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Deney Hayvani Olarak Gerbiller (Meriones unguiculatus):
Leishmania majorigin Iyi Bir Rol Model Olabilir mi?
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Amag: Bu calisma, deneysel olarak enfekte edilen gerbillerde (Meriones unguiculatus), klasik tanidaki smear érnekleri yaninda zenginlestiril-
mis Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) besiyerine ekim ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) testi kullanilarak, Leishmania major amastigotlarinin
yayilabilme ve visseralize olabilme olasiliklarinin gdzlenmesi amact ile gergeklestirilmistir.

Yéntemler: Calismada kullanilan L.major susu Bitlis ilimiz kirsalinda yasayan ve 18 yasinda olan erkek hastadan izole edilmistir. Gerbillerin
enfeksiyonu icin de bu sustan faydalanilmistir. 10 adet gerbile toplam 1x10%/mL dozda promastigot inokule edilmistir. Enfeksiyonun vissera-
lize olup olmadigi yéniinden incelenmesi amaciyla hayvanlara &tenazi uygulanarak nekropsileri yapilmistir. Nekropside tiim i¢ organlardan
preparatlar hazirlanarak Giemsa ile boyanmis ve promastigot gelisimi icin NNN besiyerine ekimler yapilmistir. Bununla birlikte enfeksiyonu
dogrulamak icin gercek zamanl PZR testi uygulanmistir.

Bulgular: Enfeksiyondan sonraki ilk ayda, L. major ile enfekte edilmis hayvanlardan alinan ve Giemsa ile boyanan doku érneklerinin mua-
yenesinde, tUm dokularda (karaciger, dalak, akciger, bobrek, kalp, testis), Leishmania amastigotlarina rastlaniimis ve yapilan NNN besiyeri
ekimlerinde 26°C'de Leishmania promastigotlarinin Gredigi gorilmustir. Leishmania parazitlerinin ribozomal internal transcribed spacer 1
(ITS1) bdlgesine 6zgi tasarlanan primer ve problar ile gercek zamanli PZR testi yardimiyla gerbillerden alinan érneklerin L. major parazitine
uygun erime egrisi gdsterdigi gorllmustur.

Sonug: Calisma neticesinde, Zoonotik Kutanéz Leishmaniasis etkeni olan L.major'un gerbillerde visseralize oldugu hem giemsa ile boyali
preparatlarda, hem de PZR ile dogrulanmistir. (Turkiye Parazitol Derg 2015; 39: 212-7)
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ABSTRACT

Objective: This study aimed to observation the possible visceralization tendency and dissemination of L. major amastigotes in gerbils (Mer-
iones unguiculatus) using a classic smear technique, inoculated into enriched Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) culture and polymerase chain
reaction (PCR) assay for diagnosis of infection.

Methods: In this study, L. major isolated from a man who 18 years old, living in Bitlis province of Turkey. This strain also was utilized to infect
gerbils. A total of 1x10%mL promastigotes were inoculated to 10 gerbils. Necropsy was performed on infected gerbils for monitoring the
visceralization tendency of the parasites. Tissue samples were prepared from each animal and stained by Giemsa and inoculated into NNN
culture. However, a real-time PCR assay was performed to confirm the infection the clinical material.
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Results: Examination of Giemsa-stained tissue smears showed that infected animals with L.major were positive for Leishmania amastigotes
in all tissues at the first month post infection and Leishmania promastigotes were cultured at 26°C in culture flasks containing NNN. Melting
curve analyses of ribozomal internal transcribed spacer 1 (ITS-1) PCR showed the peak concordant with L. major.

Conclusion: As a result, the present study confirmed by both Giemsa-stained smears and PCR, visceralization and dissemination of L. major
amastigotes, the principal cause of zoonotic cutaneous leishmaniasis in gerbils. (Turkiye Parazitol Derg 2015; 39: 212-7)
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GiRiS

Leishmaniasis, tropikal ve subtropikal bélgelerde Phlebotominae
ailesine bagl kum sinekleri tarafindan nakledilen ve Leishmania
cinsindeki parazitlerin neden oldugu zoonotik karakterli bir has-
tahktir (1). Leishmaniasis'de klinik olarak visseral, kutanoz ve
mukokutandz olmak lzere Ug farkli tablo ortaya ¢ikmaktadir (2).
Turkiye'de simdiye kadar visseral leishmaniasis (VL), kutanoz leis-
hmaniasis (KL) ve kopek visseral leishmaniasis (KVL) formlari
gorllmustar (3). Turkiye, cografik olarak leishmaniasisin epidemi-
yolojisinde énemli olan farkli ekolojik ve klimatik &zelliklere sahip
bir Glkedir (4). Hastaligin seyri ile cografi yayiligi yaninda, zoono-
tik/antroponotik karakterde olmasi nedeniyle de ayr bir nem
tagidigina dikkat ¢ekilmektedir (2). Turkiye'de KLl'ye neden olan
baslica parazit tiri Leishmania tropica olup, az sayida L. infan-
tum ve nadiren L. major kaynakli olgular da tespit edilmistir (5-8).
Kutandz Leishmaniasis olusturan L. tropica insan-vektdr-insan
gegisli antroponotik kutandz leishmaniasis (AKL)'e neden olur-
ken, bir diger KL etkeni L. major ise ana rezervuarin kemirgenler
oldugu zoonotik kutanéz leishmaniasis (ZKL)'e neden olmaktadir
(4). Turkiye'de, L. tropica'nin neden oldugu AKL olgularinin
%98'inden fazlasi, Glineydodu Anadolu, Dogu Akdeniz ve Ege
Bolgelerinden bildirilmektedir (9). Zoonotik kutandz leishmania-
sise yol acan L. major ise Turkiye'nin giineyde sinir komsular
olan Suriye, Irak ve iran'da olduk¢ca endemik bir tardir (5, 10).
Son yillarda &zellikle Glneydodu Anadolu Bodlgesinde,
Suriye’deki i¢ savas sonrasi, Tiurkiye'ye gelen gé¢menlerin de
etkisiyle KL vakalarinda ciddi bir artis dikkati cekmektedir (9, 11).
Bu artis g6z 6nline alinarak gerceklestirilen calismalarda KL olgu-
larindan L. major etkenlerine rastlandigr bildirilmistir (11, 12).

Leishmania major, Phlebotomus papatasi ve Pduboscqgi turi
kum sinekleri tarafindan nakledilmekte ve fare, hamster, gerbil
gibi kemirici grubu hayvanlar, etkenin yayilmasinda en &nemli
rezervuar olarak bilinmektedir (11, 13). Bunun yaninda Tirkiye'de
L.major icin vektdr olan kum sineklerinden P. papatasi'nin varligi
farkli caligmalarda ortaya konmustur (3, 14). Ancak diger tim
Leishmania tdrleri gibi L.major iginde rezervuar rol oynayan yaba-
ni kemiricilerin varligi ile ilgili ayrintili bir calisma bulunmamakta-
dir. Zoonotik kutandz leishmaniasise yol acan L. major tlrinin
rezervuarlarina yonelik caligmalar daha ¢ok dogal enfekte kemi-
riciler Gzerinden yiritilmekte ve ozellikle Ortadogu dlkelerinde
yapilan calismalarda, biylk gerbiller (Rhombomys opimus),
Libya gerbili (Meriones libycus), Hint gerbili (Tatera indica),
Hindistan buyuk faresi (Bandicoot rats) (Nesokia indica), uzun
kulakl kirpi (Hemiechinus auritus), uzun tirnakli bahge sincabi
(Spermophilopsis leptodactylus) gibi kemiricilerin L. major igin
rezervuar rol oynadiklan bildirilmektedir (15-18).

Leishmania enfeksiyonlarinin patogenezi ve immunopatolojisi,
laboratuar hayvanlarinin visserotropik Leishmania tirleriyle
enfekte edilmesiyle agiklanmaya calisilmakta ve bu tarz calisma-

larda basta fare olmak Uzere, hamster, kopek, primatlar ve yaba-
ni kemirgenler model hayvan olarak kullanilmaktadir (19-22).
Ancak bu calismalarda, genel olarak konak direncini asacak
dozlarda inokulasyonlar yapilmaktadir. Bunun sonucunda da
elde edilecek sonuglar parazitin enfekte evresine (promastigot
veya amastigot), enfeksiyonun ilerleyis yonlne, inokulasyonun
blyikligine bagl olarak degismektedir (23-25).

Son yillarda, Dinya'da L. major tird icin dzellikle immun yanit ile
iligkili calismalara siklikla rastlanmaktadir (22, 26-28). Tirkiye'de
ise, L. major tirinlin patogenezi veya immdinolojisini ortaya koy-
mak amaciyla, laboratuar sartlarinda Uretilerek hayvan pasajla-
malarinin yapildigi herhangi bir calismaya rastlaniimamistir. Bu
nedenle bu calisma, L. major igin, Turkiye'de yasayan ve sinir
digina hi¢ clkmamis bir hastadan elde edilen ilk Turk susu olarak,
deney hayvanlarinda Uretilen ilk calisma &zelligini tagimaktadir.
Bu calisma, ayni zamanda, Turkiye'de ZKL etkeni olan L. major
tirinln laboratuarda kiltire edilmesi amaciyla rol model olarak
gerbilin (Meriones unguiculatus) kullanildig ilk calismadir.

YONTEMLER

Bu calisma, T.C. Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'nun 28.08.2012 tarih ve 2012/046 sayili karari ile
alinan Etik Kurul Onayi ile gergeklestirilmistir.

Calismada Kullanilan Gerbiller

Gerbiller (Meriones unguiculatus), Charles river (Erkrath,
Almanya) laboratuarindan saglanmig ve ADU Veteriner Fakiiltesi
Deney Hayvanlar Enstitisi blnyesinde kullanim amagli olarak
bakima alinmigtir.

Gerbillerin Leishmania major ile Enfeksiyonu ve Takibi

Arastirmada bes olgun erkek ve bes olgun disi gerbil kullanilmis-
tir. Calismada kullanilan L. major susu ise Bitlis ili kirsalinda yasa-
yan ve 18 yasinda olan erkek hastadan izole edilmistir. Hastanin
cene alt bolgesindeki lezyonundan alinan érnegin, laboratuara
adapte olmasinda dncelikle; promastigotlarin geligimi icin zen-
ginlestirilmis Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) besiyerine ekimi
gergeklestirilmis, promastigotlarin Gremesini takiben ise igerisin-
de %10 fetal sigir serumu, L-glutamin ve %1 antibiyotik solusyo-
nu iceren RPMI 1640 besi yerine ekimi yapilmistir. Elde edilen sus
Celal Bayar Universitesi (CBU) Tip Fakdiltesi Parazitoloji Anabilim
Dali Parazit Bankasi'nda muhafaza edilmis ve MHOM/TR/2012/
MANISAPB233 olarak kodlanmistir. Kullanilacagi zaman sivi azot
tankindan cikarilan izolatin zenginlestirilmis NNN besiyerine
ekimi yapilmistir. Zenginlestirilmis NNN besi yerinde Ureyen izo-
latin, 25 mLlik flaks igerisinde 5 mL RPMI 1640 + %10 Fetal sigir
serumu iceren besi yerinde Uremesi saglanmistir. Parazitlerin
cogalmasi takip edilip 2-3 glinde bir besi yeri eklenerek 10 mL
promastigot iceren besi yeri elde edilmistir. Promastigot stspan-
siyonu 1x108 promastigot/mL olacak sekilde mikroskopta sayila-
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rak ayarlanmistir. Gerbillerin enfeksiyonu icin de bu promastigot
suspansiyonundan faydalanilmistir. Enfeksiyon icin gerbiller
oncelikle ksilazin/ketamin anestezisine alinmig ve daha sonra
onceden hazirlanmis olan suspansiyonlardan her bir gerbil icin
0,2 cc olarak ayarlanmig insilin igneleri ile sol ayak tabanlarin-
dan, 1x108 promastigot/mL iceren bu sispansiyon inokile edil-
mistir. Gerbillerde enfeksiyon sekillenmesi ve gelisimi ginlik
olarak izlenmis, hayvanlarda sekillenebilecek olasi klinik bulgular
(tly dokulmesi, deride kabuklanma ve kepeklenme, tirnaklarda
anormal uzama vb.) takip edilerek not edilmistir.

Promastigot inokulasyonundan sonraki yaklasik 40 gln icerisinde
de enfeksiyonun visseralize olup olmadigi yéninden incelenme-
si amaciyla hayvanlar otenazi edilerek nekropsileri yapilmistir.
Nekropside tim i¢ organlardan preparatlar hazirlanarak Giemsa
ile boyanmistir.

DNA Ekstraksiyonu ve PZR

Doku &rneklerinden hazirlanan tim homojenizatlardan Promega
Wizard Genomic DNA Extraction Kit (Madison, WI, USA) ile DNA
izolasyonu yapilmistir. Ornekler PZR calisilana dek -20°C'de sak-
lanmistir. Calismada, ITS1 problu gergek zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) testi uygulanmistir. Leishmania parazitlerinin
ssu rRNA ve 5.85 rRNA yi kodlayan genleri ayiran ribozomal
internal transcribed spacer 1 (ITS1) bolgesi, Forward primer;
5'-CTGGATCATTTTCCGATG-3’, Reverse Primer;
5'-GAAGCCAAGTCATCCATCGC-3" primerleri, QuantiTect
Probe PCR Kit Master kangimi ile birlikte asagida yazili 6zgln
problar kullanilarak cogaltilmistir.

Probe 1: 5'- LC610-GCGGGGTGGGTGCGTGTGTG--PH
Probe 2: 5'-CCGTTTATACAAAAAATATACGGCGTTTCGGTTT--FL

Gergek zamanli PZR analizi i¢in hazirlanan toplam 25 pLlik reak-
siyon karigiminda; 1,5 pL H,0 (PCR grade water), 1 pL Forward
Primer, 1 uL Reverse Primer, 0,5 pL Probe1, 0,5 pyL Probe2, 12,5
uL QuantiTect Probe PCR Kit Master karngimi (Qiagen) ve 5 pL
genomik DNA &rnedi kullanimistir.

Tur ici farkhliklarin (L. tropica, L. infantum ve L. major ayrimi) sap-
tanmasi igin belirlenen termal profil; denatirasyon, amplifikas-
yon, erime edrisi analizi ve sogutma basamaklarindan olugmak-
tadir ve Rotor-Gene cihazinin programina calisma protokolleri
olarak kaydedilmistir.

Rotor-Gene'de melting analizi yapilarak sonuglar elde edilmistir.
BULGULAR

Enfekte edilen gerbillerin takibi sonucunda; enfeksiyonun 30.
glninde erkek hayvanlarin testis dokusunda 6dem sekillendigi,
bir hayvanin ayak bélgesinde doku bitinliginin bozuldugu ve
kanama odaklarinin olustudu, baska bir hayvanin burun bélge-
sinde de kanama sekillendigi g6zlenmistir (Resim 1-2).

Enfeksiyonun otuz besinci gliniinde de bir gerbile 6tenazi yapi-
larak, nekropsisi gergeklestirilmistir. Nekropside basta, karaciger
ve dalak olmak Uzere tim i¢ organ ve dokularindan (akciger,
bobrek, kalp, testis) preparatlar hazirlanmis ve Giemsa ile boya-
narak 1tk mikroskobunda amastigotlanin varli@r arastinlmistir.
Yapilan incelemelerde, tim i¢ organ ve dokularda amastigotlara
rastlanmistir (Resim 3-6).

Resim 1. L. major ile enfekte gerbilde sol ayakta olusan lezyonlar

Resim 2. L. major ile enfekte gerbilde testisdeki ddem ve sislik
ve ayak tabanindaki yangi

Resim 3. Bobrek dokusundan hazirlanan preparatlarda L. major
amastigotlar
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Resim 4. Dalak dokusundan hazirlanan preparatlarda L. major
amastigotlari
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Resim 5. Karaciger dokusundan hazirlanan preparatlarda L.
major amastigotlari
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Resim 6. Testis dokusundan hazirlanan preparatlarda L. major
amastigotlari

Enfeksiyonun teyit edilmesi icin gerceklestirilen Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR)nda da nekropsisi gerceklestirilen gerbillerden
alinan 6rneklerde Leishmania parazitlerinin ssu rRNA ve 5.85
rRNA yi kodlayan genleri ayiran ribozomal internal transcribed
spacer 1 (ITS1) bolgesi, 6zgln problar kullanilarak cogaltiimig ve
erime egrileri grafikte verilmistir (Resim 7).

TARTISMA

Leishmania major tirinin neden oldugu Zoonotik Kutandz
Leishmaniasis (ZKL), diinyanin pek ¢cok bdlgesinde saglik problem-
lerine yol agan ve son zamanlarda ciddi artig gosteren bir hastalik
olarak bilinmektedir (29, 30). Turkiye'de de &zellikle son yillarda
Akdeniz ve Glney Dogu Anadolu Bolgelerinde ZKL etkeni L.
major'un izole edildigi calismalara rastlanmaktadir (11, 12, 31, 32).
Bu caligmalarda, hastalardan alinan klinik materyallerin uygun besi
yerlerine ekimi yapilarak parazitlerin Gremesinin saglandigi ve
yapilan izoenzim analizleri sonucunda L. major MON-103 zimode-
minin oldugu ifade edilmistir. Bununla beraber izole edilen para-
zitlerin tir tiplendirmesi icin gercek zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) testlerinden yararlanildigi, ayni zamanda fare ve
hamsterlar kullanilip bir hayvan modeli olusturularak etkenlerin
olusturdugu klinik seyirin takip edildigi ve hayvanlarda kisa siirede
(7-10 glin) agir lezyonlarin sekillendigi belirtilmistir (31, 32).

Hastaligin rezervuarlan olarak bilinen kemirgenlerde, dogdal enfek-
siyonlarin varligini ortaya koymak icin, 6zellikle hastaligin endemik
olarak goérildiagu Orta Dogu ve Asya ulkelerinde pek ¢ok ¢alisma
gergeklestirilmistir (15-18, 33). Leishmaniasis hastaliginin kontrol
altina alinmasi i¢cin uygulanacak asi adaylarinin belirlenmesi ve
hastaligin immunolojik mekanizmalarinin aydinlatiimasi gibi
deneysel calismalarda ise basta fare olmak lzere, hamster, kopek
gibi hayvanlar kullanilmigtir. (21, 22, 26, 27). Yapilan aragtirmalarda,
Suriye hamsterlarinin visseralize olabilen Leishmania turleri ile
olusturulan deneysel enfeksiyonlara son derece duyarli olduklan
ve insan vakalarina benzer klinik ve patolojik dzellikleri cok iyi g&s-
termelerinden dolayi Visseral Leishmaniasis (VL) calismalari icin en
uygun model hayvan olduklari diisiiniilmektedir (21). Onceki yillar-
da yapilan bir calismada da, Suriye hamsteri kullanilarak L.
major'un visseralize olup olmadigi arastinlmistir. Hamsterlara 1x10¢
sayida promastigot verilmesini takip eden 1, 3, 6 ve 10. aylarda
gelisen enfeksiyon seyri izlenmistir. Calisma neticesinde ZKL etke-
ni olan L.major'un visseralize olabilme yeteneginin oldugu vurgu-
lanmistir (19). Diger taraftan bu hayvanlarda enfeksiyonlarin immu-
nopatolojisini ortaya koyacak antikor ve sitokin gibi bazi &zel
maddelerin eksikliginden dolayi kullanimlarn glinimuizde sinirli
kalmistir (21). Bundan dolayr arastiricilar, Leishmaniasis hastaligi ile
iliskili immun mekanizmalarin ortaya ¢ikartilmasi icin farkl deney
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Resim 7. Leishmania parazitininITS1 bdlgesine 6zgi tasarladigimiz
primer ve problar ile ger¢cek zamanli PZR yardimiyla gerbillerden
alinan 6rneklerin Leishmania major'e uygun erime edrisi
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hayvanlarini kullanma arayigina girmisler ve primatlar dahil pek ¢cok
hayvani rol model olarak diglinmuslerdir (20). Ancak bu calisma-
larda simdiye kadar gerbillerin kullanildigi herhangi bir calismaya
rastlaniimamistir. Bu nedenle, bu calismada Turkiye'den elde edil-
mis bir sus kullanilarak, gerbillerde deneysel L. major enfeksiyonu
olusturulmaya calisilmis ve etkenin, model hayvan olarak secilen
M. unguiculatus tiri gerbillerde, olusturdugu klinik seyir ve
patogenezisinin aydinlatiimasi amaclanmistir.

Kemiricilerin, vektorler araciligi ile bulasan pek ¢ok zoonotik karak-
terli hastaligin epidemiyolojilerinde rezervuar rol oynadidi bilin-
mektedir (34). Dolayisi ile, kemiriciler ile taginan hastaliklar ve
enfeksiyonlarin epidemiyolojik siklusunda kemiricilerin ise kanstigi
hastaliklar Turkiye ve yakin cevresindeki Ulkelerde hala &zel bir
dneme sahiptir (34). Turkiye'de kaydedilmis 150'den fazla memeli-
nin, 65 tanesinin kemiriciler oldugu bilinmektedir (35). Bunlarin
icerisinde Meriones cinsi olarak bilinen ve ¢él faresi olarak adlan-
dinlan turlerden bes tanesinin, tlkemizin farkli bélgelerinde varlig
dnceki yillarda ortaya konmustur (36). Meriones cinsine ait M.
tristrami tirinin Glkemizin Iran sinim boyunca, hatta izmir il sinir-
larina kadar bir alanda yayilis gosterdigi, bunun yaninda M. perci-
cus ve M. dahli tirlerinin Turkiye'nin dogusunda, M. crassus turu-
nin Gineydodu Anadolu Bdlgesinde ve M. vinogdrovi tirinin
ise Dodu ve Glneydogu Anadolu bélgelerinde gorildigu bildiril-
mistir (36). Meriones unguiculatus tiru ise laboratuar hayvani ola-
rak kullanilan bir meriones tiri olarak bilinmektedir (36).

Meriones unguiculatus tir(; Leishmaniasis hastaligi ile iligkili ola-
rak hastaligin kontroll, patogenezisi veya konak immunulojisi
Uzerinde yapilacak aragtirmalarda kullanilan hamsterlere ve farele-
re gore daha uysal ve caligsilmasi daha kolay bir deney hayvani
oldugu icin bu tarz calismalarda iyi bir model hayvan olabilir. Bu
calismada da hem ZKL etkeni olan L. major'un dogdal rezervuar
olmasi hem de laboratuar sartlarinda kolay caligilabilir bir deney
hayvani olmasi nedeni ile M. unguiculatus tiri model hayvan ola-
rak secilmistir. Calisma neticesinde, ZKL etkeni olan L. major tlri-
nin gerbillerde visseralize oldudu, enfeksiyondan sonraki 35.
glinden itibaren bagta karaciger ve dalak olmak lzere tim ig
organ ve dokularda, parazitin amastigot formlarina rastlanildidi
tespit edilmistir. Elde edilen verileri desteklemek icin gerceklesti-
rilen gercek zamanli PZR ile de sonuglar dogrulanmistir. Daha
dnce hamsterlarin L. major ile enfekte edildidi bir calismada; sade-
ce yaygin kutandz lezyonlarin olustugu hayvanlarda etkenin visse-
ralize oldugu ve sadece dalaktan hazirlanan érneklerde amastigot
formlarina rastlanildigr bildiriimektedir (19). Ayni calismada hams-
terlanin karaciger ve bdbreklerinden hazirlanan preparatlarinda
amastigotlara rastlaniimadidi ifade edilmektedir (19).

SONUC

Calisma neticesinde elde edilen veriler dikkate alindiginda, kuta-
ndz ve visseral leishmaniasis ile iligkili olarak gergeklestirilebilecek
ve model olabilecek deneysel calismalarda gerbillerin (Meriones
unguiculatus) basari ile kullanilabilecedi dustinilmektedir.
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