 3 1 9 

Dişi 

44 
(%47.3) 

2.95 2.09 2 1 9 

Toplam 

93 (%100) 
3.27 2.14 3 1 9 
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Şekil 1. L. infantum po itif  rneklere ait real-time PCR amplifikasyon eğrileri 

 

Tartışma 

VL in hem endemik hem de sporadik olarak 
g rülmesi ve VL için re ervuar konumunda olan 
k peklerde enfeksiyonun insanlara g re daha yüksek 
oranlarda saptanması k peklerdeki ayırıcı L. infantum 
tanısının  nemini arttırmaktadır. Dünyada VL ü erine 
yapılan çalıĢmalar genellikle Akdeni  hav asında 
yoğunlaĢmaktadır. Ġspanya da 2005-2007 yılları arasında 
Hayvan Kan  ankasına gelen fi iksel olarak sağlıklı, L. 
infantum açısından seronegatif toplamda 92 kan kantitaif 

real-time PCR ile incelenmiĢ ve seronegatif olan bu kan 
 rneklerinde %19.2 oranında KanVL po itifliği 
bulunmuĢtur (11 . L. infantum un endemik olduğu güney 
Fransa da, k peklerdeki asemptomatik taĢıyıcılığı 
belirlemek amacıyla yapılan bir çalıĢmaya toplam 140 
k pek dahil edilmiĢ ve KanVL tanısı ELISA ile 1 (%0.71), 
Western  lot (W   ile 19 (%14  k peğe konurken; real-
time PCR y ntemi ile L. infantum po itifliğinin 58 (%41.4) 

k pekte belirlendiği bildirilmiĢtir (12 . 

Ülkemi de VL hastalarının bulunduğu Manisa, 
Muğla, KuĢadası, Karaburun, Urla gibi b lgelerde 
k pekler ü erinde yapılan epidemiyolojik çalıĢmalarda, 
k peklerde insan VL i ile kıyaslanmayacak  lçüde 
yüksek oranlarda (%3.8-%27  seropo itiflik belirlenmiĢ 
ve bu durum tüm dünyada olduğu gibi ülkemi de de 
k peklerin VL için bir re ervuar konumunda olduğunu 
doğrular nitelikte bir veri olarak değerlendirilmiĢtir (13-
15 . Kocaeli nde yapılan bir çalıĢmada 65 sokak 
k peğinden alınan serum  rnekleri IFAT ve ELISA ile 
değerlendirmiĢ ve iki y ntemde de 2 (%3.07  k pek 
KanVL açısından seropo itif olarak belirlenmiĢtir (16 . 
Çanakkale de 2007 yılında gerçekleĢtirilen bir 
çalıĢmada, toplamda 27 k pek serumu IFAT ile 
değerlendirilmiĢ ve hiçbir k pekte seropo itiflik tespit 
edilmemiĢtir (17 . Antalya il sınırlarındaki d rt k pek 

barınağında yapılan çalıĢmada IFAT ile incelenen 
toplamda 176 k pek serum  rneğinin KanVL açısından 
14 (%7.95) tanesi seropozitif, 24 (%13.63  tanesi sınırda 
seropozitif, 138 (%78.42) tanesi ise negatif olarak 
saptanmıĢtır (18 . Yapılan bu çalıĢmada ise Ġstanbul 
 üyükĢehir  elediyesine bağlı iki sahipsi  hayvan 
barınağındaki 93 k pekten toplanan kan  rneklerinin 5 i 
(%5.4) real-time PCR y ntemi ile L. infantum açısından 
po itif bulunmuĢ ve KanVL tanısı konmuĢtur. 

Duyarlılık ve   güllük oranları g rece daha düĢük 
olmasına rağmen, serolojik y ntemler endemik alanlarda 
bulunan insan ve k peklerdeki leishmaniasis insidansını 
ve aralarındaki iliĢkiyi belirlemek için rutinde sıklıkla 
kullanılmaktadır. IFAT ile po itif bulunan k peklerin 
tedavisi veya ortamdan u aklaĢtırılmasının insanlar için 
potansiyel riski a altacağı bildirilmektedir. IFAT ve 
konvansiyonel ELISA testlerinin kullanıldığı çalıĢmalarda 
asemptomatik k peklerde spesifik antikorların bulunduğu 
ve konfirme edilmiĢ testler arasındaki uyumun %81.25 
ile %96.66 arasında değiĢtiği belirtilmiĢtir (19 . 
Türkiye de VL ve KL tanıları rutinde sırasıyla kemik iliği 
ve deri le yonundan ha ırlanan Giemsa boyalı yayma 
preparatların mikroskobik incelenmesi ile konulmaktadır. 
Parazit izolasyonu için NNN besiyeri, mikrokültür 
y ntemleri, in-house olarak ha ırlanan IFAT tekniği ile 
ticari olarak satılan rK39 hı lı tanı test kiti de L. infantum 

tanısında kullanılan diğer y ntemlerdendir. Ancak 
moleküler tanı y ntemleri henü  sıklıkla araĢtırma 
amaçlı olarak kullanılmaktadır (13 .  u çalıĢmada da, 
KanVL için ülkemi deki epidemiyolojik verilere katkı 
sağlanması ve güncel bir yaklaĢım olan real-time PCR 
ile diyagnostik bir yaklaĢımın ortaya konulması 
amaçlanmıĢtır. 

VL tanısında serolojik y ntemlerden   ellikle IFAT 
ve rK39 hı lı tanı testleri yüksek duyarlık ve   güllük 
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oranlarına sahiptir (4 . Ancak bu testlerde hesaplanan 
eĢik değerin altındaki ba ı olgularda direkt bakıda 
para it g rülebilmekte ya da PCR ile para it DNA sı 
saptanabilmektedir.  una karĢın nadiren de olsa uygun 
 rnek alınamamasına ve  rnekteki PCR inhibit rlerine 
bağlı olarak PCR ile yalancı negatif sonuçlar da 
alınabilmektedir. Ġnsan ve k peklerden alınan klinik 
 rneklerde ssrRNA (küçük alt ünite ribo omal RNA  gen 
sekansı temelli uygulanan PCR ile kültür y nteminin 
karĢılaĢtırıldığı bir araĢtırmada, yalnı ca bir  rnekte PCR 
ile yanlıĢ negatif sonuç alındığı ve bunun da  rneğin 
uygun olarak alınamamasına bağlı olabileceği 
bildirilmiĢtir (20 .  unun yanısıra, PCR y ntemi ile 
para itolojik y ntemleri (direkt mikroskobi ve kültür  
karĢılaĢtıran bir çalıĢmada y ntemlerin uyumluluklarını 
yüksek olduğu ancak   ellikle ayırıcı tanı ve VL kontrol 
programlarında PCR y ntemlerinin kullanılmasının son 
derece  nemli olabileceği vurgulanmıĢtır (21 . 

Sonuç olarak, halk sağlığı açısından  nemli bir 
zoonoz olan L. infantum un etkin tanı/i leminde uygun 
Ģartlar sağlanarak moleküler temelli PCR y ntemlerinin 
kullanılmasının, bu para itin   ellikle k peklerde g rülen 
asemptomatik doğası nedeniyle  nemli olabileceği 
düĢünülmektedir. Ayrıca, ülkemi  gibi L. infantum 
açısından endemik olduğu bilinen b lgelerde KanVL 
aĢısında daha yüksek kullanım oranlarına ulaĢılması 
gerektiği ve etkinliği arttırılmıĢ yeni aĢıların üretimi için 
ileri araĢtırmalara ihtiyaç olduğu g rülmektedir. 

Teşekkür 

ÇalıĢmaya dahil edilen barınak k peklerinin kan 
alma   iĢleminde   yardımcı   olan   Veteriner   Hekim 
Ülken Tunga  A AOĞLU na teĢekkür ederi . 
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