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Ozet: Leishmaniasis, Leishmania tiirii protozoon parazitlerinin neden oldugu énemli tropikal hastaliklardan biridir.
Tiirkiye'nin Akdeniz kiyisinda bulunan Hatay’da, Kutanéz Leishmaniasis (KL) onemli bir halk sagligi sorunu
olarak goriilmeye devam etmektedir. Caligmada, Kl siipheli hastalarin, lezyonlarindan alinan 6rneklerin Giemsa
boyama yontemi, in-vitro kiltir, kiltiirde pozitif olarak degerlendirilen orneklerin tiplendirilmesi,
kriyoprezervasyonu ve Biyobank (Kriyobank) olusturulmasi amaglanmistir. Hatay Ili Aile Toplum Saghig
Merkezlerine (Altindzii, Antakya Merkez (Kirtkhan, Samandag gibi)) basvuran 40 KL siipheli hastanin lezyonundan
yayma preparat hazirlanarak Giemsa boyama yontemi ile boyandi ve amastigotlarin varligl agisindan
degerlendirildi. Hastalarin lezyonlarindan aspirasyon materyali alinarak klasik NNN besiyerine ekimi yapildi ve
ireme gozlenen Ornekler ITS-1 PCR-RFLP yontemi ile tiplendirildi. DMSO kullanmilarak o6rneklerin
kriyoprezervasyonu yapildi ve sivi azot tankina kaldirildi. KL siipheli toplam 40 hastaya ait yayma preparatlarin
tamaminda amastigotlar goriildii. Klasik NNN besiyerinde 40 drnegin 35’inde promastigotlarin tiredigi ve tireme
sonrast RPMI-1640 sivi besiyerine aktarilan Orneklerin tamaminin log fazma ulastigi gozlendi. Bu 6rneklerin

Alndy ©23.12.2020 Haelll enzimi kullanilarak yapilan PCR-RFLP yontemiyle 25’i L. infantum/donovani, 10 u L. tropica
Q"Z’z;’ makale alindi i 9%;2% olarak tiplendirildi ve azot tankina kaldirilarak Biyobank (Kriyobank) olusturulmaya baslandi. Biyobank,
abu. S 1. .

bolgemizden izole edilen ve tiplendirilen Leishmania izolatlarindan olusturdugumuz ilk arsivdir. Leishmania
izolatlari, virulans ve antijenik yapilart kaybolmadan sivi azot i¢inde uzun siire saklanabilmektedir. Biyobank’in;
molekiiler ¢aligmalar, hayvan modelleri, ilag denemeleri gibi pek ¢ok alanda kullanilmasina olanak saglayacagi
kanaatine varilmigtir.
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Anahtar Kelimeler:

Leishmania spp

Biyobank Abstract: Leishmaniasis is one of the important tropical diseases caused by the Leishmania species protozoan
Hatay parasites. In Hatay, located on the Mediterranean coast of Turkey, Cutaneous leishmaniasis (CL) continues to be
PCR-RFLP seen as an important public health issue. In the study; it was aimed to identify the samples taken from the lesions of

patients with suspected CL, Giemsa staining method, in-vitro culture, typing the samples evaluated as positive in
culture, cryopreservation and creating a Biobank (Cryobank). Smears prepared from the lesion of 40 CL suspected

Received £23.12.2020 patients who applied to the Family Community Health Centers of Hatay Province (Such as Altindzii, Antakya
Received in revised form : 19.02.2021 Center (Kirikhan, Samandag)) were stained with Giemsa staining method and evaluated for the presence of
Accepted 215.03.2021 amastigotes. Aspiration material taken from the lesions of the patients was inoculated on classical NNN medium
Available online - 03.05.2021 and the samples with growth were typed by ITS-1 PCR-RFLP method. The samples were cryopreserved using

DMSO and transferred to the liquid nitrogen tank. Amastigotes were seen in all of the smears of 40 patients
Keywords: with suspected CL. It was observed that promastigotes were grown in 35 of 40 samples in classical NNN medium

and all of the samples transferred to RPMI-1640 medium after reproduction reached the log phase. 25 of these
Biobank samples were typed as L. infantum / donovani and 10 as L. tropica with the PCR-RFLP method using the Haelll
Hatay enzyme, and the Biobank (Cryobank) was started to be formed by transferred the typed samples to the nitrogen tank.
PCR-RFLP The Biobank is the first archive we created from Leishmania isolates isolated and typed in our region.
Leishmania isolates can be stored in liquid nitrogen for a long time without losing their virulence and antigenic
structures. It has been concluded that it can be used in many areas such as molecular studies, animal models, drug
trials of Biobank.
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202153 (2); 106-109 hastaliktir ve 102 iilkede endemik olarak goriildiigii bilinmektedir 2. Hastaligin; Kutandz
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Ulkemizde Saglk Bakanligi verilerine gore; 1990-2010 yillari
arasinda toplam 46.003 KL vakas1 goriildiigii bildirilmistir ¢ ve genel
olarak KL etken tiirleri L. tropica, L. infantum, L. major ve
L. donovani’dir®. Akdeniz bolgesinde yer alan Hatay ilinde KL
endemik olarak goriilmektedir ’ ve Phlebotomus sergenti,
Phlebotomus papatasi, Phlebotomus syriacus KL nin vektorleridir ..
Yapilan caligmalarda Hatay’da, en sik L. tropica ve L. infantum,
nadiren de L. major’un KL etkeni oldugu gosterilmistir™ " °. KL;
baslangigta papiil daha sonra nodiil ve en son iilserlesmeye dogru
giden bir deri hastaligidir'®. KL nin kroniklestigi ya da sekonder
enfeksiyon nedeniyle diger deri hastaliklartyla karisabilmektedir''. KL
tanisinda  altin  standart  yontem, mikroskopta  parazitin
gosterilmesidir'> '3. Sensitivitesi ok yiiksek ve kolay uygulanabilir
bir yontemdir. Ancak kroniklesmis lezyonlarda ya da sekonder enfek-
siyon durumunda tam konulmasi zorlasmaktadir'>. Bu nedenle tanida
Leishmania kiiltiirii ve molekiiler yontemlerde kullanilmaktadir ',

KL lezyonlar etken olan Leishmania tirlerine gore klinik gorii-
niimlerinde farklilik gosterebilmektedir. Bu nedenle etken tiiriin belir-
lenmesi, hastanin tedavisine katki saglamaktadir. Ayrica lezyona ne-
den olan Leishmania tliriniin belirlenmesi tani ile epidemiyolojik
arastirmalara katki saglamasi acisindan da Gnemlidir '> 1,

Kriyoprezervasyon yontemi; Leishmania spp, Plasmodium spp
gibi bir¢ok parazitin dondurularak uzun siire saklanmasina olanak
tanimaktadir. Bu yontemle parazitler antijenik yapilarini, virulanslarimi
ve canliliklarin1 kaybetmeden korunabilmesi ve istenilen her an para-
zitler ile caligmaya olanak tanimasi agisindan 6nemli bir yontemdir 7.
Bu nedenle elde edilen suglarin saklanabilmesi i¢in parazit bankalar
o6nemli bir yer tutmaktadir.

Calismada, KL’li hastalarin lezyonlarindan alinan &rneklerin in-
vitro kiiltirde tiretildikten sonra dimetilsiilfoksit (DMSO) ile kriyopre-
zervasyonun yapilmasi ve bolgemizde bir parazit arsivi (Biyobank)
olusturulmasi amag¢lanmustir.

MATERYAL ve YONTEM

Etik onay

Bu calisma, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tayfur Ata
Sokmen Tip Fakiiltesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu’nun 2018/87
protokol kodu karari ile alinan etik kurul onay1, T.C. Saglik Bakanlig:
Zoonotik ve Vektorel Hastaliklar Daire Bagkanligi ve Hatay 11 Saglik
Miidiirliigii’nden alinan izin ile ger¢eklestirildi.

Deneysel tasarim

Hatay ili Aile Toplum Sagligi Merkezlerine (Altindzli, Antakya
Merkez) Kutandz Leishmaniasis sliphesi ile bagvuran toplam 40 hasta
calismaya dahil edildi. Toplam 40 hastanin lezyonundan ornek
alinarak yayma preparat hazirlandi. Preparatlar Giemsa boyama yonte-
mi ile boyand1 ve 100x bilyiitmede amastigotlain varligi agisindan
degerlendirildi. Hastalarin lezyonlarindan alinan eksudalar NNN
besiyerine steril sartlar altinda ekimi yapildi ve 25 °C’lik etiive kaldi-
rildi. 2-4 hafta siire ile bekletildi ve promastigotlarin varligi agisindan
degerlendirildi. Pozitif suslar siv1 besiyerine (RPMI 1640 + %15 Fetal
Bovine Serum) aktarildi. Logaritmik faza ulasan promastigotlar
mikroskop altinda sayilarak 10® promastigot/ml olacak sekilde
ayarlandi.

Logaritmik faza ulasan 6rneklerden DNA izolasyonu ticari DNA
izolasyon kiti (QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen, Almanya) kullanila-
rak tretici firmanin Onerileri dogrultusunda yapildi. Elde edilen
DNA'lara Leishmania'nin ITS-1 bdlgesine 6zgii primerlar (LITSR: 5°-
CTG GAT CAT TTT CCGATG-3’ ve L5.8S: 5°-TGA TAC CAC
CAC TTA TCG CAC TT-3") kullamlarak PCR yéntemi uyguland: '%.
PCR yontemi igin; 4 pl 10x Taq polimeraz tamponu (Thermo Fisher
Scientific USA), 3 mM MgCl2, 250 uM dNTP karigimi, 0.5 U Taq
DNA polimeraz (Thermo Fisher Scientific USA), 5 ul kalip DNA, her

bir primerden 0.5 pikomol eklendi ve son hacmi 50 pl olacak sekilde
distile su eklenerek PCR karisimi elde edildi. PCR analizlerinde
amplifikasyon islemi; 94°C’de 7 dakika 6n denatiirasyonu takiben 35
dongii olmak tizere (94°C’de 40 saniye, 56°C’de 40 saniye, 72°C’de
40 saniye) ve 72°C’de 7 dakika son uzama olarak termal dongii
cihazinda (SimpliAmp™ Thermal Cycler, USA) gergeklestirildi. Elde
edilen PCR iriinleri % 1,5 agaroz jelde yiiriitiildii ve 300-350bp
biiyiikliigiindeki bantlar goriintiilendi .

PCR iiriinlerine BsuRI (Haelll) restriksiyon enzimi kullanilarak
RFLP islemi uygulandi. RFLP igin; 2 pl BsuRI enzimi, 2 pl
restriksiyon tamponu, 5 pl PCR {irlinii ve toplam hacmi 20 pl olacak
sekilde distile su eklendi. Hazirlanan karigim 37°C’de bir gece inkiibe
edildi '®. Inkiibasyon sonrasi iiriinler iki saat %3 agaroz jelde
yiiriitiildii ve elde edilen sonuglar referans suslar (L.tropica, L.major,
L.infantum/donovani) ile karsilastiriarak sivi azot tankina kaldirildi.
Logaritmik faza ulagan 6rnekler ve tiplendirilen &rnekler falkon tiiple-
rine aktarilarak 4400 rpm 10 dakika siire ile santrifiij edildi ve daha
sonra iist kistm dokiildii. Pellet tizerine 10 ml PBS (Phosphate Buffer
Solution) eklendi ve santrifiij edilerek yikama islemi yapildi. 3 kez
yikama islemi yapildiktan sonra pellet iizerine PBS ilave edilerek
siispansiyon, 108 ml/promastigot olacak sekilde promastigot sayisi
ayarlandi. Hazirlanan siispansiyonlarmm {izerine %15 DMSO
(dimetilstilfoksit) eklenerek kriyoprezervasyonu yapildi.  Karigim
kriyo tiiplerine alind1 ve hiicre dondurma kabina (coolcell) (dakikada
1°C sogutularak) aktarilarak -86°C'lik derin dondurucuya kaldirildi.
Ertesi giin hiicre dondurma kabindan almip hizli bir sekilde sivi azot
tankina aktarildi 2°. Parazit tipi belirlendikten sonra rnekler sivi azot
tankina kaldirilarak arsivlendi.

Biyobanka kaldirilan suslar bir ay sonra sivi azot tankindan
cikarilarak 37°C'lik su banyosunda hizli bir sekilde ¢ozdiiriildii ve bir
damla lam lamel arasina alinarak canlilik kontrolii yapildi.

BULGULAR

Toplam 40 KL siipheli hastadan alinan orneklerin yayma
preparatlarinin tamaminda Leishmania amastigotlart goriildi (Sekil 1,
2). Klasik NNN besiyerinde ise, 40 érnegin 35’inde promastigotlarin
iredigi gozlendi (Sekil 3). Bu 6rneklerin DNA izolasyonu sonrasi
uygulanan PCR-RFLP yontemi ile tiplendirmesi sonucunda 25°i L.
infantum/donovani, 10 u L. tropica olarak bulundu (Sekil 4). Logarit-
mik faza ulasan ve tiplendirilen toplam 35 6rnek sivi azot tankina
kaldirilarak Biyobank olusturulmaya baslandi.

Sekil 1. KL siipheli hastalara ait lezyonlar
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Sekil 2. KL hastaya ait yayma
preparatta saptanan amastigotlar

Sekil 3. NNN besiyerinde iireme
gozlenen orneklerdeki promastigotlar

TARTISMA

Kutanéz Leishmaniasis (KL), Leishmania
parazitlerinin neden oldugu, tilkemizde de Sark ¢ibani, Urfa ¢ibani,

Halep c¢iban1 gibi farkli isimlerle adlandirilan 6nemli bir deri

tiri  protozoon

hastaligidir 2. Hastalik tedavi edilmezse bir yil i¢inde lezyon yerinde
iz birakarak kendiliginden iyilesmektedir '°.

Ulkemizin Akdeniz Bolgesi'nde yer alan Hatay ilinde KL,
ozellikle Altindzii, Hassa, Reyhanli, Samandag gibi ilgeleri basta
olmak iizere endemik olarak goriilmektedir *'.

Hatay’da  yapilan
orneklerinden parazit

KL
izolasyonu ve molekiiler tiplendirmesi
yapilmistir. Buna gore Toz ve ark., L. infantum, Ozbilgin ve ark.,

caligmalarda  hastalardan  alinan

L. major, L. tropica ve L. infantum’un KL’ye neden olan tiirler
oldugunu gdstermislerdir *%°. Culha ve ark tarafindan Hatay’da
yapilan bir ¢aligmada 2011 yilindaki Suriye gog¢iinden sonraki yillarda
KL tanisi alan 50 Tiirk hastaya ait 6rnegin 28’ini (%56) L. infantum/
donovani, 3’tnii (%6) L. major, 19’unu (%38) L. tropica olarak
saptamiglardir. Caligma da Hatay KL etken tiiriiniin genel olarak
L. infantum/donovani oldugunu, L. tropica’nin etken oldugu KL
vakalarinin arttigin1 ve L. major’un etken oldugu vaka sayilarmin da
geemis yillara oranla daha fazla oldugu bildirilmistir 2. Calismamizda
KL siipheli 40 hastanin lezyonundan alinan 6rneklerden 35’inde NNN
besiyerinde promastigotlarin tliredigi gozlenmistir ve bu 6rneklerin
25’1 L. infantum/donovani, 10’unu L. tropica olarak tiplendirilmistir.
Culha ve ark’larinin yapmis oldugu c¢alismaya paralel olarak
caligmamizda da 6rneklerin cogunlugunda L. infantum/donovani etken
tiir olarak belirlenirken kalan 6rnekler L. tropica olarak saptanmistir.

Kriyoprezervasyon, kriyopektanlar kullanilarak hiicrelerin -196°
C’de (stvi azotta) saklanmasi ile hiicrelerdeki biyolojik ve
biyokimyasal aktivitelerin durdurulmasi prensibine dayanan Onemli
bir yontemdir *°. In-vivo uygulamalar ve in-vitro kiiltiir ile suslarin
devamliliginin saglanmasi sirasinda; biyolojik, antijenik ve kimyasal
ozelliklerin  degistigi,  viriilans ile  patojenitenin  azaldig1
bildirilmektedir . Kriyoprezervasyon yontemi ile, suslarin
pasajlanmasi ve bu sirada yasanan kontaminasyon riskinin ortadan
kalkt1g1, suslarin antijenik 6zellikleri ile viriilanslarmi kaybetmeden
uzun siire korunabildigi bildirilmistir !,

Ulkemizde farkli parazitlerin kriyoprezervasyonu ile ilgili
yapilmus bir ok caligma bulunmaktadir. Ozbilgin ve ark. 2010 yilinda
Plasmodium berghei ve Plasmodium yoelii parazitlerinin {izerine son
konsantrasyonu %15 sekilde =~ DMSO
yapmiglar  ve  parazitin
korundugunu gozlemislerdir. Calismada yazarlar Plasmodium ile diger

olacak ekleyerek

kriyoprezervasyonu virulanslarmin

parazit suslarinin korunmasi i¢in kriyobank merkezinin olusturulmasi
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Sekil 4. ITS-1 PCR-RFLP ile tiplendirilen drnekler (1:50 bp marker, 2:
RF1 (L. tropica), 3:RF2 (L. major), 4:RF3 (L. infantum/donovani), 5,6:
Pozitif hasta 6rnegi (L. tropica), 7,8,9.10,11: Pozitif Hasta drnekleri (L.
infantum/donovani)

gondii’nin kriyoprezervasyonunu yapmuslar ve bu metodun is giicii
kayiplarini, ekonomik ve etik sorunlar1 dnleyecegini bildirmislerdir 2.
Manisa’da 2017 yilinda, NNN besiyerinde iiretilmis ve sivi besiyerin-
de (RPMI-1640) logaritmik faza giren L. tropica, L. infantum,
L. major ve L. donovani suslarinin %15 DMSO eklenerek kriyoprezer-
vasyonu yapilmig ve sivi azot tankina aktarilmustir. Sivi azottan
cikarilarak canlandirilan Leishmania suslarinin %60-65 arasmda
canliliklarin1 muhafaza ettigi gézlemlenmistir ve olusturulacak parazit
bankalarimin konu ile ilgili ¢alisacak kisilere onemli bir kaynak
saglayacagi bildirilmistir *°. Yapilan bir baska calismada ise, Chagas
hastalig1 etkeni Trypanosoma cruzi’nin DMSO ile kriyoprezervasyonu
yapilmig ve bu sekilde parazitin uzun siire muhafaza edilebilecegi
sonucuna vartmistir 2°. Cahigmanuzda da Hatay ilinde KL siipheli
hastalardan toplanan 6rneklerin 35’1 NNN besiyerinde iiretilmis ve bu
orneklerin  kriyoprezervasyonu yapilarak sivi  azot tankinda
saklanmigtir. Parazit tiirlerinin kriyoprezervasyonu yapilarak sivi azot
tankinda saklanabildigi kriyobank merkezlerinin yapilandirilmasinin
iilkemizdeki parazitlere ait arsivin olusturulmasinda 6nemli oldugu
diigiiniilmektedir '”. Calismamizda Hatay ilinden izole edilmis ve
tiplendirilmis Leishmania suslarin kriyoprezervasyonu yapilarak
parazit arsivi (Biyobank) olusturulmaya baglanmigtir. Bu amagla 40
KL siipheli hastadan alinan 6rnegin 35’1 NNN besiyerinde iiretilmis ve
tiir diizeyinde tanimlanmig ve DMSO kullanilarak kriyoprezervasyonu
yapilarak ve s1vi azot tankina yerlestirilmigtir.

Leishmania parazitlerinin kriyoprezervasyonu ile bolgemizdeki ilk
parazit arsivinin (Biyobank) adimlar1 atilmistir. Biyobank sayesinde
Leishmania izolatlarinin virulans ve antijenik yapilart kaybolmadan
s1v1 azot i¢inde uzun siire saklanabilmektedir. Biyobank’m; molekiiler
caligmalar, hayvan modelleri, ila¢ denemeleri gibi pek c¢ok alanda
kullanilmasina olanak saglayacagi kanaatindeyiz.

Cikar ¢atismast

Yazarlar  arasinda, bu makalede Dbildirilen ¢alismay1
etkileyebilecek  hicbir mali ¢ikar veya  kisisel c¢atigma
bulunmamaktadir.

Tesekkiir

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazit Bankasi’na
referans suglarin temin edilmesinde sagladiklari katkilardan dolay:
tesekkiir ederiz. Bu ¢aligma, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bi-
limsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (Proje numarasi:
18.M.068) tarafindan desteklenmistir.

Bu ¢galisma, 13-14 Mart 2020 tarihleri arasinda Ankara’da Diizen-
lenen 3. Uluslararas1 Tip ve Saglik Bilimleri Kongresi'nde (UTSAK)
sozlIi bildiri olarak sunulmustur.
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