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ÖZET: Köpeklerde leishmaniosis (KanL), Leishmania spp’nin neden olduğu zoonotik karakterli bir protozoon hastalığıdır. Bu hastalık, 
Dünya’da Akdeniz havzasını da içine alan birçok bölgede yaygın olarak görülmektedir. Bu çalışma, Kayseri ve civarındaki köpeklerde 
KanL’in yaygınlığının Nested-Polymerase Chain Reaction (PCR) tekniği ile araştırılması amacıyla yapılmıştır. Rastgele seçilen toplam 
300 asemptomatik köpeğin vena cephalica antebrachii’lerinden EDTA’lı tüplere kan örnekleri alınmıştır. Bunun yanında, 14 köpekten 
lenf sıvısı, üç köpekten de kemik iliği, dalak ve karaciğer biyopsileri alınmıştır. Alınan örneklerden elde edilen DNA’lar, Leishmania 
spp.’nin varlığı yönünden small subunit ribosomal RNA (ssr RNA) geninin amplifiye edildiği Nested-PCR yöntemi ile araştırılmıştır. 
Nested-PCR sonuçlarına göre muayene edilen 300 köpekten hiçbirinde Leishmania spp. DNA’sına rastlanmamıştır. 
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Investigation of Canine Leishmaniosis by Nested-PCR in Kayseri and Vicinity 
SUMMARY: Canine leishmaniosis (CanL) caused by Leishmania spp. is a zoonotic protozoon disease. It is widespread in most parts of 
the world including the Mediterranean basin. The present study was carried out in order to determine the prevalence of CanL in dogs in 
Kayseri and vicinity by nested-PCR. A total of 300 asymptomatic dogs were sampled randomly. Blood samples taken from the vena 
cephalica antebrachii were collected into tubes containing EDTA. Furthermore, lymph samples were taken from 14 dogs while bone 
marrow, spleen and liver biopsies were taken from three dogs. The DNA’s obtained from these samples were examined for the presence 
of Leishmania spp. by nested-PCR which amplified the small subunit ribosomal RNA (ssr RNA) gene. According to the results of the 
nested-PCR, none of the 300 dogs were Leishmania spp. DNA positive. 
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GİRİŞ
Leishmaniosis; Mastigophora kökünde, Leishmania cinsi 
içerisinde yer alan protozoonların yol açtığı zoonotik karakter-
li paraziter bir hastalıktır. Leishmania türleri heteroksen para-
zitler olup, etkenin vektörlüğünü tatarcıklar yapmakta ve para-
zit için birçok memeli de rezervuar olarak görev almaktadır. 
Akdeniz ve Orta Doğu’da Leishmania infantum’un, Latin 
Amerika’da L. chagasi’nin sebep olduğu zoonotik visseral 
leishmaniosis (VL)’in rezervuarlığını vahşi kanid ve evcil 
köpekler yapmaktadır (1). Son yıllarda yapılan çalışmalarda, 
L. chagasi’nin, L. infantum ile sinonim olduğu bildirilmiştir 

(7). Zoonotik karakterli olan L. infantum, köpeklerde klinik 
belirtilerle seyreden hastalık tablosuna da yol açmaktadır. 
Klinik belirti gösteren enfekte köpeklerde, progresif seyirli 
deri lezyonları ve iç organ lezyonları birlikte görülmektedir. 
Bu hayvanlarda, deri lezyonları, ağırlık kaybı veya iştahsızlık, 
lokal veya genel lenfadenopati, oküler lezyonlar, burun kana-
ması, topallık, anemi, böbrek yetersizliği ve ishal görülmekte-
dir (20). Hastalığın köpeklerde klinik belirtilerle seyretmesi ve 
zoonotik karakter taşıması köpek leishmaniosisini (KanL) hem 
veteriner hekimlik hem de halk sağlığı açısından önemli hale 
getirmektedir. Nitekim, bazı çalışmalarda insanlardaki VL ile 
KanL arasında doğrudan bir ilişki olduğu bildirilmiştir (2). 

Hastalığın endemik seyrettiği Akdeniz ülkelerinde prevalans 
%1-37 arasında değişmektedir (17). Türkiye’de hastalığın ilk 
teşhis edildiği yıllardaki mikroskobik çalışmaların dışında 
bugüne kadar yapılan çalışmalarda hastalığın yaygınlığı genel-
likle serolojik testlerle ortaya konmuştur. Türkiye’de KanL 
konusunda yapılan çalışmalar Tablo 1’de özetlenmiştir.  
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Tablo 1. Türkiye’de KanL konusunda yapılan çalışmalar 

Kullanılan  
Yöntem 

Bulunduğu  
Yer 

Yaygınlık 
oranı Kaynak 

Mikroskobik İstanbul (1946) Bir köpekte 33 

Mikroskobik İstanbul (1951) Bir köpekte 34 

Mikroskobik İstanbul (1955) Bir köpekte 34 

Mikroskobik Ege (1964) İki köpekte 34 

IFAT, ELISA, DAT Manisa %7 25 

IFAT Marmara %5,5 5 

ELISA Ege %3,6 27 

IFAT, DAT, PCR Manisa  %5,3 23 

IFAT, ELISA Muğla %3,8 13 

IFAT, ELISA, DAT Karabük %8 24 

IFAT Sakarya %1,45 28 

IFAT Kayseri %0 18 

ELISA, IFAT İzmir %3,2 36 

IFAT, ELISA Kuşadası %16,6 26 

IFAT Ankara %2,58 3 

IFAT Çorum %13,74 12 

IFAT, ELISA Afyon, Bilecik, 
Eskişehir %2,75-9,9 9 

Hastalığın teşhisinde, Wright’s, Giemsa ve Leishman ile bo-
yanan preparatlarda parazitin tespit edilmesi halen en geçerli 
yöntemdir (19). Bunun yanında, Leishmania spp.’nin serolojik 
teşhisi genellikle spesifik antijenlere bağlanan IgG’lerin tespiti 
yolu ile olmaktadır. Leishmania türlerinin serolojik teşhisinde 
IFAT, ELISA, C-ELISA, Dot-ELISA, DAT gibi testler kulla-
nılmaktadır (10, 14, 32). Ancak, direkt parazitolojik muayene, 
sensitivitesinin düşük olması ve deneyimli personele ihtiyaç 
duyulması sebebiyle sınırlı olarak kullanılmaktadır (4). Sero-
lojik testlerde ise çapraz reaksiyonlara bağlı olarak yanlış po-
zitiflikler ortaya çıkabilmektedir. Bu sebeple, parazit 
DNA’sının tespitine dayalı PCR temelli teşhis yöntemleri 
yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır. Leishmania türleri-
nin tespitinde kinetoplast DNA’sı (kDNA) (8, 21, 31), 
ribosomal DNA ve “internal transcribed spacer 1’’ (ITS-1) 
DNA’ları kullanılmıştır. (11, 35).  

Bu çalışma ile, Kayseri ve civarındaki köpeklerde 
leishmaniosisin yaygınlığının Nested-PCR ile araştırılması 
amaçlanmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Saha Çalışmaları 
Kayseri çevresindeki köylerden, belediyeye ait hayvan barına-
ğından ve Erciyes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Klinikle-
ri’nden 2006 yılı içinde, çeşitli dönemlerde toplam 300 
asemptomatik köpekten tekniğine uygun olarak vena cephalica 

antebrachii’den EDTA’lı tüplere kan örneği alınmıştır. Bunun 
yanında kan alınan köpeklerin 11’inden lenf sıvısı ve Veteri-
ner Fakültesi Klinikleri’ne ovariohisterektomi amacıyla getiri-
len 3 köpekten lenf sıvısı, kemik iliği, dalak ve karaciğerden 
biyopsi materyalleri de alınmıştır. Kan örneği toplanan hay-
vanlar, köylerde kırsal alanlarda yaşayan sahipli, sokakta ve 
barınakta yaşayan sahipsiz köpeklerdir. Araştırmanın yapıldığı 
bölge dışında, önceki çalışmalarla hastalığın varlığı bildirilen 
Ege Bölgesi’nden de kan numuneleri temin edilmiştir. Bu 
kapsamda, Kuşadası’dan 9, Selçuk’tan 3, Bodrum’dan 12, 
Marmaris’ten 1, Manisa’dan 1 ve Urla’dan 4 adet olmak üzere 
toplam 30 kan numunesi temin edilmiştir. Alınan tüm numu-
neler laboratuar çalışmaları yapılıncaya kadar -20ºC’de muha-
faza edilmiştir.  

DNA Ekstraksiyonu 

Genomik DNA, köpeklerden toplanan kan numunelerinden 
ticari kan kiti (DNeasy, Qiagen, Hilden, Germany), lenf sıvısı 
ve kemik iliği örneklerinden ise doku kiti (Qiagen Tissue Kit, 
Qiagen, Hilden, Germany) kullanılarak elde edilmiştir. Pozitif 
kontrol olarak Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Parazitoloji A-
nabilim Dalı’ndan temin edilen Leishmania infantum 
suşundan ekstrakte edilen DNA kullanılmıştır. Elde edilen 
DNA örnekleri PCR incelemeleri yapılıncaya kadar -20ºC’de 
saklanmıştır.  

Nested-PCR 

Elde edilen DNA örneklerinin Leishmania spp. yönünden 
araştırılmasında ssr RNA geninin amplifikasyonu esasına 
dayanan Nested-PCR protokolü uygulanmıştır. İlk 
amplifikasyonda, 603 bp’lik (Şekil 1) bir gen parçasını 
amplifiye eden R221 (GGTTCCTTTCCTGATTTACG) ve 
R332 (GGCCGGTAAAGGCCGAATAG) primerleri kulla-
nılmıştır (35). Reaksiyon karışımı 50 μl final konsantrasyonda, 
25 mM KCl/10 mM Tris-HCl/ 2 mM MgCl2/50 mM dNTP/0,5 
U Taq polymerase ve 50 pmol her bir primerden olacak şekil-
de hazırlanmıştır. Hazırlanan reaksiyon karışımına 10 μl DNA 
ilave edilmiştir. Reaksiyon PCR makinesinde (Thermo-
Hybaid, UK), 95˚C’de 5 dk., 35 siklus olacak şekilde 94˚C’de 
30 sn., 60˚C’de 30 sn. ve 72˚C’de 30 sn. ve 72˚C’de 10 dk. 
son ekstensiyon olarak gerçekleştirilmiştir. Nested-PCR reak-
siyonunda ise 358 bp’lik (Şekil 2) bir gen parçasını amplifiye 
eden R223 (TCCCATCGCAACCTCGGTT) ve R333 
(AAAGCGGGCGCGGTGCTG) primerler kullanılmıştır (35). 
Aynı oranlarda 25 μl final konsantrasyonlarda hazırlanan re-
aksiyon karışımına 3 pmol her bir primerden ve 3 μl de birinci 
amplifikasyondan elde edilen amplikonlardan ilave edilmiştir. 
PCR protokolü birinci reaksiyondaki gibi uygulanmış sadece 
annealing ısısı 65˚C olarak değiştirilmiştir. Amplifikasyon 
ürünleri %1,5’lik agarose jelde elektroforeze tabii tutulmuş ve 
jel dokümantasyon sisteminde (Syngene, UK) değerlendiril-
miştir. Testlerde kullanılan primerler, MWG (Almanya) fir-
masına sentezlettirilmiştir. 
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Şekil 1. PCR sonucunda elde edilen bantlar. M: marker, 1: negatif 
kontrol, 2: pozitif kontrol, 3-4 saha örneği 

 

 

Şekil 2. Nested-PCR sonucunda elde edilen bantlar. M: marker, 1: 
negatif kontrol, 2: pozitif kontrol, 3-4 saha örneği 

 

BULGULAR 

Nested-PCR metodu ile yapılan incelemelerde Kayseri ve 
civarından toplanan numunelerin hiç birinde Leishmania spp. 
DNA’sı saptanamamıştır. Muayene edilen hayvanların, çalış-
ma merkezlerine göre dağılımı Tablo 2’de, cinsiyet, yaş, ırk ve 
barınma koşulları ise Tablo 3’de özetlenmiştir.  

Tablo 2. Muayene edilen hayvanların, çalışma merkezlerine göre 
dağılımı. 

Çalışma  
Merkezleri 

Muayene Edilen 
Hayvan Sayısı 

Enfekte 
Hayvan Sayısı 

Kayseri Merkez 152 0 

İncesu 38 0 

Talas 32 0 

Felahiye 18 0 

Pınarbaşı 20 0 

Yahyalı 23 0 

Tomarza 17 0 

Toplam 300 0 

Tablo 3. Muayene edilen hayvanların, cinsiyet, yaş, ırk ve barınma 
koşulları 

 Muayene Edilen 
Hayvan Sayısı 

Enfekte  
Hayvan Sayısı 

Cinsiyet   

 Dişi 95 0 

 Erkek 205 0 

Yaş (yıl)   

 0,5-3 194 0 

 4-6 76 0 

 7-10 26 0 

 >10 4 0 

Irk*   

 Büyük 186 0 

 Küçük 114 0 

Barınma   

 Sahipli 204 0 

 Sahipsiz 96 0 

Toplam Hayvan Sayısı 300 0 

* >18 kg. büyük ırk, <18 kg. küçük ırk olarak sınıflandırılmıştır. 

Buna karşın, önceki çalışmalarla hastalığın varlığı bildirilen 
Ege Bölgesi’nden temin edilen kan numunelerinin Nested-
PCR ile yapılan incelemelerinde Kuşadası, Bodrum ve Ur-
la’dan daha önce lesihmaniosis pozitifliği IFAT ile saptanmış 
toplam 3 köpekte Leishmania DNA’sı da tespit edilmiştir.  

TARTIŞMA 

Leishmania infantum enfeksiyonlarında köpekler hem konak 
hem de rezervuar olarak görev yapmakta ve bu sayede enfek-
siyonların yayılmasına ve doğada enfeksiyon odaklarının de-
vamlılığına neden olmaktadır (15, 36). Bu nedenle zoonotik 
olan bu hastalığı taşıyan enfekte köpeklerin teşhis edilmesi, 
hayvan sağlığı yanında insan sağlığı açısından da önem taşı-
maktadır. Bu parazitin köpeklerde teşhisinde birçok yöntem 
kullanılmıştır. Bu yöntemlerden en eskisi olmasına rağmen 
halen geçerliliğini koruyan yöntem parazitolojik muayenedir 
(19). Ancak bu yöntemler genellikle birçok hastalığın akut 
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dönemlerinde teşhise yardımcı olmaktadır. Bunun yanında, 
parazite karşı gelişen antikorların tespiti esasına dayanan 
serolojik yöntemler de yaygın olarak kullanılmaktadır (32). 
Serolojik teşhiste ortaya çıkan çapraz reaksiyonlara bağlı yan-
lış pozitiflikler, rekombinant antijenlerle giderilmeye çalışıl-
maktadır. Son yıllarda yaygın bir şekilde kullanılmaya başla-
nan parazit DNA’sının tespiti esasına dayanan moleküler teş-
his yöntemleri birçok enfeksiyöz etkenin teşhisinde olduğu 
gibi Leishmania türlerinin teşhisinde de kullanılmaktadır. 
PCR, insanlardan ve hayvanlardan alınan klinik örneklerden 
Leishmania spp. DNA’sının saptanması için sensitif ve spesi-
fik bir yöntem olarak kullanılmaktadır. Van Eys ve ark., (35), 
Leishmania parazitlerinin ssr RNA geninden dizayn ettikleri 
spesifik primerler ile, Nested-PCR yöntemini kullanarak para-
zitin tespitini yapmışlardır. Aynı gen bölgesini ve primerleri 
kullanarak Cruz ve ark. ise (6), HIV pozitif hastalarda 
leishmaniosisin Nested-PCR ile teşhisini yapmışlardır. 
Piarroux ve ark. (29), genomik DNA’dan dizayn ettikleri 
problarla Leishmania DNA’sının teşhisini insanlarda gerçek-
leştirmişlerdir. KanL’in teşhisinde de PCR temelli metotlar 
yaygın olarak kullanılmaktadır. Bunlardan, Mathis ve Deplazes 
(22), Özbel ve ark. (23) ve Lachaud ve ark. (20) PCR, Fisa ve 
ark. (16) ise Nested-PCR yöntemlerini kullanmışlardır. Bunun 
yanında Reale ve ark. (30) ve Manna ve ark. (21) köpeklerde 
leishmaniosisin teşhisinde üç tane konservatif blok taşıyan 
kDNA’sını amplifiye eden primerler kullanmışlardır.  

Bu çalışmada ise, Leishmania spp.’nin ssr RNA genini 
amplifiye eden Nested-PCR protokolleri kullanılmıştır. 
Ribosomal RNA genini amplifiye eden Nested-PCR protoko-
lünde ilk amplifikasyon sonucunda 603 bp, Nested-PCR sonu-
cunda ise Leishmania DNA’sına spesifik 358 bp’lik bantlar 
elde edilmiştir. Ege Bölgesi’nden toplanan, daha önce KanL 
pozitifliği IFAT ile saptanmış 3 örnekte yapılan incelemelerde 
PCR ile de pozitiflik tespit edilmiştir. Bu sayede, testin saha 
örneklerinde de pozitif sonuç verdiği doğrulanmıştır. 

Türkiye’de leishmaniosis üzerine yapılan epidemiyolojik ça-
lışmalar genellikle insanlar üzerinde odaklanmaktadır. Köpek-
lerde geçmiş yıllarda yapılan çalışmalar genellikle vaka bildi-
rimleri şeklindedir. Buna karşın son yıllarda özellikle IFAT, 
ELISA ve DAT gibi serolojik yöntemlerle yapılan epidemiyo-
lojik çalışmalar ağırlık kazanmıştır. Bu çalışmalarda, KanL’in 
prevalansı Ege Bölgesi’nde %3,2-27,5 (13, 23, 25-27, 36), 
Marmara Bölgesinde %1,45-9,09 (5, 9, 28), Karabük’te %8 
(24), Kayseri, Ankara, Eskişehir ve Çorum’da %0-13,74 (3, 9, 
12, 18) olarak tespit edilmiştir. Türkiye’de Manisa çevresinde 
yapılan bir çalışmada seropozitif bulunan 17 örneğin PCR’la 
yapılan incelemesinde 13 örnek pozitif bulunmuştur (23).  

Bu çalışmada, KanL’in yaygınlığı konusunda sadece IFAT ile 
yapılmış bir çalışmanın bulunduğu Kayseri ve civarında hasta-
lığın Nested-PCR ile yaygınlığı araştırılmıştır. Kayseri yöre-
sinde ilk defa moleküler yöntemler kullanılarak yapılan bu 
çalışmada kontrol edilen köpeklerde pozitif sonuca rastlan-
mamıştır. Ankara, Eskişehir ve Çorum illerinde yapılan 

serolojik çalışmalarda pozitiflikler saptanmış olmasına karşın, 
Kayseri yöresinde daha önce IFAT ile yapılan çalışmada pozi-
tiflik saptanamamıştır (18). Bunun yanında, Kayseri yöresinde 
insanlarda VL’in yaygınlığı konusunda bir yayın bulunma-
makla birlikte, Sağlık Bakanlığı verilerine göre 2003-2006 
yılları arasında sadece bir vaka gözlenmiştir. Bu durum, bu 
çalışmadan elde edilen negatif sonucu destekler niteliktedir. 
Ayrıca, çalışmanın yapıldığı bölgede vektör tatarcıkların türleri 
ve yayılışları konusunda yeterince veri bulunmamaktadır. Dola-
yısıyla, Ankara, Eskişehir ve Çorum gibi Kayseri ile aynı bölge-
de bulunan illerdeki pozitiflikler değerlendirilirken vektör tatar-
cık türlerinin karşılaştırılması da önemli bir veri olacaktır.  

Sonuç olarak, insan ve hayvan sağlığını tehdit eden leishmaniosisin 
Kayseri yöresinde köpeklerde araştırılmasının, hastalığın Türkiye 
genelinde yayılışı konusundaki verilere epidemiyolojik anlamda 
katkı sağladığı düşünülmektedir. Bu çalışma, yörede yapılan bu 
konudaki ilk moleküler çalışma olma özelliği taşımaktadır. Köpek-
lerden elde edilen bu verilerin yanında, hastalığın bölgedeki duru-
munun daha ayrıntılı bir şekilde ortaya konması için, hastalığın 
vektörlerinin araştırıldığı, serolojik metotları da içine alan daha 
geniş çaplı çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 
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