
ÖZ

Amaç: Bu çalışma, deneysel olarak enfekte edilen gerbillerde (Meriones unguiculatus), klasik tanıdaki smear örnekleri yanında zenginleştiril-
miş Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) besiyerine ekim ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) testi kullanılarak, Leishmania major amastigotlarının 
yayılabilme ve visseralize olabilme olasılıklarının gözlenmesi amacı ile gerçekleştirilmiştir.
Yöntemler: Çalışmada kullanılan L.major suşu Bitlis ilimiz kırsalında yaşayan ve 18 yaşında olan erkek hastadan izole edilmiştir. Gerbillerin 
enfeksiyonu için de bu suştan faydalanılmıştır. 10 adet gerbile toplam 1×108/mL dozda promastigot inokule edilmiştir. Enfeksiyonun vissera-
lize olup olmadığı yönünden incelenmesi amacıyla hayvanlara ötenazi uygulanarak nekropsileri yapılmıştır. Nekropside tüm iç organlardan 
preparatlar hazırlanarak Giemsa ile boyanmış ve promastigot gelişimi için NNN besiyerine ekimler yapılmıştır. Bununla birlikte enfeksiyonu 
doğrulamak için gerçek zamanlı PZR testi uygulanmıştır.
Bulgular: Enfeksiyondan sonraki ilk ayda, L. major ile enfekte edilmiş hayvanlardan alınan ve Giemsa ile boyanan doku örneklerinin mua-
yenesinde, tüm dokularda (karaciğer, dalak, akciğer, böbrek, kalp, testis), Leishmania amastigotlarına rastlanılmış ve yapılan NNN besiyeri 
ekimlerinde 26°C'de Leishmania promastigotlarının ürediği görülmüştür. Leishmania parazitlerinin ribozomal internal transcribed spacer 1 
(ITS1) bölgesine özgü tasarlanan primer ve problar ile gerçek zamanlı PZR testi yardımıyla gerbillerden alınan örneklerin L. major parazitine 
uygun erime eğrisi gösterdiği görülmüştür.
Sonuç: Çalışma neticesinde, Zoonotik Kutanöz Leishmaniasis etkeni olan L.major'un gerbillerde visseralize olduğu hem giemsa ile boyalı 
preparatlarda, hem de PZR ile doğrulanmıştır. (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 1×108/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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Leishmania major için İyi Bir Rol Model Olabilir mi?
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GİRİŞ

Leishmaniasis, tropikal ve subtropikal bölgelerde Phlebotominae 
ailesine bağlı kum sinekleri tarafından nakledilen ve Leishmania 
cinsindeki parazitlerin neden olduğu zoonotik karakterli bir has-
talıktır (1). Leishmaniasis’de klinik olarak visseral, kutanöz ve 
mukokutanöz olmak üzere üç farklı tablo ortaya çıkmaktadır (2). 
Türkiye’de şimdiye kadar visseral leishmaniasis (VL), kutanöz leis-
hmaniasis (KL) ve köpek visseral leishmaniasis (KVL) formları 
görülmüştür (3). Türkiye, coğrafik olarak leishmaniasisin epidemi-
yolojisinde önemli olan farklı ekolojik ve klimatik özelliklere sahip 
bir ülkedir (4). Hastalığın seyri ile coğrafi yayılışı yanında, zoono-
tik/antroponotik karakterde olması nedeniyle de ayrı bir önem 
taşıdığına dikkat çekilmektedir (2). Türkiye’de KL’ye neden olan 
başlıca parazit türü Leishmania tropica olup, az sayıda L. infan-
tum ve nadiren L. major kaynaklı olgular da tespit edilmiştir (5-8). 
Kutanöz Leishmaniasis oluşturan L. tropica insan-vektör-insan 
geçişli antroponotik kutanöz leishmaniasis (AKL)’e neden olur-
ken, bir diğer KL etkeni L. major ise ana rezervuarın kemirgenler 
olduğu zoonotik kutanöz leishmaniasis (ZKL)’e neden olmaktadır 
(4). Türkiye’de, L. tropica’nın neden olduğu AKL olgularının 
%98’inden fazlası, Güneydoğu Anadolu, Doğu Akdeniz ve Ege 
Bölgelerinden bildirilmektedir (9). Zoonotik kutanöz leishmania-
sise yol açan L. major ise Türkiye’nin güneyde sınır komşuları 
olan Suriye, Irak ve İran’da oldukça endemik bir türdür (5, 10). 
Son yıllarda özellikle Güneydoğu Anadolu Bölgesinde, 
Suriye’deki iç savaş sonrası, Türkiye’ye gelen göçmenlerin de 
etkisiyle KL vakalarında ciddi bir artış dikkati çekmektedir (9, 11). 
Bu artış göz önüne alınarak gerçekleştirilen çalışmalarda KL olgu-
larından L. major etkenlerine rastlandığı bildirilmiştir (11, 12). 

Leishmania major, Phlebotomus papatasi ve P.duboscqi türü 
kum sinekleri tarafından nakledilmekte ve fare, hamster, gerbil 
gibi kemirici grubu hayvanlar, etkenin yayılmasında en önemli 
rezervuar olarak bilinmektedir (11, 13). Bunun yanında Türkiye’de 
L.major için vektör olan kum sineklerinden P. papatasi’nin varlığı 
farklı çalışmalarda ortaya konmuştur (3, 14). Ancak diğer tüm 
Leishmania türleri gibi L.major içinde rezervuar rol oynayan yaba-
ni kemiricilerin varlığı ile ilgili ayrıntılı bir çalışma bulunmamakta-
dır. Zoonotik kutanöz leishmaniasise yol açan L. major türünün 
rezervuarlarına yönelik çalışmalar daha çok doğal enfekte kemi-
riciler üzerinden yürütülmekte ve özellikle Ortadoğu ülkelerinde 
yapılan çalışmalarda, büyük gerbiller (Rhombomys opimus), 
Libya gerbili (Meriones libycus), Hint gerbili (Tatera indica), 
Hindistan büyük faresi (Bandicoot rats) (Nesokia indica), uzun 
kulaklı kirpi (Hemiechinus auritus), uzun tırnaklı bahçe sincabı 
(Spermophilopsis leptodactylus) gibi kemiricilerin L. major için 
rezervuar rol oynadıkları bildirilmektedir (15-18). 

Leishmania enfeksiyonlarının patogenezi ve immunopatolojisi, 
laboratuar hayvanlarının visserotropik Leishmania türleriyle 
enfekte edilmesiyle açıklanmaya çalışılmakta ve bu tarz çalışma-

larda başta fare olmak üzere, hamster, köpek, primatlar ve yaba-
ni kemirgenler model hayvan olarak kullanılmaktadır (19-22). 
Ancak bu çalışmalarda, genel olarak konak direncini aşacak 
dozlarda inokulasyonlar yapılmaktadır. Bunun sonucunda da 
elde edilecek sonuçlar parazitin enfekte evresine (promastigot 
veya amastigot), enfeksiyonun ilerleyiş yönüne, inokulasyonun 
büyüklüğüne bağlı olarak değişmektedir (23-25). 

Son yıllarda, Dünya’da L. major türü için özellikle immun yanıt ile 
ilişkili çalışmalara sıklıkla rastlanmaktadır (22, 26-28). Türkiye'de 
ise, L. major türünün patogenezi veya immünolojisini ortaya koy-
mak amacıyla, laboratuar şartlarında üretilerek hayvan pasajla-
malarının yapıldığı herhangi bir çalışmaya rastlanılmamıştır. Bu 
nedenle bu çalışma, L. major için, Türkiye’de yaşayan ve sınır 
dışına hiç çıkmamış bir hastadan elde edilen ilk Türk suşu olarak, 
deney hayvanlarında üretilen ilk çalışma özelliğini taşımaktadır. 
Bu çalışma, aynı zamanda, Türkiye’de ZKL etkeni olan L. major 
türünün laboratuarda kültüre edilmesi amacıyla rol model olarak 
gerbilin (Meriones unguiculatus) kullanıldığı ilk çalışmadır.

YÖNTEMLER

Bu çalışma, T.C. Adnan Menderes Üniversitesi Hayvan Deneyleri 
Yerel Etik Kurulu’nun 28.08.2012 tarih ve 2012/046 sayılı kararı ile 
alınan Etik Kurul Onayı ile gerçekleştirilmiştir.

Çalışmada Kullanılan Gerbiller

Gerbiller (Meriones unguiculatus), Charles river (Erkrath, 
Almanya) laboratuarından sağlanmış ve ADÜ Veteriner Fakültesi 
Deney Hayvanları Enstitüsü bünyesinde kullanım amaçlı olarak 
bakıma alınmıştır. 

Gerbillerin Leishmania major ile Enfeksiyonu ve Takibi
Araştırmada beş olgun erkek ve beş olgun dişi gerbil kullanılmış-
tır. Çalışmada kullanılan L. major suşu ise Bitlis ili kırsalında yaşa-
yan ve 18 yaşında olan erkek hastadan izole edilmiştir. Hastanın 
çene altı bölgesindeki lezyonundan alınan örneğin, laboratuara 
adapte olmasında öncelikle; promastigotların gelişimi için zen-
ginleştirilmiş Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) besiyerine ekimi 
gerçekleştirilmiş, promastigotların üremesini takiben ise içerisin-
de %10 fetal sığır serumu, L-glutamin ve %1 antibiyotik solusyo-
nu içeren RPMI 1640 besi yerine ekimi yapılmıştır. Elde edilen suş 
Celal Bayar Üniversitesi (CBÜ) Tıp Fakültesi Parazitoloji Anabilim 
Dalı Parazit Bankası’nda muhafaza edilmiş ve MHOM/TR/2012/
MANİSAPB233 olarak kodlanmıştır. Kullanılacağı zaman sıvı azot 
tankından çıkarılan izolatın zenginleştirilmiş NNN besiyerine 
ekimi yapılmıştır. Zenginleştirilmiş NNN besi yerinde üreyen izo-
latın, 25 mL’lik flaks içerisinde 5 mL RPMI 1640 + %10 Fetal sığır 
serumu içeren besi yerinde üremesi sağlanmıştır. Parazitlerin 
çoğalması takip edilip 2-3 günde bir besi yeri eklenerek 10 mL 
promastigot içeren besi yeri elde edilmiştir. Promastigot süspan-
siyonu 1x108 promastigot/mL olacak şekilde mikroskopta sayıla-
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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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rak ayarlanmıştır. Gerbillerin enfeksiyonu için de bu promastigot 
süspansiyonundan faydalanılmıştır. Enfeksiyon için gerbiller 
öncelikle ksilazin/ketamin anestezisine alınmış ve daha sonra 
önceden hazırlanmış olan süspansiyonlardan her bir gerbil için 
0,2 cc olarak ayarlanmış insülin iğneleri ile sol ayak tabanların-
dan, 1x108 promastigot/mL içeren bu süspansiyon inoküle edil-
miştir. Gerbillerde enfeksiyon şekillenmesi ve gelişimi günlük 
olarak izlenmiş, hayvanlarda şekillenebilecek olası klinik bulgular 
(tüy dökülmesi, deride kabuklanma ve kepeklenme, tırnaklarda 
anormal uzama vb.) takip edilerek not edilmiştir.

Promastigot inokulasyonundan sonraki yaklaşık 40 gün içerisinde 
de enfeksiyonun visseralize olup olmadığı yönünden incelenme-
si amacıyla hayvanlar ötenazi edilerek nekropsileri yapılmıştır. 
Nekropside tüm iç organlardan preparatlar hazırlanarak Giemsa 
ile boyanmıştır.

DNA Ekstraksiyonu ve PZR
Doku örneklerinden hazırlanan tüm homojenizatlardan Promega 
Wizard Genomic DNA Extraction Kit (Madison, WI, USA) ile DNA 
izolasyonu yapılmıştır. Örnekler PZR çalışılana dek -200C‘de sak-
lanmıştır. Çalışmada, ITS1 problu gerçek zamanlı Polimeraz Zincir 
Reaksiyonu (PZR) testi uygulanmıştır. Leishmania parazitlerinin 
ssu rRNA ve 5.8S rRNA yı kodlayan genleri ayıran ribozomal 
internal transcribed spacer 1 (ITS1) bölgesi, Forward primer; 
5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3’, Reverse Primer; 
5’-GAAGCCAAGTCATCCATCGC-3’ primerleri, QuantiTect 
Probe PCR Kit Master karışımı ile birlikte aşağıda yazılı özgün 
problar kullanılarak çoğaltılmıştır. 

Probe 1: 5’- LC610-GCGGGGTGGGTGCGTGTGTG--PH

Probe 2: 5’-CCGTTTATACAAAAAATATACGGCGTTTCGGTTT--FL 

Gerçek zamanlı PZR analizi için hazırlanan toplam 25 µL’lik reak-
siyon karışımında; 1,5 µL H20 (PCR grade water), 1 µL Forward 
Primer, 1 µL Reverse Primer, 0,5 µL Probe1, 0,5 µL Probe2, 12,5 
µL QuantiTect Probe PCR Kit Master karışımı (Qiagen) ve 5 µL 
genomik DNA örneği kullanılmıştır. 

Tür içi farklılıkların (L. tropica, L. infantum ve L. major ayrımı) sap-
tanması için belirlenen termal profil; denatürasyon, amplifikas-
yon, erime eğrisi analizi ve soğutma basamaklarından oluşmak-
tadır ve Rotor-Gene cihazının programına çalışma protokolleri 
olarak kaydedilmiştir.

Rotor-Gene’de melting analizi yapılarak sonuçlar elde edilmiştir.

BULGULAR 

Enfekte edilen gerbillerin takibi sonucunda; enfeksiyonun 30. 
gününde erkek hayvanların testis dokusunda ödem şekillendiği, 
bir hayvanın ayak bölgesinde doku bütünlüğünün bozulduğu ve 
kanama odaklarının oluştuğu, başka bir hayvanın burun bölge-
sinde de kanama şekillendiği gözlenmiştir (Resim 1-2).

Enfeksiyonun otuz beşinci gününde de bir gerbile ötenazi yapı-
larak, nekropsisi gerçekleştirilmiştir. Nekropside başta, karaciğer 
ve dalak olmak üzere tüm iç organ ve dokularından (akciğer, 
böbrek, kalp, testis) preparatlar hazırlanmış ve Giemsa ile boya-
narak ışık mikroskobunda amastigotların varlığı araştırılmıştır. 
Yapılan incelemelerde, tüm iç organ ve dokularda amastigotlara 
rastlanmıştır (Resim 3-6). 
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Resim 1. L. major ile enfekte gerbilde sol ayakta oluşan lezyonlar

Resim 3. Böbrek dokusundan hazırlanan preparatlarda L. major 
amastigotları

Resim 2. L. major ile enfekte gerbilde testisdeki ödem ve şişlik 
ve ayak tabanındaki yangı



Enfeksiyonun teyit edilmesi için gerçekleştirilen Polimeraz Zincir 
Reaksiyonu (PZR)nda da nekropsisi gerçekleştirilen gerbillerden 
alınan örneklerde Leishmania parazitlerinin ssu rRNA ve 5.8S 
rRNA yı kodlayan genleri ayıran ribozomal internal transcribed 
spacer 1 (ITS1) bölgesi, özgün problar kullanılarak çoğaltılmış ve 
erime eğrileri grafikte verilmiştir (Resim 7).

TARTIŞMA 

Leishmania major türünün neden olduğu Zoonotik Kutanöz 
Leishmaniasis (ZKL), dünyanın pek çok bölgesinde sağlık problem-
lerine yol açan ve son zamanlarda ciddi artış gösteren bir hastalık 
olarak bilinmektedir (29, 30). Türkiye’de de özellikle son yıllarda 
Akdeniz ve Güney Doğu Anadolu Bölgelerinde ZKL etkeni L.
major’un izole edildiği çalışmalara rastlanmaktadır (11, 12, 31, 32). 
Bu çalışmalarda, hastalardan alınan klinik materyallerin uygun besi 
yerlerine ekimi yapılarak parazitlerin üremesinin sağlandığı ve 
yapılan izoenzim analizleri sonucunda L. major MON-103 zimode-
minin olduğu ifade edilmiştir. Bununla beraber izole edilen para-
zitlerin tür tiplendirmesi için gerçek zamanlı Polimeraz Zincir 
Reaksiyonu (PZR) testlerinden yararlanıldığı, aynı zamanda fare ve 
hamsterlar kullanılıp bir hayvan modeli oluşturularak etkenlerin 
oluşturduğu klinik seyirin takip edildiği ve hayvanlarda kısa sürede 
(7-10 gün) ağır lezyonların şekillendiği belirtilmiştir (31, 32). 

Hastalığın rezervuarları olarak bilinen kemirgenlerde, doğal enfek-
siyonların varlığını ortaya koymak için, özellikle hastalığın endemik 
olarak görüldüğü Orta Doğu ve Asya ülkelerinde pek çok çalışma 
gerçekleştirilmiştir (15-18, 33). Leishmaniasis hastalığının kontrol 
altına alınması için uygulanacak aşı adaylarının belirlenmesi ve 
hastalığın immunolojik mekanizmalarının aydınlatılması gibi 
deneysel çalışmalarda ise başta fare olmak üzere, hamster, köpek 
gibi hayvanlar kullanılmıştır. (21, 22, 26, 27). Yapılan araştırmalarda, 
Suriye hamsterlarının visseralize olabilen Leishmania türleri ile 
oluşturulan deneysel enfeksiyonlara son derece duyarlı oldukları 
ve insan vakalarına benzer klinik ve patolojik özellikleri çok iyi gös-
termelerinden dolayı Visseral Leishmaniasis (VL) çalışmaları için en 
uygun model hayvan oldukları düşünülmektedir (21). Önceki yıllar-
da yapılan bir çalışmada da, Suriye hamsteri kullanılarak L. 
major’un visseralize olup olmadığı araştırılmıştır. Hamsterlara 1x106 
sayıda promastigot verilmesini takip eden 1, 3, 6 ve 10. aylarda 
gelişen enfeksiyon seyri izlenmiştir. Çalışma neticesinde ZKL etke-
ni olan L.major’un visseralize olabilme yeteneğinin olduğu vurgu-
lanmıştır (19). Diğer taraftan bu hayvanlarda enfeksiyonların immu-
nopatolojisini ortaya koyacak antikor ve sitokin gibi bazı özel 
maddelerin eksikliğinden dolayı kullanımları günümüzde sınırlı 
kalmıştır (21). Bundan dolayı araştırıcılar, Leishmaniasis hastalığı ile 
ilişkili immun mekanizmaların ortaya çıkartılması için farklı deney 
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Resim 4. Dalak dokusundan hazırlanan preparatlarda L. major 
amastigotları

Resim 5. Karaciğer dokusundan hazırlanan preparatlarda L. 
major amastigotları

Resim 6. Testis dokusundan hazırlanan preparatlarda L. major 
amastigotları

Resim 7. Leishmania parazitinin ITS1 bölgesine özgü tasarladığımız 
primer ve problar ile gerçek zamanlı PZR yardımıyla gerbillerden 
alınan örneklerin Leishmania major’e uygun erime eğrisi



hayvanlarını kullanma arayışına girmişler ve primatlar dahil pek çok 
hayvanı rol model olarak düşünmüşlerdir (20). Ancak bu çalışma-
larda şimdiye kadar gerbillerin kullanıldığı herhangi bir çalışmaya 
rastlanılmamıştır. Bu nedenle, bu çalışmada Türkiye’den elde edil-
miş bir suş kullanılarak, gerbillerde deneysel L. major enfeksiyonu 
oluşturulmaya çalışılmış ve etkenin, model hayvan olarak seçilen 
M. unguiculatus türü gerbillerde, oluşturduğu klinik seyir ve 
patogenezisinin aydınlatılması amaçlanmıştır. 

Kemiricilerin, vektörler aracılığı ile bulaşan pek çok zoonotik karak-
terli hastalığın epidemiyolojilerinde rezervuar rol oynadığı bilin-
mektedir (34). Dolayısı ile, kemiriciler ile taşınan hastalıklar ve 
enfeksiyonların epidemiyolojik siklusunda kemiricilerin işe karıştığı 
hastalıklar Türkiye ve yakın çevresindeki ülkelerde hala özel bir 
öneme sahiptir (34). Türkiye’de kaydedilmiş 150'den fazla memeli-
nin, 65 tanesinin kemiriciler olduğu bilinmektedir (35). Bunların 
içerisinde Meriones cinsi olarak bilinen ve çöl faresi olarak adlan-
dırılan türlerden beş tanesinin, ülkemizin farklı bölgelerinde varlığı 
önceki yıllarda ortaya konmuştur (36). Meriones cinsine ait M. 
tristrami türünün ülkemizin İran sınırı boyunca, hatta İzmir ili sınır-
larına kadar bir alanda yayılış gösterdiği, bunun yanında M. perci-
cus ve M. dahli türlerinin Türkiye’nin doğusunda, M. crassus türü-
nün Güneydoğu Anadolu Bölgesinde ve M. vinogdrovi türünün 
ise Doğu ve Güneydoğu Anadolu bölgelerinde görüldüğü bildiril-
miştir (36). Meriones unguiculatus türü ise laboratuar hayvanı ola-
rak kullanılan bir meriones türü olarak bilinmektedir (36). 

Meriones unguiculatus türü; Leishmaniasis hastalığı ile ilişkili ola-
rak hastalığın kontrolü, patogenezisi veya konak immunulojisi 
üzerinde yapılacak araştırmalarda kullanılan hamsterlere ve farele-
re göre daha uysal ve çalışılması daha kolay bir deney hayvanı 
olduğu için bu tarz çalışmalarda iyi bir model hayvan olabilir. Bu 
çalışmada da hem ZKL etkeni olan L. major’un doğal rezervuarı 
olması hem de laboratuar şartlarında kolay çalışılabilir bir deney 
hayvanı olması nedeni ile M. unguiculatus türü model hayvan ola-
rak seçilmiştir. Çalışma neticesinde, ZKL etkeni olan L. major türü-
nün gerbillerde visseralize olduğu, enfeksiyondan sonraki 35. 
günden itibaren başta karaciğer ve dalak olmak üzere tüm iç 
organ ve dokularda, parazitin amastigot formlarına rastlanıldığı 
tespit edilmiştir. Elde edilen verileri desteklemek için gerçekleşti-
rilen gerçek zamanlı PZR ile de sonuçlar doğrulanmıştır. Daha 
önce hamsterların L. major ile enfekte edildiği bir çalışmada; sade-
ce yaygın kutanöz lezyonların oluştuğu hayvanlarda etkenin visse-
ralize olduğu ve sadece dalaktan hazırlanan örneklerde amastigot 
formlarına rastlanıldığı bildirilmektedir (19). Aynı çalışmada hams-
terların karaciğer ve böbreklerinden hazırlanan preparatlarında 
amastigotlara rastlanılmadığı ifade edilmektedir (19). 

SONUÇ

Çalışma neticesinde elde edilen veriler dikkate alındığında, kuta-
nöz ve visseral leishmaniasis ile ilişkili olarak gerçekleştirilebilecek 
ve model olabilecek deneysel çalışmalarda gerbillerin (Meriones 
unguiculatus) başarı ile kullanılabileceği düşünülmektedir.
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