
Harran Üniversitesi Tıp Fakültesi Dergisi  

Harran Tıp Fak Der 2004; 1 (4) 21

Çukurova ve Şanlıurfa bölgelerinde deri lezyonlarından izole edilen 
leishmania sp. DNA’larının restriksiyon endonükleazlarla karşılaştırılması 
 
Fuat DİLMEÇ1, Ali MATUR2, Soner UZUN3, Mehmet KARAKAŞ3, Hamdi R. 
MEMİŞOĞLU3 

 

1Harran Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Biyoloji AD, ŞANLIURFA 
2Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi, Tıbbi Biyoloji AD, ADANA 
3Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi, Dermatoloji AD, ADANA 
 
ÖZET 
Amaç: Leishmaniasis, dünyanın tropikal ve subtropikal bölgelerinde yaygın olarak görülmektedir. Leishmania 
türlerinin tiplendirilmesinde, günümüzde klasik mikroskobik teknikler yanında DNA’ya dayalı teknikler 
kullanılmaktadır. Bu çalışmada, Çukurova ve Şanlıurfa bölgeleri deri lezyonlarından izole edilen Leishmania 
suşları arasında genotipik farklılıkların olup olmadığını saptamak amaçlanmıştır. 
Gereç-Yöntem: Hastaların deri lezyonu kenarlarından iğne aspirasyonu ile alınan örnekler NNN besiyerine 
ekilerek promastigotlar elde edilmiştir. Büyük hacimde promastigot kültürü yapıldıktan sonra promastigotlardan 
DNA izole edilmiş ve DNA; Eco RI, Hind III, Hae III, Hinf I, Alu I ve Rsa I restriksiyon endonükleazları ile 
kesilmiş ve agaroz jelinde elde edilen DNA profilleri karşılaştırılmıştır.  
Bulgular: 18’i Çukurova, 7’si Şanlıurfa bölgelerinden elde edilen suşlardan ve 14 referans suştan izole edilen 
toplam 39 DNA örneği RFLP (Restriction fragment lengt polymorphisms) analizi ile karşılaştırılmış ve 
Çukurova bölgesinden izole edilen deri Leishmania  örneklerinin, Şanlıurfa bölgesi Leishmania örneklerinden 
daha heterojen oldukları belirlenmiştir. 
Sonuç: Her iki bölgeden izole edilen cutaneous leishmaniasis etkenleri arasında genotipik farklılıklar tespit 
edilmiştir. Tiplendirme için, PCR (Polymerase Chain Reaction) tekniğinin uygulanması şarttır. 
Anahtar kelimeler: Jel elektroforezi, Restriksiyon endonükleaz, RFLP analizi, DNA, total DNA İzolasyonu 
 
Comparision of leishmania sp. DNA’s isolated in the regions of Çukurova and Şanlıurfa 
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 Çukurova and Şanlıurfa 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 III, Hae III, 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 Çukurova, 7 of Şanlıurfa regions, and 14 of reference 
strain have been compared with RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) analysis and the cutaneous 
Leishmania samples isolated from Çukurova have been designated more heterogenicity than Leishmania samples 
taken from Şanlıurfa 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 
 
GİRİŞ 
 
Dünya’nın tropikal ve subtropikal 
bölgelerinde; kutanöz (şark çıbanı), 
mukokutanöz ve visseral leishmaniasis 
yaygın olarak görülmektedir. Kutanöz 
leishmaniasis; Çukurova’da endemik ve 

Güney Doğu Anadolu bölgesinde epidemik 
bir seyir göstermektedir (1, 2). 

Leishmaniasisin kontrol altına 
alınmasında, etkenlerin identifiye edilmesi 
hastalığın epidemiyolojisinin anlaşılması 
açısından çok önemlidir. Visseral 
leishmaniasis saptanan insan ve rezervuar 
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olan köpeklerden izole edilen etkenlerin, 
DNA kaynaklı moleküler yöntemlerle 
L.tropica oldukları anlaşılmış ve 
Leishmania’nın bu visserotropizmi 
konunun önemini arttırmıştır (3, 4). 
Günümüzde identifikasyon amaçlı; 
kültürel, serodem, zimodem ve şizodem 
gibi moleküler tekniklere 
başvurulmaktadır. Serodemde çapraz 
reaksiyonların olması, zimodemde ise çok 
sayıda enzim gerekmesi, DNA’ya dayalı 
tekniklerin yaygın kullanılmasına neden 
olmuştur. Moleküler tekniklerden olan 
RFLP analizi için DNA problarının 
hibridizasyon derecesi ve restriksiyon 
enzim polimorfizmi dikkate alınmıştır (2, 
5, 6). Çin ve Peru’da Leishmania 
nDNA’ları (nükleer DNA) restriksiyon 
fragmanları, gp63 ve β-tubulin probları ile 
taranmış ve etkenlerin β-tubulin yönünden 
homojen, gp63 açısından da heterojen 
oldukları gösterilmiştir. Eski Dünya 
leishmaniasis etkenlerine ait total 
DNA’ların Pst I fragmanları, L.major 
nDNA’sından hazırlanan rekombinant 
pDK10 probu ve L.infantum cDNA’sından 
(complementery DNA) hazırlanan 7-059 
probu ile taranmış ve zimodem analizi ile 
görülemeyen farklılıklar saptanmıştır. 
Ayrıca bu teknikle alınan sonuçlar şark 
çıbanı sebebi olan türler arasına L. 
infantum’un da katılmasına neden 
olmuştur. kDNA probları tür 
identifikasyonunda kullanılırken, nDNA 
probları tür identifikasyonu ile birlikte tür 
içi farklılıkları da gösterebildiğinden 
kDNA çalışmalarına göre daha hassas 
bulunmuştur (2, 7-10). Bazı leishmaniasis 
etkenlerinde kültürün zor, bazen de 
mümkün olamaması ve bu nedenle kDNA 
izolasyonunun zor olması şizodem 
analizini de zorlaştırmıştır (2,11-14). 
Daha önce tarafımızdan kala-azar 
etkenlerinin total DNA’ları üzerinde 
yapılan Restriksiyon profili çalışmalarına 
göre, etkenler arasında heterojenite 
belirlenmiştir (15). L.infantum genomik 
DNA’sı, L.major α- ve β-tubulin probları 
ile taranmış ve kala-azar etkenleri arasında 

heterojenite olduğu gösterilebilmiştir (16-
19). 
Son zamanlarda zimodem analizi ile 
L.major, L.turanica ve L.gerbilli suşları 
arası gösterilemeyen polimorfizm, kültür 
yapılmaksızın PCR, PCR-RFLP, RAPD-
PCR (Random Amplified Polymorphic 
DNA-PCR) gibi moleküler teknikler 
kullanılarak yapılmaktadır (20-24). 
Bu çalışmada; Çukurova ve Şanlıurfa 
yöresinden toplanan 25 deri lezyon etkeni 
Leishmania suşu ve 14 referans suşun total 
DNA’ları 6 farklı restriksiyon enzimi 
tarafından kesilmiş ve restriksiyon 
profilleri jel üzerinde karşılaştırılmıştır. 
 
GEREÇ ve YÖNTEM 
 
Deri lezyonlarının kenarlarından aseptik 
koşullarda izotonik solusyon yardımıyla 
alınan iğne aspiratı, bifazik besiyerine 
(NNN) ekilerek örnekte bulunan 
amastigotların promastigot formuna 
dönüşümü sağlandı. Daha sonra 
promastigotlar, büyük hacimde kültür için 
sıvı RPMI-1640 (Sigma) besiyerine alındı 
ve geç log fazına kadar üretildi. 
Promastigotlar, izotonik solusyonda 
yıkandıktan sonra, daha önce tanımlandığı 
gibi (25), hücre lizis tamponu (150 mM 
NaCl, 100 mM EDTA ve 10 mM Tris-HCl, 
pH 8.0), %0.5 SDS ve 400 µg/ml pronaz 
(Sigma) ile 60 °C’de 3 saat içinde 
parçalandı. Parçalanmış hücrelerdeki 
proteinler, Miller’in (26) tuzla-çöktürme 
yöntemi (1.2 M NaCl) ile uzaklaştırıldı. 
Total DNA içeren üst faz, 2.5 M NH4OAc 
(Ammonyum asetat) ve iki hacim saf 
etanol ile toplandı. %70 etanol ile 
yıkamanın ardından total DNA, steril 
deiyonize su içinde çözülerek 
spektrofotometre aracılığıyla saflığı 
belirlendi ve konsantrasyonu ayarlandı. 
Restriksiyon kesimine kadar -20 °C’de 
saklandı.   
Laboratuvar koşullarına göre, 
optimizasyon çalışmaları yapılarak 
reaksiyon hacmi, kesilecek DNA ve kesim 
için enzim miktarları, enzim aktivitesi ve 
kesim süresi gibi faktörler belirlendi. Buna 
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göre; 30 µl reaksiyon hacminde, 2µg total 
DNA, 6 U restriksiyon enzimi ve 
restriksiyon tamponu karıştırılarak 37 
°C’de 4 saat süreyle kesim yapıldı. λ DNA 
(Biores) ilgili restriksiyonlarla kesilerek 
marker olarak hazırlandı. Kutanöz 
leishmaniasisli hastalardan elde edilen 
suşlar ve referans suşların (Tablo 1) total 
DNA’ları Eco RI, Hind III, Hae III, Hinf I, 
Alu I ve Rsa I (Sigma) enzimleriyle ayrı 
ayrı kesildi. Kesim reaksiyonları, 10 
mM’lık EDTA (pH 8.0) ile durduruldu. 
Kesilmiş DNA’lar ile birer kesilmemiş 
total DNA izleme boyası varlığında 
0.5xTBE (45 mM Tris.Cl, 45 mM Borik 
asit, 1 mM EDTA) ile hazırlanan ve 0.5 
µg/ml EtBr (Etidyum Bromid) içeren %0.7 
agaroz jeline (20x15x0.4 cm, Hoeffer) 
uygulandı. Elektroforez, 120V sabit 
potansiyelde 2 saat süre ile yapıldı ve 
hemen ardından transiliminatör ile 
görüntülendikten sonra Tip 667 polaroid 
filme fotoğrafları alındı. Jel üzeindeki tüm 
DNA profilleri birbirleriyle karşılaştırıldı. 
 
BULGULAR 
 
Çukurova (18) ve Şanlıurfa (7) kutanöz 
leishmaniasis etkenleri ile referans suşların 
(14) total DNA’ları 6 değişik restriksiyon 
enzimi ile kesildikten sonra elekroforez 
yardımıyla agaroz jeli üzerindeki profilleri 
birbirleriyle karşılaştırıldı (Şekil 1). 
Buna göre; Eco RI (Şekil 1/A1), Hind III 
(Şekil 1/B1) ve Hae III (Şekil 1/C1) DNA 
fragmanları incelendiğinde, Çukurova (1-
18. kuyular) ve Şanlıurfa (19-25. kuyular)  
kutanöz leishmaniasis etkenlerinin 
genotipik olarak heterojen oldukları 
belirlendi. Aynı zamanda her iki bölge 
kutanöz leishmaniasis etkenleri ile referans 
suşlar arasında da heterojenite gözlendi. 
Alu I (Şekil 1/E1) profiline göre 
Çukurova‘dan izole edilen kutanöz 
leishmaniasis  etkenlerinin kendi içinde 
heterojen oldukları, Şanlıurfa’dan izole 
edilen kutanöz leishmaniasis etkenlerinin 
ise kendi içinde homojen oldukları, ancak 
bunların Çukurova’dan izole edilen 
etkenlerden farklı oldukları görülmektedir. 

25. kuyudaki Şanlıurfa örneğinin Çukurova 
örneklerine benzerliği saptandı. Aynı 
şekilde Rsa I profiline (Şekil 1/F1) 
bakıldığında, Çukurova bölgesi kutanöz 
leishmaniasis etkenlerinin heterojen 
oldukları, Şanlıurfa bölgesi kutanöz 
leishmaniasis etkenlerinin, 22 no’lu örnek 
dışında homojen oldukları belirlendi. 
 
TARTIŞMA 
Leishmaniasis etkenlerinin tropikal ve 
subtropikal bölgelerde yaygın olduğu ve 
insanlarda kutanöz (şark çıbanı), 
mukokutanöz ve visseral leishmaniasis 
yaptıkları bilinmektedir. Ülkemizde ise 
Çukurova yöresinde endemik ve Şanlıurfa 
yöresinde de epidemik kutanöz 
leishmaniasis odakları bulunmaktadır (1). 
Leishmaniasis, büyük bir insan 
populasyonunu risk altında tuttuğuna göre 
epidemiyolojisinin anlaşılması gereği 
ortaya çıkmaktadır. Hastalarda 
leishmaniasis etkenlerinin tiplendirilmesi 
yanında, rezervuar ve vektörden izole 
edilen etkenlerin de tiplendirilmesi 
hastalığın epidemiyolojisi için büyük önem 
taşır. Mikroskopla morfolojiye bakarak 
tiplendirme yapmak; amastigot ve 
promastigot hücre şekillerinin çok benzer 
olması nedeniyle mümkün olamamaktadır 
(2, 23, 24). 
Çalışmada; izole ettiğimiz Leishmania 
suşları ve referans suşların total 
DNA’larının, 6 değişik restriksiyon 
endonükleazla kesilmesi sonucu agaroz jeli 
üzerinde elde edilen DNA profilleri 
karşılaştırıldı (Şekil 1). Yapılan 
çalışmalarla bu tekniğin, çapraz 
reaksiyonlar veren serodem, çok sayıda 
enzimle taramayı gerektiren zimodem ve 
tür düzeyinde karekterizasyon yapan 
şizodem analizine göre üstünlüğü 
belirlenmiştir (2, 5, 6). Aynı şekilde total 
DNA üzerinde yapılan RFLP analizi, 
tiplendirmenin yanında türler arası 
akrabalık ilişkilerini de ortaya koyduğu 
belirlenmiştir (2, 8, 10). 
Daha önce tarafımızdan her iki bölge 
leishmaniasis etkenlerinin mevcut 
laboratuvar koşullarımızda izolasyon ve  
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Tablo 1: Çalışmada kullanılan Referans Suşlar 

Kuyu no’su Referans adı 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.gerbilli 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 

 
kültürleri sırasında, Şanlıurfa kutanöz 
leishmaniasis etkenlerinin besiyeri 
seçiminde hassas olmadıkları, kolaylıkla 
üreyebildikleri, ancak Çukurova kutanöz 
leishmaniasis etkenlerinin besiyeri 
seçiciliğinin fazla olduğu ve bu yüzden 
izolasyonlarının çok zor olduğu 
gözlemlenmiştir. Buradan Çukurova 
kutanöz leishmaniasis etkenlerinin 
fenotipik olarak heterojen olduğu 
anlaşılmıştır (14). Aynı şekilde Çukurova 
bölgesi visseral leishmaniasis etkenlerinin 
total DNA restriksiyon profilleri üzerinde 
tarafımızdan yapılan çalışmaya göre 
etkenler arası hererojenite olduğu da 
belirlenmiştir (15). 
Jel üzerinde (Şekil 1) elde edilen kutanöz 
leishmaniasis etkenlerinin (Çukurova 1-18, 
Şanlıurfa 19-25. kuyular) total DNA Eco 
RI (Şekil 1/A1), Hind III (Şekil 1/B1) ve 
Hae III (Şekil 1/C1) profilleri  
incelendiğinde her iki bölge etkenlerinin 
genotipik olarak heterojen oldukları ve 
kutanöz leishmaniasis etkenleri ile referans 
suşlar (Şekil 1/A, B, C) arasında da 
heterojenite görülmektedir.  
Şekil 1’de Çukurova (1-18. kuyular) ve 
Şanlıurfa (19-25. kuyular) kutanöz 
leishmaniasis etkenlerinin total DNA-Hinf 
I profilleri (D1), referans suşlardan (1-14. 
kuyular, D2) L.tropica (K-27, 4. kuyu)’ya 

benzememeleri önemlidir. Bu durum bölge 
coğrafyasının etkin olduğu bir varyasyonu 
düşündürebilmektedir. Örnekler kendi 
içlerinde değerlendirildiğinde de, 
heterojenitenin olduğu belirlenmiştir.  
Çukurova (1-18. kuyular) ve Şanlıurfa (19-
25. kuyular) kutanöz leishmaniasis 
etkenlerinin bölgesel olarak ayırımı Alu I 
(Şekil 1/E1) restriksiyon endonükleaz 
profili ile tespit edilebilmiştir. Ancak bu 
enzim profiline göre Şanlıurfa kutanöz 
leishmaniasis etkenlerinin kendi aralarında 
homojen, Çukurova etkenlerinin ise kendi 
aralarında heterojen oldukları 
belirlenmiştir. Bu sonuç, daha önce 
tarafımızdan yapılan kültür çalışmalarında 
elde edilen fenotipik farklılığı, genotipik 
yönden desteklemektedir. Ayrıca her iki 
bölge etkenlerinin referans suşların 
genotiplerine tam olarak benzemediği de 
saptanmıştır. Şanlıurfa (19-24. kuyular, E1) 
Alu I profilinde 25. kuyudaki etkenin 
Çukurova örneklerine benzerliği, bu 
örneğin Çukurova orijinli olduğunu 
düşündürmektedir. Aynı şekilde Şanlıurfa 
Alu I enzimi profili, Hinf I profilinin aksine 
bu örneklerin L.tropica (K-27, 4. kuyu) ile 
benzerliğini göstermektedir. Tıpa tıp bir 
benzerlik tüm enzim profillerinde 
görülememiştir. 
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Şekil 1: %0.7 agaroz jeli üzerinde deri Leishmaniaz etkenleri ve referans suşların total DNA restriksiyon 
profillerinin görünümü. Eco R1/A1: Deri Leishmaniaz etkenleri total DNA kesim profilleri (1-25), Eco R1/A2: 
Referans suş total DNA kesim profilleri (1-14); Hind III/B1: Deri Leishmaniaz etkenleri total DNA kesim 
profilleri (1-25), Hind III/B2: Referans suş total DNA kesim profilleri (1-14); Hae III/C1: Deri Leishmaniaz 
etkenleri total DNA kesim profilleri (1-25), Hae III/C2 : Referans suş total DNA kesim profilleri (1-14); Hinf 
I/D1: Deri Leishmaniaz etkenleri total DNA kesim profilleri (1-25), Hinf I/D2: Referans total DNA kesim 
profilleri (1-14); Alu I/E1: Deri Leishmaniaz etkenleri total DNA kesim profilleri (1-25), Alu I/E2: Referans suş 
total DNA kesim profili (1-14); Rsa I/F1: Deri Leishmaniaz etkenleri total DNA kesim profilleri (1-25), Rsa 
I/F2: Referans suş total DNA kesim profilleri (1-14). M: Marker (ilk kuyu λ DNA-Eco RI, ikinci kuyu λ DNA-
ilgili enzim kesimi), T: Leishmania kesilmemiş total DNA.  
 
Aynı şekilde Rsa I (Şekil 1/F1) profillerine 
bakıldığında, Çukurova bölge etkenlerinin 
heterojen oldukları görülmektedir.Şanlıurfa 
örneklerinin (F1) Rsa I profilleri yönünden, 
22 no’lu örnek dışında kalan 6 örneğin (19-
21. ve 23-25. kuyular) homojen oldukları 
belirlenmiştir 
Sonuç olarak; Çukurova örnekleri 
genotiplerinin heterojen, Şanlıurfa 
örneklerinin çok daha homojen oldukları 
belirlendi. Ayrıca L.tropica (K-27) 
referans suşuna; Çukurova örneklerinin 
genotipik olarak Şanlıurfa örneklerinden 
daha uzak olduğu izlenimi alınmıştır. Daha 
önce yapılan çalışmalara göre şizodem 
analizi ile total DNA restriksiyon 

profillerinin tür içi farklılıkları ortaya 
koyduğu saptanmıştır (9-10, 18). Bu 
yüzden çalışmamızda kullanılan tekniğin 
güvenilir olduğunu, ancak bölge 
etkenlerine hitap eden prob ya da probların 
kullanımıyla hassasiyetin ve spesifitenin 
arttırılabileceğini düşünüyoruz. 
Çalışma sonuçları dikkate alınarak, 
özellikle Çukurova kutanöz leishmaniasis 
etkenlerinin identifikasyonu ve her iki 
bölgede visserotropik etkenlerin 
bulunabileceği ihtimaline karşı, kültür 
gerektirmeyen PCR’a dayalı identifiye 
edici moleküler tekniklerin kullanılmasının 
gerekli olduğu düşünülmektedir). 
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Çalışmanın sınırlılığı: RFLP analizinin 
bir parçası olan probların ve Southern 
blotlama ekipmanının laboratuarımız 
şartlarında bulunmamasıdır. 
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