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Investigation of Leishmania species in cats of Hatay province by PCR method

MAKALE BILGisi: Abstract:

ARTICLE INFORMATION:

With this study, it was aimed to determine the prevalence of Leishmania species in cats in Hatay province and also to illuminate
relationship between some clinical findings and the disease. In the research, 100 cats were examined, which brought to Hatay
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90.06.2023 samples, inoculated on Roswell Park Memorial Institute 1640 medium, and subjected to PCR analyses. Of the cats sampled in the
study, 59 were female, while 41 were male. The mean age (X) and standard deviation (SD) of the cats were found to be 3.32 + 1.5,

QR ccepted: respectively (min: 0.5; max: 7). As a result of the analysis of the samples obtained from 100 cats examined of different ages and
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ORCIDS: not associated with the appearance of clinical findings (P> 0.05), clinical findings in cats increased significantly with increasing their
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teshis amaciyla getirilen 100 kedi incelendi. Tim hayvanlardan kan 6rnegi alindi. Ayrica lenf biiyiimesi tespit edilenlerden lenf sivisi
alindi. Kan 6rneklerinden ince yayma preparatlar hazirlandi, Roswell Park Memorial Institute 1640 besi yerine ekimi yapildi ve PZR
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H

hayvanlara nakledilerek leishmaniasis adi verilen hastaliga

Ucre i¢i protozoon organizmalar olan Leishmania (L.)

turleri tatarcik sineklerinin sokmasi sonucu insan ve

neden olurlar (Diakou ve ark., 2009). Hastaligin i¢ organ

leishmaniasisi, kutandz leishmaniasis ve mukokutandz
leishmaniasis olmak tizere 3 klinik formu vardir (Nemati ve
ark., 2015). Leishmania infantum tarafindan meydana getirilen
zoonotik leishmaniasis icin kopekler ana rezervuar konak olup
kopekler hastaligin naklinde aktif rol oynamaktadirlar (Ayllon
ve ark., 2008; Vides ve ark., 2011). Gunimuzde ise kedilerin L.
infantum igin potansiyel rezervuar olabilecegi duslinilmekte
ve bu amagla insanlardaki i¢ organ leishmaniasisinin endemik
kediler

ylratialmektedir (Hatam ve ark., 2010; Pennisi ve ark., 2013).

oldugu bolgelerde lizerinde arastirmalar

Kedilerde ilk leishmaniasis vakasi 1912 vyilinda Cezayir'de
bildirilmistir. Bu tarihten glinimiize kadar L. mexicana, L.
amazonensis, L. venezuelensis, L. braziliensis, L. infantum ve L.
major gibi farkh Leishmania tirleri tarafindan meydana gelen
40'dan fazla olgu rapor edilmistir (Martin-Sanchez ve ark.,
2007; Hatam ve ark., 2010).

Leishmaniasis hastaliginda kedilerde; deri veya mukokutanoz
lezyonlar, lenf nodu biyimesi ve kronik gingivostomatit en
yaygin klinik bulgulardir (Grevot ve ark., 2005; Maroli ve ark.,
2007; Navarro ve ark., 2010). Kilo kaybi, istah azalmasi ve
dehidrasyon ise spesifik olmayan belirtilerdir (Ortunez ve ark.,
2010). Sporadik klinik belirtiler ise; soluk mukoza zarlari,
hepatomegali, sarilik, kaseksi, ates, kusma, diyare, kronik
burun akintisi, splenomegali, politri/polidipsi, dispne, hiriltili

solunum, abort ve hipotermidir (Pennisi, 2015).

Kedilerde leishmaniasisin teshisinde sitoloji, histopatoloji,

imminohistokimya ve kiltlir yontemleri gibi parazitin
amastigot veya promastigot formalarinin  dogrudan
gozlemlenmesine  imkan  saglayan  parazitolojik  tani

yontemlerinden, IFAT (indirekt Fluoresan Antikor Testi), ELISA
ve DAT (Direkt
Aglutinasyon Testi) gibi serolojik testlerden, parazitin tir
tespitini yapabilen PZR

gPZR (kantitatif PZR)

metotlardan yararlanilir (Nascimento ve ark., 2022).

(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

diizeyinde (Polimeraz  Zincir

Reaksiyonu) ve gibi  molekiler
Bu calismada Hatay ilindeki kedilerde hastaligin farkh tani
yontemleri ile tespit edilmesi, hastaligin teshisi icin kullanilan
metotlarin karsilastirilmasi ve ayni zamanda klinik bulgularla

hastalik arasindaki iliskiyi aciklamak amaclanmistir.

Gereg ve Yontemler

Akktigik ve ark. 2023

44

Kan Orneklerinin Toplanmasi

Bu calismanin etik onayr Hatay Mustafa Kemal Universitesi
Rektorligli Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul’'undan (Tarih:
05.06.2018, sayl no: E.32961) alinmistir. Tanimlayici amagla
yapilan bu calismada kullanilacak materyal teshis ve tedavi
amaciyla Hatay Buylksehir Belediyesi Sahipsiz Hayvan Bakim
ve Rehabilitasyon Merkezi'ne ve Hatay Mustafa Kemal
Saglik,
Hastanesi'ne getirilen kedilerden elde edildi. Toplam 100
kediden PZR analizi i¢in Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA)

Universitesi  Veteriner Uygulama ve Arastirma

iceren tuplere kan o©rnegi alinmistir. Kedilerin genel
muayenesinde hastaligin kutanéz formunda gorilen klinik
bulgulardan; kulak, burun, parmak aralarinda ulserler, burunda
nodil benzeri lezyonlar, deride kil dokiilmeleri gibi deri
degisiklikleri ile hastaligin i¢ organ formunda gozlemlenen kilo
kaybi,

bozukluklari gibi semptomlari tespit edilenlerden lenf nodill

dehidrasyon, lenfadenopati, solunum ve sindirim
aspirasyonu yapildi. Alinan o&rnekler soguk zincirde Hatay
Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji

Laboratuvari’na getirildi.
Boyama Yéntemi

Kedilerden elde edilen kan ve lenf sivilarindan temiz lamlar
Gzerine birer damla alinarak ince bir tabaka halinde yayildi ve
havada kurumaya birakildi. Lamlar kuruduktan sonra tiim
yuzeyleri 5 ml metil alkol ile kaplanarak 5 dakika tespit islemi
yapildi. Boyama sollisyonu olarak %5’lik Giemsa kullanildi.
Tespit isleminden sonra lamlar tzerindeki fazla metil alkoller
dokiilerek preparatlarin havada kurumasi saglandi. Kuruyan
lamlarin tim yizeyleri boyama soliisyonu ile kaplanarak 30
dakika boyama islemi yapildi. Siire sonunda preparatlar yavas
akan musluk suyu altinda yikanarak kurumaya birakildi. Daha
yagi
mikroskopta x100 blylitme altinda incelendi (Kohli ve ark.,
2014).

sonra lamlar (zerlerine immersiyon damlatilarak

Kiiltiir Yontemi

L-glutamin iceren RPMI 1640 besi yerine tamponlama amaciyla
25 mM HEPES ve 2 mM NaHCO3 ile %20'lik fotal dana serumu
eklendi. Toplanan lenf aspirasyon numunesinden veya kan
orneklerinden 50 pl'si steril eppendorf tlipline alindi ve esit
miktarda besi yeri (medyum) ile karistirildi. Elde edilen
karisimdan steril mikrohematokrit kapiler tiiplerine 20-30 pl
aktarildi. Tuplerin agzi eritilmis mum ile kapatildi. Kiictik flaster
parcalar kapiler tiplere yapistirildi ve etiketleme islemi igin
kullanildi. Ttpler horizontal olarak 23-26 C'de inkiibe edildi ve

inklibasyonun 2. gliniinden 15-20. gliniine kadar her gilin invert
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mikroskopta Leishmania promastigotlari yoninden incelendi
(Ihalamulla ve ark., 2005).

PZR Analizi

Kedilerin vena cephalica antebrachii'den alinan ve PZR’da

kullanilmak Uzere -20°C'de saklanan kan ornekleri oda
sicakhgina getirildi. Kan orneklerine ticari bir izolasyon kitinin
protokoli uygulanarak DNA izolasyonu vyapildi. Calismada
Marfurt ve ark. (2003)'nin se¢mis olduklari Leishmania
parazitinin kinetoplast DNA’sindan daha 6zgil, miniekzon gen
bolgesine ait olan Fme Rme (Alpha DNA) primer cifti (~400-
500 baz cifti-bg) kullanildi. Leishmania ile enfekte olmus bir
kopekten izole edilen ve -20 °C’de saklanan L. infantum tirline
ait oldugu bilinen genomik DNA 6rnegi pozitif kontrol olarak
kullanilirken, ddH20 (double distilled water) negatif kontrol
olarak kullanildi. Primerler ticari bir firmaya sentezlettirildi.
Primerlerin niikleotid dizisi ve PZR Grindnin baz gifti uzunlugu
Tablo 1’de belirtilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu bilesenleri
0,2 ml'lik mikrosantrifij tlpitne eklenerek PZR karisimi
hazirlandi  ve primerler icin kullanilan PZR programi
ayarlanarak PZR reaksiyonu gerceklestirildi. Amplifiye edilmis
DNA
belirlenebilmesi icin 100 b¢’lik DNA markerleri (Fermantas) ile
birlikte %2’lik agaroz jelde 100 V ve 500 mA dogru akim

uygulanarak oda sicakhginda 30 dakika ylrataldi. Horizontal

ornekleri, beklenen bantlarin  blyukliginin

tipte jel elektroforez sistemi ve kosma tamponu olarak Tris-
Borat-EDTA (TBE) kullanildi. Ultra viyole (UV) 15181 alinda DNA
bantlarini  goriintilemek igin ethidium bromide floresan
boyasindan vararlanildi. Ornekler jelin kuyucuklarina 6x
yikleme boyasi kullanilarak vyerlestirildi (Marfurt ve ark.,

2003).

Tablo 1. Primerlerin dizileri ve PZR Griin uzunluklari (Marfurt ve ark., 2003).

Primerler Dizini (5’-3’) PCR Uriinii (bg)

Fme (5'- TAT TGG TAT GCG AAA CTT CCG -3') 450
Rme (5'- ACA GAA ACT GAT ACT TAT ATA GCG -3') 450
istatiksel Analizler

Kedilerde klinik bulgularin yas ile iliskisinde veriler normal
dagilim kosulunu saglamadigi icin parametrik olmayan ve iki
degisken arasindaki iliskinin yon ve derecesini ortaya koyan
Spearman korelasyon katsayisi (rho) kullanildi. Cinsiyetle klinik
iligki
arasindaki bagimhhgi test eden Ki Kare (ChiSquare) yontemiyle
Analizler Windows SPSS 22.0 vyardimiyla

bulgular arasindaki analizi kategorik degiskenler

degerlendirildi.
gerceklestirildi ve P < 0.05 ¢ikan test sonuglari anlamh kabul
edildi.

ol N\ ot iy

Bulgular

Gergeklestirilen giemsa boyama, kiltiir ve PZR yontemlerinin
hicbirinde pozitif o6rnekle karsilasilmadi. Elektroforez islemi
sonrasinda jeller UV i1sik altinda degerlendirilerek fotograflandi.
Ornekler negatif olarak degerlendirildi ve Sekil 1’de sunuldu.

1: 2 3 4

Sekil 1. Fme-Rme primerleri ile PZR amplifikasyonu yapilan drneklerin % 2’lik
agaroz jel goruntisu (1; Pozitif kontrol, 2; Marker (100 bg¢’lik), 3; Negatif
kontrol (ddH20), 4; Kedi kan 6rnegi).

Calisma kapsaminda orneklenen kedilerin 59'u disi, 41'i
erkekti. Kedilerin yas ortalamasi (X) ve standart sapmasi (SD)
siraslyla 3.32 £ 1.5 olarak tespit edildi (min: 0.5; max:7). Farkli
100 kediden alinan

numunelerin farkli tani yontemleri ile yapilan analizleri sonucu

yas ve cinsiyetlerden oOrneklenen

Hatay ilinde kedilerde Leishmania pozitifligi belirlenememistir.

istatistiki analiz sonuglari, kedilerde yas arttikga leishmaniasis
benzeri klinik bulgularin ortaya ¢ikisinin da anlamli bigimde
arttigini ortaya koydu (Spearman rho=0.292; P= 0.003). Tablo
erkek kedi ilgili
enfeksiyona benzer klinik bulgularin ortaya cikisiyla bir iliskisi
olmadigi gérilmektedir (P = 0.089).

2 incelendiginde, disi veya olmanin

Tablo 2. Kedilerde cinsiyet ile leishmaniasis’e yonelik klinik bulgular arasindaki
iliski (x> =2,901; p >0.05).

Leishmaniasis Benzeri Klinik Bulgular

Cinsiyet Yok Var Toplam
n % n % n %
Disi Kedi 17 29.3 41 70.7 58 100

Erkek Kedi 6 14.6 35 85.4 41 100
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Tartisma

Leishmaniasis'te kedilerin epidemiyolojik konumu tartismali

olmasina ragmen, kediler Leishmania turleri igin ikincil,

alternatif veya tesadifi rezervuar konak olarak kabul
edilmektedirler (Can ve ark., 2016). Nitekim epidemiyolojik
calismalar ve vaka raporlari, evcil kedilerin leishmaniasis igin
rezervuar konakgilar olarak potansiyel rollinii gostermistir
(Maroli ve ark., 2007; Soares ve ark., 2016; Pennisi ve
Persichetti, 2018; Baneth ve ark., 2020). Ozellikle kedilerin
Akdeniz

L. infantum’un neden oldugu leishmaniasis epidemiyolojisinde

havzasi Ulkelerinde endemik bir zoonoz olan
rol oynadigi dusliniilmektedir (Cardoso ve ark., 2010; latta ve
ark., 2019). Zoonotik leishmaniasisin yayilmasi ve halk saglig
acisindan kedi enfeksiyonlarina karsi farkindalik daha ylksek

seviyelerde tutulmalidir (Morelli ve ark., 2020).

Gegen vylzylla kadar, Leishmania spp. ile enfekte kedilerin
klinik vaka raporlari nadirdi ve kedigillerin bu parazite direncli
oldugu dustintliyordu (Leonel ve ark., 2020). Son yillarda
dinyanin  gesitli leishmaniasisi vakalari
bildirilmistir (Pennisi ve ark., 2004; Rufenacht ve ark., 2005; da
Silva ve ark., 2010; Morelli ve ark., 2020; Spada ve ark., 2020).

Leishmania infantum’un neden oldugu kedi leishmaniasisi son

yerlerinde kedi

30 yilda ozellikle Avrupa ve Brezilya'dan rapor edilmistir
(Pennisi ve ark., 2013).

Leishmania enfeksiyonunun yayginhgina iliskin epidemiyolojik
verileri toplamak icin yapilan arastirmalarda, enfeksiyonlarin
yayginliginin arastirma bdlgesinin cografyasina ve kullanilan
teshis teknigine bagli olarak bolgeler arasinda degisebilecegini

gostermistir (Pennisi ve ark., 2015).

Dinya’nin  endemik bolgelerinde kedilerde enfeksiyonun
seroprevalansi %0 ile %68,5, molekiler prevalansi ise %0 ile %
60,7 arasinda bulunmustur (Sobrinho ve ark., 2012; No’e ve
ark., 2015; Pennisi ve ark., 2015). Serolojik ve molekiler
metotlarin tanidaki etkinlikleri kiyaslandiginda elde edilen
sonuglarda tutarsizliklar olabilecegi yapilan c¢alismalarda
bildirilmistir (Maia ve ark., 2010). Nitekim serolojik metotta
yiksek, PZR metodunda ise daha disik oranlarda Leishmania
enfeksiyonu tespit edilen ¢alismalar mevcuttur. israil’de L.
(%75)
oldukga yiksek oranda tespit edilirken, PZR metodunda ise 11
kedide (%16) daha dusiik oranda bildirilmistir (Baneth ve ark.,

2020). Tarkiye'nin batisinda leishmaniasisin endemik oldugu

infantum serolojik yontemle 67 kedinin 50’sinde

dért ilde (Aydin, izmir, Manisa ve Mugla) yiritiilen calismada,
kedilerde Leishmania enfeksiyonu IFAT ile 301
(%15.6), PZR yonteminde 386 kan

serum
orneginin  47’sinde
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orneginin 9'unda (%2.3) tespit edilmistir (Aksulu ve ark., 2021).
Turkiye'de 147 evcil kedinin %8.84'U gergcek zamanl PZR
yontemi ile Leishmania pozitif bulunmustur (Pasa ve ark.,
2015). izmir'de ise 1101 sokak kedisinin %10.8’i ELISA, %15.2’si
IFA yontemleriyle Leishmania pozitif tespit edilmesine ragmen,
Nested PZR yontemi ile alt kedide (%0.54) L. tropica, bu
kedilerden birinde L. tropica ile birlikte L. infantum tespit

edilmistir. Nested PZR ile pozitif bulunan alti 6rnek, Real time
sadece bir
2016).

numuneleri ile ¢alisilan diger bir arastirmada ise 19 kedinin bir

PZR ile degerlendirilmis ve ornek pozitif

bulunmustur (Can ve ark., Konjunktival swap
tanesinde (%5.26) PZR yontemiyle L. infantum bulunmustur
(Karakus ve ark., 2019). Aydin’in Kusadasi ilcesinde 12 yasinda
bir disi kedide Nested PZR yontemiyle L. infantum bildirilmistir
(Gultekin ve ark., 2020). Dinya’da bazi llkelerde kedilerde
PCR ve qgPCR

metotlariyla arastirilmistir. Portekiz'de %20,3, iran'da %10,

Leishmania  enfeksiyonunun prevalansi
Brezilya'da %6,76 ve ispanya'da %0-3 oranlarinda Leishmania
pozitifligi elde edilmistir (Tabar ve ark., 2008; Hatam ve ark.,
2010; Coelho ve ark. ., 2010; Mir‘o ve ark., 2014). Ayrica
Katar'da qPCR metoduyla yapilan bir ¢alismada 79 kedinin bir

tanesinde Leishmania saptanmistir (Lima ve ark., 2019).

Calismamizda farkli yas ve cinsiyetlerden o6rneklenen 100
kediden alinan numunelerin farkli tani yontemleri ile yapilan
analizlerinde, Hatay ili kedilerinde Leishmania pozitifligi tespit
Elde bahsi

literatlrlerdeki sonuglardan farkli olmasi 6rneklem sayisinin az

edilmemistir. ettigimiz  sonuglarin gecen
olmasina baglanabilecegi gibi, diger calismalarin ¢ogundan
farkh olarak sadece PZR ydnteminin uygulanmasi da olabilir.
Ancak Lesihmania pozitifliginin PZR yonteminde oldukga disik
seviyede tespit edildigi bazi calismalarda mevcuttur. Bu
anlamda pozitif sonugla karsilagilmamasina ragmen c¢alismamiz
genel literatlirle (Mir'o ve ark., 2014; Can ve ark., 2016;

Karakus ve ark., 2019; Lima ve ark., 2019) uyumludur.
kedide

Leishmania vakalari bildirilmistir. Esas olarak bas ve boyunda,

Cinsiyet farki olmaksizin neredeyse her vyastan
daha az siklikla goévde ve bacaklarda tespit edilen deri
lezyonlari en sik gorilen klinik bulgulardir (Pennisi ve ark.,
2013).

seyretmesine ragmen hastaligin kutan6z formunda kulak,

Leishmaniasis kedilerde genellikle asemptomatik
burun, parmak aralarinda dulserler, burunda nodil benzeri
deride kil

gorilebilmektedir. Hastaligin i¢ organ formunda ise kilo kaybi,

lezyonlar, dokilmeleri  gibi  degisiklikler

dehidrasyon, lenfadenopati, solunum ve sindirim bozukluklari

gozlemlenebilmektedir (Pennisi ve ark. 2004; Vides ve ark.,
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2011).

bagisikligi yetersiz olan kedilerden bildirilmistir. Bu nedenle

Bununla birlikte, klinik vakalarin yaklasik yarisi
parazitin varligiyla iligkili lezyonlar tespit edilmis olsa da, es
zamanh enfeksiyonlarin yanlis degerlendirmeye yol acabilecegi
bildirilmektedir (Pennisi ve Persichetti, 2018). Calismamizda
leishmaniasise rastlanmasa da yas arttikca ilgili enfeksiyona
benzer klinik bulgularin ortaya cikisinin da istatistiki agidan
anlamli bigimde arthg saptanmistir.

kedi

saptanmasa da, Ozellikle endemik bdélgelerde kedilerin de

Sonu¢ olarak calismamizda Leishmania pozitif

rezervuar olabilecegi gbz ardi edilmemelidir. Son donemlerde
ozellikle endemik bdlgelerden bildirilen kedi leishmaniasis
vakalari halk saghigr acisindan o6nemlidir. Bu bdlgelerde
yasayan evcil veya sokak kedilerinin degerlendirilmesi kedi
enfeksiyonlarinda bulasma, immiinopatogenez, yonetim ve
tedavi hakkinda literatiire katki saglayacaktir. Bu hayvanlarin
leishmaniasis rol

dongusinde oynayabilecekleri

kicimsenmemelidir. Kedilerin rezervuar olarak roli ve

kontroli daha fazla arastirilmalidir.

Tesekkiir: Bu makale Hatay Mustafa Kemal Universitesi
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