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Kutanoz laysmanyazis (KL) Turkiye’de en sik Sanlurfa’da goriilen 6nemli bir halk saghgi sorunudur.
ilimizde oldugu gibi, enfeksiyonun farkli Leishmania tiirleriyle olustugu bélgelerde tiir tayini yapilmasi
onemlidir. Calismamizda $anlurfa’dan alinan Leishmania stpheli 136 6rnegin, Sybr Green bazli ITS-1
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) yontemi kullanilarak tiplendirilmesi ve daha sonra
ITS-1 PCR RFLP ve direkt mikroskobik yontemleriyle karsilastirilmasi amaclanmistir. Laysmanyazis sipheli
hasta lezyonlarindan yara sivisi 6rnekleri lam {izerine alinip, tespit edilerek Giemsa boyasiyla boyanmustir.
Preparatlar mikroskopta incelenip amastigot pozitifligi yoniinden degerlendirilmistir. Giemsa boyali pre-
paratlardan, QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra
ornekler, LITSR ve L5.8S primerleri kullanilarak Sybr Green bazl ITS-1 Rt-PCR yontemiyle calsiimistir.
Calismada PCR sonuglarina gore,erime egrisi analizi yapilmis ve erime egrileri referans suslarla karsilas-
tinlmistir. Daha sonra, yiiz otuz alti 6rnege ITST bolgesi amplifikasyonu icin LITSR ve L5.8S primerleri
kullanilarak PCR uygulanmustir. Elde edilen PCR Uriinleri Hae Il restriksiyon enzimiyle kesilerek “restriction
fragment length polymorphism (RFLP)” yapilmistir. Uriinler metaphor agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra
jeller 15 dakika etidyum bromiir ile boyanip, ultraviyole (UV) transiliminatorde gorintilenmistir. Calis-
mamizda Sybr Green bazli ITS-1 Rt-PCR, ITS-1 PCR- RFLP ve direkt mikroskopi yontemlerinin sonuglari
kullanilarak karsilastirma yapilmistir. En ylksek pozitiflik orani %97 (136/132) olarak ITS-1 Rt-PCR ile
belirlenmistir. ITS-1 PCR- RFLP %95.5 (136/130) ve direkt mikroskopi ile %94.1 (136/128) oraninda po-
zitiflik saptanmustir. Sybr Green bazli ITS-1 Rt-PCR yontemiyle calisilip pozitif bulunan 132 6rnegin, erime
egrisi analiziyle 121'i Leishmania tropica, 11'i Leishmania major olarak tiplendirilmistir. ITS-1 PCR RFLP ile
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cahsilan 130 6rnegin 119 (%91.5)'unun L.tropica, 11 (%8.5)'inin ise L.major oldugu belirlenmistir. Calis-
mamizda kullandigimiz ITS-1 Rt-PCR yontemi en fazla pozitiflik saptayan yontem olmustur. Bu yontemle
Leishmania ornekleri L.tropica ve L.major olarak tiplendirilmistir. PCR sonrasi kesim, boyama gibi ekstra
islemler gerektirmemesi ve kisa siirede sonug¢ vermesi bakimindan bu yéntemin Leishmania parazitinin
varligini tespit etmesi ve Leishmania turlerinin hizll tanimlanmasinda faydali olabilecedi ancak L.tropica ve
L.major digindaki tirlerin saptanmasinda etkinliginin gérilebilmesi icin yeni calismalar yapilmasi gerektigi
distnilmustar.

Anahtar kelimeler: Laysmanyazis; kutanoz; genotip; PCR.
ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis (CL) is an important public health problem, most frequently seen in San-
hurfa in Turkey. It is important to determine the species in regions where infection occurs with diffe-
rent Leishmania species, as in our province. In this study, it was aimed to genotype 136 samples with
suspected Leishmania from Sanlurfa using the Sybr Green-based ITS-1 real time polymerase chain re-
action (Rt-PCR) method and then to compare them with ITS-1 PCR RFLP and direct microscopy met-
hods. Wound fluid samples from patient lesions suspected of leishmaniasis were mounted on a slide,
fixed, and stained with Giemsa dye. The preparations were examined under the microscope and eva-
luated for the presence of amastigote. After the extraction of DNA from Giemsa stained preparations
by using the QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Germany), the samples were studied with the Sybr Green
based ITS-1 Rt-PCR method using LITSR and L5.8S primers. As a result of the PCR study, melting cur-
ve analysis was determined and the melting curves were compared with the reference strains. Then,
PCR was performed in 136 samples for ITS1 region amplification using primers LITSR and L5.8S. PCR
products were digested with Hae Il restriction enzyme and RFLP process was performed. The pro-
ducts were run on metaphor agarose gel than the gels were stained with ethidium bromide for 15
min and visualized in a UV transilluminator In our study, the results of Sybr Green-based ITS-1 Rt-PCR,
ITS-1 PCR-RFLP and direct microscopy methods were compared. The highest positivity rate was de-
termined as 97% (136/132) in ITS-1 Rt-PCR method. With ITS-1 PCR-RFLP method 95.5% (136/130)
positivity and with direct microscopy 94.1% (136/128) positivity were obtained, respectively. Of 132
samples, which were studied with the Sybr Green-based ITS-1 Rt-PCR method and found as positi-
ve, 121 were genotyped as L.tropica and 11 were genotyped as L.major by melting curve analysis.
It was determined that, of 130 samples studied with ITS-1 PCR RFLP method 119 (91.5%) were detected
as L.tropica and 11 (8.5%) were detected as L.major. The ITS-1 Rt-PCR method we used in our study was
the method that detected the most positivity rate. With this method, Leishmania specimens were typed
as L.tropica and L.major. It is thought that this method may be useful for the detection of the presence
of Leishmania parasite and in the rapid identification of Leishmania species, as it does not require extra
processes such as cutting and staining after PCR and results in a short time, but new studies are needed
to observe its effectiveness in detecting other species other than L.tropica and L.major.

Keywords: Leishmaniasis; cutaneous; genotype; PCR.

GIRi$

Leishmania dlnya capinda gortlen, enfekte flebotomlarin vektorligini yaptigr bir
parazit hastaligidir. Parazitin 20’den fazla tird bulunmaktadir. Hastalhigin; en yaygin go-
rilen, yara izi ve doku bozukluklarina yol acan kutanoz laysmanyazis (KL), i¢c organlari
tutan, kala azar olarak da bilinen viseral laysmanyazis (VL) ve miikoz dokulari da tutan
mukokutan6z laysmanyazis olmak lzere t¢ ana formu bulunmaktadir. Sonraki yillarda
diffiiz (yaygin) deri laysmanyazisi (DKL) ve kala-azar sonrasi deri laysmanyazisi (PKDL) de
bu gruplara eklenmistir. Viseral laysmanyazis (VL) olgularinin cogu Brezilya, Dogu Afrika
ve Hindistan’da gorlur. Diinya capinda her yil tahminen 50 000 ila 90 000 arasi yeni VL
olgusu meydana gelmektedir. Mukokutan6z laysmanyazis olgularinin %901 Peru, Bre-
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zilya ve Bolivya’da gorilmektedir. 2019°da yeni KL olgularinin %87’sinden fazlasi, Af-
ganistan, Cezayir, Brezilya, Kolombiya, iran, Irak, Libya, Pakistan, Suriye ve Tunus olarak
kaydedilmistir. Her yil diinya capinda 600 000 ila 1 milyon arasinda yeni KL olgusunun
meydana geldigi tahmin edilmektedir'.

Turkiye'de KL olgularinin biylk cogunlugu Sanhurfa, Adana, Gaziantep, Hatay, Os-
maniye, Kahramanmaras ve Mersin’de goriilmektedir. Giineydogu Anadolu Bolgesinde,
Guneydogu Anadolu Projesi (GAP) kapsaminda kurulan barajlar ve sulama kanallari, bol-
gedeki iklimi, tarim alanlarini, popilasyon yogunlugunu, laysmanyazis KL etkenlerini ar-
tiracak sekilde degistirmistir. 1980 sonrasi Sanlurfa ve 1985 sonrasi Cukurova bdlgesinde
KL olgularinin sayisi artmustir. Suriye’deki savastan kacarak gelen miiltecilerden sonra da
Guneydogu illerimizdeki olgu sayilarinda artis gortilmustir. Hastaligin artisinda diizensiz
gdclerin yani sira, hastalarin erken tani ve tedavisinde yasanan zorluklar da énemlidir®.

Bblgemizde KL etkeni daha énceleri Leishmania tropica olarak bildirilirken”- son yillar-
da yapilan calismalarda L.tropica’nin yani sira Leishmania major ve Leishmania infantum’un
da kutanéz laysmanyazise sebep oldugu bildirilmistir>®.

Ozellikle enfeksiyonun farkli Leishmania tiirleri tarafindan olusturuldugu bélgelerde
Leishmania’'nin tur tanimlamasinin yapilabilmesi icin PCR- RFLP ya da DNA dizi analizi
gibi molekiiler yontemler kullanilmasi gerekmektedir. Rutinde tani icin kullanilan direkt
mikroskopi ve kiiltiir gibi ydntemlerle bu miimkiin olmamaktadir®'°.

Bu calismada, farkli Leishmania turleriyle olusan laysmanyazis olgularinin bulundugu
bolgemizde, Sybr Green temelli Rt-PCR yontemi kullanilarak Leishmania enfeksiyonlarin-
da tani ve tiir aynminin yapilmasi amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Onayi ile gerceklestirildi
(Tarih: 01.04.2016 ve Karar No: 2016/03).

Orneklerin Toplanmasi

Bu calismada, 2016-2018 yillari arasinda Leishmania siipheli hastalardan alinan lezyon
sivisi 6rnekleri kullanildi.

Direkt Mikroskopi

Lezyonun kenari iki parmak arasinda sikilip saglam deri ile lezyonun birlestigi noktaya
lanset yardimi ile girisimde bulunuldu. Girigim sonrasi ilk ortaya ¢ikan kan silinip sonra-
sindaki kansiz seroz materyal lam Uzerine nazikce yayildi. Lamlar havada kurutulduktan
sonra metanol ile fikse edilip Giemsa ile boyandi. Giemsa boyali preparatlar mikroskopta
100x objektifle incelenerek Leishmania amastigotlarin varhigr arastirildi.

DNA Ekstraksiyonu
Giemsa boyali preparatlardan, QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak
DNA ekstraksiyonu yapildi. DNA ornekleri ¢alisiincaya kadar -20°C’de saklandi.
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PCR RFLP Yontemi

Leishmania supheli 6rneklerden elde edilen DNA’lara LIT SR (5’-CTG GAT CAT TTT
CCG ATG-3) ve L5.8S (5’-TGA TAC CAC TTATCG CAC TT-3’) primerleri kullanilarak PCR
islemi uygulandi ve Leishmania ITS1 bolgesi DNA amplifikasyonu saglandi.

PCR karisimi; 2 yl DNA, 2.5 pl her bir primer, 0.2 pl Taq DNA polimeraz, 4 ul dNTP ka-
risimi, 5 pl T0x PCR tampon ¢ozeltisi seklinde hazirlandi ve distile su ile 50 pl’ye tamam-
landi. PCR amplifikasyonu icin T-100 Thermal Cycler (Biorad, Amerika) cihazi kullanild
ve amplifikasyon 94°C’de iki dakika 6n denatiirasyon sonrasi 95°C’de 20 saniye denatii-
rasyon, 53°C’de 30 saniye primer baglanmasi ve 72°C’de 1 dakika polimerizasyon olacak
sekilde 33 dongu ve ardindan 72°C’de alti dakika son uzama olarak gerceklestirildi.

Elde edilen PCR riinu Hae Il restriksiyon enzimiyle (10x tampon, 1.5 pl ddH,0 2.5
pl, Hae I11 0.8 pl, 10 ul PCR driini olacak sekilde) 37°C’de bir saat 20 dakika kesim icin
inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra kesim driini, 3 ul yiikleme boyasi, 15 yl
kesim Uriiniiyle kanstirilip metaphor agaroz jele yiiklendi. Ornekler 0.5X TBE tampon
¢Ozeltisi ile 100 voltta 70 dakika yuratildd. Yurdtme sonunda jeller, 15 dakika etidyum
bromiir (0.5ug/ml) ile boyandi ve UV transiliminatérde gériintiilendi''. Sonuclar her
test sirasinda pozitif kontrol suslari (L.tropica, L.major, L.infantum/donovani) kullanilarak
degerlendirildi.

Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi

Rt-PCR calismasinda ITST gen bolgesi amplifikasyonu icin LIT SR (5’- CTG GAT CAT
TTT CCG ATG- 3’) ve L5.8S (5'- TGA TAC CAC TTATCG CAC TT- 3’) primerleri kullanildi.
DNA'larin referans gen agisindan amplifikasyonunu saglamak ve hedef bolgeleri isaret-
lemek amaciyla Faststart Essential Sybr Green karisimi (Roche, ABD) ticari kiti kullanild.
Kitte yer alan prorokole gore PCR karisimi, Sybr Green karigimi 10 pl, (LIT SR) forward
primer 500 nM 1yl, (L5,8S) reverse primer 500 nM 1 pul, DNA 5 pl, H20 3 pl, toplam
hacim 20 pl olacak sekilde hazirlandi.

Hazirlanan Leishmania Rt-PCR karigimlari, DNA lar ile Light Cycler 96 sistemine ait 96
kuyucuklu mikroplaklar Gizerinde bir araya getirildikten sonra Rt-PCR islemine alindi. Isi
protokoli olarak; denatlirasyon agamasinda 95°C’de 10 dakika, amplifikasyon asama-
sinda 95°C'de 20 saniye, 50°C'de 20 saniye, 72°C’de 20 saniye (saniyedeki 1sI degisimi
1.6°C/sn, 40 dongu), erime egrisi asamasinda, 95°C’de 30 saniye, 65°’de bir dakika,
97°C'ye kadar her 0.2°C artista 5 okuma, son olarak sogutma asamasinda 40°C'de bir
dakika olarak calisildi. Sonuclar Light Cycler 96 cihazi quantification analiz programi ve
TM calling analizi kullanilarak belirlendi.

BULGULAR

Calismaya Sark Cibani Tani ve Tedavi Merkezine gelen hastalardan alinan 136 6rnek
dahil edilmistir. Calismaya alinan hastalarin yas araliginin 1-80 arasinda ve yas ortala-
masinin 23.62 + 1.54 oldugu gorilmustir. Hastalarin %53.7 (n= 73 hasta)’sinin erkek,
%46.3 (n= 63 hasta)’tiniin kadin oldugu saptanmustir.
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Hastalardaki lezyon yerleri incelendiginde lezyonun en sik st ekstremitelerde ve yiiz-
de oldugu saptanmistir. Lezyonlarin %36.8’inin el ve kolda, %34.6'sinin ytzde, %7’si-
nin govdede, %5.1’inin ayak ve bacaklarda %16.5'inin viicudun diger muhtelif bolge-
lerinde oldugu belirlenmistir. Hastalarin lezyon tipine bakildiginda, %54.5inin Ulsere,
%40.1'inin nodiiler, %4.5’inin papdtiler ve %0.7'sinin rezidiv tarzda oldugu gorilmustdr.

Lezyon suresi, ay olarak minimum 1, maksimum 36 ay arasinda, ortalama 4.7 + 0.42
olarak hesaplanmistir. Lezyonlarin %96.2'sinin akut (1-24 ay), %3.8’inin kronik (25 ay
ve Uzeri) oldugu belirlenmistir. Lezyon boyutu milimetrik olarak 3-40 mm araliginda,
ortalamasi 12.23 + 0.59 mm bulunmustur.

cue

Hastalarin lezyon sayilarinin 1 ile 10 arasinda degistigi, ortalama lezyon sayisinin 2.19
+ 0.16 oldugu gorilmistir. Hastalarin %53 bir lezyon, %15.2’si iki lezyon, %15.9"u ¢
lezyon ve %15.9'u dort ve daha fazlasi lezyona sahip oldugu saptanmustir.

KL stupheli hastalardan alinan 136 lam ornegi Giemsa boyasi ile boyanarak mikros-
kopta incelenmistir. Yiiz otuz alti preparatin 128 (%94.1)'inde Leishmania amastigotlari
gozlenip pozitif olarak degerlendirilmistir. Preparatlarin sekizinde ise Leishmania amasti-
gotlari goézlenmemis ve negatif kabul edilmistir.

Calismaya alinan 136 6rnek, PCR islemleri icin DNA ekstraksiyonuna alinmistir. DNA
ekstraksiyonu yapilan 6rneklere ITS1 bolgesi amplifikasyonu icin LITSR ve L5.8S primerle-
ri kullanilarak PCR islemi uygulanmistir. PCR sonrasi 6rneklerin kontrolu icin PCR rinleri
%1.5 agaroz jelde yirutulip gorintilenmistir. Gorlintiileme sonunda 300-350 baz cifti
(bp) arasi buytklikte bant goruntilenen 130 (%95.5) 6rnegin ITST PCR sonucu pozitif
kabul edilmistir.

Leishmania tur analizi icin, ITST PCR Urlnleri Hae Il restriksiyon enzimiyle kesildikten
sonra, DNA fragmanlarinin goriintiilenmesi icin %2’lik metaphor agaroz jelde yurutl-
mugstir. Daha sonra jeller, 15 dakika etidyum bromir (0.5 pg/ml) ile boyanip ve UV
transilliminatorde gorintulenmistir. Gortintiileme sonuglarinda kullanilan standartlarla
uyumlu olarak, yaklasik 185 bp ve 57 bp olarak iki bant gozlenen ornekler L.tropica ola-
rak tanimlanmistir. Yaklagik 210 bp ve 160 bp olmak tzere iki bant olusturan 6rnekler
ise L.major olarak degerlendirilmistir (Sekil 1). Caligilan 130 6rnegin 119 (%91.5)’'unun
L.tropica, 11 (%8.5)'inin ise L.major oldugu belirlenmistir.

Leishmania stupheli hastalardan alinan 136 6rnek daha sonra Sybr Green bazh Rt- PCR
yontemiyle caligilmistir. Calisma sonucunda erime egrisi analizi yapilmig ve erime egrileri,
daha 6nce sekans analizleri yapilip gen bankasinda yayimlanmis olan MHOM/TR/2017/
HRURFA010 ve MHOM/TR/2017/HRURFA160 referans suslariyla (Genbank: MH 34725,
Genbank: MH347950) karsilastinlmistir. Calisilan 136 6rnekten 132 (%97)'si pozitif bu-
lunmustur. Erime egrisi analizi ile 121 6rnek L.tropica, 11 6rnek L.major olarak belirlen-
mistir (Tablo 1).
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Sekil 1. Leishmania ITS-1 PCR dirtinlerinin Hae Il restriksiyon
enzimiyle kesim profilleri (%2 metaphor agaroz jel). 1-2:
L.tropica, 3: L.major, 4-8: L.tropica, M: Molekiiler agirlik belir-
teci (100 bp).

Tablo I. Kullanilan Yéntemlere Gére Elde Edilen Sonuclar (n= 136)

Pozitif 6rnek sayisi L.tropica L.major
Mikroskopi 136/128 (%94.1) - -
ITST PCR-RFLP 136/130 (%95.5) 119 11
ITS1 Rt- PCR 136/132 (%97) 121 11

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu; RFLP: Restriction fragment length polymorphism.

Erime egrisi analizinde (Tm) L.tropica 6rnekleri icin ortalama 83.65 + 0.14°C’de iken
L.major 6rnekleri icin ortalama 85.52 + 0.23°C’de erime egrilerinin olustugu gozlenmistir
(Sekil 2).

Rt-PCR ile pozitif saptanan ornekler icin sekans islemi uygulanmistir. Genbankta bulu-
nan L.tropica referans suslariyla pozitif Leishmania izolatlar arasinda % 99-100 oraninda
benzerlik gorilmustur (Genbank: KC686338.1). L.major 6rnekleriyle de referans suslar
arasindaki benzerlik %99-100 olarak bulunmustur (Genbank: KX619443.1).

TARTISMA

Kutanoz laysmanyazis, Tirkiye’de 6nemli bir halk saghgi problemi olarak yerini koru-
maktadir. Ozellikle birden fazla tiiriin enfeksiyona neden oldugu bélgelerde, parazitlere
karsi kontrol programlari olusturulmasinda, hastaligin prognozu ve tedaviye yaklasima
karar vermede, Leishmania’nin tiir tanimlamasinin yapiimasi énemlidir' %12,
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L. tropica

0 9200 WA M0 KK NN 9N

Temperature

Sekil 2. Leishmania tropica ve Leishmania major’un erime egrisi analizi. Erime sicakliklari (Tm), L.tropica icin
83.65 £ 0.14°C, L.major icin 85.52 + 0.23°C.

Leishmania parazitlerinin tanisinda kdltur ve direkt mikroskopi geleneksel yontemlerdir.
Direkt mikroskopinin uzmanlk gerektirmesi, parazit sayisi cok az oldugunda saptanama-
yabilmesi, kiltiirde Greme icin ise haftalara gerek duyulmasi bu yontemlerin dezavantaj-
laridir'314,

PCR yontemi, kiltiir ya da direkt mikroskopiyle parazitlerin belirlenmesi gibi yéntem-
lere alternatif olarak gelistirilmistir. PCR'nin orta cikisindan beri Leishmania’'nin tir ve irk
ayrimiyla ilgili bircok molekdler ¢alisma yapilmistir. Amplifikasyondan sonraki yontemler
olarak RFLP, multigen familyalarinin DNA sekans analizi, PCR “fingerprint” teknikleri, mul-
tilokus sekans tiplendirmesi (MLST) ve multilokus mikrosatelit tiplendirmesi (MLMT) gibi
yontemler kullanilmaktadir. Bu molekiiler belirteclerin her biri kendi 6zgul ayrim giiciine,
bazi avantajlara ve dezavantajlara sahiptir. Tanisal PCR icin, “internal transcribed spacer
(ITS)” PCR, “kinetoplast DNA (kDNA)”, “miniexon (spliced leader RNA)” geni, gp63 PCR
RFLP, “heat shock protein 70 (HSP70)”, “glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD)”
gibi hedefler gelistirilmistir'>15-17,

ITS bolgesi, 18 S ve 5.8S rRNA arasindaki “internal transcribed spacer 1 (ITS1)” ve
de 5.8S ile 28S rRNA genleri arasindaki “internal transcribed spacer 2 (ITS2)” olarak,
kodlanmayan iki degigsken bolgeden olusmaktadir. Leishmania tir tanimlamasinda en sik
kullanilan belirtecler olarak bildirilmislerdir'®-2°,

Bu calismada kutan6z laysmanyazise neden olan Leishmania parazitleri hem ITST PCR
RFLP yontemi hem de ITS1 bolgesi Sybr green bazli Rt-PCR yontemi ile tiplendirilmistir.
ITST PCR-RFLP 18S ve 5.8S rRNA genleri arasindaki yaklasik 300-350 bp bolgeyi cogalt-
may! hedefleyen bir yontemdir. Cesitli yayinlarda, parazit kiltirl, kan ve doku 6rnek-
lerinde ITST PCR-RFLP calisiimis ve klinik olarak stpheli 6rneklerde yiiksek duyarlilik ve
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Leishmania major voucher KNO2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1,
Sequence 1D: KX619443 1 Length: 287 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 287 GanBank Graphicy
Score Expect Identities Gaps Strand
520 bits(281) 2e-143 285/287(99%) 0/287(0%) Plus/Minus

Query 27 TCATCCATCGCGACACGTTATGTGAGCCGTTATCCACGCGCACGCACCCCCCTCTCTCTC 86
PORRRR R R e e v e ennnnnnnnnnninl
Sbjct 287 TCATCCATCGCGACACGTTATGTGAGCCGTTATCCACGCGCACGCACCCCCCTCTCTCTC 228

Query 87 CCTCOCCGCCAARAACCGAAACGCCOGTCTAL Lttt tGTATAAACGGACATTTTTGCTTTIT 146
BOORRRRRRRn e rnnenrnnnnnnnnnnnnnnl
Sbjct 227 CCTCCCGCCAAAAACCGAAACGCCGTCTATTTTTTITGTATAAACGGACATTTTTGCTTTT 168

Query 147 GIGTATAGGCGGTGCGTTCTACAACGTCGATCGGCCTTTTTTACTGCARATTTCGAGTAT 206
PRRRR R e e e e ey nennti
Sbj ct 167 GIGTATAGGCGGTGCGTTCTACAACGTCGATCGGCCTTTTTTACTGCAAATTTTGAGTAT 108

Query 207 ARAAGTTTGCTGTGTATGTGGGAAAAGCCTATACtatatatatataGAATAAGCCTCCCC 266

BORRRRR R e el
Sbjct 107 ARAAGTTTGCTGTGTATGTGGGAAAAGCCTATACTATATATATATAGAATAAGCCTOCCS 48

Query 267 GAGTTGTATATGTTTTITTGGGGTGTAATCATCGAAAAATGATCCAGA 313
BORRRRR R e e vnnnningrninl
Sbjct 47 GAGTTGTATATGTITITTTIGGGGTGTAATCATCGGAMAATGATCCAGA 1

Sekil 3. NCBI Blast programinda referans Leishmania major sekans dizisiyle ¢calismada elde edilen bir L.major
DNA dizisinin karsilastirimasi.

ozqullik gosterdigi, 6zellikle parazit sayisinin diistik oldugu ve direkt mikroskopiyle belir-
lenemeyen hastalarda yiiksek duyarliiga sahip oldugu belirtilmistir>¢-%:10-21.22,

Calismamiza dahil edilen 136 6rnekten 130°u [L.major (n=11), L.tropica (n=119)] ITS1
PCR-RFLP yontemiyle pozitif olarak tespit edilmistir.

ITST Rt-PCR yontemi, hizli sonug¢ vermesi, duyarliiginin ylksek olmasi, PCR sonrasi
islemlere gerek duyulmamasi gibi nedenlerle, Leishmania’nin varliginin tespiti ve tur ta-
nimlamasinin yapiimasi amaciyla siklikla kullaniimaktadir® 17,2324,

Rt-PCR, amplifikasyon sirasinda Uretilen floresan sinyalinin analizine dayanmaktadir.
Floresan sinyali, araya giren Sybr Green, Eva Green, vb. floresan boyalar veya floresan
problar kullanilarak uretilebilir. Ozgiil amplikonlarin varhigini belirlemek icin erime egrisi
analizi kullanilabilir. HRM analizi sekans farklliklari temelinde amplikonlarin ayriminda
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Sequence I0: KC686338 1 Length: 291 Number of Matches: 1

Range 11 3 to 291 GenBank Graphacy

Score Expect I1dentities Gaps Strand
529 bits(286) 2e-146 288/289(99%) 0/289(0%) Plus/Plus

Query 6 APPSR CATATACAAACTCGGGGAGGCCTATTATATACATTATAGGCCTTTCCCACATAC €5
PEREEE FRRRER et e e el
Sbjet 3 AAAAAAATATACARAACTCOGGGGAGGCCTATTATATACATTATAGGCCTTTCCCACATAC 62

Query 66 ACAGCAARCTTTTATACTCGAAGTTTGCAGTAAACAMAAGGCCGATCGACGTTATAACGS 125
. PORRRREERR R R i e e e eernnl
Sbjet 63  ACAGCAAACTTTTATACTCGAAGTTTGCAGTAAACAMGAGGCCGATCGACGTTATAACGS 122

Query 126 ACCGCCTATACACAAAAGCAMAAATGTCCGTTTATACAAATATACGGOGTTTICGGTTTTG 185

. PARRERE R e e e e e el
Sbject 123 ACCGCCTATACACAAAAGCAMAATGTCCGTTTATACAAATATACGGCGTTTICGETTTITG 182

Query 186 TTGGCGGGGGGTGCGTGTGTGGATAACGGCTCACATAACGTGTCGCGATGGATGACTTGG 245
PRRRRRRRn e e e nnennnnnnnnl
Sbjet 183 TTGGCGGGGGGTGCGTGTGTGGATAAC TCACATAACGTGTCGCGATGGATGACTTGG 242

Query 246 CITCCTATTICGTTGAAGAACGCAGTAAAGTGCATAMAAGTGGTATCAR 294
CRRERRER e e e nnennennennenl
Sbjct 243 CTICCTATTTCGTTGAAGAACGCAGTAMAAGTGCATAAAAGTGGTATCAR 291

Sekil 4. NCBI Blast programinda referans Leishmania tropica sekans dizisiyle calismada elde edilen bir
L.tropica DNA dizisinin karsilastiriimasi.

kullanilabilir ve cift zincirli DNA'nin denatiirasyonunda erime sicakhg@inin artmasiyla olu-
san floresan sinyal degisikliklerinin saptanmasi esasina dayanir'7:23-25,

Calismamizda Sybr Green temelli gercek zamanli ITS 1 PCR, ITS 1 PCR- RFLP ve direkt
mikroskopi yontemleri kullanilarak tiplendirme yapilmis ve sonuglar karsilastiriimistir. En
yuksek pozitiflik orani %97 (136/132) oraniyla gercek zamanli ITS 1 PCR ile belirlenmistir.
ITS 1 PCR- RFLP yontemiyle %95.5 (136/130) ve direkt mikroskopiyle %94.1 (136/128)
oraninda pozitif sonu¢ saptanmistir. Duyarliigin farkli olmasinin, boyama yontemine,
mikroskoptaki 6rnekte parazit sayisinin miktarina, calisanin deneyimine bagh olarak degi-
sebildigi distinilmektedir.
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Asfaram ve arkadaslari calismalarinda®* 105 6rnekte ITS 1 bélgesi icin, ITS-219F ve
ITS-219R primerlerini kullanarak HRM PCR yontemi uygulamistir. Ayni caismada konvan-
siyonel PCR ve mikroskobik incelemede yapilip sonuclarin karsilastirmasi yapilmistir. HRM
PCR ile 94 (L.major 34, L.tropica 60), konvansiyonel PCR ile 90 (L.major 34, L.tropica 56),
mikroskopi ile 60 drnekte pozitiflik saptanmistir.

Mohammadiha ve arkadaslar calismalarinda?® Rt-PCR, kDNA PCR ve ITS PCR RFLP
yontemlerini uygulamiglar ve en yiiksek duyarliiga Tagman problu Rt-PCR yonteminin
sahip oldugunu belirtmiglerdir.

Khademvatan ve arkadaslari calismalarinda?’ Giemsa boyali preparatlarda kDNA Rt-
PCR yontemini kullanmislar ve erime egrisi analizi ile Leishmania parazitlerinin tiplen-
dirmislerdir. Leishmania tanisi ve tiplendirmesi icin uygun bir yontem oldugunu ancak
parazit sayisi az ve eski preparatlarda yetersiz kalabilecegini belirtmislerdir.

Ozbilgin ve arkadaslari calismalarinda®®, elde ettikleri Leishmania 6rneklerini tiplendir-
mek icin ITST ve hsp70 gen bolgesine ait primer ve problar kullanarak Rt-PCR uygulamis-
lardir. ITS 1 PCR erime egrisi analiziyle ornekler L.tropica, L.major ve L.donovani/infantum
olarak tiplendirilmis daha sonra L.donovani ve L.infantum turlerinin ayrimi icin hsp70 bol-
gesine 6zgu PCR yapilarak tanimlanmustir.

Nicolas ve arkadaslar?® kDNA minicircle bélgesi icin LightCycler FastStart DNA Master
Sybr Green kullanarak Rt-PCR uygulamislar ve erime egrisi analiziyle Leishmania parazitle-
rini tiplendirmistir. Light Cycler Rt-PCR testinin ytiksek duyarlilik ve 6zgilliikte olmasi ne-
deniyle klinik tani, epidemiyolojik calismalar ve tiir ayriminin yapilmasinda ¢ok yardimci
olacagini belirtmislerdir.

Ozensoy ve arkadaslari®, ITS 1 bolgesi icin LITSR ve L5.8 S primerleri ve hibridizasyon
problar kullanarak Rt-PCR yontemi kullanarak erime egrisi analizi ile parazit tiplendir-
mesi yapmiglardir. Sonuclar daha sonra MLEE yontemi ile karsilastinimis ve orneklerin
L.infantum ve L.tropica olarak tiplendirildigi bildirilmistir. Sonuglarin MLEE yontemiyle
yuiksek oranda uyumlu oldugu fakat L.donovani kompleksini kendi icinde ayirmada ITS1
PCR’in yetersiz kalabilecegini belirtmislerdir.

Eroglu ve arkadaslar*® Leishmania siipheli drneklerin tanisinda mikroskopi, kiiltiir, PCR
ve Rt- PCR yontemlerini kullanip karsilastirma yapmislar ve en ytiksek pozitifligin sirasiyla
Rt- PCR, PCR, mikroskopi ve kultir yontemi olarak saptandigini belirtmislerdir. Rt-PCR
calismasinda ITS1 bolgesine uygun primer ve problar kullanilmis, erime egrisi analizi ile
ornekler L.tropica, L.major, L.infantum olarak tiplendirilmistir.

Leishmania hastalarinin tanisi, prognozun dogrulanmasi, tedaviye yonelik karar verme,
tedavi izlemi ve hastalik kontrol programlarinin uygulanmasi acisindan Leishmania tir
identifikasyonu yapabilmek onemlidir. Laysmanyazisin yayilimi, kiresel isinma, uluslara-
rasi gocler, hastalarin tani ve tedavisindeki zorluklar ve cevresel kosullara bagl olarak
artabilir. Endemik bolgelerde etken Leishmania tirlerinde degisiklikler olabilir. Son yillarda
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bolgemizde birden fazla tir ile enfeksiyon meydana gelmeye basladigindan 6zellikle bu
tiir alanlarda tiplendirmenin yapilmasi cok énemlidir>®.

Calismamizda kullandi§imiz ITS1 Rt-PCR yontemi en fazla pozitiflik saptayan yontem
olmustur. Bunu sirasiyla ITS PCR RFLP ve direkt mikroskopi yontemleri izlemistir. ITS1
Rt-PCR yonteminin, hizli sonug vermesi, duyarliliginin ylksek olmasi, PCR sonrasi RFLP,
boyama, ylritme gibi ekstra islemlere gerek duyulmamasi gibi nedenlerle Leishmania
parazit varliginin tespiti, Leishmania tirlerinin hizli identifikasyonu ve tedavi stratejilerine
katki saglamada faydali olabilecegi distinilmdastur.

Calsmamizda Leishmania drnekleri L.tropica ve L.major olarak tiplendirilmis, referans
suslarla kargilastiriimistir. Kullandigimiz yontemin L.tropica ve L.major'un hizli saptanma-
sinda etkili oldugu ancak diger Leishmania turlerinin analizi icin, yeni calismalar yapilmasi
gerektigi kanaatine varilmistir.
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