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Ozet

Leishmaniasis, halk arasinda tatarcik olarak bilinen Phlebotominae sineklerinin kan emerken bulastirdiklari, Leishmania spp.
tarafindan meydana getirilen insan ve hayvanlarda 6liimciil olabilen paraziter bir hastaliktir. Ulkemizde Visseral leishmaniasis
olgulari bagta Ege ve Akdeniz bolgeleri olmak iizere biitiin bolgelerimizde goriilmektedir. Akdeniz iilkelerinde yapilan ¢alismalarda
kopeklerde Visseral leishmaniasisin olduk¢a yaygin oldugu ve képeklerin L.infantum igin rezervuar olduklar bildirilmektedir. Bu
calisma Mayis-Haziran 2013 tarihleri arasinda Diyarbakir’in Dicle (Dede ve Durabeyli koyleri) ve Hani (sergen ve gardakli kdyleri)
ilgelerindeki sahipli kopeklerde canine leishmaniasis seroprevalansinin arastirilmasi amaciyla yapilmistir. Teknigine uygun olarak
120 kdpegin vena cephalica antebrachii’lerinden EDTA’l1 ve EDTAs1z tiiplere kan 6rnegi alindi. Alinan 6rnekler Rapid test, IFAT,
PCR ile incelendi ve kopeklerin tamami leishmaniasis yoniinden negatif bulundu. Benzer ¢alismalarin bolgedeki sahipsiz kopekleri
de kapsayacak sekilde yapilmasinin daha iyi sonuglar doguracagi kanaatindeyiz.

Anahtar Sozciikler: Canine Leishmaniasis, IFAT, PCR, Kopek, Diyarbakir.

Clinical, hemtalogical and biochemical findings of Leishmaniasis in Dicle and Hani
distrcircts of Diyarbakar, its serological diagnosis and typology with PCR*

Abstract

Leishmaniasis, is a parasitary disease which can be lethal in humans and animals. It is contaminated by Phlebotominae flies which
are known in public as sandfly during blood sucking and disease is caused by Leishmania spp. In our country, visceral leishmaniasis
subjects can be observed in all regions especially in Aegean and Mediterranean regions. In studies made in Meditteranean countries,
it was observed that visceral leishmaniasis is very widespread in dogs and that dogs act as a reservoir for L.infantum. This study was
conducted in May-June 2013 in Dicle (Dede and Durabeyli villages) and Hani districts (Sergen and Cardakl villages) of Diyarbakir
on possessed dogs with the aim of researching canine leishmaniasis seroprevalance. In accordance with the technique, blood
samples were taken from vena cephalica antebrachii of 120 dogs and were placed into tubes which are including and not including
EDTA. The taken samples were examined by Rapid test, IFAT, PCR and all of the dogs were found to be negative in terms of
leishmaniasis. We think that a similar study to be conducted so as to cover non-possessed dogs in the region, will provide better

results.

Key words: Canine Leishmaniasis, IFAT, PCR, dog, Diyarbakir.

21


http://www.dicle.edu.tr/bolum/Muh/veteriner/dergi/

Celik 0.Y.,Sekin S:: Diyarbakir’in Dicle ve Hani il¢elerinde Kopeklerde Leishmaniasis...........Dicle Univ Vet Fak Derg 2015: :1(4):21-29

Giris

Leishmaniasis, yurdumuzda halk arasinda
yakarca  veya  tatarctk  olarak  bilinen
Phlebotominae  sineklerinin  kan emerken
bulastirdiklari, memelilerin  zorunlu hiicre
parazitleri olan Leishmania tiirleri tarafindan
meydana getirilen, insan ve hayvanlarda
Olimciil olabilen paraziter bir hastaliktir. Orta
ve Giiney Amerika, Afrika, Asya ve Akdeniz
Havza’sinda yer alan 88 iilkede goriilen bu
hastalik giderek artan oranda karsilagilan hem

veteriner hem de beseri alanda bir halk saglig

problemidir (1-6).

Leishmaniasis; visseral (VL), kiitan6z (KL),
diffiiz kiitan6z (DKL) ve mukokiitan6z (MKL)
olmak {izere baglica 4 formda klinik tablo
olusturabilir (3,7,8). Hastaligin formlarindan en
yaygmi kutanéz form olmakla birlikte vital
organlari etkilediginden dolay1 Visseral form en

ciddi seyreden formdur (9,10).

Kutanoz formlarim % 90’1 Afganistan, Pakistan,
Suriye, Sudi Arabistan, Cezair, iran, Brezilya ve
Peruda goriildiigli, Visseral leishmaniasis’in %
90’1 Hindistan, Bangledes, Nepal, Sudan ve
Brezilya’da goriildiigii rapor edilmistir (9-14).
Ulkemizde Kutandz leishmaniasisin, 6zellikle
Sanliurfa, Osmaniye, Adana, Hatay, Diyarbakir,
Kahramanmaras ve Mersin illerinde endemik
olarak gorildiigii bildirilmektedir  (15,16).
Visseral leishmaniasis olgular1 basta Ege ve
Akdeniz  Bolgeleri olmak {izere biitlin

bolgelerimizde goriilebilmektedir (15,16).

Leishmania cinsine ait tiirlerin  yasam
evrelerinde morfolojik olarak, memeli konakta

gorlilen “amastigot’> ve vektorde goriilen

“’promastigot’’ sekli olmak iizere iki farkli sekli
bulunmaktadir (17,18). Parazitin tasmmmasinda
40 tiirden fazla Phlebotom (Asya, Avrupa,
Afrika) ve 30 tiir Lutzomyia (Amerika kitasi)
rol almaktadir (19). Insanlar icin
Leishmasnia’nin 20 tiirii patojeniktir (20).
Dogada kertenkelelerde ve memelilerde goriilen
leishmaniasisin insan diginda en yaygin
goriildiigii memeli tiirti kopeklerdir. Kdpekler,
klinik olarak hastalifa yakalanmalarinin yani
sira insanlar basta olmak iizere diger memeliler
icin hastalifin rezervuart olmasi agisindan da

onem tagimaktadir (15,16).

Hastaliga yakalanan kopekler dokuz ana klinik
semptomdan bir veya daha fazlasini gosterir.
Bunlar; deri lezyonlari, kilo kaybi veya
istahsizlik, lokal veya genel lenfadenopati,
okiiler lezyonlar, epistaksis, topallik, anemi,
renal yetmezlik ve diyaredir. Viicut sicakliginda
dalgalanmalar goriilmekle birlikte genellikle
normal veya normalin ¢ok az fstiindedir

(20,21,22).

Bu c¢alismada Diyarbakir’in Dicle ve Hani
ilgelerine bagli 4 kdydeki sahipli kopeklerden
alinan kan Orneklerinde L.infantum varhiginin
serolojik  ve  molekiiler olarak tespiti

amaglanmigtir.
Materyal ve Metod

Calisma; farkli irk ve yaslarda olmak iizere
Diyarbakir’in Dicle ilgesinin Dede ve Durabeyli
koylerinden 71, Hani ilgesinin Sergen ve
Cardakli koylerinden 49 olmak iizere toplam

120 kopek iizerinde gergeklestirilmistir.

Kan alma islemi oncesi hayvanlarin klinik

muayeneleri yapildi ve kaydedildi. Laboratuvar
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muayeneleri i¢in teknigine uygun olarak vena
cephalica antebrachi’den hematoloji tiiplerine
(EDTA’ll)) 3 ml, biyokimya tiiplerine
(EDTA’s1z) 8 ml kan 6rnegi alindi. Alinan kan
ornekleri 3000 devirde 10 dakika santrifiije
edilip serumlar1 ayrilarak analizler yapilincaya

kadar (-20) °C de saklandi.

Calismada Leishmania varligimi tespit etmek
i¢in saha kosullarinda hizh tani test Kiti olarak
Biopronix Leishmania IC test Kiti, elde edilen
serumlarin serolojik tanist i¢in IFAT (Indirect
Immunofluorescent Antibody Test) yontemi
kullanilirken  molekiiler tanm1 i¢cin PCR
(Polymerase = Chain  Reaction)  yOntemi

kullanilmustir.

IFAT (Indirect Fluorescent Antibody Test)
testinde, Serum orneklerinde L. infantum'a karsi
gelismis antikor varligimi belirlemek igin L.
infantum susu kapli, ticari IFAT lamlar1 (Bio
Veto Test, Fransa) kullanmilmistir. Test ticari
firmanin Onerileri dogrultusunda uygulanmis,
fluoresan isaretleme amaciyla 1/100 diliisyonda
hazirlanmis olan ticari konjugat kullanilmistir
(rabbit anti-dog 1gG fluorescein isothiocyanate
conjugate, Sigma  Chemical = Company).
Sonuglar, pozitif ve negatif referans serumlarla
karsilagtirtlmig, 1/128 ve {izeri sulandirmalarda
elde edilen reaksiyonlar  pozitif, 1/64
sulandirmalar ise siipheli pozitif olarak kabul
edilmistir. IFAT ydntemi Ankara’da Tirkiye
Halk Sagligi Kurumu, Bulasic1 Hastalik Kontrol
Programlari, Mikrobiyoloji Referans

Laboratuvarlart Daire Baskanligi’nda yapildi.

PCR (Polymerase Chain Reaction): DNA
izolasyonu; Bio Basic Ez Spin Column DNA
izolasyonu kit araciligiyla, kit ireticisinin
onerdigi protokol esas alinarak gerceklestirildi.

PCR yontemi Dicle Universitesi, Veteriner

Fakiiltesi Genetik Anabilim dalinda yapilmustir.
Istatiksel analizler i¢in SPSS V.16 (Statistical
Package for the Social Sciences) programindan
yararlanildi. Guruplar arasindaki
karsilagtirmalarda  Mann-Whitney U  testi

kullanilda.
Bulgular

Klinik muayene sonucu 18 (% 15) kopekte deri
lezyonlari, 5 (% 4) kopekte topallik ve 4 (% 3)
kopekte okiiler lezyonlar saptanirken hastaligin
diger semptomlar1 olan kilo kaybi, lokal veya
genel lenfadenopati, epistaksis, anemi ve diyare

gibi semptomlar1 saptanmadi.

Alinan kan orneklerinin sonuglari
incelendiginde total 16kosit degerleri minimum
6.50, maksimum 16, % lenfosit degerleri
minimum 13, maksimum 29.50, % monosit
degerleri minimum 3, maksimum 9.50, %
graniilosit degerleri minimum 52.50, maksimum
80.50, RBC degerleri minimum 5, maksimum 8,
% Htc degerleri minimum 36.50, maksimum
54.50, Hb degerleri minimum 11.50, maksimum
18 olarak tespit edildi. Serum oOrneklerinin
sonuglar1  incelendiginde =~ AST  degerleri
minimum 12, maksimum 18, ALT degerleri
minimum 10, maksimum 57, ALP degerleri
minimum 19, maksimum 80, BUN degerleri
minimum 8.50, maksimum 26, Total Protein
degerleri minimum 5.40, maksimum 7.50,
Kreatin degerleri minimum 0.40, maksimum
1.80 olarak saptandi. Kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda tam kan ve biyokimya
parametrelerinde tespit edilen farkliliklar

istatistiksel agidan anlamli bulunmadi (P>0.05).

Leishmania varligin1 tespit etmek i¢in saha
kosullarinda kullanilan hizli tani testi, tanida

altin standart olarak kullanilan IFAT yontemi ve
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molekiiler tamida kullanilan PCR yontemlerinin
uygulanmasit sonucunda Dicle ve Hani
ilcelerinin 4 koyiindeki sahipli 120 kopekten
aliman orneklerin tiimii leishmaniasis yoniinden

negatif bulunmustur.

Tartisma ve Sonu¢

Ulkemizin de iginde bulundugu Akdeniz havzasi
basta olmak iizere Antartika disinda neredeyse
tim diinyada goriilen leishmaniasis, WHO
tarafindan bildirilen alt1 6nemli hastaliktan biridir
(10,20,23). Leishmaniasisin  gesitli formlari
olmakla birlikte ilkemizde visseral
leishmaniasis, kutandz leishmaniasis ve canin
leishmaniasis ~ goriilmektedir  (6).  Insanlar,
kemirgenler, kurt, cakal, tilki ve kedilerin
tesadiifen konak¢1 olmalarinin yaninda en dnemli
rezervuarin evcil kopekler oldugu
bildirilmektedir (24,25). Enfeksiyon bulastiktan
sonra hastaligin asemptomatik,
oligosemptomatik ve semptomatik gibi farkli
formlar1  gelisebilmektedir  (7,26). Enfekte
kopeklerin yaklasik yarisinda klinik bulgularin
bulunmadig1 asemptomatik olan kopeklerin en az
semptomatik kopekler kadar enfektif olduklari
bildirilmektedir (27). Canin leishmaniasisin 1rk,
yas ve cinsiyet gibi predispozisyon yaratan
faktorlere bagl olmadigi ancak 2 yas alti ve 8
yas Uzeri kopeklerde inkiibasyon siiresinin uzun
olmasindan dolay1 hastaligin daha az gorildigi

ve erkeklerin digilere oranla daha fazla

etkilendigi bildirilmektedir (28-31).

Canin leishmaniasis tanmisinin  olduk¢a zor
olabilmesi nedeniyle eksiksiz bir fizik muayene
ile parazitolojik, serolojik ve molekiiler tani
tekniklerinin bir arada kullanilmasinin ardindan

kesin tan1 konulabilir (21).

Arastirmamizda tespit ettigimiz deri lezyonlari
(%15), topallik (%4) ve okiiler lezyonlar (%3),
aragtiricilarin (16, 18, 21, 22, 32, 39) bulgulariyla
paralellik gdstermekte ancak bulgularimizin

leishmaniasise ait olmadig1 tespit edilmistir.

L. infantum’un  seroprevalansit  ekolojik
Ozelliklere bagli olarak bolgeden bolgeye
degismekle birlikte tiim Akdeniz {ilkelerinde
benzer oldugu ve yapilan aragtirmalar sonucu
seroprevalansin % 1,6 ile % 44,9 arasinda
degistigini  bildirmektedir (10,32). Italya’da
ortalama % 26.3, Fransa’da % 3- %17,
Ispanya’da ortalama %]11.5, Portekiz’de % 8.5,
Yunanistan’da %25.6, Tunus’ta % 6, Cezayir’de
% 37.5, Malta’da % 17.3, Israil’de % 11.5,
Iran’da % 21.6- % 40.6, Kibris'ta % 10
seroprevalansa sahiptir. Giiney Amerika’da ise
daha yiiksek (%34.71)

bildirilmistir (29,26,33). Ulkemizde 1993’ten bu

seroprevalans

yana  visseral  leishmaniasis  hastalarinin
bulundugu bolgelerde sinirli sayidaki kopekte
yapilan incelemelerde canin leishmaniasis
oraninin, Manisa’da %3,6-%25, Mugla’da %3.8,
Karabiik’te %8, Aydin’da % 9.4, Izmir’de % 25
oldugu bildirilmistir. Ulkemizde bugiine kadar
22 ilde arastirilan canin leishmaniasisin goriilme
sikliginin %3-%45 arasinda degistigi ve genel
seroprevalans

bildirilmektedir (22).

oranimnin ~ %]15,76  oldugu

Yapilan bir¢ok ¢aligmada leishmaniasis tanisinda
IFAT testinden yararlanilmakta ve canin
leishmaniasis seroprevalansimin belirlenmesinde
altin standart olarak kullanilmaktadir. IFAT ile
enfeksiyonun erken safhalarinda leishmaniasis
tespit edilebilirken 6-9 aylik bir sagaltimdan
sonra tespit edilememektedir. Testin duyarl
(%96) ve spesifik (%98) olmasindan dolayi
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WHO tarafindan referans serolojik test olarak
kabul edilmektedir (10,34,35,36).

Balcioglu ve arkadaslarmmin (22) Antalya’da
IFAT yontemi kullanilarak yaptiklart  bir
aragtirmada  kopeklerin - %  7.95’i  pozitif,
%13.63’1 sinirda pozitif bulundugu bildirilmistir.
Ege bolgesinde yapilan bir caligmada (32)
serumlarin  IFAT ile incelenmesi sonucu
kopeklerin % 9’unun L. infantum ile enfekte
oldugu saptanmigtir. Aydenizoz ve arkadaglarinin
(37) Kirikkale’de IFAT yontemi kullanarak
yaptiklart  ¢alismada % 2 seropozitiflik
saptanmistir. Tamer ve arkadaslarmin (27)
Kocaeli’de yaptiklar1 aragtirmada kopeklerden
alman kan serumlarinin IFAT yontemi ile
incelenmesinin sonucu olarak %3.07 lik bir
seropozitiflik bildirilmislerdir. Istanbul
Universitesi Veteriner Fakiiltesinde bir kdpekte
IFAT ile yapilan test sonucu seropozitif oldugu
bildirilmistir (38). Kusadasi’nda IFAT testi
kullanarak yapilan bir bagka c¢aligmada (39)
kopeklerin %16.60 seropozitif ~ oldugu
bildirilmistir. Ozbel ve arkadaslarinin (40)
Manisa’da yaptiklar1 bir aragtirmada kopeklerin
%4.9’unun seropozitif oldugu saptanmustir. Tz
ve arkadaglarinin (41) 109 kdpek tizerinde IFAT
ve rK39 testleri kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada
toplam 10 (%9.1) kopegin testlerin herhangi

biriyle seropozitif veya sinirda seropozitif

oldugunu ifade etmislerdir.

Icen ve arkadaslarinin (42) Diyarbakir’da IFAT
yontemi  kullanarak yapmig olduklart  bir
caligmada kopek serumlarimin tiimii L.infantum
yoniinden  seronegatif bulunmustur. IFAT
yontemi kullanilarak Edirne’de yapilan diger bir
calismada (43) toplam 37 kopekten kan alinmis
ve kopek serumlarmin higbirinde IgG antikor

varligma rastlanilmamustir. Istanbul’un farkh

yorelerindeki  sokak  kdpeklerinde — visseral
leishmaniasis seroprevalansinin arastirilmast i¢in
yapilmis bir ¢aligmada toplam 152 kan serumu
IFAT ile anti-Leishmania infantum IgG
antikorlar1 yOniinden incelenmis ve kdpeklerin
tamami seronegatif bulunmustur (44). Canakkale
yapilan bir c¢alismada (45) 27 kopekten kan
ornekleri alinarak IFAT yontemiyle incelenmis
ve hicbir kopekte seropozitiflik tespit edilmedigi
bildirilmistir.  Erzurum kdpek barmnaginda
yapilan bir ¢alismada (46) 72 kopekten alinan
kan serumlart IFAT testiyle incelenmis ve kan
serumu Orneklerinin  higbirinde leishmaniasis

saptanmadig bildirilmistir.

Calismamizda aldigimiz kan serumlarinin IFAT
yontemi ile incelenmesi sonucu higbir kopekte
leishmaniasis  seropozitifligine rastlanmamasi
arastirilarin = (42-46)  bildirdikleri  sonuglarla

benzerlik gostermektedir.

PCR teknolojisi birgok paraziter hastalikta
oldugu gibi leishmaniasis tanisinda da
kullanilmaktadir. Bu teknigin leishmania tanisi
icin  duyarliigt  (%70-93) o6nemli oranda
yiiksektir  (47). PCR’in, semptomatik veya
parazitolojik olarak dogrulanmis olgularda %89—
100 duyarhlik gosterdigi bildirilmektedir (48,49).
Bu yontemle incelenen biyolojik materyal
icerisinde var olan ¢ok diisiik miktarlardaki
protozoonlara ait DNA belirlenebilmektedir.
Buna karsin, nadir de olsa, uygun Ornek
alinamamasina ve ornekteki PCR inhibitorlerine
bagli olarak PCR ile yanlis sonuglar
alinabilecegine ve bu nedenlerle de PCR’n diger
yontemlere alternatif olarak degil de, diger
yontemlerle birlikte uygulanmasinin
leishmaniasis tan1 ve takibinde daha yararl

olacag1 onerilmektedir (47-50).
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Brezilya’da PCR yontemi kullanilarak yapilan
bir caligmada (51) en az bir klinik belirti gdsteren
kopeklerin =~ %97.7’si
bildirilmistir. Cin’in farkli bdlgelerinde PCR

seropozitif ~ oldugu

yontemi kullanilarak yapilan ¢aligmalarda (52)
ortalama  %25.15
bildirilmektedir. Cin’in batisinda PCR ydntemi

pozitiflik saptandig1
kullanilarak yapilan diger bir ¢alismada PCR
yontemi  %51,88 duyarli bulunarak ELISA
(%36,79) ve K39 (%9,43) testine gore daha
duyarli bulunmustur (53). Ispanya’da PCR
kullanilarak yapilan bir arastirmada (54) kemik
%17 sinin,

%32’sinin, deri

iliginden  alinan  Orneklerden

konjuktival ~ &rneklerde
oneklerinde ise %51’inin  pozitif oldugu
bildirilmektedir. Isvicre’de PCR  ydntemiyle
yapilan arastirmada (55) kopeklerin %75 inin
pozitif oldugu bildirilmistir. ica ve ark. (16)
Nested-PCR  yontemi  kullanarak yaptiklari
aragtirmada  rastgele secilen toplam 300

asemptomatik kopekten kan alinmis ve tim

kopeklerin negatif oldugu bildirilmistir.

Calismamizda kopeklerden alman kan
orneklerinin PCR yontemi ile incelenmesi
sonucu hicbir kopekte leishmaniasis
saptanmamas1 Ica ve ark. (16) bulgulariyla

paralellik gostermektedir.

Arastiricilarin (38, 56-59) yaptiklar1 galigsmalarda
leishmanisisli kopeklerden alinan kan
orneklerinin hematolojik analizi sonucu RBC,
Htc ve Hb seviyeleri kontrol grubuna kiyasla
distik ¢iktigi ancak istatistiksel agidan anlamli
bulunmadig: bildirilicken WBC ve lenfosit
degerlerinde artis goriildiigii ve bu lenfosit
degerindeki artisin istatistiksel acgidan anlamli
bulundugu bildirilmektedir. Yine arastiricilarin

(56-59) yapmus olduklari analizlerde AST, ALT,

ALP degerlerinde istatistiksel agidan anlamsiz

artma, total protein ve kreatin degerlerinde ise
anlamli bir artma bildirilirken diger bir calismada
(38) ALT wve kreatin degerlerinin normal

smirlarda oldugu bildirilmektedir.

Calismamizda da arastiricilarin (38, 56-59)
caligmalarina benzer olarak RBC, Htc ve Hb
seviyerinde  bir  disiis  gorilmiis ancak
istatistiksel ~ acindan  Onemsiz  (P>0.05)
bulunmustur. Bu degerlerin disiik ¢ikmasi her
hangi bir travmaya bagl kan kayiplari, hemolize
neden olabilen hastaliklar, renal yetmezlik,
kronik hastaliklar, kemik iligi depresyonu,
bakim ve beslenme yetersizlikleri  gibi

nedenlerden sekillenmis olabilir.

Yine biyokimya analizlerinde arastiricilarin (56-
59) bulgularina benzer olarak kontrol grubuna
kiyasla AST, ALT, ALP, BUN, Total protein ve
kreatin diizeylerinde bir artma goriilmiis ancak
istatistiksel agidan anlamli  bulunmamustir.
Ayrica arastiricilara gore (18, 57) Karaciger
enzim seviyeleri canin leishmaniasis olgularinda
diisiik veya yiiksek ¢ikabilmektedir. Bunun
sonucu olarak karaciger enzim testlerinin canin
leishmaniasis tanisinda faydali olamayacagi
bildirilmektedir. Iskelet kaslar1 ve diiz kaslarda
meydana gelebilecek travmalar, enterit, gastro
intestinal ~ sistem  hasarlar1 ve karaciger
harabiyetine neden olan herhangi bir neden
sonucunda AST, ALT ve ALP degerlerinde artis
sekillenebilmektedir. Sistemik komplikasyonlar,
sepsis, sekonder enfeksiyonlar ve beslenme
(gida ve su alimi) bobrekler iizerinde olumsuz
etki yaparak kreatin seviyesinin artisina neden

olabilmektedir.

Sonu¢ olarak; benzer calismalarin bolgedeki
sahipsiz kopekleri de kapsayacak sekilde genis
alanda  yapilmasmmin daha iyi  sonuglar

doguracagi kanaatindeyiz.
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