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Yillardir eseysiz tredigi bilinen Leishmania tirlerinin, yakin zamanda aralarinda genetik madde alis-
verisi yapabildikleri gosterilmis, bu sekilde farkl tirlere ait hibrit 6zellikli parazitlerin ortaya cikabildigi
bildirilmistir. U¢ kitanin ortasinda kavsak pozisyonundaki iilkemizde de hibrit suslar bulunabilecegi disii-
niilmektedir. Ulkemizde Leishmania infantum’un neden oldugu viseral leysmanyazis daha az gériiliirken,
Leishmania tropica’min ve L.infantum’un sebep oldugu kutandz leysmanyazis (KL)'te halen yilda 2500
civarinda olgu bildirilmektedir. Calismamizda yerli Leishmania tirlerindeki genetik cesitliligi arastirmak
ve Turkiye'de hibrit Leishmania suglari bulunup bulunmadigini incelemek amaclanmistir. KL etkeninin
L.tropica oldugu Sanliurfa ile hem L.tropica hem de L.infantum’un etken oldugu Hatay calisma icin secilmis
ve bu sehirlerde KL tanisi alan onar hasta calismaya alinmistir. Tim izolatlar gercek zamanl polimeraz zin-
cir reaksiyonu (Rt-PCR), izoenzim analizi, iki boyutlu jel elektroforezi ve MALDI-TOF/TOF-MS ile incelen-
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Turkiye'de Kutantz Leysmanyazis Hastalarindan Elde Edilen Leishmania
izolatlarindaki Farkliliklar ve Bunlarin Fare Modeline Klinik Yansimasi

mis, farkli bulunan proteinler gen dizi analizleriyle dogrulanmis ve farelerle in vivo calismalar yapilmistir.
Sanhurfa’daki 10 izolatin tiimiiniin sadece deri enfeksiyonu olusturan L.tropica oldugu saptanmistir. Buna
karsilik, Hatay’dan alinan 10 izolattan birinin farelerde yalniz deri enfeksiyonu olusturabilen Leishmania
major oldugu gozlenmistir. Bes izolatin ise Rt-PCR ve dizi analiziyle L.tropica oldugu belirlenmistir. Bu beg
izolatin birinde L.tropica referans izolatindan farkl bir protein bulunmus, bu izolatin farelerde yalniz deri
tutulumu ile seyreden bir klinik tablo olusturdugu izlenmistir. Bes izolatin dérdiinde ise L.tropica referans
izolatindan beg farkli proteinin bulundugu ve farelerde hem deri hem de i¢ organ tutulumuna neden
olduklari gosterilmistir. Geriye kalan dort izolatin Rt-PCR’de L.tropica ve L.infantum ile uyumlu cift erime
egrisi sergiledigi, dizi analizi ve izoenzim analizine gore L.infantum oldugu, L.infantum referans izolatina
gore alti farkli proteinin bulundugu ve farelerde hem deri hem i¢ organ tutulumuna neden olabildigi
gosterilmistir. Farkli proteinlere sahip izolatlarin hibrit Leishmania tiirleri oldugu kanisina varilmistir. Calis-
mada ulkemizden elde edilen KL etkeni izolatlarin proteomik, genomik, hayvan modellerinde olustura-
caklari doku tropizmi ve klinik tablolari konularinda alinan sonuglar ilk kez birlikte degerlendirilmistir. Ul-
kemizde KL etken olarak bulunan L.tropica ve L.infantum ek olarak ilk kez KL etkeni L.major izole edilmistir.
Turkiye'de L.infantum/tropica hibritleri olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Leysmanyazis; hibrit; gen; proteomiks; Tiirkiye.
ABSTRACT

Although asexual reproduction has been attributed to Leishmania species, genetic exchange has re-
cently been demonstrated, which helped emerging of hybrid isolates. Situated on the crossroads betwe-
en three continents, Leishmania hybrids may be present in Turkey. In Turkey, visceral leishmaniasis caused
by Leishmania infantum is less common, while cutaneous leishmaniasis (CL) caused by Leishmania tropica
and L.infantum could reach 2500 reported cases a year. Our aim was to investigate genetic variability of
local Leishmania species and presence of hybrid Leishmania strains in Turkey. Twenty CL patients from
Sanliurfa and Hatay, where only L.tropica and both L.tropica and L.infantum cause CL, respectively, were
registered equally. All isolates were assessed with real-time polymerase chain reaction (Rt-PCR), isoenz-
yme analysis, gene sequencing, two-dimensional gel electrophoresis (2D-PAGE) and MALDI-TOF/TOF-
MS followed by in vivo analyses on mouse model. Identification of differentially expressed proteins was
performed. These proteins were confirmed by sequence analysis. All isolates from Sanliurfa were found
to be L.tropica which caused cutaneous infection in mice. However, one of 10 isolates from Hatay was
found as Leishmania major which caused cutaneous infection. Five isolates were found as L.tropica with
Rt-PCR and gene sequencing, one of which had one different protein from the reference L.tropica strain
and caused cutaneous infection. Four of the five isolates had five different proteins compared to refe-
rence strain and caused both cutaneous and visceral infections. Remaining four isolates showed double
melting curves in Rt-PCR, which were concordant with L.tropica and L.infantum. Their sequencing and
isoenzyme analyses indicated them as L.infantum. They had six different proteins compared to reference
L.infantum strain and caused cutaneous and visceral infections. It is concluded that the isolates with
different proteins were hybrid Leishmania species. In the present study, outcomes of the proteomics,
genomics, clinical manifestations and tissue tropism on animal models were evaluated together for the
first time. In addition to L.tropica and L.infantum, L.major was identified as a causative agent for CL and
hybrids of L.infantum/tropica were also shown to be present.

Keywords: Leishmaniasis; hybrid; gene; proteomics; Turkey.

GiRis
Leysmanyazis, insanlarda cogu tropik veya subtropik bolgelerde olmak lizere dort ki-
tada toplam 98 Ulke veya bolgede endemik olarak gortilmektedir. Endemik bolgelerde

yasayan bir milyardan fazla insanin risk altinda oldugu dustinilmektedir. Diinya Saglk
Orgiitii (DSO), her yil viseral leysmanyazis (VL) tanisi konan tahmini 50.000-90.000 yeni
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olgu ortaya ciktigini ve yilda tahmini 26.000-65.000 6lim meydana geldigini bildirmek-
tedir. Ayrica her yil kutan6z leysmanyazis (KL) tanisi konan 700.000-1.000.000 yeni olgu
oldugu bildirilmektedir'.

Leishmania parazitleri Turkiye’de iki farkli klinik forma neden olmaktadir; KL (yilda >
2500 olgu) ve VL (yilda > 40 olgu). Turkiye’de KL etkenleri Leishmania tropica ve Leish-
mania infantum, VL etkeni ise L.infantum’dur?.

Leysmanyaziste klinik olarak tg¢ farkh tablo ortaya cikmaktadir: (i) VL (Kala Azar, ic
organlar leysmanyazisi, kara hastalik, karahumma, oldiiren ates, tropikal splenomegali);
en ciddi seklidir ve tedavi edilmediginde %90 olimle sonuclanmaktadir, (i) KL (lokal
KL, deri leysmanyazisi, KL, sark ¢ibani, guzellik ¢cibani, Halep c¢ibani), (iii) Mukokutanoz
leysmanyazis (ML) daha sonralari, (iv) Yaygin kutanoz leysmanyazis, (v) Kala Azar sonrasi
dermal leysmanyaziste bu gruplara eklenmistir>.

Tanida ilk asamayi klinik tani olusturmakta ve énemli bir yer tutmaktadir. Turkiye'de
VL ve KL tanilari klasik olarak kemik iligi ve deri lezyonundan hazirlanan Giemsa boyali
yayma preparatlarin mikroskobik bakisi ile konulmaktadir. Parazit izolasyonu icin NNN
besiyeri ve mikrokultir yontemleri uygulanmaktadir. In-house olarak hazirlanan IFAT ile
tani belirli merkezlerde gerceklestirilmektedir. rK39 hizh tani testi ticari olarak satilmakta
olup son yillarda giderek daha fazla sayida merkezde kullanilirken, molekiler tani yon-
temleri heniliz arastirma amach olarak kullaniimaktadir. Ayrica tani, deney hayvani inok-
lasyonlarindan da yapilabilmektedir*”.

Son yillarda Leishmania turlerinin hibritler olusturabilecegi hakkinda elde edilen bul-
gularda ve bu konuda molekiiler yontemlerle yapilan analizlerde genetik cesitliligin ileri
dizeyde oldugu gorilmus, tanimlanmus tirlerin gecerli olmadigi ve bu nedenle taksono-
minin yeniden yapilanmasi gerektigi belirtilmistir8.

Leishmania parazitlerinin cesitliliginin mutasyonlarin sonucu oldugu distiniilmekteydi,
oysa yeni bulgular, dogada bulunan bazi izolatlarda eseyli rekombinasyon olustugunun
kanitlarini ortaya koyarak bu gorisi gecersiz kilmaktadir. Ayrica, dogada bulunan Leish-
mania’larda genetik madde degisiminin surekli olarak meydana geldigi, turler arasi ve
tarler ici hibritler ve rekombinant genotipler olustugu saptanmistir. Gliniimiizde genetik
madde degisimi sadece Leishmania tirleri icin degil insanda enfeksiyon yapan ve Leish-
mania gibi kinetoplastit grubunda yer alan Trypanosoma tirleri icin de bildirilmektedir.
Leishmania’da gozlenen genetik madde degisiminin; leysmanyazisin basta epidemiyolo-
jisi, biyolojisi, patolojisi, klinigi, tanisi, tedavisi ve korunma yollarinin yani sira Leishmania
parazit tiirleri acisindan da énemli oldugu vurgulanmaktadir®'".

Bu calismada, lilkemizde elde edilen KL etkeni izolatlarin proteomik, genomik, hayvan
modellerinde olusturacaklari doku tropizmi ve klinik tablolari konulari birlikte degerlen-
dirilerek hibrit turlerinin olup olmadiginin arastiriimasi amaclanmistir.
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Bu calisma, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Ku-
rulu onayi (Tarih: 31.01.2011 ve Karar no: 0023) ve Ege Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu onayi (Tarih: 28.01.2011 ve Karar no: 006) ile gerceklestirildi.

Calisma Alanlar1 ve Kutan6z Leysmanyazis Hastalari

Saglik Bakanligi Bulasici Hastaliklar Bildirim Sisteminin 2005-2008 yillari arasindaki
verileri dikkate alinarak KL olgularinin yogun olarak gorildigi Sanlurfa (n= 2150) ve
Hatay (n= 451 KL, n= 5 VL) illeri calisma alanlari olarak belirlendi.

Sanlurfa ilindeki KL olgularinda etken Leishmania tirl L.tropica iken, Hatay ilinde et-
ken L.tropica ve L.infantum’dur®'2. Her iki ilden de onar olmak lizere toplamda 20 KL
hastasindan Leishmania izolatlar elde edilerek proje calismasinda kullanildi. Ayrica ¢a-
lismada kriyoprezervasyon yapilarak sivi azotta saklanan dort uluslararasi referans Leish-
mania kontrol izolati [L.tropica (MHOM/AZ/1974/SAF-K27), Leishmania major (MHOM/
SU/1973/5ASKH), L.infantum (MHOM/TN/1980/PT1), Leishmania donovani (MHOM/
IN/1980/DD8)] de kullanild.

Hastadan Ornek Alinmasi

Deriden alinan klinik orneklerden 6ncelikle ince yayma preparatlar hazirlanip Giemsa
ile boyanarak mikroskop altinda Leishmania amastigotlari arastirildi. Deriden alinan klinik
ornek, NNN ile siit ve karaciger ekstresi eklenerek zenginlestirilmis NNN besiyerine (Z
besiyeri) Leishmania izolasyonu icin ekildi. Klinik 6rnegin bir kismi molekiler yontemler-
de kullaniimak tizere RPMI 1640 icerisinde -20°C’de saklandi.

izoenzim Analizi

KL hastalarindan elde edilen 20 adet Leishmania izolatinin izoenzim analizleri, Fransa
Montpellier'de bulunan DSO Leishmania Referans Merkezinde gerceklestirildi.

Leishmania izolatlarinda Uygulanan Molekiiler Testler

DNA izolasyonu: Hazirlanan tiim izolatlardan ve yayma preparatlardan “Roche High
Pure PCR Template Preparation Kit” ile DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen Urinler
-20°C’de saklandi.

Gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (Rt- PCR): DNA izolasyonu sonucu
elde edilen driinlere ITST probu kullanilarak Rt-PCR testi uygulandi'>.

izolatlarin Deney Hayvanlarindaki Modellerde Klinik Yansimalarinin incelenmesi
ve Enfeksiyonlarin Takibi

Hayvan modelleri: Hayvan modellerinin gelistiriimesinde Balb/C cinsi fareler ve has-
talardan alinarak besiyerlerine inokilasyonu yapilan, sivi besiyerinde ¢ok sayida uretilen
Leishmania izolatlar kullanildi. Calisma bolgelerinden izole ettigimiz her bir Leishmania
izolati besiyerlerinde uretildikten sonra sabit fazda kiltiirden alinip her birinde 6 adet
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farenin bulundugu intravenoz (1V) ve subkutan (SC) deney gruplarindaki farelere enjekte
edildi. Fareler disi, 5-7 haftalik ve 20-25 g agirhginda olup ve ad libitum olarak beslendi.

Leysmanyazis modeli olusturmak icin kullanilan promastigotlar, 10 ml kiltir sivisinin
1500 devirde 10 dakika santrifiijlenip, dipte kalan ¢cokeltinin steril serum fizyolojik ile li¢
kez yilkanmasiyla elde edildi. Promastigot siispansiyonunun son konsantrasyonu 1 x 108
promastigot/ml olacak sekilde mikroskopta sayilarak ayarlandi.

a. SC deney gruplari icin; farelerin ayak tabani bolgesinde deri altina 150 pl promasti-
got solusyonu enjekte edildi ve inokilasyonun ikinci haftasinda ayak tabaninda kizariklik
ve sisme olan farelerin lezyonlarinin genisligi ve deriden yiiksekligi mikrometrik 6lgcim
aleti ile haftalik olarak 6lciildi. Olciime 6 ay boyunca devam edildi. Saglam doku sinirin-
dan tuberkilin enjeksiyonu ile serum fizyolojik verilip aspire edilerek alinan 6rneklerden
NNN besiyerlerine ekim yapildi. Giemsa ile boyanarak incelenen preparatlarda Leishma-
nia amastigotlarinin varligi arastinldi'*13. Béylelikle yerli Leishmania suslari kullanilarak
farede KL hayvan modeli olusturuldu.

b. IV deney gruplari icin; Leishmania izolatlarinin promastigot ¢ozeltisi 150 pl IV olarak
farenin kuyruk veninden verildi. Farelere promastigotlarin verilmesinden 30 giin sonra
otopsi yapilarak karaciger ile dalaklari ¢ikarildi. Orneklerden NNN besiyerlerine ekim ya-
pildi. Hazirlanan preparat Giemsa ile boyanarak incelendi ve Leishmania amastigotlarinin
varhigi arastinildi'®.

Her deney grubunda 6 adet fareden olusmus 20 izolat grubu ile calisildi. Ayrica yuka-
ridaki yontemlerin yani sira deney hayvanlarindan alinan organ ve dokularda (karaciger,
dalak, ayak tabani) Rt-PCR yontemi ile de parazit varhigi arastirildi. Bu sekilde yeni elde
edilen izolatlarin fare modelindeki davranislari (viserotropik, dermotropik, dermo-vise-
rotropik) belirlenmeye cahsildi.

Leishmania izolatlarinda Proteomik ve Genomik Arastirmalar

Hatay ve Sanliurfa illerinden elde edilen 20 adet izolatin ve 4 adet referans izolatin
proteinleri izole edilerek 2D-PAGE ile protein profilleri olusturuldu. Yirttme islemi ta-
mamlandiktan sonra protein spotlari Coomassie Brillant Blue boyama teknigi ile goriintr
hale getirildi. Orneklerin jel gériintiileri karsilastirildi ve ifadelenme diizeyinde farklilk
oldugu belirlenen protein spotlari jellerden kesildi. Protein spotlari tripsin enzimi ile mu-
amele edilerek ilgili proteinlere ait peptitler olusturuldu ve bu peptitler MALDI-TOF/TOF-
MS ile analiz edildi. Elde edilen veriler Mascot Server (V2.4, Matrix Science) yardimiyla
NCBI (National Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov) protein
veri tabani taranarak, ilgili proteinlerin tanimlanmasi saglandi. Kesimi yapilan proteinler-
den veri tabani taramasinda eslesme verenler gi numaralari ile isaretlenerek, proteine ait
detayl bilgi alindi. iki boyutlu jel elektroforez analizi ve MALDI-TOF ile farkliigi saptanan
proteinlere ait gen bdlgelerinin dizi analizleri gerceklestirildi. Elde edilen diziler, NCBI
(National Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov) veri tabaninda
blast programiyla karsilastirildi.
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BULGULAR

Proje kapsaminda Sanliurfa ve Hatay illerinden onar olmak tizere toplamda 20 KL
hastasindan Leishmania izolatlar elde edilmistir (Tablo I). izolatlarin farelerde olusturdu-
Ju klinik tablo, hastanin klinik materyalinden ve besiyerinde Uretilen promastigotlardan
yapilan ITS1 problu Rt-PCR sonucu, fare materyalinden Giemsa ile boyal preparatlarin
inceleme sonuclari, fare materyalinden yapilan ekimlerin besiyeri degerlendirmeleri, izo-
latlarin gen dizi ve izoenzim analizleri Tablo Il'de detayli olarak verilmistir.

Sadece L.tropica’'nin etken oldugu KL olgularinin gorildigi Sanhurfa ilinden elde edi-
len izolatlarin sadece dermotropik davranis gosterdigi ve fare ayak tabaninda KL olustur-
dugu saptanmistir (Resim 1). L.major olarak genotipledigimiz izolatin hayvan modelinde
dermotropik davranisg gostererek sadece deriye yerlestigi, cok hizli ve acik yaralarla karak-
terize diger tirlere gore agresif bir KL olusturdugu saptanmistir (Resim 2). L.infantum ve
L.tropica’'nin KL etkeni oldugu Hatay ilinden elde edilen izolatlarin ise fare modelinde der-
motropik ve dermo-viserotropik davranis gosterdigi, hem kutandz lezyonlar olusturdugu
hem de lenfadenopati, tiy dokiilmesi, zayiflama ile kendini belli eden VL olusturdugu
saptanmistir (Resim 3). Farelerin otopsilerinde kontrol grubuna goére dalak ve karaci-

Tablo I. Calismada Kullanilan lzolatlar

izolatlarin kodu Elde edildigi il
MHOM/TR/2012/HU19 Sanlurfa
MHOM/TR/2012/HU24 Sanlurfa
MHOM/TR/2012/HU20 Sanlurfa
MHOM/TR/2013/HU41 Sanlurfa
MHOM/TR/2012/HU31 Sanlurfa
MHOM/TR/2012/HU26 Sanlurfa
MHOM/TR/2013/HU38 Sanlurfa
MHOM/TR/2012/HU27 Sanlurfa
MHOM/TR/2013/HU40 Sanlurfa
MHOM/TR/2013/HU29 Sanlurfa
MHOM/TR/2012/MK03 Hatay
MHOM/TR/2012/MK08 Hatay
MHOM/TR/2012/MK04 Hatay
MHOM/TR/2012/MK09 Hatay
MHOM/TR/2012/MKO05 Hatay
MHOM/TR/2013/MK10 Hatay
MHOM/TR/2012/MK06 Hatay
MHOM/TR/2013/MK11 Hatay
MHOM/TR/2013/MK32 Hatay
MHOM/TR/2013/MK33 Hatay

434 MiKROBIYOLOJi BULTENI



Ozbilgin A, Culha G, Glray MZ, Zeyrek FY, Akyar |, T6z S ve ark.

‘WIZUS0Z! URUR|WIURY Z3Y Y]] &

‘sizeAuew$As| [eJasiA A ‘sizeAuewsAs| zoueiny| Ty “jidosjolasir-owsaq (IA/LA Yidonowusq 11 g ‘NuoAisyeal JduUIZ Zesdswi|od YDd

£LE-NOW ooidos3 ] + TN OAIA + T 9 IA poidoy ] ooidos3 ] LIA/1Q  60MIN/ZL0Z/41/WOHW
¥S-NOW ooidos3 ] + IO IA + TN OAIA poidos3 ] ooidos3 ] IA/La  90MIN/ZLOZ/41/WOHN
¥S-NOW pdidos3 ] +THOAIA +THAAIA paidos3 ] poido. ] IA/1Q  $OMIN/ZLOZ/41/WOHW
L-NOW paidoi3 ] + MO IA + TN OAIA paydoi3 poidoy ] IA/1Q  €OMIN/ZLOZ/41/WOHW
L-NOW wnyupjuI] + I AA A +TIAA A Ad g pordoy jwinjupjur nd g pordon jwinjupojul IA/1Q  SOMIN/ZLOZ/4L/WOHW
«6LE-NOW  wnjupjur + N O IA +IHOAIA Nd g pordoy jwmupyur Ad g pordosy jwinjupyurg IA/1Q  OLMIN/ZLOZ/41L/WOHW
«6LENOW  wnupju +I A TA +IHOAIA d z pordosy jwinupyur Nd g pordosy jwinjupyur IA/1Q  €EMIN/ZLOZ/4L/INOHW
«6LE-NOW  wmubjury + I AA A + I AA A Ad g pordoy jwinjupjur Ad g pordo.n jwinjupjur LIA/1Q  8OMN/ZLOZ/4L/WOHW
ZLE-NOW paidos3 ] 1 1 poidos3 ] voidosy ] 1a LLMA/ZL0Z/4L/WOHW
€01L-NOW Jofbwiy + 1 Jofbwiy Jofbwiy 1a TENN/ZLOZ/YL/WOHIW
/-NOW ooidos3 ] + 1 poidos3 ] poidos3 ] 1a 6ZNH/TLOZ/YL/WOHIN
£/-NOW poidos3 ] +1 + oo1dos3 ] poidos3 ] 1a LTNH/TLOZ/YL/WOHW
£-NOW poydos3 +1 +1 poidos; ] ooidosy ] 1a 9ZNH/ZLOZ/YL/WOHIW
/-NOW ooidos3 ] +1) +1 ooidos3 ] poidos3 ] 1a L¥NH/Z LOZ/41/WOHIN
£/-NOW poidos3 ] +1 +1 ooidos3 ] ooidos3 ] 1a ¥ZNH/ZL0Z/YL/WOHI
£-NOW pdidos3 ] +1 +1 paido3 ] ooidos; ] 1a O¥NH/ZLOZ/YL/WOHIN
/-NOW oojdos3 ] +1 +1l poido3 ] ooidos3 ] 1a 8ENH/ZLOZ/YL/WOHI
£/-NOW ooidos3 ] + 1 poidos3 ] ooidos3 ] 1a LENH/ZLOZ/41/WOHN
£/-NOW ooidos3 ] 1 1 paidos3 ] ooidosy ] 1a 0ZNH/TLOT/YL/WOHIN
£L-NOW paidoi3 ] + + paidoi3 7 poidoy ] 1a 6LNH/ZLOZ/YL/WOHIN
w|zua0z| 1z||eue 1aA1s2q NNN Jeaws ¥dd LSL ¥Dd LSLI ljuewez quip| npoy 1ejoz|
1ZIp-uan 16au.Q auey eswaln Iljuewez 3}a3499H Na319n (nNsnjunins apaJe4
169u1Q aJeq aAisag eaeA) yauaQ yuipy

LDJ3NUOS 1aJWIZU20Z| ‘U3|ZIipUY 1ZIg-UaD
“UD3NUOS LIBJWIAIUQA 1UD] 1NOpUIIDAIRIDI 21D4 ‘liajawa[dijouan) 1NpIDAISIDI YUl 2A 1yapuLiaAisag ‘ojqoL yiully nbnpini$njO apJajain uLbjI[OZ] || O]qDL

435

MIKROBIYOLOJI BULTENI



Turkiye'de Kutantz Leysmanyazis Hastalarindan Elde Edilen Leishmania
izolatlarindaki Farkliliklar ve Bunlarin Fare Modeline Klinik Yansimasi

Resim 1. Leishmania tropica’nin fare ayak tabaninda olustur-
dugu kutanéz lezyonlar.

Resim 2. Leishmania major‘iin fare ayak tabaninda olusturdugu
kutanoz lezyonlar.

Resim 3. Farede dermo-viserotropik yerlesimde lenfadenopati ve
kutanéz lezyonlar
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gerlerinin blyludugu goézlenmistir. Her iki organdan yapilan ve Giemsa ile boyali yayma
preparatlarda amastigotlar gortlmis ve zenginlestirilmis besiyerlerine yapilan ekimlerde
promastigotlara rastlanilmstir. izolatlarin farede olusturdugu klinik tabloyla ilgili detaylar
Tablo Il’de verilmistir.

Leishmania parazitinin ITS1 bolgesine 6zgu tasarladigimiz primer ve problar ile Rt-PCR
yardimiyla tiir tanimlamasina yonelik calismalar sirasinda Hatay ilinden 4 KL hastasindan
elde edilen izolat ve yayma 6rneklerinin hem L.tropica hem de L.infantum’a uygun erime
egrisi gosterdigi saptanmustir (Sekil 1). Ancak yapilan gen dizi analizleri ve izoenzim ana-
lizlerinde bu izolatlar L.infantum olarak degerlendirilmistir. Bu izolatlarin protein profili
referans izolati olan L.infantum (MHOM/TN/1980/IPT1) ile buiyiik benzerlikler gostermis
fakat bu 4 izolatta yapilan proteomik ve genomik arastirmalar sonucunda farkli 6 protein
saptanmustir (Sekil 2, Tablo Ill). Farkli bulunan proteinlere yapilan gen dizi analizlerinde,
L.infantum ve L.tropica’ya ait genomik yapiya sahip olduklari gorilmustdr.

Bu izolatlarin L.infantum/tropica hibriti oldugu distindlmustir (Hatay ilimizden elde
edilen izolatlar MHOM/TR/2012MK08, MHOM/TR/2012/MK33, MHOM/TR/2012/
MK10, MHOM/TR/2012/MKO05).

L.major (MHOM/TR/2012/MK32) olarak genotiplendirilen 6rnedin 2D-PAGE analizi
sonucunda elde edilen protein profili ile referans izolat olarak kullanilan L.major (MHOM/
SU/1973/5ASKH) protein profili benzer ¢cikmig ve protein farkhiligi saptanmamistir.

L.tropica olarak genotiplendirilen izolatlarin birbiriyle uyumlu protein profili gésteren
3 gruba ayrildi§1 g6zlenmistir.

Malimg Famsn

[ = - - -
Vorg e 10

Sekil 1. ITS-1 bélgesine 6zgii Rt-PCR’de hem Leishmania tropica hem
de Leishmania infantum’a uygun erime egrisi.
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y eSS
e

L.infantum grubu L.tropica A grubu L.tropica B grubu

Sekil 2. ki boyutlu jel elektroforez analizi sonuclari. ifadelenme diizeyinde farklilik saptanan protein spotlari
isaretlenmistir.

Tablo Ill. izolat Gruplarinda ki Boyutlu Jel Elektroforez Analizine Gére Farklilik Gésteren Proteinler

Molekiiler agirhik

izolat grubu gi numarasi Protein ismi (Da)

L.infantum grubu gi|68126425 NADP-dependent alcohol dehydroge- 38345
nase, putative

gi|2352423 Iron superoxide dismutase 21618

gi|71084308 Peroxidoxin 1 21278

gi|2665343 Cyclophilin 18811

gi|68129435 Hypothetical protein, conserved 22576

gi|68223993 RNA helicase, putative 49456

L.tropica A grubu gi|68126425 NADP-dependent alcohol dehydroge- 38345
nase, putative

gi|68223771 Methylthioadenosine phosphorylase, 33388

putative

gi|72547444 Short chain dehydrogenase 24859

gi|2352423 Iron superoxide dismutase 21618

gi|68129449 Hypothetical protein, conserved 74821

L.tropica B grubu gi|68129435 Hypothetical protein, conserved 22576

L.tropica A grubu; referans izolat olarak kullanilan L.tropica (MHOM/AZ/1974/SAF-K27)
proteinleri ile biiylik benzerlik gostermis fakat bu 4 izolatla yapilan proteomik arastirma-
lar sonucunda farkli 5 protein saptanmistir (Sekil 2, Tablo Ill) (Hatay ilimizden elde edi-
len izolatlar MHOM/TR/2012/MK03, MHOM/TR/2012/MK04, MHOM/TR/2012/MKO06,
MHOM/TR/2012/MK09).
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L.tropica B grubu; referans izolat olarak kullanilan L.tropica (MHOM/AZ/1974/SAF-K27)
proteinleri ile uyumlu ¢ikmis fakat bu 4 izolatta yapilan proteomik ve genomik arastirma-
lar sonucunda farkh 1 protein saptanmistir (Sekil 2, Tablo I1) (Hatay ilimizden elde edilen
izolat MHOM/TR/2012/MK11).

L.tropica C grubu; referans izolat olarak kullanilan L.tropica (MHOM/AZ/1974/SAF-K27)
proteinleri ile uyumlu ¢ikmis ve protein farkhligi saptanmamustir.

L.tropica izolatlarinda farkli bulunan proteinlere yapilan gen dizi analizlerinde genomik
yaplya ait fark da gozlenmistir.

TARTISMA

VL, daha cok Ege ve Akdeniz bolgelerinde goriilmekle birlikte, Turkiye'de tim bolge-
lerimizden bildiriimis olgular bulunmaktadir. Ulkemizde VL etkeninin, diger Akdeniz Bol-
gesi Ulkelerinde oldugu gibi genellikle L.infantum, KL etkeninin L.tropica oldugu izoenzim
analizi ve molekiiler ydntemlerle gésterilmistir?,

Dogada Leishmania’larda genetik madde degisiminin surekli olarak meydana geldigi,
tiirler arasi ve tiirler ici hibritler ve rekombinant genotipler olustugu saptanmistir. ideal
yasam kosullarina sahip bir ortamda biyolojisini strdlren parazit icin eseyli Gremenin
onemi olmayabilecegi, ancak kosullarin agirlasmasiyla genetik madde degisiminin ha-
yatta kalmak icin kacinilmaz bir faktor oldugu bildirilmektedir. Hibridizasyon sayesinde
parazitin yeni cevre kosullarina, vektorlere ve insan ile evcil hayvanlar dahil tiim konaklara
adaptasyonunun mimkin olabilecegdi, yeni genotip 0zellikleri sayesinde canlilarda etki-
li bir sekilde yerlesip varhgini stirdiirebilecegi belirtiimektedir. Bugiin deneysel diizeyde
turler arasi caprazlamalarla yapilan ileri calismalar rutin islemler olarak uygulanabilecek
duruma getirilebilirse, parazitlerdeki viriilans, patogenez ve ila¢ direncine ait 6nemli fe-
notipik belirleyicilerin haritalandiriimasinin yapilabilecegi vurgulanmaktadir. Bu yeni bul-
gulardan sonra leysmanyazisin basta taksonomisi, epidemiyolojisi, biyolojisi, patolojisi,
klinigi, tanisi, tedavisi ve korunma yollarinin yeniden gézden gecirilmesinin zorunlu oldu-
gu bildirilmektedir'%1117,

Yapilan bir calismada Leishmania’nin dogal vektori olan Phlebotomus dubosgi ve do-
gal olmayan vektorleri olan Lutzomyia longipalpis'te L.major suslarinin vektor icinde fakat
hiicre disinda genetik materyallerini kolayca birbirlerine aktarabildikleri gorilmustur. Bu
calismaya gore metasiklik promastigotlarin ilk ortaya ¢ikmasindan hemen 6nce gorilen
nektonomat safhasinda hibritlesmenin gerceklestigi bildirilmistir. Hibritlesmenin sadece
farkl tirler arasinda olmayip ayni tiir icinde de olabilecedi bu nedenle dogada ayni tiirle-
rin kendi arasinda hibritlesmesi ile ilaca direncli genlerin aktarilarak direncli suslarin ortaya
cikabilecegi bildirilmistir'8.

Etiyopya’'nin glineyinden ve kuzeyinden olmak lizere birbirinden farkl iki bolgesin-
den VL olgularindan elde edilmis 63 tane farkli L.donovani susunun genetik materyalinde
polimorfik mikrosatellit belirtecleriyle yapilan bir arastirmada iki grup arasinda genetik
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materyalin tamamen farkl oldugu HIV ile enfekte VL hastalarindan elde edilen L.donovani
izolatlarinin bircogunun tiir ici hibritler oldugu bildirilmistir'®.

Yapilan baska bir calismada dogada L.aethiopica ve L.donovani arasi genetik aktarim
olarak hibritlesme oldugunu ve ortaya ¢ikan hibritlerin daha cok L.aethiopica benzedigi
bildirilmistir?®. Bunun yani sira L.infantum-L.major hibritlerinin, L.major'e 6zgii vektérle
etkili bir sekilde tasinabilecegi ve bulastirilabilecegi saptanmistir?'.

Aldigimiz tim sonuglari analiz edip yorumladigimizda; Leishmania parazitinin ITS1
bolgesine 6zgii tasarladigimiz primer ve problar ile Rt-PCR yardimiyla tiir tanimlamasina
yonelik calismalar sirasinda Hatay ilinden dort KL hastasindan elde edilen izolat ve yayma
orneklerinin hem L.tropica hem de L.infantum’a uygun erime egrisi gosterdigi saptanmis-
tir. Hayvan modelinde bu izolatlarin ise dermo-viserotropik davranis gostererek hem i
organlara hem de deriye yerlestigi derideki lezyonlarin bu dort izolatta benzer gelisim
evresi ve blyukligu gosterdigi saptanmistir. Bu izolatlarin protein profili referans izolati
olan L.infantum (MHOM/TN/1980/IPT1) ile blyuk benzerlikler gostermis fakat alti farkli
protein saptanmistir. Bu farkl protein icerigi, insanda L.infantum suglarinin dermotropik
davranig gostererek KL tablosunu olusturmakta, modellerde ise dermo-viserotropik dav-
ranis gostererek VL ve KL tablosunu olusturmakta etkili oldugunu akla getirmektedir. Bu
izolatlarin L.infantum/tropica hibritleri olabilecegi, insanda viseral yayihmi beklenirken KL
etkeni olarak da klinik tablo olusturabildigi diistiniilmistiir. Ulkemizde KL etkeni olarak
izole edilen ve L.infantum olarak genotiplenen diger parazitlerin ashinda L.infantum/tro-
pica hibritleri olabilecegi akla gelmistir. Yapilan izoenzim analizlerinde de bu izolatlardan
U¢ tanesinin izoenzimlerinin bugiline kadar tanimlanan Leishmania enzimlerinden farkli
oldugu ve ilk kez saptandigi (MON-319), bir tanesinin L.infantum izoenzimi olan MON-1
oldugu gorilmustdr. Farkh bulunan proteinlere yapilan gen dizi analizlerinde L.infantum
ve L.tropica’ya ait genomik yapiya sahip olduklari goralmiustir.

Leishmania parazitinin ITS-1 bolgesine 6zgl tasarladigimiz primer ve problar ile Rt-
PCR yardimiyla tiir tanimlamasina yonelik calismalar sirasinda Hatay ilinden dort KL has-
tasindan elde edilen izolatin yayma orneklerinin L.tropica’ya uygun erime egrisi gosterdi-
gi saptanmistir. Hayvan modelinde bu izolatlarin dermo-viserotropik davranis gostererek
hem i¢c organlara hem de deriye yerlestigi, derideki lezyonlarin bu dort izolata benzer
gelisim evresi ve blyukligu gosterdigi saptanmistir. Bu izolatlarin protein profili referans
izolati olan L.tropica (MHOM/AZ/1974/SAF-K27) ile blyuk benzerlikler gostermis fakat
bes farkli protein saptanmistir. Bu farkli protein icerigi modellerde dermo-viserotropik
davranig gostererek VL ve KL tablosunu olusturmakta etkili oldugunu akla getirirken, in-
sanda L.tropica suslarinin viserotropik davranis gostererek VL tablosunu olusturabilecegi
olasihgini dustindiirmektedir. Bu izolatlarin viseral yayihm gosterebilen L.tropica varyant
izolatlari olabilecegi ve insanda KL tablosu olusturdugunu ancak farkl konakta viseral
olarak VL tablosunu da olusturabilecegi dustinilmustur.

Leishmania parazitinin ITS1 bolgesine 6zgl tasarladigimiz primer ve problar ile Rt-
PCR yardimiyla tir tanimlamasina yonelik calismalar sirasinda Hatay ilinden bir KL has-

440 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Ozbilgin A, Culha G, Glray MZ, Zeyrek FY, Akyar |, T6z S ve ark.

tasindan elde edilen izolat (MHOM/TR/2012/MK11) ve yayma orneklerinin L.tropica’ya
uygun erime egrisi gosterdigi saptanmistir. Hayvan modelinde bu izolatlarin dermotropik
davranig gostererek yalniz deriye yerlestigi saptanmustir. Bu izolatin protein profili referans
izolati olan L.tropica (MHOM/AZ/1974/SAF-K27) ile blyik benzerlikler gostermis fakat
bir farkh protein saptanmistir. Bu tek proteinlik farklilik modellerde viserotropik veya farkli
bir davranis gostermesine neden olmamistir. Bir proteinlik farkin parazite farede viseral
olarak yayilmaya neden olacak bir yetenek kazandirmadigini distindiirmektedir. Bu izola-
tin kiictik bir proteinlik farkliiga sahip L.tropica varyanti oldugu dislintilmektedir.

Hatay yoresinde saptanan, Turkiye'nin lezyondan izole edilen ilk yerli L.major'e bagh KL
olgusudur. Leishmania parazitinin ITS1 bolgesine 6zgu tasarladigimiz primer ve problar
ile Rt-PCR yardimiyla tuir tanimlamasina yonelik calismalar sirasinda Hatay ilinden bir KL
hastasindan elde edilen izolat (MHOM/TR/2012/MK32) ve yayma orneklerinin L.major'e
uygun erime egrisi gosterdigi saptanmistir. Hayvan modelinde bu izolatin dermotropik
davranig gostererek sadece deriye yerlestigi cok hizli ve acik yaralar ile karakterize diger
tlrlere gore agresif bir KL olusturdugu saptanmustir. Bu izolatin protein profilinin L.major
referans izolati olan (MHOM/SU/1973/5ASKH) ile paralellik gosterdigi saptanmustir. Lez-
yon kisa siirede geliserek doku kaybi ve bozukluklari ile seyreden bir prognoz gostermistir.
Bu izolatin L.major oldugu ve olgunun da insandaki ilk yerli L.major KL olgusu oldugu
gorilmustar.

Leishmania parazitinin ITS1 bolgesine 6zgi tasarladigimiz primer ve problar ile Rt-PCR
yardimiyla tir tanimlamasina yonelik calismalar sirasinda Sanlurfa ilinden 10 KL hasta-
sindan elde edilen izolatlar ve yayma 6rneklerinin L.tropica’ya uygun erime egrisi goster-
digi saptanmistir. Yapilan gen dizi analizlerinde bu izolatin L.tropica’ya uygun gen dizileri
icerdigi gorulmustir. Hayvan modelinde bu izolatlarin dermotropik davranig gostererek
sadece deriye yerlestigi saptanmistir. Bu izolatlarin L.tropica oldugu ve insanda KL tablosu
olusturdugu gorulmustar.

Sonug olarak, sadece L.tropica’nin etken oldugu KL olgularinin goruldigi S$anhurfa
ilinden elde edilen izolatlar dermotropik ve iki farkli tirtin (L.infantum ve L.tropica) KL
etkeni oldugu Hatay ilinden elde edilen izolatlarin bir kisminin ise dermo-viserotropik
davranig gosterdigi saptanmistir. Bu bulgu tlkemizde de L.infantum/tropica hibritlerinin
bulunabilecegini gosteren ilk bulgu olarak degerlendirilmistir. Calismamiz ayni bolgedeki
Leishmania turlerinde protein profili ve genlerindeki bu farkliligi gésteren ve bu izolatlarin
klinik modelde olusturdugu farkh tablolarin ortaya koydugu bir 6n calisma olarak deger-
lendirilmistir. Bu konuda daha net verilere ulasmak icin daha fazla 6rnekle ileri proteomik
ve genomik arastirmalarin yapilmasi gerektigini distinmekteyiz.

Bu hibritlerin varligi, yerli Leishmania izolatlar arasinda dogada genetik madde alisverisi
yapildiginin da gostergesidir. Dogada bulunan ve leysmanyazis icin rezervuar olan canlila-
rin arastinlmasi yaninda saptanan protein farkliliklarinin genotipik, proteomik ve sonrasin-
da metabolik analizlerle ortaya konulmasinin hibritlesme stirecinin anlasilmasina katkida
bulunacag, sonraki agi calismalari icin de altyapi saglayabilecegi dustintilmektedir.

MIKROBIYOLOJi BULTENI 441




Turkiye'de Kutantz Leysmanyazis Hastalarindan Elde Edilen Leishmania
izolatlarindaki Farkliliklar ve Bunlarin Fare Modeline Klinik Yansimasi

TESEKKUR

Bu calismaya 1115179 nolu proje ile destek vererek gerceklestirmemizi saglayan
TUBITAK’a, calisma esnasinda desteklerini esirgemeyen Prof. Dr. Talat Yalgin ve Prof. Dr.
Yusuf Ozbel’e, katkilarindan dolayr Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazit
Bankasina ve izoenzim analizlerinde bize destek olan DSO Leishmania Referans Merkezi-
ne (Universite Montpellier Faculte de Medecine Laboratoire de Parasitologie, Montpelli-
er, France) tesekkur ederiz.

ETiK KURUL ONAYI

Bu calisma, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Ku-
rulu onayi (Tarih: 31.01.2011 ve Karar no: 0023) ve Ege Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu onayi (Tarih: 28.01.2011 ve Karar no: 006) ile gerceklestirildi.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir cikar catismasi bildirmemislerdir.

KAYNAKLAR

1. Leishmaniasis. Leishmaniasis fact sheet. World Health Organization, Available at: https://www.who.int/
news-room/fact-sheets/detail/leishmaniasis. Erisim tarihi: 10 Aralik 2019.

2. Ozbel Y, Ozensoy T6z S. Leishmanosis, pp: 197-244. In: Ozcel MA, Ozbel Y, Ak M (eds), Ozcel’in Tibbi
Parazit Hastaliklari. 2007, Tiirkiye Parazitoloji Dernegi Yayini, izmir.

3. World Health Organization, WHO Technical Report Series 949. Control of the leishmaniases. Report of a
meeting of the WHO Expert Committee on the Control of Leishmaniases, 2010, Geneva.

4. Giirel SG, Yesilova Y, Olgen KM, Ozbel Y. Tiirkiye'de kutanz leishmaniasisin durumu. Tiirkiye Parazitol Derg
2012; 36(2): 121-9.

5. Ozensoy Téz S, Chang KP, Ozbel Y, Alkan MZ. Diagnostic value of RK39 dipstick in zoonotic visceral
leishmaniasis in Turkey. | Parasitol 2004; 90(6): 1484-6.

6. Serin MS, Daglioglu K, Bagirova M, Allahverdiyev A, Uzun S, Vural Z, et al. Rapid diagnosis and genotyping of
Leishmania isolates from cutaneous and visceral leishmaniasis by microcapillary cultivation and polymerase
chain reaction-restriction fragment length polymorphism of miniexon region. Diag Microbiol Infect Dis
2005; 53(3): 209-14.

7. Ertabaklar H, Caliskan SO, Boduc E, Ertug S. Kutanéz leysmanyazis tanisinda direkt mikroskopi, kiiltiir ve
polimeraz zincir reaksiyonu yontemlerinin karsilastiriimasi. Mikrobiyol Bul 2015; 49(1): 77-84.

8. Lukes |, Mauricio IL, Schénian G, Dujardin JC, Soteriadou K, Dedet JP, et al. Evolutionary and geographical
history of the Leishmania donovani complex with a revision of current taxonomy. Proc Natl Acad Sci USA
2007; 104(22): 9375-80.

9. Akopyants NS, Kimblin N, Secundino N, Patrick R, Peters N, Lawyer P, et al. Demonstration of genetic
exchange during cyclical development of Leishmania in the sandfly vector. Science 2009; 324(5924): 265-8.

10. Heitman |. Sexual reproduction and the evolution of microbial pathogens. Current Biology 2006; 16(17):
R711-R25.

11. Miles MA, Yeo M, Mauricio IL. Genetics. Leishmania exploit sex. Science 2009; 324(5924): 187-9.

12. Ozbilgin A, Té6z S, Harman M, Giinasti Topal S, Uzun S, Okudan F, et al. The current clinical and geographical
situation of cutaneous leishmaniasis based on species identification in Turkey. Acta Trop 2019; 190: 59-67.

442 MiKROBIYOLOJi BULTENI



20.

21.

Ozbilgin A, Culha G, Glray MZ, Zeyrek FY, Akyar |, T6z S ve ark.

. El Tai NO, Osman OF, El Fari M, Presber W, Schonian G. Genetic heterogeneity of ribosomal internal

transcribed spacer in clinical samples of Leishmania donovani spotted on filter paper as revealed by single-
strand conformation polymorphisms and sequencing. Trans R Soc Trop Med Hyg 2000; 94(5): 575-9.

. Yardley V, Croft SL. Animal models of cutaneous leishmaniasis, pp: 775-81. In: Zak O, Sande MA (eds),

Handbook of animal models of infection: Experimental models in antimicrobial chemotherapy. 1999a.
Academic Press, San Diego.

. Girginkardesler N, Balcioglu IC, Yereli K, Ozbilgin A, Ozbel Y. Cutaneous leishmaniasis infection in Balb/C

mice using a Leishmania tropica strain isolated from Turkey. | Parasitol 2001; 87(5): 1177-8.

. Yardley V, Croft SL. Animal models of visceral leishmaniasis, pp: 783-7. In: Zak O, Sande MA (eds), Handbook

of animal models of infection: Experimental models in antimicrobial chemotherapy. 1999b. Academic Press,
San Diego.

. Gibson W, Peacock L, Ferris V, Williams K, Bailey M. Theuse of yellow fluorescent hybrids to indicate mating

in Trypanosoma brucei. Parasites & Vectors 2008; 1(1): 4.

. Inbar E, Akopyants NS, Charmoy M, Romano A, Lawyer P, Elnaiem DEA, et al. The mating competence of

geographically diverse Leishmania major strains in their natural and unnatural sand fly vectors. Plos Genet
2013; 9(7): e1003672.

. Gelanew T, Kuhls K, Hurissa Z, Weldegebreal T, Hailu W, Kassahun A, et al. Inference of population structure

of Leishmania donovani strains isolated from different ethiopian visceral leishmaniasis endemic areas. Plos
Negl Trop Dis 2010; 4(11): e889.

Odiwuor S, De Doncker S, Maes |, Dujardin JC, Van der Auwera G. Natural Leishmania donovani/ Leishmania
aethiopica hybrids identified from Ethiopia. Inject Genet Evol 2011; 11(8): 2113-8.

Volf P, Benkova I, Myskova ], Sadlova |, Campino L, Ravel C. Increased transmission potential of Leishmania
major/Leishmania infantum hybrids. Int | Parasitol 2007; 37(6): 589-93.

MIKROBIYOLOJi BULTENI 443





