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Amag: Bu ¢alismada, gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yéntemi ile parazitin sitokrom b
gen bdélgesi kullanilarak leishmaniasis etkeninin (Leishmania donovani, Leishmania major,
Leishmania tropica ve Leishmania infantum) tiir tayininin belirlenmesi icin primer ve problarin
dizayn edilmesi amaglanmistir.

Yéntem: Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazit Bankasi’nda kriyoprezervasyonu
yapilarak sivi azot tankinda saklanmis olan Leishmania suslari uygun kosullarda canlandirilarak
besiyerlerine aktarilmis ve ticari kit ile DNA izolasyonlari yapilmistir. Elde edilen DNA’lara
Leishmania’nin yeni tasarladigimiz sitokrom b gen bélgesi primer ve prob adaylari ve kontrol igin
daha 6nce kullandigimiz internal transcribed spacer-1 gen bélgesine 6zgii tasarlanan primer ve
problar kullanilarak gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu erime analizleri uygulanmustir.
Bulgular: Yeni tasarlanan sitokrom b gen bélgesi primer ve problari ile Leishmania tropica,
Leishmania major, Leishmania infantum, Leishmania donovani, Leishmania aethiopica ve
Leishmania infantum/donovani hibrit tiirlerinin genotiplendigi saptanmistir.

Sonug: Yeni Diinya leishmaniasis etkenleri olan Leishmania brazilensis ve Leishmania amazonen-
sis disinda, Eski Diinya leishmaniasis etkeni olan Leishmania tropica, Leishmania major,
Leishmania infantum, Leishmania donovani, Leishmania aethiopica ve Leishmania infantum/
donovani hibritinin yeni tasarlanan sitokrom b gen bélgesi primer ve problari kullanilarak basari-
I bir sekilde genotiplendirildigi gériilmdistiir.

Anahtar kelimeler: Sitokrom B, GZ-PZR, Leishmania
ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to design primers and probes to identify Leishmania species
(Leishmania donovani, Leishmania major, Leishmania tropica and Leishmania infantum) through
Real Time Polymerase Chain Reaction using the cytochrome b gene region.

Method: The Leishmania strains, which have been cryopreserved and stored in liquid nitrogen in
the Parasite Bank of Manisa Celal Bayar University, were transferred to culture media after being
revived under the appropriate conditions and their DNA isolations were conducted using a
commercial kit. Real Time Polymerase Chain Reaction melting analyses were conducted for the
extracted DNA by utilizing both the candidate primers and probes of cytochrome b gene region,
newly designed for Leishmania, and the primers and probes, designed for internal transcribed
spacer-1 gene region we had previously used for control.

Results: Leishmania tropica, Leishmania major, Leishmania infantum, Leishmania donovani,
Leishmania aethiopica and Leishmania infantum/donovani hybrid species were managed to be
genotyped succesfully using the primers and probes of the newly designed cytochrome b gene
region.

Conclusion: It has been observed that Old World Leishmania species (Leishmania tropica,
Leishmania major, Leishmania infantum, Leishmania donovani, Leishmania aethiopica and
Leishmania infantum/donovani hybrid), rather than New World Leishmania species (Leishmania
brazilensis and Leishmania amazonensis), were successfully genotyped by the primers and probes
of the newly designed cytochrome b gene region.

Keywords: Cytochrome B, RT-PCR, Leishmania
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A. Ozbilgin ve ark., Leishmaniasis’de Sitokrom B Gen Bdlgesi

GiRiS

Leishmaniasis, diinya genelinde yayilim gosteren ve
kum sinegi vektori ile omurgali konaga bulastirilan
zoonotik/antroponotik 6zellik gosteren protozoon
parazitler olan Leishmania tirlerinin neden oldugu
enfeksiyon hastaligidir. Leishmania turleri aralarinda
morfolojik agidan fark olmamasina karsin, tedaviye
gerek duyulmaksizin iyilesebilen ve 6liimcil olmayan
deri enfeksiyonundan, i¢ organlara yerlesen ve ¢ok
saylida insanin 6limu ile sonuglanan epidemilere yol
acabilen sistemik enfeksiyona kadar oldukga farkh
hastalik tablolarina neden olmaktadirlar®.

Diinya Saglk Orgiiti’niin en énemli 6 tropikal hasta-
liktan biri olarak kabul ettigi Leishmaniasise bagh
olarak, diinya genelinde 20 milyon insanin hastaliga
yakalanmis oldugu, her yil 400 bin yeni olgunun orta-
ya ciktigi ve yaklasik olarak 350 milyon insanin ise
risk altinda oldugu bildirilmektedir. Memelilerin
zorunlu hiicre ici paraziti olan Leishmania tirleri,
enfekte kum sinegi turlerinin (Phlebotomus veya
Lutzomyia cinsi tatarciklar/yakarcalar) kan emmesi
esnasinda omurgali konaga bulastirilmaktadirlar.
Morfolojik agidan aralarinda fark olmayan Leishmania
turleri klinik acidan degerlendirildiginde kutanoz
leishmaniasis (KL), visseral leishmaniasis (VL) ve
mukokutandz leishmaniasis (MKL) olarak tge ayril-
maktadir. Son yillarda doérdinci klinik form olarak
degerlendirilen post kala-azar dermal leishmaniasis
(PKDL) ise L. donovani'nin etkeni oldugu VLlde sagal-
tim sdrecinin sonunda deride gozlenen klinik tablo
olarak kabul edilmektedir®?.

Visseral leishmaniasis ve KL yeni ve eski diinyada ayri
Leishmania tirleri tarafindan olusturulmaktadir. Eski
Diinya Leishmaniasis’i daha ¢ok endemik 6zellik gos-
termekle birlikte, Hindistan ve Afrika Ulkelerinde
zaman zaman epidemilere de neden olabilmektedir.
Ulkemizde, Ege ve Akdeniz bolgelerinde daha yogun
olarak goriilen VUin etkeni L. infantum; Glneydogu
Anadolu ve Dogu Akdeniz bolgelerinde daha yogun
olarak gorulen KLin etkeni ise L. tropica olarak karsi-
miza ¢ikmaktadir. Endemik bolgelerde yasamini sir-

diren ya da endemik bolge seyahat dykust bulunan
ve hastaliga 6zgu klinik belirtilerle basvuran, 6zellikle
de kiclik yas grubundaki cocuk olgular kesinlikle VL
acisindan degerlendirilmelidir. Kendiliginden tedavi
gerektirmeksizin iyilesmesi genel olarak bir yil sir-
mesinden dolay! tUlkemizde “Yil Cibani” olarak halk
arasinda adlandirilan KL ise siklikla, uzun siirede geg-
meyen, cogunlukla ellerde ve yilizde gbzlenen Ulser
ile karsimiza ¢cikmaktadir®,

Epidemiyolojik durumun oldukca cesitli olmasindan
dolayi halihazirda tim leishmaniasis olgularinda kul-
lanima uygun tek bir tani, tek bir tedavi ve kontrol
yontemi mevcut degildir. Ozgiilliik ve duyarliligi yiik-
sek olan, invaziv olmayan ve uygulamasi basit testle-
rin bulunmamasi, sahada taniyi gugclestirmektedir.
Halihazirda kullanilan kemik iligi veya dalak érnegi ile
calisilan parazitolojik testler, invaziv yontemler ola-
rak degerlendirildiginden dolayi her hasta igin uygun
gorilmemektedir. Capraz reaksiyon goriilmesinden
dolayi, serolojik testlerin 6zgullik ve duyarlilig
disuktir. Son zamanlarda gelistirilen nikleik asit
tabanli yontemler ise oldukga avantajli olmasina kar-
sin gerek duyulan ekipmanlar karmagik ve fazla ola-
rak gorlilmektedir. Leishmania tirlerinin molekiler
tanisi icin bircok calisma yapilmaktadir. Tur tanimi
analizlerinde Leishmania genomuna ait, ribozomal
DNA(4), kinetoplast DNA’si(5), katepsin L-benzeri
sistein proteaz B gen bolgesi(6) ve sitokrom b (cyt b)
gen bolgesi” kullanilan bélgelerinden bazilaridir.

Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR)
yontemi ile parazitin cyt b gen bolgesi kullanilarak
tasarlanan primer ve problarin Eski Diinya
Leishmaniasis etkeni olan L. tropica, L. major; L. infantum,
L. donovani, L. aethiopica ve L. infantum/donovani
trlerinin basaril bir sekilde genotipledirilmesi amacg-
lanmistir.

GEREC ve YONTEM
Manisa Celal Bayar Universitesi Parazit Bankasi’nda

kademeli dondurma ydntemi ile kriyoprezervasyonu
yapilarak sivi azot tankinda saklanmis olan L. tropica
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(MHOM/AZ/1974/SAF-K27), L. major (MHOM/
SU/1973/5ASKH), L. infantum (MHOM/TN/1980/
IPT1), L. donovani (MHOM/IN/1980/DD8), L. aethiopica
(MHOM/ET/1972/L100), L. brazilensis (MHOM/
BR/75/M2903), L. amazonensis (MHOM/BR/73/
M2269) ve L. infantum/donovani hibrit susu (MHOM/
TR/2014/CBU25) referans grubu izolatlari olarak kul-
lanilmistir. Bunlarin yani sira Tiurkiye’de kutandz ve
visseral Leishmaniasisli hastalardan elde edilmis ve
dondurularak sivi nitrojende saklanmis 22 adet hasta
izolati calisma grubu izolatlari olarak kullanilmistir.

Sivi azottan g¢ikarilan tim izolatlar 37°C’lik su banyo-
sunda kisa sire igerisinde ¢ozdurilmis ve NNN besi-
yerine ve RPMI 1640+%15 FCS igeren sivi besiyerine
ekimleri yapilmistir. Ureyenler RPMI 1640+%15 FCS
iceren besiyerine ekilerek treme yogunluklari 107
promastigot/ml’ye ulastiginda Roche High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche®) kullanilarak kitin
icerisinde belirtilen yonergeler dogrultusunda DNA
izolasyonlari yapilmistir. Detayh calisma bilgisi asagi-

da verilmistir.

NNN besiyeri: Kati faz: Bir balon icerisine eklenen
NaCl (1 g), agar (5 g), pepton (2 g) ve distile su (200
mL), 20 dakika slireyle 121°C sicaklikta otoklavlan-
mistir. Aseptik ortam sartlarinda, steril balon igerisi-
ne 30 mL tavsan kani konulmustur. Ardindan, genta-
misin solisyonundan 2.3 mL (%1) eklenmistir ve
homojen olarak karismasi saglanmistir. Agar iceren
suspansiyon yaklasik 50°C sicakhga kadar sogutul-
mustur, Gzerine steril tavsan kani eklenerek homoje-
nize edilmistir ve zaman kaybetmeden steril tlpler
icerisine 3-4 mL olarak dagitilmistir. Besiyerinin kati-
lasmasi icin egimli bir zemine konulan tupler, oda
sicakliginda bekletilmistir ve sonrasinda kullanilinca-
ya dek +4°C’de korunmustur.

Sivi faz: Kullanilacagi zaman buzdolabindan ¢ikarilan
besiyerinin dip kisminda az bir miktarda kondansas-
yon sivisi adi verilen bir sivi toplanir. Bu sivi Uizerine,
RPMI-1640 besiyerinden (%15 FCS) 1 mL eklenmistir
ve besiyeri ekim icin hazirlanmistir.
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DNA izolasyonu: Besiyerinde lreme yogunluklari
107 promastigot/mL oldugunda promastigotlar (g
kez PBS ile yikanmistir. Daha sonra, filtreli pipet ugla-
ri kullanilarak ependorf tip icerisine promastigot
siispansiyonundan 200 pL eklenmistir. Uzerine 40 uL
proteinase K ve 200 uL “Binding Buffer” sollsyonla-
rindan eklenmistir ve homojen olarak karismasi sag-
lanmistir. 70°C sicakhktaki isitict blok icerisinde 10
dakika sireyle bekletilmesi sonrasinda, ependorf tlp
1sitic bloktan gikariimistir, icerisine isopropanol alkol
soltisyonundan 100 pL eklenmistir ve karismasi sag-
lanmistir. Ependorf igerisindeki silispansiyon,
“Collection” tup icine konulan filtreli tlip icerisine
eklenmistir ve 8000 g devirde 1 dakika siire ile sant-
rifij edilmistir.  Santriflj islemi sonrasinda,
“Collection” tiip atilmistir ve yenisiyle degistirilmistir.
“Removal Buffer” sollisyonundan filtreli tlp icerisine
500 pL eklenmistir ve 8.000 g devirde 1 dakika siire
ile santriflij edilmistir. Santriflj islemi sonrasinda,
“Collection” tiip atilmistir ve yenisiyle degistirilmistir.
“Wash Buffer” solisyonundan filtreli tip icerisine
500 pL eklenmistir ve 8.000 g devirde 1 dakika stire
ile santriflij edilmistir. Santriflij islemi sonrasinda,
“Collection” tiip atilmistir ve yenisiyle degistirilmistir.
Bu islem bir kez daha yinelenmistir. Tekrar yikama
yaptiktan sonra filtreli tlip bos olarak 15 saniye kulla-
nilan santrifijiin en Ust sinirinda santrifdj edilmistir.
Santrifiij isleminden sonra filtreli tlip bos bir epen-
dorf tlipii igerisine yerlestirilmistir. Filitreli tip igerisi-
ne 70°C sicakliktaki “Elution Buffer” sollisyonundan
100 pL eklenmistir. Ardindan, 8.000 g devirde 1 daki-
ka slireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonra-
sinda filitreli tip atilmistir ve DNA 6rnegi ependorf
tlp icinde izole edilmistir. PZR galisilana dek, uygula-
nan bu protokol sonucunda elde edilen DNA 6rnek-
leri -20°C’de korunmustur.

Genotiplendirme: Elde edilen DNA’lar kontrol amaci
ile daha 6nce kullandigimiz Leishmania’nin ITS-1 bol-
gesine 6zgl primer ve problari kullanilarak GZ-PZR
cahsilmistir®. Daha sonra ayni DNA &rnekleri yeni
tasarladigimiz cyt b gen bolgesi primer ve problari
kullanilarak GZ-PZR galigiimistir.
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Yeni tasarlanan Leishmania’nin cyt b gen bdlgesine
6zgl primer ve problar;

Forward: GCAACYGTCCCAGTTATWGG

Revers: AAKGTATCAACTATWACTCAWGAYTCTTCAT
Probe 1: free-TTCGGATGGGTTTTGTGATAGAT-Fluo
Probe 2: LC640-TGCATTTTATTGYGARCGTTTATG

Yeni tasarlanan Leishmania’nin cyt b gen bdlgesine
0zgl primer ve problar ile GZ-PZR analizi igin hazirla-
nan toplam 10 pl’lik reaksiyon karisimina (Tablo 1)
GZ-PZR protokoli (Tablo 2) uygulanarak erime egrile-
ri analizi her bir 6rnek icin elde edilmistir. Orneklerin
erime egrileri ile referans suslarin erime egrilerine
gore incelenen suslarin genotiplendirilmesi gercek-
testirilmistir.

Bu ¢alisma, T.C. Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiltesi Saghk Bilimleri Yerel Etik Kurulu’nun
03/08/2016 tarih ve 20.478.486-292 sayili karari ile
alinan Etik Kurul onayi ile gerceklestirilmistir.

Tablo 1. Yeni tasarlanan Leishmania’nin cyt b bolgesine 6zgii
primer ve problar ile hazirlanan PZR mix.

icerik Molar Hacim
Forward Primer 5uM 1ul
Reverse Primer 5uM 1ul
Probe 1 2 uM 1ul
Probe 2 2 uM 1L
Enzim (Fast Start) - 1L
Mg*? - 0.8 uL
H,0 - 2.2 uL
DNA - 2l
Toplam 10 pL

BULGULAR

Elde edilen DNA'larin kontrol amaci ile daha 6nce
kullandigimiz Leishmania’'nin ITS1 bdlgesine 06zgi
primer ve problari kullanilarak yapilan GZ-PZR analizi
sonucunda elde edilen erime egrileri degerlendiril-
mistir. Bu 6n ¢alismada, Leishmania brazilensis ve
Leishmania amazonensis referans susu anlamli bir
sonug¢ vermemistir. Diger tiirlerde ve hasta suslari ile
yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen erime egrileri
degerlendirildiginde genotiplemenin basari bir sekil-
de yapildig1 goralmustar.

Yeni tasarlanan Leishmania’nin cyt b gen bdlgesine
0zgl primer ve problar kullanilarak yapilan GZ-PZR
analizi sonucunda elde edilen egriler degerlendirildi-
ginde L. tropica referans susu ile 2 hasta izolati (Sekil 1),
L. major referans susu ile 10 hasta izolati (Sekil 2),
L. infantum referans susu ile 3 hasta izolati (Sekil 3),
L. donovani referans susu ile 5 hasta izolati (Sekil 4),
L. aethiopica referans susu ile 1 hasta izolati (Sekil 5),
ve L. infantum/donovani hibrit referans susu ve 1
hasta izolatinin (Sekil 6) erime egrileri degerlendiril-
digininde yeni tasarlanan Leishmania’nin cyt b gen
bolgesine 0zgli primer ve problarin eski diinya
Leishmania turlerini genotipledigi gortlmustar.

TARTISMA

Epidemiyolojik durumun oldukca cesitli olmasindan
dolayi halihazirda tim leishmaniasis olgularinda kul-
lanima uygun tek bir tani, tek bir tedavi ve kontrol
yontemi mevcut degildir. Ozgiillitk ve duyarliligi yik-

Tablo 2. Yeni tasarlanan Leishmania’nin cyt b bolgesine 6zgii primer ve problar ile hazirlanan PZR protokolii.

Program Dongii sayist  Analiz Modu Hedef sicaklik (°C) Siire Okuma modu  Sicaklik artis hizi (°C/sn) Okuma (°C bagina)
Denatiirasyon 1 - 95°C 10 dk - 4.4 -

95°C 10 sn - 4.4 -
Dongl 45 Kantifikasyon 60°C 10 sn - 2.2 -

72°C 15sn Tek 4.4 -
Erime 1 Erime egrisi 95°C 2 dk - 4.4 -

45°C 2 dk - 2.2 -
Sogutma 1 - 65°C 0sn Surekli 0.11 5

40°C 10 sn - 2.2
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Sekil 1. Leishmania tropica referans susu ile hasta izolatlarinin
erime egrileri.

0139
0179,
0159

iilfi .

£ oo9| —

i ———=_~ <

Q021
0041 \ /
Ne

0081 \

-0.081 e,

4 8 £ 58 60 62 64

5 %
Temperature ('C)
Sekil 3. Leishmania infantum referans susu ile hasta izolatlarinin
erime egrileri.
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Sekil 5. Leishmania aethiopica susu ve hasta izolatinin erime

egrisi.
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~(d/dT) Fluorescence (498-640)
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Sekil 2. Leishmania major referans susu ile hasta izolatlarinin
erime egrileri.
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Sekil 4. Leishmania donovani referans susu ile hasta izolatlarinin
erime egrileri.
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Sekil 6. Leishmania infantum/donovani hibrit sugu ve hasta izo-
latinin erime egrisi.
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sek olan, invaziv olmayan ve uygulamasi basit testle-
rin bulunmamasi, sahada taniyi gliclestirmektedir.
Halihazirda kullanilan kemik iligi veya dalak 6rnegiile
calisilan parazitolojik testler, invaziv yontemler ola-
rak degerlendirildiginden dolayi her hasta igin uygun
gorilmemektedir. Capraz reaksiyon goriilmesinden
dolayi, serolojik testlerin 6zgullik ve duyarlilig
disuktir. Son zamanlarda gelistirilen nikleik asit
tabanl yontemler ise oldukga avantajli olmasina kar-
sin gerek duyulan ekipmanlar karmasik ve fazla ola-
rak gérilmektedir®,

Leishmaniasis tani protokolliinde, bilinen molekiler
metodlar da uygulanmaktadir. Tim genom analizi
2005 yilinda tamamlanmis olan L. major Friedlin
susunun analiz sonuglari arastirmacilarin kullanimina
sunulmustur. PZR yontemi, az miktarda klinik mater-
yal ile calismaya olanak tanimasi, etkenin hizlica
belirlenebilmesi ve uygulanan tedavi protokoliniin
basarisinin takip edilebilmesi gibi avantajlara sahip-
tir. PZR’nun kullanima girmesi ile birlikte, molekdiler
testlerin VL ve KL enfeksiyonlari i¢in tani ve arastiril-
malardaki yeri ve 6nemi artmistir. Leishmaniasis
tanisi igin farkl klinik mateyallerden yapilan total
DNA izolasyonu ile PZR ydntemi uygulanmaktadir.
Kan ornekleri kullanildiginda; santriflj islemi sonra-
sinda dipteki pelletten tampon sollsyonu icerisinde
siispansiyon hazirlanmaktadir. Lenf bezi aspiratlari
ve deri 6rnegi kullanildiginda da tampon soliisyon
icerisinde homojenize edilmektedir. Her bir 6rnek
icin kit kullanilarak DNA izolasyonu yapilmaktadir.
Daha o6nce Uretilen belirli sayidaki parazitlerden DNA
izole edilmesi ve GZ-PZR ile standart egriler olustu-
rulmasindan dolayi, 6rneklerdeki parazit miktari ile
ilgili oranlamada bulunulabilmektedir®°,

Mikroskobik inceleme ile karsilastirildiginda KLlde,
PZR ile olduk¢a hassas sonuglar elde edilmektedir.
VLlde ise mikroskobik inceleme sonucu negatif oldu-
gunda dahi serolojik testler bagisikligi saglam birey-
lerde %100’e yakin duyarliliga sahip olmakla birlikte,
dogrulayici test olarak PZR oldukga 6nemlidir. Spesifik
antikor yanitinin az olmasindan dolayi bagisikligi bas-
kilanmis bireylerde (AIDS/HIV+, transplant hastasi

vb.) PZR, mikroskobi sonuglari ile birlikte degerlendi-
rildiginde tanida énem kazanmaktad (101213,

Farkli gen bolgeleriyle PZR ve PZR-RFLP yontemleriy-
le ayni zamanda tir tanimlanmasi da yapilabilmekte
ve bir bélgede hastalarin hangi Leishmania tiri ile
enfekte olduklarina rutin olarak yanit verme olanagi
saglanmaktadir. Kinetoplastidae ailesinde bulunan,
visseral ve kutandz leishmaniasise neden olan
Leishmania parazitlerinin nikleer DNA’lari yanisira
kinetoplastik DNA’lari (kDNA) da bulunmaktadir.
Parazitin kDNA’sinda biylk daire (maxicircle) ve
kiicik daire (minicircle) bélgeleri bulunmaktadir.
“Minicircle” boliminin 10.000 kopyadan olusmasi
tanidaki hassasiyeti artirmaktadir. “Minicircle” sabit
bolgesi tanida ¢cok hassas olmasina karsin tirler arasi
ve tir ici genotipik farkliliklari gosterememektedir.
Degisken bolgesi ise “RNA editing” bolgesi olup, in
vitro besiyerlerinde surdirilen suslarda zaman igin-
de degiskenlik gosterebilmektedir, hastadan alinan
klinik 6rneklerde ise tir ici genotipik farkhhklarin
gosterilmesinde kullanilabilmektedir. Nikleer DNA'da
27. kromozomda bulunan small subunit ve large
subunit ribosomal RNA (ssu ve Isu rRNA) genleri ara-
sinda kalan 0.9-1.2 kb kodlamayan bdélgenin (internal
transcribed spacer, ITS) Leishmania turleri ayirabile-
cek diuizeyde degisken oldugu bildirilmistir(04-16),

Klinige basvuran hastalarda ve saha ¢alismalarindaki
orneklerin toplanmasi, laboratuvara tasinmasi ve
DNA izolasyonundaki yeni tekniklerin sagladigi 6nem-
li avantajlar sonucunda PZR ile tani altin standart
olarak kabul edilebilir konuma gelmistir. PZR ile yapi-
lan cesitli ¢calismalarda, %100 6zgillik ve %92-98
araliginda degisen duyarhliga ulasilabilmistir. Ayrica
PZR ile Leishmania parazitlerine tir ve alt tir seviye-
sinde tani konulabilmektedir. Tire dayali tani konma-
sI tedavinin yonlendirilmesi ve prognozun belirlen-
mesinde 6nem tasimaktadir. Bu durum PZR analizinin
diinyada yalnizca gelismis merkezlerde degil leish-
maniasisin endemik oldugu ulkelerde saha kosulla-
rinda da yapilabilmesi ile bu konuda daha da gelis-
meler saglanacagi vurgulanmaktadir(7),
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Her bir amaca yonelik olarak uygulanan yontemler,
yontemlerin kombinasyonlari ve genomdaki hedefler
degisebilmektedir. Belirtilen bitin bu konularda
calismalar devam etmektedir. Tani, kantitasyon ve
canlilik galismalari igin hassasiyetin en yiiksek seviye-
de olmasi gerekli oldugu icin kopya sayisi yliksek olan
hedeflerle galisiimaktadir (rRNA genleri, kinetoplast
DNA'nin kigik daire bolimi, mini-exon genleri ve
genomik tekrar bolgeleri gibi). Tir ayriminda hedef
bolgenin hassasiyeti saglamasi kadar taksonomik
dizeyde degisken olmasi gerekliligi de 6nem tasi-
maktadir. Bu nedenle kopya sayisi ¢ok ve polimorfik
bolgeler [gp63, rRNA geninin “internal transcribed”
bolgeleri, isi sok proteini 70 (hsp70), sistein proteinaz
genleri gibi] hedeflenmektedir. Parazit diizeyinde
ayrim icinse ¢ozinirlik duzeyi yiuksek olmasi gerek-
tiginden kinetoplast DNA kiiglik dairesinin degisken
bolimi, mikrosatellitler veya bazi antijen kodlayan
genler kullanilmaktadir(0.17-20),

Leishmaniasis tanisi i¢in dokudan izole edilen DNA
orneklerinin kullanildigi birgok PZR yontemi gelistiril-
mistir. Bu yontemler vektor ve rezervuarlarin epide-
miyolojik arastirmalarinda da basariyla kullaniimak-
tadir. PZR hedefi olarak ¢ok kopyali dizilerin segilme-
siyle en ylksek duyarlliga ulasiimaktadir. PZR’nun
0zglnlugi Leishmania’nin genomundaki korunan ya
da degisken bolgelerin secilmesiyle 6zel gereksinim-
lere gore adapte edilerek parazit cins kompleksi, tir
ya da bireysel izolat seviyesinde tanimlanabilir. Ayrica
gorunirde basarl bir tedaviden sonraki kontrolde
PZR uygulanarak relapslar, PKDL ve MKL gelisecek
hastaliklarin saptanmasi gibi hastaligin prognozu
belirlenebilmektedir?,

Yapilan bir galismada, ¢esitli kan ile beslenen vektor-
lerin kus ve memeli konaklarini tanimlamak igin kul-
lanilan mitokondriyal cyt b geninin coklu dizilimlerine
gbre tasarlanmis primerlere dayanan DNA sekansi
yapilarak GZ-PZR protokoli uygulanmistir. Cyt b geni-
nin 359 bp’lik sekansini kodlayan bir fragmentin
amplifikasyonu yapilarak analiz edilen toplam 362
disiden 192 disi kum sineginde (%53) tanimlanmis
amplifikasyon tranlerini verdigini bulunmustur®@?,
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Genetik secimin neden oldugu genetik farklilik, kum
sineklerinin ve diger artropodlarin insektisid hassasi-
yetini ve vektorel kapasitesini etkilemektedir.
Lutzomyia spp’deki mitokondrial cyt b geninin gene-
tik cesitliligi Uzerine yapilan bir ¢alismada, Peru’da
dolasan 13 tirdeki cyt b gen dizileri belirlenmis ve
Andes’deki
peruviana’in  ana vektdori olan Lutzomyia

Peruvian Leishmania  (Viannia)
peruensis’deki tur ici genetik farklihk degerlendiril-
mistir. Otuz alti Lutzomyia peruensis’in cyt b gen
sekanslarindaki tlr ici genetik farklilik analizlerinde
genin orta bolgesinde yiiksek derecede polimorfik
olan 3 bélge tanimlanmistir. Ulkedeki 3 bélgenin 9
alanindaki 130 Lutzomyia peruensis’in cyt b gen
sekanslari izerine haplotip ve gen agi analizleri yapil-
mistir. Yapilan bu g¢alisma ile kum sinegi popilasyo-
nunun genetik yapisinin analizi i¢in cyt b geninin orta
bolgesinin yararli oldugu bildirilmistir®??.

Cesitli turlerde ve galismalarda, gerek genotipleme-
de gerekse popilasyonlarin genetik gesitliginin belir-
lenmesinde cyt b gen bolgesi kullaniimaktadir.
Leishmania’larda ise Leishmania genomuna ait, ribo-
zomal DNA, kinetoplast DNA'si, katepsin L-benzeri
sistein proteaz B gen bolgesi ve cyt b gen bolgesi
kullanilan bolgelerinden bazilaridir. cyt b gen bolgesi
turlere 6zgi spesifik degisikliklere sahip olmakla bir-
likte, A (Adenin) ve T (Timin)’den oldukca zengin ve
homopolimeri bulunan bdlgedir ve primer probe
tasarimini gergeklestirmek oldukca zor olmasina rag-
men ture, 6zgu genetik materyalleri de tagimaktadir.
Bizim calismamizda 22 leishmanasis hastasindan
elde edilen hasta izolati parazitin cyt b gen bolgesine
ait yeni tasarlandigimiz primer ve FRET problarin
GZ-PZR yontemi ile genotiplendirildiginde L. tropica,
L. major, L. infantum, L. donovani, L. aethiopica ve
L. infantum/donovani hibrit tirlerinde basarili sonug-
lar alinmistir. Ancak tasarlanan primer ve FRET prob-
lar Yeni Diinya leishmaniasis etkenleri olan L. brazilensis
ve L. amazonensis referans suslarinda ¢alismamistir.

Sonug olarak, yeni tasarlanan Leishmania’nin cyt b
gen bolgesine 6zgu primer ve problar kullanilarak
yapilan GZ-PZR analizi sonucunda elde edilen egriler
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degerlendirildiginde bolgemizdeki Leishmania tiirle-
rini basarili bir sekilde ayirdig1 gortlmustar.

Ozellikle tGlkemizde Giineydogu Anadolu ve Akdeniz
bolgesinde, diinyada ise Akdeniz havzasi basta olmak
Gzere bircok tlkede tasarladigimiz primer ve problar
kullanilarak leishmaniasis etkeninin kisa silrede
dogru bir sekilde tanimasi ve tlr ayrimini yapabiliyor
olmasi hastaligin tedavi stirecini ve yasam kalitesini
olumlu etkileyecektir. Bu bir pilot ¢alisma olup, fazla
sayida hasta izolati ve klinik materyal ile genis kap-
samh ¢alismalarin yapilmasi ileride planlanacaktir.
Daha sonra bu ¢calismadan elde edilecek sonuglar kit
haline donustlrilerek ileride patent alinmasi disi-
nilmektedir.

Tesekkiir: Bu calismayi BAP 2016-149 nolu projesi ile
desteklemis olan Manisa Celal Bayar Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorligline ve
Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakdiltesi Parazit
Bankasi'na sagladiklari katkilarindan dolayi tesekkir
ederiz.
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