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Ulkemizde ve bdlgemizde Leishmania tirlerinin neden oldugu hastalik formlari kiitanéz ve viseral
leysmanyaz (sirasiyla, KL ve VL) olup, KL etkeninin siklikla L.tropica oldugu bilinmektedir. Ancak son
yillarda VL etkeni olarak bilinen L.infantum’un da KL etkeni olabilecedi gdsterilmistir. KL tanisinda direkt
mikroskopi, serolojik testler ve kiltir yontemleri, kullanilan geleneksel yontemlerdir. Bu yontemlerin
0zgulligu yiksek olmakla birlikte duyarliliklari degiskendir ve ayrica tir tayini yapilamamaktadir. Son
yillarda, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli molekiiler yontemlerin kullanima girmesi, tani ve
tiplendirmenin hizli ve duyarli olarak yapiimasina olanak saglamistir. Bu calismada, KL'li hastalarda hem tani
hem de tir tayinini ayni anda yapabilecek PCR-restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) yonteminin
performansinin arastirilmasi amaclanmistir. Calismaya, 2012-2014 yillari arasinda Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Laboratuvarina gelen KL siipheli olgularin deri lezyonlarindan alinan
orneklerden, mikroskobik incelemede Leishmania amastigotlarinin saptandigi 30 yayma 6rnegi dahil
edilmistir. Negatif kontrol olarak, Staphylococcus aureus (n= 5) ve Candida albicans’in (n=5) etken oldugu
deri lezyonlarindan alinan toplam 10 adet ornek kullanilmistir. Yayma 6rneklerinden DNA izolasyonu,
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ticari bir kit (Macherey-Nagel NucleoSpin Tissue® Kit, Almanya) kullanilarak yapilmustir. Pozitif kontrol
olarak, kiltiirde cogaltilan L.major, L.infantum ve L.tropica promastigotlarindan da ayni sekilde DNA
izolasyonu yapilmistir. PCR yonteminde, ITS (internal transcribed spacer)-1 bolgesini hedefleyen LITSR
ve L 5.8S primerleri kullanilmistir. RFLP yonteminde, amplifiye edilen PCR driinleri, tiir tayini yapmak
amaciyla BsuRl (Haelll) restriksiyon enzimi kullanilarak kesilmis ve tim o6rneklerde (n= 30) L.tropica’ya
0zgl bant gorlintlist saptanmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan 6rneklerin hicbirinde (n= 10) bant
saptanmamistir. Calismamizda, Aydin ilinde en yaygin gorilen tiriin L.tropica oldugu belirlenmistir.
Sonug olarak, KL'li hastalarin klinik érneklerinde dogrudan hem parazitin tespiti hem de tiir tayini icin
ITS-1 PCR-RFLP yonteminin, yeterli olanaklari olan laboratuvarlarda rutin tanida kullanilabilecegi kanisina
varilmistir.

Anahtar sozciikler: Kiitan6z leysmanyaz; Leishmania; tiir tanimi; PCR-RFLP; ITS-1.

ABSTRACT

The forms of the disease caused by Leishmania species in Turkey as well as in Aegean region are
cutaneous and visceral leishmaniasis (CL and VL, respectively), and the agent of CL is commonly L.tropica.
However, L.infantum was also reported as being CL agent recently. Direct microscopic examination,
serological tests and culture are the conventional methods used for the diagnosis of CL. Since the
specificities of these methods are high their sensitivities are variable and identification at species level
is not possible. Recently, the use of polymerase chain reaction (PCR)-based molecular methods enabled
the rapid and reliable diagnosis and species identification. The aim of this study was to investigate the
performance of PCR-restriction fragment length polymorphism (RFLP) method both for the detection
and identification of Leishmania species simultaneously in CL patients. A total of 30 smear samples that
were positive for Leishmania amastigotes with microscopic examination, obtained from CL-suspected
cases admitted to Adnan Menderes University Medical School Hospital, Parasitology Laboratory (located
at Aydin, in the Aegean region of Turkey) between 2012-2014 period were included in the study. Ten
samples taken from the skin lesions caused by Staphylococcus aureus (n= 5) and Candida albicans (n=5)
were also included as negative controls. DNA extractions from the smears were performed by the use of
a commercial kit (Macherey-Nagel NucleoSpin Tissue® Kit, Germany). DNA isolation was also performed
from L.major, L.infantum and L.tropica promastigotes that were grown in culture as positive controls.
In PCR method LITSR and L5.8S primers targeting to ITS (internal transcribed spacer)-1 region were
used. In RFLP method, the amplified PCR products were cleaved by BsuR! (Haelll) restriction enzyme for
the species identification. As a result, restriction profiles of all samples (n= 30) were in accordance with
L.tropica restriction profile. No band was observed in the control samples (n=10). The data of this study
showed that the most common CL agent in Aydin is L.tropica. In conclusion, ITS-1 PCR-RFLP method
may be used directly as a single routine procedure for both the detection and identification of Leishmania
species in the clinical samples of CL patients, in laboratories with adequate facilities.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis, Leishmania; species identification; PCR-RFLP; ITS.

GiRis

Huicre ici bir protozoon olan Leishmania tirlerinin neden oldugu leysmanyaz, Phleboto-
mus cinsi sinekler ile bulasmaktadir. Enfeksiyon, kiitanoz, viseral ve mukokiitan6z tutulum
ile seyredebilmekte, yilda 350 milyondan fazla kisinin risk altinda oldugu ve 1.5-2 milyon
yeni olgu saptandigi bildirilmektedir'. Ulkemizde kiitanéz (KL) ve viseral (VL) leysmanyaz
formlari goriilmekte olup, yilda 2000°in (izerinde KL olgusu bildirilmekte ve olgularin bu-
yiik bir kisminin Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde oldugu dikkati cekmektedir?3. Buna
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kargin Aydin ilinde de hastaligin her iki formu da saptanmaktadir, dolayisiyla ilimiz KL
acisindan batidaki en dnemli endemik bolgedir. Aydin ilinde 1996-2004 yillari arasinda
159 KL olgusu bildirilmistir®.

Leishmania turlerinin insanlari enfekte eden 20 tir ve alt tirl mevcuttur. Degisik alt
turler ile olusan KL'nin klinik gorintmlerinin de farkli oldugu ve tanida gticliik yaratabil-
digi belirtilmektedir?. Hastaligin tanisinda en sik kullanilan yéntemler; yayma, kiiltiir ve
histopatolojik inceleme olup, bu yontemlerin farkh sonuclar verebildigi, 6zgtlluga yik-
sek olmakla birlikte duyarlihginin diisiik ya da degisken oldugu ifade edilmektedir®. Bu
yontemlerle Leishmania tiirii saptanamamakta, zamana ve deneyimli personele gereksi-
nim duyulmaktadir. Son yillarda, parazit DNA’sinin farkl bolgelerini hedefleyen moleki-
ler yontemler de tanida kullaniimaya baslanmistir®. Molekiiler ydntemlerin gelismesiyle
izolatlarin tur ayinmlarinin yapilmasi mimkin olmus ve klasik bilgiler degismeye basla-
mustir. Onceleri VL etkeni olan tiirlerin sadece ic organ tutulumu yaptigi diisiinliirken,
tlr diizeyinde yapilan calismalarla bu bilgiler yenilenmis; ayrica, L.tropica ve L.major’e ek
olarak L.infantum’un da KL'ye neden oldugu bildirilmistir?’-.

Bu calismada, KL tanisi almis olgulara ait Leishmania amastigot pozitifligi saptanan
yayma oOrneklerinden, hem tani hem de tir tayinini ayni anda yapabilecek ve rutin uy-
gulamada tir diizeyinde sonug verecek molekiler bir yontemin [ITS (internal transcri-
bed spacer)-1 bolgesini hedefleyen polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) - restriksiyon parca
uzunluk polimorfizmi (RFLP)] denenmesi hedeflenmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, 2012-2014 yillari arasinda, Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Pa-
razitoloji Laboratuvarina gelen KL siipheli olgularin deri lezyonundan insilin enjektori
ile alinan orneklerden, Leishmania amastigotlarinin saptandigi 30 yayma 6rnegi dahil
edildi. Yayma &rnekleri PCR calisilincaya kadar boyanmadan -20°C’de saklandi. Negatif
kontrol olarak, Staphylococcus aureus (n=5) ve Candida albicans'in (n=5) yol actigi deri
lezyonundan alinan toplam 10 adet 6rnek kullanildi.

Saklanan yayma orneklerinden DNA izolasyonu, Uretici firmanin Onerilerine gore
NucleoSpin Tissue® (Macherey-Nagel GmbH, Almanya) kiti kullanilarak yapildi ve DNA
ornekleri kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi. Ayrica kontrol amaciyla kiltiirde cogal-
tilan L.major, L.infantum ve L.tropica promastigotlarindan da ayni sekilde DNA izolasyonu

yapildi.

PCR yonteminde, primer olarak ITS-1 bolgesini hedefleyen LITSR: 5-CTGGATCATTTT-
CCGATG-3’ ve L5.85: 5'-TGATACCACCACTTATCGCACTT-3’ primerleri kullanildi'*. PCR
karisimi; 1-2 pl kalhp DNA, 0.4 pmol her bir primer, 0.5 U Tag DNA polimeraz, 0.2 mM
her bir dNTP, 3 pl 10x Taq polimeraz tamponu KCl ve 2.5 mM MgCl, olarak hazirlandi ve
distile su ile 30 pl’'ye tamamlandi. PCR amplifikasyonu; 94°C’de 10 dk 6n denatiirasyon
sonrasl 35 dongu (94°C’de 30 sn, 49°C’de 30 sn ve 72°C’de 60 sn) ve 72°C’de 7 dk son
uzama olacak sekilde programlanan i1s1 dongu cihazinda yapildi. 8-10 pl PCR Griing, %71
SYBR Green iceren %2 agaroz jelde Tris borik asit-EDTA (TBE) tamponunda yurutaldik-
ten sonra agaroz jel gorlintiileme sistemiyle gorintilendi.
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RFLP islemi icin, ultraviyole 1s1g1 altinda DNA parcalarinin gorildigu LITSR ve L5.8S
primerleri ile amplifiye edilmis PCR urinleri, tur tayini yapmak amaciyla BsuRI (Haelll)
restriksiyon enzimi ile kesildi. Amplifiye olmus her PCR Griintinden 10 pL alinip PCR tiip-
lerine aktarildi; izerlerine 1 pL BsuRl enzimi, 2 pl restriksiyon tamponu ve 18 pl distile su
ile eklendi ve karistirilarak 37°C’de 4 saat inkiibe edildi. Uriinler %2.5 agaroz jelde 50 baz
cifti (bg) belirtegc kullanilarak yiritildid ve gorintilendi. Restriksiyon sonrasi elde edi-

len bantlar, referans L.tropica,
L.infantum ve L.major suslari
ile karsilastirilarak degerlendi-
rildi'®.

BULGULAR

Leishmania ~ amastigotlar
saptanan 30 yayma Orneginin
timinden DNA izolasyonlari
gerceklestirilmis ve PCR-RFLP
analizi yapilarak gorintilen-
mistir. PCR Grinleri incelen-
diginde, ITS-1 bdlgesinden
beklenen 300-350 bg arasinda
Leishmania’ya 0zgu bantlar
saptanmustir  (Sekil 1). RFLP
sonuclari degerlendirildiginde
ise, tim orneklerde L.tropica'ya
0zgl bantlar saptanmistir (Se-
kil 2). Negatif kontrol olarak
kullanilan S.aureus (n= 5) ve
C.albicans'in (n= 5) yol actig
deri lezyonlarindan alinan 6r-
neklerin hicbirinde bant sap-
tanmamistir.

TARTISMA

Kiutanoz leysmanyaz, (lke-
mizde ihbari zorunlu bir en-
feksiyon hastaligi olup, etkenin
siklikla L.tropica oldugu bildiril-
mektedir®. Mevsimsel goclerin
artmasi ve ulagimin kolaylas-
mas! gibi nedenlerle tlkemizin
Cukurova basta olmak (zere

Sekil 1. LITSR - L5.8S primerleri ile amplifiye olmus bazi olgulara ait
yayma orneklerinin PCR sonuglari. M: Molekiiler belirtec; N: Negatif
kontrol; Hat 1-5: Olgulara ait Leishmania pozitif 6rnekler.

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Sekil 2. BsuRl (Haelll) restriksiyon enzimiyle kesilmis pozitif ve nega-
tif (kontrol) olgulara ait 6rneklerin bir boltimtiniin RFLP sonuglari.
M: Molekiiler belirteg; LM: L.major; Li: Linfantum; LT: L.tropica; Hat
1-30: Pozitif ve negatif (kontrol) érneklere ait sonuglar.
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Ege, Marmara, Orta Anadolu ve Bati Akdeniz gibi diger bolgelerine de hastaligin yayildig
bilinmektedir?. ilimiz, Ege Bdlgesi’nde KL acisindan en énemli odaktir ve 1996 yilindan
beri olgularin diizenli olarak saptandigi rapor edilmektedir. Ayrica Aydin’da insanlar ve
kopeklerde hastaligin viseral formu da gériilmektedir'''2. Dolayisiyla ilimizde, farkl Le-
ishmania tirleri endemik olarak bulunmaktadir. Bu nedenle, etkenin tiir diizeyinde belir-
lenmesi, tani, tedavi ve epidemiyolojik acilardan dnem tagimaktadir. Onceleri tilkemizde,
VL etkeni olarak L.infantum, KL etkeni olarak ise L.tropica ve L.major sorumlu tutulmakta
iken, son yillarda molekdiler tekniklerin gelismesiyle VL etkeni olarak bilinen L.infantum’un
da KL'ye yol actigi Adana bélgesinde gosterilmistir>8. Serin ve arkadaslari'3, 2005 yilinda
Adana ilindeki KL ve VLli olgulardan izole ettikleri suslarda Leishmania’'nin mini-ekzon
gen bolgesinin PCR ile amplifikasyonu ve Eael restriksiyon enzimi kullanarak RFLP yaptik-
lari bir calismada, KL'li olgularin %70’inde L.tropica, %30’unda L.infantum; VL'li olgularin
ise hepsinde L.infantum saptadiklarini bildirmislerdir. Eroglu ve arkadaslarinin' 2015 y-
linda Adana ili ve cevresinde yaptiklari bir diger calismada ise, Haelll restriksiyon enzimi
ile KL'li olgularin %48.6’sinda L.tropica, %35.8’sinde L.infantum ve %15.6'sinda L.major
saptandigi bildirilmistir.

Leishmania turlerinin saptanmasinda biyokimyasal, immuinolojik veya molekiler yon-
temler tanimlanmistir?. Genotiplendirme calismalarinda hedef bélge olarak; mini-ekzon
gen tekrarlari, beta- tubulin geni ve gp63 gen lokusu gibi cekirdek DNA'sI veya kinetoplast
DNA’si secilebilmektedir. Leishmania tirlerinde ITS bolgesi, niikleer DNA'da SSU (small
subunit) ve LSU (large subunit) rRNA genleri arasinda yer almakta ve Leishmania tirlerini
ayirabilecek derecede degiskenlik gostermektedir. ITS-1 PCR-RFLP’de bu gen bdlgesinde
300-350 bg¢ uzunlugundaki bir bolge hedeflenmekte ve bu yontem, kan, doku gibi klinik
orneklerden ve kiiltiirden elde edilen parazitlerde kullanilabilmektedir. Sadece bir enzim
kullanilarak (Haelll), tibbi 6nemi olan Leishmania turlerinin timunin ayirt edilebilmesi,
en 6nemli avantajidir' %%, Marfurt ve arkadaslar'® 2003 yilinda yaptiklari calismada, ITS-
1 gen bolgesini Hae lll-Eae | enzimiyle keserek, bu bolgenin tiplendirme icin en uygun
gen bolgesi oldugunu bildirmislerdir. Boylece parazitin izolasyonu ve Uretilmesine gerek
olmadan, PCR-RFLP ile deri, kan ve kemik iligi gibi klinik drneklerden tek bir yontem
kullanilarak Leishmania’nin hem tanisi, hem de tiir tayini yapilabilmektedir'®. Gadisa ve
arkadaslarinin'” 2007 yilinda Etiyopya’da 55 KL siipheli olguda Leishmania parazitinin
ITS-1 gen bolgesi icin L5.8S/LISTR primerlerini kullanarak yaptiklar tiplendirme cals-
masinda, L.aethiopica’nin baskin tiir oldugu bildirilmistir. Tashakori ve arkadaslari'8, ayni
primerleri kullanarak iran’da en sik L.major'iin saptandigini; Eslami ve arkadaslari'® da
2014 yilinda iran’da Haelll restriksiyon enzimi ile olgularin %49’unda L.major, %51’inde
ise L.tropica saptandiini bildirmislerdir. Tuirkiye’nin sinir komsusu olan Suriye’de de KL
etkeninin L.major oldugu bilinmektedir. i¢ savas sirasinda (ilkemize cok sayida Suriye
vatandasi sigindigindan, KL agisindan etken olarak farkli tiirler karsimiza ¢ikabilir. Salman
ve arkadaslarinin?® 2014 yilinda Nizip’te 341’ Suriye miiltecisi olmak (izere toplam 416
hasta orneginde yaptiklari calismada, 77 hasta KL tanisi almis; bunlarin 62'sinin Suriye
kokenli oldugunu rapor edilmistir.

304 MIiKROBIYOLOJi BULTENI




Ertabaklar H, Ertug S,

Caliskan SO, Bozdogan B.

Diinyada bircok bolgede oldugu gibi, KL olgularina neden olan Leishmania tiirlerinin
bilinmesi, tedavi yaklasimlar ve epidemiyolojik olarak hastalikla miicadele acisindan da
olduk¢a 6nemli olup bu calisma ile ilimizde tek bir test ile KL'de hem tani, hem de tir
diizeyinde sonuc verilmesi saglanmustir. ilimizdeki KL olgularinin bir kismini yansitan 6n
arastirma olarak degerlendirilebilecek bu calismada, etkenin L.tropica oldugu gorilmek-
tedir. ilimiz acisindan, epidemiyolojik olarak antropoonotik karakter gosteren L.tropica ile
mucadele icin, KL'li olgularin erken saptanmasi ve tedavi edilmesi biiyiik 5nem tagimak-
tadir. Sonug olarak, ulkemizde altyapisi uygun laboratuvarlarda ve/veya belirli merkez-
lerde PCR-RFLP’nin KL olgularinda hem tani hem de tir diizeyinde etkenin saptanmasi
amaciyla kullanilabilecegi dustintlmustir.
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