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OZET:Leyismaniyoz etkenlerinin izolasyon ve kiiltiirlerinin amaca uygun sekilde yapilabildigi
besiyerlerini tespit etmek amaciyla; klasik NNN, zenginlestirilmis McConnel, modifiye Evans bifazik
besiyerleri, %1.2 ile %4.7 Brain Heart Infiizyon agarl bifazik ve 1x RPMI-1640 gibi monofazik
besiyerleri hazirlandi ve her birine belli sayida olmak iizere yedi referans susun promastigotlari
ekildi. Bu calisma sonuclarina gore, tiim referans suslari oldugu kadar bélgemizdeki kutan6z
leyismaniyoz etkenlerini ayni basari ile tiretebilen bir besiyerinin énerilemiyecegi belirlendi. Ancak
izolasyonda; %10 tavsan kanli modifiye Evans besiyerinin digerlerinden daha uygun oldugu
gobzlendi. Cok sayida hiicre elde etmenin de, hacmi kademe kademe arttirilan bliyiik hacimli ve %10
Fetal bovine serumlu (FBS) 1x RPMI-1640’ta yapilabildigi tespit edildi.

Ayrica lireme egrisinin tespiti amaciyla L.tropica (K-27) referans susu, klasik NNN ile 1x RPMI-
1640 besiyerlerine ekildi ve belli zaman araliklarinda birim hacme diisen hiicre sayisi tespit edildi.
Zamana karsi, elde edilen hiicre sayisindan iireme egrisi gikarildi. Ureme egrisi sonuglarina gére,
pasajlama ve dondurup muhafaza etme islemleri icin en uygun hiicrelerin log faz hiicreleri oldugu,
bunun da NNN besiyerinde 5-6.giinlere ve 1x RPMI-1640 besiyerinde 5-10. giinlere tekabiil ettigi
belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Pasaj, log fazi, bifazik besiyeri, monofazik besiyeri, lireme egrisi.

GIRIiS besiyeri heniiz 6nerilememistir'®®®. |n vitro

Farkli cografya ve konaklarda bulunan kiltirde parazitin gereksinim duydugu fiziksel ve
Leishmania etkenlerinin, in vitro izolasyon ve kimyasal kosullarin ¢ok iyi belirlenmesi, kultlrin
killtirleri icin besiyeri belirleme calismalari gesitli ~ @macini gergeklestirmesi agisindan 6nemli oldugu
laboratuvarlarda devam etmektedir. Onceleri  Ulkemizde dizenlenen Birinci Dinya Leyigsmaniyoz
izolasyon ve kiiltiir amaciyla klasik NNN; sonradan, Kongresi'nde  (First World  Congress  on
McConnel ve modifiye Evans'in bifazik besiyerleri ~ Leishmaniosis) ve diger calismalarda dile
gibi zengin igerikli besiyerleri  kullanimina getirilmigtir®®®. Tirkiye kokenli suslara en uygun
girilmigtir'71617:23, L.braziliensis etkenlerinin  besiyerinin  saptanmasi amaciyla yapilan bir
izolasyon ve kiiltiiriinde, Brain Heart Infussion agar ~ ¢alismada; %10 Fetal calf serum (FCS) igeren
(BHI-Agar) kullanilmistir. Ancak, birgok Nutrient Broth, P-Y ve RPMI-1640 besiyerleri
laboratuvarda yapilan galismalara gére tiim kullaniimis ve sekizinci giin sonunda L.tropica igin
leyismaniyoz etkenleri igin uygun tek bir P-Y, L.infantum igin de RPMI-1640 besiyerinin

olumlu sonu¢ verdigi saptanmis, RPMI-1640

*Bu c¢alisma “XXVII. Tiirk Mikrobiyoloji
Kongresi”, Antalya-1996’da poster olarak
sunulmustur.
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besiyerine insan idrari katilarak da kultirde olumlu
sonug alinmistir?®.

Bifazik besiyerlerinde, amastigot formundan
promastigot formuna doéniisen parazitlerin kiltirt
icin  Schneider's Drosophila RPMI-1640
besiyerleri gibi sivi  besiyerleri kullaniimigtir.
icerikleri farkh olan bu besiyerlerinde dahi birgok
Leishmania susunda adaptasyon  guglikleri
gorulmustar® 1o,

Kimi

ve

molekiler c¢alismalarda; hicre sayisi
Onem kazanirken, kimi g¢alismalarda hicrelerin
genc ve aktif olmalari énem kazanmistir. Ornegin
DNA izolasyonu igin hilcre sayisi 6nemli iken;
enzim, pasaj ve kriyoprezervasyon igin hicrelerin
geng ve aktif olmalari 6nemlidir''**'. Diger yandan,
promastigotlar, c¢ikardiklar metabolitlerden dolayi
besiyerlerindeki formlarini ve sayilarini uzun stre
koruyamazlar’.  Izole promastigotlarin,
biyokutle uretimlerinden 6nce ve kiltir sirasinda
adaptasyon problemleri gorilir. Promastigotlarin
adaptasyonu; aktivitelerine ve besiyeri bilesimine
gére degismektedir. Eski dinya  Leyismaniyoz
etkenlerinin genotipik heterojenitelerinden  dolayi,
izole edilir edimez gliserol ve FCS*"" veya Fetal
Bovine Serum (FBS)"'># iceren besiyerlerinde
dondurulmuslardir. Yeni Diinya izolatlari ise, 2-3
defa pasajlanip kararli hale getirildikten sonra,
gliserol ve FBS iceren besiyerlerinde
dondurulmustur*'*%.

istenen promastigot aktivite ve sayisina ne
bilinmesi

edilen

zaman varilacaginin amaciyla
Promastigot Greme egrisinin tespiti gereklidir. o-
Minimal Essential Medium (a-MEM), RPMI-1640
ve Dulbeco’s Modified Eagle Powder (DME)
besiyerlerinde L.donovaninin (UR6) Ureme egrisi
cikarilmis ve bu parazitin log fazina 2-6.,
duraklama fazina da 6-8. glnlerde eristigi
g6zlenmistir. Bu zaman dilimlerini elde etmede ve
populasyon tasima kapasitesine erisim siresinin
kisaltimasinda, besiyerine katilan hemin’in roli
blyiik olmustur'™.

Bu calismada yedi degisik referans sus, cesitli
bifazik ve monofazik besiyerlerine ekilerek elde
edilen sonuglarla, kendi laboratuvar kosullarimizda
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besiyerlerinin standardize edilmesi amaclandi.
Ayrica amaglar dogrultusunda, bifazik ve
monofazik besiyerlerinde kutandz Leyismaniyoz
etkeni L.tropica’nin (K-27) Greme egrisi ¢ikarildi.

MATERYAL ve METOD

Kullanilan besiyerleri:

Klasik NNN: %7.5 defibrine tavsan kanl",

McConnel modifiye besiyeri (Nutrient agarli, Oxoid):
%15 defibrine tavsan kanli®,

Modifiye Evans besiyeri (pepton ve beef ekstraktl,
Oxoid): %10 defibrine tavsan kanli”,

%1.2 BHI-Agar (Brain heart inflzyon agarl, Oxoid):
%15 defibrine tavsan kanli'?,

%4.7 BHI-Agar (Brain heart inflzyon agarl, Oxoid):
%15 defibrine tavsan kanli"®®.

Besiyeri  bilesenleri  karistirildiktan  sonra,
timdndn pH’lan ayn ayr 7.0 olarak ayarlandi.
Otoklavla sterilizasyon sonrasi, besiyeri sicakligi
yaklasik 50°C’ye geldiginde yukarda yazildigi
miktarda defibrine tavsan tam kani ve 100 pg/ml
gentamisin eklenip karistirildi. Besiyeri,10 ml'lik steril
plastik kiltir tiplerine (Greiner) ikiser ml dagitildi ve
egik bir sekilde katilagtiktan sonra, her bir tlpe birer
ml %0.9 NaCl eklendi.

Monofazik 1x RPMI-1640 besiyeri : Bu besiyeri
10x RPMI-1640 besiyerinden (Sigma) hazirlandi. 100
ml besiyeri icin 10 ml 10x RPMI-1640, 25 mM
HEPES (Sigma), 4.76mM NaHCO; (Sigma), 2mM L-
glutamin (Seromed), %10 FBS (56°C’'de 30 dak.
inaktif, Seromed), 100 upg/ml gentamisin eklenip
karigtirildiktan sonra pH (7.0) ayarlandi. Bu besiyeri
de plastik kultur tuplerine ikiser ml olarak dagitildi.
Tim besiyerlerine Dr. ALVAR (Ispanya) ve Dr.
STRELKOVA'dan (Rusya) sadlanan L.infantum
(LEM-417), L.major (5-ASKH), L.donovani (DD8),
L.tropica (K-27), L.infantum (LEM-75), L.infantum
(IPT-1) ve L.infantumdan (LEM-2205) 4x10°/ml
parazit ayri ayr ekildi.

L.tropica’min  (K-27) Ureme egrisinin tespiti
amaciyla klasik NNN ve 1x RPMI-1640 besiyerlerine
de 6x10%/ml parazit ekildi. Her besiyeri denemesinde
Uger tipl  kullanildi.  Besiyeri
standardizasyonu amaciyla 6. gin sonunda ve

adet  kdltar



Cilt 24 Y1l 1999

ureme egrisinin belirlenmesi amaciyla da belirli
zaman araliklari ile kadltir taplerinden 25'er pl
ornek, 175 pl %2 formalinli PBS’ye alindi. Thoma
lami ile promastigot sayimi yapilarak ml'deki
sayilar belirlendi. Hicreler aktivite ve hlcre sayisi
acisindan degerlendirildi.

Standardizasyon calismasi sonunda
promastigot aktivitesine uygun oldugu belirlenen
%10 tavsan tam kanh modifiye Evans besiyeri,
kutanéz Leyismaniyoz olgulardan Leyismaniya
izolasyonu amaciyla kullanildi. Deri lezyonlarindan
alinan igne aspirati, bu besiyerinin sivi fazina
ekildi. Yedinci giin kontroliinden sonra aktif gérilen
promastigotlar arasil,
modifiye Evans besiyerine ve hem de %15 tavsan
tam kan lizati iceren 1x RPMI-1640’a pasaj yapildi.
Subkiltirde  adaptasyon saglaninca  10-14.
glnlerde, promastigotlar 1x RPMI-1640 besiyerine
(5 ml %10 FBS ve %15 tavsan tam kan

lizati iceren) pasajlandi. Daha sonra asamali olarak

9-14. gunler hem taze

3. ve 6. glnlerde 10’ar ml olmak Uzere taze 1x
RPMI-1640, besiyerine (%10 FBS iceren) eklendi,
14. glinde toplama islemine girisildi.

Leishmania promastigotlarinin tretilmesinde...

BULGULAR

Besiyeri standardizasyonu amaciyla
hazirlanan bifazik ve monofazik besiyerlerinde 6.
glin sonunda ml’de belirlenen ortalama promastigot
sayllari Tablo'da verildi. Her besiyerinde, ilgili
referans sus icin elde edilen maksimum ortalama
promastigot sayilarinin alti gizildi.

Kutandz Leyismaniyoz etkeni L.tropica’nin (K-
27) Ureme egrisi, klasik NNN ve 1x RPMI-1640

besiyerinde zamana kargi ml'de belirlenen
promastigot sayilarindan elde edildi (Sekil).
Calisma sonuglarina goére, L.tropica (K-27)

promastigotlarinin klasik NNN'de 0-2. giin uyum
fazi, 2-6.giin log fazi, kisa bir duraklama fazi ve
8.glinden sonra 6lim fazina girdikleri belirlendi.
Oysa ayni sus 1x RPMI-1640 besiyerinde; 0-4.gin
uyum fazi, 5-14.gin ¢ok kisa bir
duraklama fazi ardindan 16.giinden sonra Olim
fazina girdikleri tespit edildi.

log fazi,

Tablo. Besiyeri standardizasyonu icin besiyerlerinde elde edilen referans suslarin promastigot

sayilari
RPMI-1640 Klasik NNN McConnel Evans %1.2 BHI- %4.7 BHI-

Sus Besiyeri Besiyeri Mod. Bes. Mod. Bes. Agar Bes. Agar Bes.
L.infantum
(LEM-417) 1.0x10” 3.6x107 1.3x107 1.9x107 2.0x108 1.1x10”
L.donovani
(DD8) 2.2x10° 4.7x10° 1.3x10° 3.7x107 9.0x10° 1.6x10°
L.tropica
(K-27) 6.2x10” 3x10° 1.2x10 1.7x10 1.5x10" 8.6x10°
L.infantum
(LEM-75) 1.9x10” 3.2x10° 1.5x10° 6.1x10° 8.3x10° 1.5x10°
L.infantum
(IPT-1) 3.5x10° 3.9x10° 2.9x10° 7.6x10° 9.4x108 1.0x10°
L.infantum
(LEM-2205) 9.2x10° 1.8x10” 9.7x10° 5.6x10° 1.0x10" 3.6x10°

Not: Besiyerlerinin her birine 4x10°/ml promastigot ekildi.
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Sekil. L.tropica (K-27) promastigotlarinin bifazik ve monofazik besiyerlerinde zamana karsi belirlenen Greme egrisi.

Cukurova bdlgesinde yerlesik hastalarin deri
lezyonlarindan alinan promastigotlar, modifiye
besiyerinde edildi.  Gorilen
promastigotlar taze besiyerine pasajlandiktan ve
subkiltirde adaptasyonu saglandiktan sonra, ¢ok
sayida promastigot elde etmek icin sivi besiyeri (1x
RPMI-1640) hacminin asamali olarak artirildigi
calismadan iyi sonug alindi.

Evans izole

TARTISMA

Leyismaniyoz etkenleri
calisma yapabilmek igin izolasyon ve in vitro

Uzerinde molekuler

klltarleri sarttir. Bir besiyerinde, leyismaniyoz
etkenlerinin  de@ismeksizin uzun sire tutmak
olanaksizdir. Belli zaman araliklar ile taze

besiyerlerine ekilmeleri ve ileride kullaniimak Uzere
dondurulmalari (sivi azot) gerekir. izolasyon ve
kiltlr icin besiyeri standardizasyonu ve parazitler
Uzerinde ¢esitli molekller calismalar yapabilmek
icin de promastigot lUreme egrisinin saptanmasi
sarttir.

Kdaltar amaciyla yapilan besiyeri
standardizasyonu ¢alismalarina gore; yedi referans
susun hepsine benzer yaniti verebilen besiyeri

saptanamadi (Tablo). Standardizasyon
c¢alismasinda; L.tropica (K-27) ve L.majorin (5-
ASKH) kiltirit  1x RPMI-1640 besiyerinde
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yapilabilirken, bu besiyerinin Cukurova koékenli
Leyismaniyoz etkenlerinin
basarlyr gosterdigi  sdylenemez.

aktivitesinin mikroskobik olarak

izolasyonunda ayni
Promastigot

izlendigi
calismalara gére modifiye Evans bifazik besiyerinin
izolasyonda da basarii olmasina karsin,
hastalardaki Leyismaniyoz etkenlerine olumlu yanit
veremedigi belirlendi. Konu ile ilgili olarak
Ulkemizde yapilan galismalarda, izolasyon amagli
tek tip bir onerilemedigdi, ancak
L.tropica’nin kultiriinde pepton-yeast ekstreli (P-Y)
besiyerinin en iyi besiyeri oldugu
gésterilmistir'>”'2'_ Birinci Diinya Leyismaniyoz
kongresinde (Istanbul, 1997), kultdrde
Leyismaniyoz etkenlerinin gereksinim duydugu
fiziksel ve kimyasal kosullarin  ¢ok iyi
belirlenmesinin, kiltirin amacini gergeklestirmesi
acisindan 6nemli oldugu tartisilmigtir®®®, Modifiye
Evans bifazik besiyerinin Cukurova kokenli deri
Leyismaniyoz etkenlerinin timine benzer yanit
verememesi, bu etkenler arasinda genotipik
farkliigi dustundirmektedir. Yapilan c¢alismalara
gore; izolasyonun basarisinin, lezyon
dezenfeksiyonuna, lezyonun vyeni veya eski
olmasina, aspire edilen amastigot sayisina ve
besiyeri bilesenlerinin  durumuna bagl oldugu
belirlenmistir®™®'".  Ayni  sekilde izolasyon

tim

besiyerinin
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amaclyla besiyeri sekli, kimi cografik alanlarda
sadece bifazik®**?®,  kimi yerlerde bifazik ve
monofazik besiyerlerinin  kombinasyonu™®'>'
kimi sahalarda da sadece monofazik besiyerleri

ve

kullanilmigtir™7®,
Hangi tip besiyerinde olursa olsun, izole
edilen promastigotlarin in  vitro  kosullarda

adaptasyon problemlerinin oldugu bir gercektir.
Promastigotlar, icinde bulunduklari ortam ile surekli
alis verig icinde bulunmaktadirlar. Promastigot
sayisi artarken, ortama salinan metabolitlerle
besiyeri kosullari bozulmaktadir. Promastigotlar,
dogal seleksiyonla adaptasyon gecirirler. Degisen
ortam sartlarina karsi, promastigotlari canli
tutabilmek besiyerlerini
tazelemek, degistirmek ve gerektiginde dondurup
saklamak sarttir. O halde pasaj ve dondurma
islemleri 6nem tasimaktadir. Ayni sekilde kimi
molekiler calismalarda promastigotlarin aktiflikleri
ve sayilari dnem kazanir.

Promastigotlari, arzu kosul
Ozelliklerde elde etmek amaciyla, Ureme egrisi
belirlendi. Klasik NNN besiyerinde; log fazi 2-6.
glin olup, 5-6. glinlerde promastigot aktivitesinin
yuksek oldugu gézlendi. 1x RPMI-1640 besiyerinde
ise log fazi 4-14. giin ve promastigot aktivitesinin
5-10. gunler arasi oldugu belirlendi (Sekil). Eski ve
yeni dinya Leyismaniyoz bir
besiyerinden digerine pasajlari, hicrelerin aktif
olduklari log fazinda yapilmistir'®'??°?2. Bagka bir
calismaya gore; hucrelerin aktif donemde iken yeni
besiyerine pasajlanmalarinin, adaptasyonu
kolaylastirdigi ve bu dénemde dondurulmalarinin

icin zaman zaman

edilen ve

etkenlerinin,

biyolojik yapida degisiklik yapmadidi ifade
edilmigtir. Zira Greme egrisinin bu fazinda, yani log
fazinda, ortam sartlar hiicre aleyhine
degildir* """,

Hastanemize basvuran hastalardan izole
edilen promastigotlar; adaptasyondan sonra, taze
bifazik besiyerine ve oradan 1x RPMI-1640
besiyerine (tavsan tam kan lizati ve FBS igeren)
yapilan pasajlari olumlu sonug verdi. Daha sonra,
kiltir hacmi farkli zaman araliklarinda
besiyeri ile (lizat igermeyen)

arttirildi. Bu uygulama ile kultur sirekli olarak log

taze

kademeli olarak
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fazinda tutularak mevcut laboratuvar kosullarinda,
arzu edilen promastigot sayisina mimkin olan en
kisa zamanda erisiimis oldu. Ureme egrisi
galismamizda, bifazik besiyerinde erisilen log faz
diliminde (5-6. glnler) yapilan pasajin Cukurova
kokenli 6rnekler icin basarisiz oldugu gézlendi. Bu
sonug, hiicre adaptasyonunun saglanamadigi,
dogal seleksiyon igin belirli bir sire beklemenin
gerekli oldugunu dustndurmektedir. Buradan,
Cukurova kokenli 6rnek pasajlarinin ge¢ log
fazinda yapilmasinin olacagi ortaya
cikmaktadir.

Bu konuda

yararl
laboratuvar kosullari dikkate
alinarak farkli besiyerleri Uzerinde ¢alisilmalidir.
Leyismaniyoz =~ promastigotlarinin  kultir
dondurma iglemlerini uygun sekilde yapabilmek igin
her laboratuvar calistigi besiyerlerine goére Ureme
egrisi ¢ikarmahdir. Ayni sekilde, bdélgemizdeki
genotipleri oldukga heterojen olan Leyismaniyoz
etkenlerinin izolasyonu igin farkli bir kag besiyeri
kullaniimahdir.

ve

TESEKKUR

“Bu ¢alisma C.U Rektérliigln Arastirma Fonu
(SBE.96.4) tarafindan desteklenmistir. Calisma
suresince olanaklarindan
yararlandigimiz  TIBDAM ydneticilerine tesekkir
ederiz.”

laboratuvar

SUMMARY

The Medium Standardization and Growth

Curve Determination in Leishmania
Promastigotes

To find out the most promising one we tried
several biphasic media such as classical NNN,
enriched McConnel, modified Evans’, Brain Heart
Infussion agar in 1.2% and 4.7% concentrations,
and monophasic medium such as 1x RPMI 1640.
Each was inoculated with reference strains of
seven. In conclusion, we observed that there is not
a common medium which is most productive for all.
However, the modified Evans’ medium containing
10% rabbit blood for isolation and 1x RPMI 1640

containing 10% Fetal Bovine Serum for biomass
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production purpose were detected to be promising,
the volume of latter was increased in a step-wise
manner at programmed intervals.

In addition, for the formation of growth curve
the L.tropica (K-27) reference strain was used in
both clasical NNN and 1x RPMI-1640, and cell
numbers were calculated at intervals. At the end of
growth curve study the conclusions below were
emerged that: the cells in log phase were in good
conditions for passage and cryopreservation
studies. The operation periods for these were 5-6.
days of growth in NNN medium and 5-10. days in
1x RPMI 1640 medium.

Key Words: Biphasic medium, growth curve,
log phase, monophasic medium, passage.
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