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Cukurova ve Sanhurfa bolgelerinde deri lezyonlarindan izole edilen
leishmania sp. DNA’larinin restriksiyon endoniikleazlarla karsilastirilmasi
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OZET

Amag: Leishmaniasis, diinyanin tropikal ve subtropikal bolgelerinde yaygin olarak goriilmektedir. Leishmania
tiirlerinin tiplendirilmesinde, giiniimiizde klasik mikroskobik teknikler yaninda DNA’ya dayali teknikler
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, Cukurova ve Sanliurfa bolgeleri deri lezyonlarindan izole edilen Leishmania
suslar1 arasinda genotipik farkliliklarin olup olmadigini saptamak amaglanmustir.

Gerec-Yontem: Hastalarin deri lezyonu kenarlarindan igne aspirasyonu ile alinan drnekler NNN besiyerine
ekilerek promastigotlar elde edilmistir. Biiyiik hacimde promastigot kiiltiirii yapildiktan sonra promastigotlardan
DNA izole edilmis ve DNA; Eco RI, Hind III, Hae III, Hinf I, Alu I ve Rsa I restriksiyon endoniikleazlar1 ile
kesilmis ve agaroz jelinde elde edilen DNA profilleri karsilastirilmistir.

Bulgular: 18’i Cukurova, 7’si Sanliurfa bolgelerinden elde edilen suslardan ve 14 referans sustan izole edilen
toplam 39 DNA ornegi RFLP (Restriction fragment lengt polymorphisms) analizi ile karsilastirilmis ve
Cukurova bolgesinden izole edilen deri Leishmania orneklerinin, Sanlurfa bolgesi Leishmania 6rneklerinden
daha heterojen olduklari belirlenmistir.

Sonug¢: Her iki bolgeden izole edilen cutaneous leishmaniasis etkenleri arasinda genotipik farkliliklar tespit
edilmistir. Tiplendirme i¢in, PCR (Polymerase Chain Reaction) tekniginin uygulanmasi sarttir.

Anahtar kelimeler: Jel elektroforezi, Restriksiyon endoniikleaz, RFLP analizi, DNA, total DNA 1zolasyonu

Comparision of leishmania sp. DNA’s isolated in the regions of Cukurova and Sanhurfa
with the restriction endonucleases

ABSTRACT

Objective: Leishmaniasis is widely seen in tropical and subtropical regions of the world. Today, DNA-based
techniques are used in the identification of Leishmania sp. beside microscopic techniques. In this study, it has
been aimed whether there are genotypic differences among Leishmania strains isolated from cutaneous lesions
in Cukurova and Sanliurfa regions.

Materials-Methods: The samples taken by needle aspiration from the edges of skin lesion have been inoculated
to change to promastigotes in NNN medium. After the promastigote culture was achieved for the large volume,
DNAs from promastigotes have been isolated and they have been cut with the restriction endonucleases, such as
Eco RI, Hind 111, Hae I11, Hinf I, Alu I, and Rsa I, and their profiles obtained on agarose gel have been compared.
Results: The samples of 39 DNA isolated from 18 of Cukurova, 7 of Sanliurfa regions, and 14 of reference
strain have been compared with RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) analysis and the cutaneous
Leishmania samples isolated from Cukurova have been designated more heterogenicity than Leishmania samples
taken from Sanliurfa region.

Conclusions: The genotypic differencies have been determined among the cutaneous Leishmaniasis agents
isolated from either regions. PCR (Polymerase Chain Reaction) technique should be applied for the
identification.

Keywords: Gel electrophoresis, Restriction endonucleases, RFLP analyses, DNA, Total DNA isolation

GIRIS Giiney Dogu Anadolu bdlgesinde epidemik
bir seyir gostermektedir (1, 2).

Diinya’nin  tropikal ~ve  subtropikal

bolgelerinde; kutanéz (sark  ¢ibani),

mukokutanéz ve visseral leishmaniasis

yaygin olarak goriilmektedir. Kutanoz

leishmaniasis; Cukurova’da endemik ve

Leishmaniasisin kontrol altina
alinmasinda, etkenlerin identifiye edilmesi
hastaligin epidemiyolojisinin anlagilmast
acisindan  ¢ok  Onemlidir.  Visseral
leishmaniasis saptanan insan ve rezervuar
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olan kopeklerden izole edilen etkenlerin,
DNA kaynakli molekiiler yontemlerle
L.tropica  olduklari anlasilmis  ve
Leishmania’nin bu visserotropizmi
konunun Onemini arttirmistir (3, 4).
Gilinlimiizde identifikasyon amagly;
kiiltiirel, serodem, zimodem ve sizodem
gibi molekiiler tekniklere
bagvurulmaktadir.  Serodemde  capraz
reaksiyonlarin olmasi, zimodemde ise ¢ok
saylida enzim gerekmesi, DNA’ya dayal
tekniklerin yaygin kullanilmasina neden
olmustur. Molekiiler tekniklerden olan
RFLP analizi i¢cin DNA problarinin
hibridizasyon derecesi ve restriksiyon
enzim polimorfizmi dikkate alinmistir (2,
5, 6). Cin ve Peru’da Leishmania
nDNA’lar1 (nlikleer DNA) restriksiyon
fragmanlari, gp63 ve B-tubulin problari ile
taranmis ve etkenlerin B-tubulin yoniinden
homojen, gp63 acisindan da heterojen
olduklart  gosterilmistir.  Eski  Diinya
leishmaniasis  etkenlerine  ait  total
DNA’larin Pst 1 fragmanlari, L.major
nDNA’sindan  hazirlanan  rekombinant
pDK10 probu ve L.infantum cDNA’sindan
(complementery DNA) hazirlanan 7-059
probu ile taranmig ve zimodem analizi ile
goriilemeyen  farkliliklar  saptanmistir.
Ayrica bu teknikle alinan sonuglar sark

¢ibant sebebi olan tiirler arasina L.
infantum’un  da  katilmasmna  neden
olmustur. kDNA problari tiir

identifikasyonunda kullanilirken, nDNA
problar tiir identifikasyonu ile birlikte tiir
ici farkliliklart da  gdsterebildiginden
kDNA c¢alismalarina goére daha hassas
bulunmustur (2, 7-10). Baz1 leishmaniasis
etkenlerinde kiiltiirin zor, bazen de
miimkiin olamamasi ve bu nedenle kDNA
izolasyonunun  zor olmast  sizodem
analizini de zorlastirmistir (2,11-14).

Daha  oOnce  tarafimizdan  kala-azar
etkenlerinin  total DNA’lar1 iizerinde
yapilan Restriksiyon profili caligmalarina
gore, etkenler arasinda heterojenite
belirlenmistir (15). L.infantum genomik
DNA’s1, L.major a- ve B-tubulin problari
ile taranmig ve kala-azar etkenleri arasinda
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heterojenite oldugu gosterilebilmistir (16-
19).

Son zamanlarda zimodem analizi ile
L.major, L.turanica ve L.gerbilli suslar
arast gosterilemeyen polimorfizm, kiiltiir
yapilmaksizin PCR, PCR-RFLP, RAPD-
PCR (Random Amplified Polymorphic
DNA-PCR) gibi molekiiler teknikler
kullanilarak yapilmaktadir (20-24).

Bu calismada; Cukurova ve Sanlurfa
yoresinden toplanan 25 deri lezyon etkeni
Leishmania susu ve 14 referans susun total
DNA’lar1 6 farkli restriksiyon enzimi
tarafindan  kesilmis ve  restriksiyon
profilleri jel iizerinde karsilastiriimigtir.

GEREC ve YONTEM
Deri lezyonlarinin kenarlarindan aseptik

kosullarda izotonik solusyon yardimiyla
alinan igne aspirati, bifazik besiyerine

(NNN)  ekilerek  6rnekte  bulunan
amastigotlarin ~ promastigot =~ formuna
dontistimii saglandi. Daha sonra

promastigotlar, biiylik hacimde kiiltiir i¢in
sivi RPMI-1640 (Sigma) besiyerine alindi
ve ge¢ log fazina kadar dretildi.
Promastigotlar, 1zotonik solusyonda
yikandiktan sonra, daha 6nce tanimlandigi
gibi (25), hiicre lizis tamponu (150 mM
NaCl, 100 mM EDTA ve 10 mM Tris-HCI,
pH 8.0), %0.5 SDS ve 400 pg/ml pronaz
(Sigma) ile 60 °C’de 3 saat iginde
parcalandi.  Parcalanmis  hiicrelerdeki
proteinler, Miller’in (26) tuzla-¢oktiirme
yontemi (1.2 M NaCl) ile uzaklastirildi.
Total DNA igeren tist faz, 2.5 M NH4OAc
(Ammonyum asetat) ve iki hacim saf
etanol 1ile toplandi. %70 etanol ile
yikamanin ardindan total DNA, steril
deiyonize su i¢inde ¢Oziilerek
spektrofotometre araciligiyla saflig1
belirlendi ve konsantrasyonu ayarlandi.
Restriksiyon kesimine kadar -20 °C’de
saklandi.

Laboratuvar kosullaria gore,
optimizasyon caligmalari yapilarak
reaksiyon hacmi, kesilecek DNA ve kesim
icin enzim miktarlari, enzim aktivitesi ve
kesim siiresi gibi faktorler belirlendi. Buna
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gore; 30 ul reaksiyon hacminde, 2pg total
DNA, 6 U restriksiyon enzimi ve
restriksiyon tamponu  karigtirtlarak 37
°C’de 4 saat siireyle kesim yapildi. A DNA
(Biores) ilgili restriksiyonlarla kesilerek
marker  olarak  hazirlandi.  Kutanoz
leishmaniasisli hastalardan elde edilen
suslar ve referans suglarin (Tablo 1) total
DNA’lar1 Eco RI, Hind 111, Hae III, Hinf I,
Alu I ve Rsa I (Sigma) enzimleriyle ayri
ayrt kesildi. Kesim reaksiyonlari, 10
mM’lik EDTA (pH 8.0) ile durduruldu.
Kesilmis DNA’lar ile birer kesilmemis
total DNA izleme boyasi varliginda
0.5xTBE (45 mM Tris.Cl, 45 mM Borik
asit, | mM EDTA) ile hazirlanan ve 0.5
pg/ml EtBr (Etidyum Bromid) igeren %0.7
agaroz jeline (20x15x0.4 cm, Hoeffer)
uygulandi.  Elektroforez, 120V  sabit
potansiyelde 2 saat siire ile yapildi ve
hemen ardindan transiliminatér ile
goriintiilendikten sonra Tip 667 polaroid
filme fotograflar1 alindi. Jel lizeindeki tiim
DNA profilleri birbirleriyle karsilastirilda.

BULGULAR

Cukurova (18) ve Sanhurfa (7) kutandz
leishmaniasis etkenleri ile referans suslarin
(14) total DNA’lar1 6 degisik restriksiyon
enzimi ile kesildikten sonra elekroforez
yardimiyla agaroz jeli lizerindeki profilleri
birbirleriyle karsilastirildi (Sekil 1).

Buna gore; Eco RI (Sekil 1/A,), Hind III
(Sekil 1/B;) ve Hae III (Sekil 1/C;) DNA
fragmanlar1 incelendiginde, Cukurova (1-
18. kuyular) ve Sanlurfa (19-25. kuyular)
kutanoz leishmaniasis etkenlerinin
genotipik  olarak  heterojen  olduklar1
belirlendi. Ayni1 zamanda her iki bolge
kutan6z leishmaniasis etkenleri ile referans
suslar arasinda da heterojenite gozlendi.

Alu T (Sekil 1/E;) profiline gore
Cukurova‘dan izole edilen kutandz
leishmaniasis  etkenlerinin kendi iginde

heterojen olduklari, Sanlurfa’dan izole
edilen kutan6z leishmaniasis etkenlerinin
ise kendi i¢cinde homojen olduklari, ancak
bunlarin  Cukurova’dan izole edilen
etkenlerden farkli olduklar1 goriilmektedir.
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25. kuyudaki Sanlurfa 6rneginin Cukurova
orneklerine benzerligi saptandi. Aym
sekilde Rsa 1 profiline (Sekil 1/F;)
bakildiginda, Cukurova boélgesi kutandz
leishmaniasis etkenlerinin ~ heterojen
olduklari, Sanlurfa bolgesi kutanodz
leishmaniasis etkenlerinin, 22 no’lu 6rnek
disinda homojen olduklar belirlendi.

TARTISMA

Leishmaniasis etkenlerinin tropikal ve
subtropikal bolgelerde yaygin oldugu ve
insanlarda  kutandz  (sark  c¢ibani),
mukokutanéz ve visseral leishmaniasis
yaptiklar1 bilinmektedir. Ulkemizde ise
Cukurova yoresinde endemik ve Sanliurfa
yoresinde de epidemik kutanoz
leishmaniasis odaklar1 bulunmaktadir (1).
Leishmaniasis, biiyiik bir insan
populasyonunu risk altinda tuttuguna gore
epidemiyolojisinin  anlasilmas1  geregi
ortaya cikmaktadir. Hastalarda
leishmaniasis etkenlerinin tiplendirilmesi
yaninda, rezervuar ve vektorden izole
edilen etkenlerin de tiplendirilmesi
hastaligin epidemiyolojisi i¢in biiyiik 6nem
tasir. Mikroskopla morfolojiye bakarak
tiplendirme  yapmak; amastigot ve
promastigot hiicre sekillerinin ¢ok benzer
olmas1 nedeniyle miimkiin olamamaktadir

(2, 23, 24).

Calismada; izole ettigimiz Leishmania
suslart  ve referans suslarin  total
DNA’larinin, 6 degisik  restriksiyon

endoniikleazla kesilmesi sonucu agaroz jeli

iizerinde elde edilen DNA profilleri
karsilastirildi (Sekil 1). Yapilan
calismalarla bu teknigin, capraz

reaksiyonlar veren serodem, ¢ok sayida
enzimle taramayi1 gerektiren zimodem ve
tir diizeyinde karekterizasyon yapan
sizodem  analizine  gore  ustlinligi
belirlenmistir (2, 5, 6). Ayni sekilde total
DNA iizerinde yapilan RFLP analizi,
tiplendirmenin  yaninda  tiirler  arasi
akrabalik 1iligkilerini de ortaya koydugu
belirlenmistir (2, 8, 10).

Daha oOnce tarafimizdan her iki bolge
leishmaniasis etkenlerinin mevcut
laboratuvar kosullarimizda izolasyon ve
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Tablo 1: Calismada kullanilan Referans Suslar

Kuyu no’su Referans adi Referans kodu
1 L.infantum MHOM/DZ/82/LEM-417
2 L.major MHOM/SU/73/5-ASKH
3 L.donovani MHOM/IN/80/DD-8
4 L.tropica MHOM/SU/74/K-27
5 L.infantum MHOM/FR/78/LEM-75
6 L.infantum MHOM/ES/90/LEM-2205
7 L.turanica MRHO/SU/83/KD-51
8 L.turanica PHCAY/SU/95/PH-40
9 L.turanica MRHO/SU/80/Clone-3720
10 L.gerhilli MRHO/CH/60/gerbilli
11 L.turanica MRHO/SU/86/TSH-III
12 L.arabica MPSM/SA/84/JISH-220
13 L.major +L.turanica(=mixture) MRHO/SU/95/9537
14 L.major MRHO/SU/59/Nealp

kiiltiirleri sirasinda, Sanlurfa kutanoz
leishmaniasis etkenlerinin besiyeri
seciminde hassas olmadiklari, kolaylikla
iireyebildikleri, ancak Cukurova kutandz
leishmaniasis etkenlerinin besiyeri
seciciliginin fazla oldugu ve bu yiizden
izolasyonlarinin ¢ok  zor oldugu
gbozlemlenmistir.  Buradan ~ Cukurova
kutanoz leishmaniasis etkenlerinin
fenotipik  olarak  heterojen  oldugu
anlasilmistir (14). Aym sekilde Cukurova
bolgesi visseral leishmaniasis etkenlerinin
total DNA restriksiyon profilleri iizerinde
tarafimizdan yapilan calismaya gore
etkenler aras1 hererojenite oldugu da
belirlenmistir (15).

Jel tizerinde (Sekil 1) elde edilen kutanoz
leishmaniasis etkenlerinin (Cukurova 1-18,
Sanlurfa 19-25. kuyular) total DNA Eco
RI (Sekil 1/A,), Hind III (Sekil 1/B;) ve
Hae III  (Sekil 1/Cy)  profilleri
incelendiginde her iki bolge etkenlerinin
genotipik olarak heterojen olduklar1 ve
kutan6z leishmaniasis etkenleri ile referans
suglar (Sekil 1/A, B, C) arasinda da
heterojenite goriilmektedir.

Sekil 1’de Cukurova (1-18. kuyular) ve
Sanlwrfa  (19-25.  kuyular) kutanoz
leishmaniasis etkenlerinin total DNA-Hinf
I profilleri (D,), referans suslardan (1-14.
kuyular, D) L.tropica (K-27, 4. kuyu)’ya
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benzememeleri 6nemlidir. Bu durum bolge
cografyasinin etkin oldugu bir varyasyonu
diisiindiirebilmektedir.  Ornekler  kendi
iclerinde degerlendirildiginde de,
heterojenitenin oldugu belirlenmistir.
Cukurova (1-18. kuyular) ve Sanlurfa (19-
25. kuyular) kutandz leishmaniasis
etkenlerinin bolgesel olarak ayirimi Alu I
(Sekil 1/E;) restriksiyon endoniikleaz
profili ile tespit edilebilmistir. Ancak bu
enzim profiline gore Sanlurfa kutandz
leishmaniasis etkenlerinin kendi aralarinda
homojen, Cukurova etkenlerinin ise kendi
aralarinda heterojen olduklar1
belirlenmistir. Bu sonug, daha Once
tarafimizdan yapilan kiiltiir caligmalarinda
elde edilen fenotipik farkliligi, genotipik
yonden desteklemektedir. Ayrica her iki
bolge etkenlerinin  referans  suslarin
genotiplerine tam olarak benzemedigi de
saptanmistir. Sanlhurfa (19-24. kuyular, E)
Alu T profilinde 25. kuyudaki etkenin
Cukurova Orneklerine  benzerligi, bu
ornegin  Cukurova orijinli  oldugunu
distiindiirmektedir. Ayn1 sekilde Sanliurfa
Alu I enzimi profili, Hinf I profilinin aksine
bu 6rneklerin L.tropica (K-27, 4. kuyu) ile
benzerligini gostermektedir. Tipa tip bir
benzerlik tim  enzim  profillerinde
goriilememistir.
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Sekil 1: %0.7 agaroz jeli iizerinde deri Leishmaniaz etkenleri ve referans suslarin total DNA restriksiyon
profillerinin gériiniimii. Eco R1/A;: Deri Leishmaniaz etkenleri total DNA kesim profilleri (1-25), Eco R1/A;:
Referans sus total DNA kesim profilleri (1-14); Hind III/B;: Deri Leishmaniaz etkenleri total DNA kesim
profilleri (1-25), Hind III/B,: Referans sus total DNA kesim profilleri (1-14); Hae III/Cy: Deri Leishmaniaz
etkenleri total DNA kesim profilleri (1-25), Hae III/C, : Referans sus total DNA kesim profilleri (1-14); Hinf
I/Dy: Deri Leishmaniaz etkenleri total DNA kesim profilleri (1-25), Hinf I/D,: Referans total DNA kesim
profilleri (1-14); Alu I/E;: Deri Leishmaniaz etkenleri total DNA kesim profilleri (1-25), Alu I/E,: Referans sus
total DNA kesim profili (1-14); Rsa I/F;: Deri Leishmaniaz etkenleri total DNA kesim profilleri (1-25), Rsa
I/F,: Referans sus total DNA kesim profilleri (1-14). M: Marker (ilk kuyu A DNA-Eco RI, ikinci kuyu A DNA-

ilgili enzim kesimi), T: Leishmania kesilmemis total DNA.

Ayni sekilde Rsa I (Sekil 1/F) profillerine
bakildiginda, Cukurova bolge etkenlerinin
heterojen olduklar1 goriilmektedir.Sanliurfa
orneklerinin (F;) Rsa I profilleri yoniinden,
22 no’lu 6rnek disinda kalan 6 6rnegin (19-
21. ve 23-25. kuyular) homojen olduklari
belirlenmistir

Sonu¢  olarak; Cukurova  Ornekleri
genotiplerinin heterojen, Sanliurfa
orneklerinin ¢ok daha homojen olduklari
belirlendi. Ayrica L.tropica (K-27)
referans susuna; Cukurova Orneklerinin
genotipik olarak Sanlurfa 6rneklerinden
daha uzak oldugu izlenimi alinmigtir. Daha
once yapilan calismalara gore sizodem
analizi ile total DNA restriksiyon
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profillerinin tir i¢i farkhiliklar1 ortaya
koydugu saptanmistir (9-10, 18). Bu
ylizden calismamizda kullanilan teknigin
giivenilir ~ oldugunu, ancak  bolge
etkenlerine hitap eden prob ya da problarin
kullanimiyla hassasiyetin ve spesifitenin
arttirilabilecegini diisiiniiyoruz.

Calisma  sonuglart  dikkate alinarak,
ozellikle Cukurova kutandz leishmaniasis
etkenlerinin identifikasyonu ve her iki
bolgede visserotropik etkenlerin
bulunabilecegi ihtimaline karsi, kiltiir
gerektirmeyen PCR’a dayali identifiye
edici molekiiler tekniklerin kullanilmasinin
gerekli oldugu diisiiniilmektedir).
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Cahismanin simirhligi: RFLP analizinin
bir parcast olan problarin ve Southern
blotlama  ekipmaninin  laboratuarimiz
sartlarinda bulunmamasidir.
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