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GiRiS VE AMAC

Leishmania tiirleri, memelilerin zorunlu hiicre i¢i parazitleri olup, enfekte
digi kum sinekleri (Phlebotomus = tatarcik = yakarc_a) tarafindan. kan emme iglemi
sirasinda bulastinlmaktadir. Bu sekilde bulasan Leishmania tarleri insanda deride ve
i¢ organlarda yerleserek hastalik olusturabilmektedir.

Leishmania cinsindeki tiirlerin evriminde, omurgali konakta amastigot,
(laysmanya) vektor viicudunda ve kiiltiirlerde promastigot ( leptomonas ) olmak
uizere iki farkh sekil bulunmaktadir (2,8,9,11,16,23,24,27,30,35,36,37).

insanda hastalik olusturan Leishmania tiirleri morfolojik olarak birbirlerine
olduk¢a benzerlik gostermelerine kargin, klinik olarak ii¢ farkli hastaliga neden
olmaktadirlar.

1-I¢ organlar Leyismaniyozu ( Kala-azar)

2-Kutanoz Leyigsmaniyoz (Deri Leyismaniyozu) (Sark ¢ibani)

3-Mukokutanéz Leyismaniyoz (Espundia)

Kala-azar olgulanina iilkemizde Ege, Marmara, Akdeniz ve Karadeniz iklim
bolgelerinde rastlamlmaktadir. Ege bolgesinde saptanabilen ilk olgu 1954°de
Karaburun’da g6zlenmis, daha sonra artan oranlarda bolgenin degisik yorelerinde
saptanmistir. Deri leyismaniyoz’una ise tilkemizde, Giiney Dogu Anadolu
bolgemizde hiper endemik karakterde olmak iizere OrtaAnadolu’ da dagmik tek
tik olgular seklinde (sporadik olarak) rastlandig: bildirilmektedir. Kala-azar ve
deri leyismaniyoz'u Yeni ve Eski Diinyada gorilmekte fakat ayn Leishmania tiirleri
tarafindan meydana getirilmektedir. Espundia ise, sadece Yeni Diinyada
goriilmektedir (23,31,35).

Diinyada 20 milyondan fazla insanin Leishmania tiirleri ile enfekte oldugu
ve her yil ilave olgu sayisimin 400.000' e ulastig1, yaklasik 350 milyon insamn risk
altmda bulundugu tahmin edilmektedir. Son 5 yilda Asaptanan olim olgusu ise

40.000 civanindadir ( 23).



Tim dinyada onemli bir halk saglhg: problemi olarak karsimza gikan
Leyismaniyoz'un kontroli, bulundugu her yoérenin farkli 6zellikler gostermesine
bagh olarak olduk¢a zor olmaktadir. Bu nedenle hastahifin endemik oldugu
yerlere Ozgii kontrol programlarina, bu tip hastaliklanin tamsim koyabilecek
yetismis elemanlara gereksinim vardir.

Leyismaniyoz'un tamisi, parazitin insanda hastahk olusturdugu bélgeye gore
bazi farkliliklar gostermekle birlikte, temelde direkt inceleme ve/veya kiiltiir
yontemleri ile yapilabilmektedir.

Leyismaniyoz'a sebep olan Leishmania tiirlerinin in vitro kiltiri, bu
organizmalann biyokimyasinin, hiicre biyolojisinin, immiinolojik ve kemoterapotik
ozelliklerinin tanimlanmas: agisindan biiyitk 6nem tasimaktadir. Aynica, serolojik
tam1 yontemlerinin hazirlanmas1 agamalarinda antijen elde etmek i¢in ¢ok sayida
parazite gereksinim duyuldugundan, in vitro kiltir ortamlanndan sikhkla
yararlanilmaktadir (19).

Leishménia’larm evriminde goriilen promastigot ve amastigotlann her
ikisinin de kiiltiirii yapilabilmektedir. Promastigotlar igin bifazik, yan kat1 ve sivi
besiyerleri kullanilirken, amastigotlar igin hiicre kiiltiirleri tercih edilmektedir
(26,10). In vitro kiiltiirlerde parazitin gereksinim duydugu fiziksel ve kimyasal
kosullannn ¢ok iyi belirlenmesi kiiltiiriin amacim gergeklestirmesi yoniinden
Onemlidir. Leishmania'lanin amastigot formlannin tretilmesi daha zahmetli ve zor
oldugundan tam amaciyla bu tip kiltiirler kullamlmamaktadir. Buna kargin vektor
Phlebotom viicudundaki sekil olan promastigot formlarn iretilmesi yoluyla tanrya
kolayca gidilebilmektedir.

In vitro kiiltir ortamlaninda sicakhk ve pH' mmn, promastigotlann
amastigotlara ayrica bunun tersi yonde yani amastigotlanin promastigotlara
doniigiimii igin gerekli olan en 6nemli unsurlar oldugu kabul edilmektedir. Aynica
CO, 'in varhiFinin da bu tip bir farklilasmada gerekli bir 6ge oldugu bildirilmektedir
(36).



Caligmamizda, bu bilgilerden yola ¢ikilarak Leishmania tropica
promastigotlarini in vitro ortamlarda treyebilmeleri igin gerekli olan optimal

sicaklik, pH ve CO; konsantrasyonlarinin saptanabilmesi amaglanmstir.



GENEL BIiLGILER

TARIHCESI

Leishmania'larin farkh tirleriyle olusan farkh hastaliklannin diinyada ve
yurdumuzda ilk kez bulunuglan birbirine yakin zamanlarda olmustur.

Ik kez 1900' de Leishman, Hindistan'da Kalkiita yakininda Dumdum'da
dizanteriye yakalanarak Ingiltereye gonderilen ve 7 ay sonra olen bir askerin
dalagindan yapilan yayma preparatlarda kiigiik, oval cisimler gérmiis ve bunlan
1903'de yayimlamstir (35).

Aym yil Donovan, Madras'ta kala-azar olgularinda, 6liimden 6nce veya
sonra dalaktan elde ettifi materyalden hazirlanan yayma preparatlarda paraziti
gormils ve bunlarin Trypanasoma'lardan farkh oldugunu bildirmistir (10,35).

Yurdumuzda kala-azann varhigini ilk kez bildiren ise Kristamonas'tir. Bu
hekim Trabzon'da kala-azar tespit ettigini bildirmistir. Prof Dr. Abdiilkadir Noyan,
Irak cephesinde galigirken 1916 yili temmuz ayinda diizensiz ategli, bilyitk sert
dalakli ve tekrar tekrar yapilan kan incelemelerine ragmen sitma paraziti
bulunamayan hastalardan dalak-karaciger ponksiyonu yaptiklarinda bu hastalanin
1T'inde L.donovani saptandigim bildirmistir. Bu olgulan savas nedeniyle hemen
yayinlayamamig ve 1916 yilinda Sahra Sihhiye Miifettigligine iletmigtir.

Dr. Hulusi Behget, Edirne merkez hastanesine gelen Halep'li erlerde parazit
taramast esnasinda, kabuklann altindaki epitel uzantilanm ¢ivi belirtisi diye
adlandirmig, Cezayirli Montpellier (1925) ise bunlan oraga benzetmigtir. 1918
yilinda Dr. Hafert Kaller Izmir civarinda kala-azar’a rastladigim bildirmistir.

Dr. Akil Muhtar Ozden de 1936 yilinda bir ka¢ kala-azar olgusu
bildirmigtir.

Kopeklerde kala-azar bulunduguna dair ilk bilgiler ise yurdumuzda Dr.

Nurettin Onur'a aittir.



Sark Cibani ise ilk kez 1745'de Ingiliz hekimi Pococke ve 1756'da A Russel
tarafindan bildirilmistir. Hastalifin bu giin bilinen etkisiyle iligkili itk tammu 1885'de
Cunningham tarafindan yapilmustir (35).

1904 yihnda Rogers, itk kez, sitratl hasta kaninda Leishmania promastigotlanmi
tiretmeyil basarmustir. 1908'de ise Nicolle, NNN besiyerinde Leishmania tropica'min
kultiirinii yapmug ve parazite L. wrighti adini vermigtir (10,35).

Yurdumuzda ise Leishmania tropica'mn kiltiiriniin ilk kez 1911'de Resat Riza ve
Mustafa Bey tarafindan yapildigim Dr. Hulusi Behget bildirmektedir. Adler ve Theoder,
Phlebotomus 'larda promastigotlan bularak, deneysel olarak Phlebotomus'tan insana sark
¢ibanint gecirmiglerdir. Adler, Leishmania'mn tatarcik sokmasiyla insandan insana
gectigini kesin olarak gostermistir (10,31,35).

Yapilan bu tammlamalardan sonra Leishmania’larin sistematikteki yeri asagidaki

sekilde belirlenmistir.
Evren :Animalia

Ust sube (Superphylum)  :Protozoa

Sube (Phylum) :Sarcomastigophora
Alt sube (Subphylum) :‘Mastigophora

- Simf {Class) :Zoomastigophora
Takim  (Ordo) Kinetoplastida
Alt takim (Subordo) :Trypanosomatina
Aile (Familya) :Trypanosomatida

Cins (Genus)

Crithida Phylomonas Leptomonas Blastocrithidia  Herpetomanas Trypanosoma Endotrypanum
Leishmania

L.donovani L.tropica L.major L..mexicana L.acthiopica L.braziliensis L.peruviana
L.d.donovani L.m..mexicana L.b.braziliensis
L.d.infantum L.m..amazonensis L.b.guvanensis
L.d.chagasi L..m.pifanoi L.b.panamensis
L..m.garmhami
L.m.venezuelensis
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DUNYADAKI VE YURDUMUZDAKI DAGILIMI

Visseral leyismaniyoz diinyanin her tarafinda, 6zellikle tropikal ve subtropikal
alkelerde gorilen bir paraziter hastaliktir. Etkenlerinin ise Eski Duinya'da Leishmania
donovani ve L. infantum tiirleri ,Yeni diinya'da ise L. chagasi oldugu bildirilmektedir.

Leishmania infantum Akdeniz gevresi iilkelerde (Kuzey Afrika, Urdiin, Suriye,
Tiirkiye, Italya, Iran, Turkistan) kala-azar etkeni olup Phlebotomus papatasi, P.
major, P.pemiciosus P. longicuspis tiirii tatarciklar tarafindan bulastmhr. Bu
bolgede, daha ¢ok tanm alanlannda, kéylerde, daghk alanlarda ise ézellikle Kuzey
Afrikanin Akdeniz kiyisi boyunca parazite rastlanmaktadir.

Ulkemizde ise kala-azar Ege ve Akdeniz bolgesinde endemik, diger bolgelerde
daha ¢ok sporadik olarak seyretmektedir. WHO'ya gore yurdumuzda bu hastahk
etkeninin L.infantum oldugu bildirilmektedir. Ancak heniiz vektori bilinmemektedir.
L. chagasi'ye, daha ¢ok Giiney Amerika'mn merkezinde, kuzeyinde ve Orta
Amerika'da, sporadik olarak ise Giiney Bat1 Amerika'da rastlanmaktadir ve ara konaf
P lutzi, P. intermedius, P. longipalpis olabilmektedir (23,35).

Tiirkiyede deri leyigmaniyoz (Sark gibam) etkenleri L.tropica ve L. major'diir.
L. tropica'min olugturdugu ve antroponik tipteki epidemilerle karakterize kuru tip
lezyona daha ¢ok rastlamlmasmna ragmen L.major'un etken oldugu yas tip lezyon
oldukg¢a nadir goriilmektedir. P. papatasi ve P. sergenti vektor rolii oynamaktadir
(35).

Leishmania aethiopica, yaygin (diffiz) deri leyigmaniyoz etkeni olup,Orta
Afiika ozellikle Aethiopia ve Kenya'da gorilmektedir. Parazitin ara konak gorevini P.
martini yapmaktadir. Leishmania mexicana, L. pifanoiL brazliensis panamensis,
L b.guyanensis ve L. peruviana Yeni Diinya deri leyismaniyoz etkenidirler.

Leishmania braziliensis braziliensis, Brezilya ve Venezuella'da ormanlk
bolgelerde daha ¢ok rastlamlan, mukokiitandz deri leyismaniyoz etkenidir. Paraziti
tagtyan tatarcik tiirii, P.intermedius'tur (23).



MORFOLOJISI
Sark Cibam, Kala-azar ve Giiney Amerika insanlarinda mukokutanéz

leyismaniyoz'a neden olan Leishmania tiirlerinin, insan ve baska memelilerin
viicudunda kamgisiz (amastigot) , tatarcik viicudunda kamgili ( promastigot ) olmak
tizere iki evrim sekli vardir.

Amastigot formlar 2-4 pum biyiikligiinde yuvarlak veya oval olup, omurgali
konakta RES makrofajlarinin fagolizozomlan iginde ¢ogalmaktadir. Kamgisiz ve
hareketsizdirler. Giemsa ile boyanmig preparasyonlarda, sitoplazma soluk mavi
boyamr, iginde pembe veya kirmizi boyanan, arka uca yakin, oldukga biiyiik bir
cekirdek ve ona bitisik bir kinetoplast vardir. Elektron mikroskobu ile incelendiginde
ise kisa gomme kamg1 gorillebilmektedir. Cekirdek yuvarlak veya oval ve 1-1,2 pm
capindadir. Cekirdek ve kinetoplastin her ikisi de DNA igermektedir. Sitoplazmada
aynica mitokondri, vakuoller, lizozom ve golgi cihaz1 da bulunmaktadir ( sekil 1) (31).

Promastigot formlar, Phlebotomus'lanin barsaklannda ve besiyerlerinde
bulunan tipik formlardir. 12-20 pm uzunlukta, 1,5- 2,5 pm genislikte olup, mekik
seklinde viicudu ve yaklagik aym uzunlukta 6n ugtan g¢ikan serbest bir kamgisi
bulunmaktadir. Kamg1 karakteristik aksonemal yapidadir. Aksonem ise 2 merkezi, 9
periferal fibril ¢ifti igermektedir. Kam¢inin baglanti noktasinda " kamg1 paketi " adi
verilen ve sitostoma benzeyen bir kinetoplast bulunmaktadir. Cekirdek parazitin
viicudunun ortasinda bulunur. Sitoplazma iginde Endoplazmik Retikulum ve Golgi
aygit1 bulunmaktadir ( sekil 2 ) (31).

Leishmania tiirlerinin hepsi amastigot ve promastigotlarin yapisal 6zellikleri
yoniinden belirgin bir farkliik géstermemektedirler. Ancak tiirler ve suglar arasinda
izoenzim elektroforezi ile saptanan ve antijenik yapt  ozelliklerini gosteren

farkhiliklarin bulundugu bildirilmigtir (31).



Aksonem

Akanthosom
Lizozom

Subpellikular
Mikrotbiil

Endoplazmik
Retikulum

Sekil I. Amastigotun ince yapisi



Kamgi Kitifi

Mitokondri

Kinetoplast
E ndoplazmik
Retikulum
Nukleus

Nukleolus
Lizozom

Subpellikular
Mikrot bl

Sekil II. Promastigotun ince yapist



EVRIMI

Leishmania tiirleri, evrimlerini biri omugali (insan) ,digeri omurgasiz (tatarcik)
olmak iizere iki ayn konakta siirdiirmektedirler. Enfekte omurgali konaktan kan
emme sirasinda tatarcik tarafindan amastigotlar alinmaktadir. Bu sirada sismis
durumdaki enfekte makrofajlar bir travmaya maruz kalarak pargalanmakta ve
amastigotlar serbest kalmaktadir. Almnan kamn etrafi mide hiicreleri tarafindan
salgilanan bir membran ile ¢evrilidir. Burada amastigotlarin bir kismi sindirilirken bir
kismu bolinmeye ugrar. Amastigotlann buyiikligi artar, viicudun uzamast ve kamgi
gelisimi ile promastigotlara doniigirler. Burada ¢ogalmalanini siirdiirerek membranin
on kismin eritip, mideye gegerler. Bu promastigotlara " Nektomonad " denir, daha
uzun ve incedirler (23).

Bunlar midenin 6n ucundaki stomadeal kapaga geldikleri zaman kamgilaryla
barsak epitel hiicrelerinin mikrovilluslanna tutunurlar. Kam¢ ve mikrovilluslar
arasinda epidermazom ad1 verilen baglayici yapilar meydana gelir bu esnada boliinme
devam eder.

Bu bolgede gelisen ve Haptomonad ad: verilen promastigotlar, on tarafa
dogru go¢ ederek oOzafagus ve farinkse tutunarak liimeni tikarlar. Promastigotlar
Ozafagustan aynlarak daha kiigiik ve uzun formlar halinde agiz pargalarina gegerler.
Boliinmezler, baglanmazlar ve omurgahlardaki yasama adapte olabilirler. Bunlarn bir
kism tekrar uzun kamgili, kisa ,yuvarlak formlara doniiserek stomadeal kapagin
tamarmina baglanabilirler. Bu enfektif promastigotlar uzun kamgilarmin bulunmasi,
arka ucunun sivri ve viicutlannin dar olmas! ile diger promastigotlardan ayirdedilirler.
(20)

Enfekte kanin alinmasindan sonra tatarciin paraziti tekrar bir bagka omurgal
konaga bulagtirabilmesi i¢in L. mexicana tiirlerinde 4 giine, L.infantum igin ise 6 giine
gereksinim vardir ( 23).

Enfekte phlebotomun, insam sokmasiyla bu promastigotlar insana enjekte

edilir. 1k bir ka¢ saat icinde deriye ait retikiilo-histiyositler ve lenfoid doku
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hicrelerince fagosite edilirler. Makrofajlar i¢inde promastigotlar, amastigotlara
donugtilkkten sonra ikiye béliinerek ¢ogalirlar. Daha sonra amastigotlar hiicre
¢eperinin yirtilmasiyla serbest kalirlar. Serbest kalan amastigotlar tekrar makrofajlan
enfekte ederek bu olayin seyir ettidi bolgede patolojik degisikler olugturarak
hastaligin klinik belirtilerinin ortaya ¢ikmasina yol agar ( 35).

Chang ve arkadaglannin yapmig oldugu in vitro ¢alismalarda makrofajlanin,
promastigotlarla iliskiye girmesinden 4-8 saat i¢inde enfekte oldugu ve 24 saat sonra
da amastigotlann gorildigu saptanmigtir(23).

Makrofajlarla promastigotlann ilk kez kargilagmalarindan sonra birbirine
baglanma olayinda, promastigot iizerindeki ligandlar ile makrofaj iizerindeki
reseptorler ve kompleman rol oynamaktadir. Leishmania promastigotlarinin isgal
isleminde rol alan ligandlan yiizey proteini olan gp63 ile LPG (Lipofosfoglikan) dir.
Ayrica immun serumun bulundugu ortamlarda Ig lerin aracilik yaptig: bir baglanmayla
makrofaj iizerindeki Fc reseptorleri de baglanma igleminde goérev yapmaktadirlar.
Ortamda serum olmadigi durumda yani komplemanin bulunmamasi durumunda da
Leishmania promastigotlan makrofajlara girebilmekte ve bu olayda CR3 reseptori,
promastigot uizerindeki LPG ve gp63 ligandlan rol oynamaktadir (30).

Leishmania tirleri, biitiin hayat donemlerinde, biiyik olgtide hidrolitik ve
proteolitik aktivite gésteren olumsuz bir ortamda yasarlar. Yasamlanim siirdiirmek
amaciyla her iki konakta var olan sicaklik, pH, besin ve serum bilesenleri agisindan
farklilik gosteren kosullara maruz kalirlar. Leishmania'lar pH ve sicakhk tolerans,
morfogenezis ,kompleman sindirimine karst direng ve yiizey molekiillerindeki
degisimler gibi cesitli mekanizmalar aracihiiyla bulunduklan ortamlara adapte olma
ozelligine sahiptirler (36).

Yiiksek yapilt 6karyotik organizmalar olumsuz ortam kosullarina 6rnegin, pH
ve sicakliktaki ani doniisiimlere karsi ¢ok fazla tolerans gosteremezler. Bu gibi
durumlarda bir ¢ok 6karyotik hiicre 6liimden kurtulamaz. Oysa Leishmania parazitleri
hayat déngiilerinin bir pargasi olarak pH ve sicakhklardaki ani degisimlerde hem canh
kalir hem de yasamlarim siirdiirebilirler. pH ve sicakhiktaki gesitlilik Leishmania'larin
gen diizeyinde bir doniigiimii baglatir ve bu da parazitin yeni hayat formlarimn
gelisiminin baglangic1 olur (36).
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Leishmania'lar infekte ettikleri makrofajlann fagolizozomlannda pH 4,5 - 6 da
yasarlar. Phlebotomusun sindirim sisteminin pH's1 ise heniiz saptanamamustir. Bununla
birlikte anofel ve diger sineklerdekilere benzer ( pH 8,5 )muhtemelen alkali
karakterde oldugu dusiiniilmektedir. Bu sekilde konak makrofajlan tarafindan
fagosite edilen promastigotun amastigota doniisiimii, parazitin cok hzh olarak asidik
cevreye maruz kalmasina yol agar.

Degisik enzimatik denemelerden elde edilen bulgulara gére Leishmania'lar
farkh ¢evresel pH degerlerine biiyiik 6lgiide adapte olabilme 6zelligi gostermektedir.
Omnegin Leishmania mexicana'mn promastigotlannin yiizeylerinde bir tiir metal igeren
proteinaz vardir. Bu proteinaz yaklagtk pH 7 de optimal aktivite gosterir. Oysa
Leishmania mexicana'mn amastigotlanmin olusturdugu metaloproteinaz (gp63
benzeri) ise pH 5,5 -6 arasinda optimal aktivite gosterir. Bu yoniiyle parazite ait
metaloproteinaz diger lizozomol proteinazlara benzemektedir. Bu sonuclar son
ginlerde Leishmania'larin hayat siklusu ile ilgili olarak bunlann 6zgiin gp63 igerdigini
belirten bilgilerle de uyum igindedir (36).

Leishmania'lanin yasadig: hiicre i¢i ve hiicreler arasi gevrenin pH'si, farkhilik
gostermekle birlikte, parazitin hiicre i¢i pH'st hayat dongisii siiresince sabit
kalmaktadir. Promastigot ve amastigotlann fonksiyonlanm farkh cevresel pH'ya
karsihk gelen degerlerde ¢ok iyi siirdiirebilmeleri, gevresel pH'daki degisime
duyarhkhk mekanizmalan geligtirdikleri goriigiinii akla getirmektedir. Bu hipotez,
L.major , L. donovani ve L.mexicana amozonensis promastigotlarinin pH 4,5 - 5 ve 6
ya ayarlanmy kiltiirlerde hiicresel aktiviteleri goz oniinde bulundurularak elde
edilmistir. Bu ¢aligmada pH 4,5'a uyarlanmig promastigotlarin pH 6'da buyiitiilenlere
gore 1,6 kat daha fazla bir yagama gansina sahip olduklan goriilmiigtir.

Leismania'lann, ¢evresel pHlardaki asin degisimlerde canh kalabilmek,
promastigot ve amastigot donemlerinde enzimatik aktivitlerini strdiirebilmek igin
sitoplazmik iyon konsantrasyonlarim korumalan gerekmektedir. Ara konagn sindirim
sisteminde promastigotlann hiicre i¢i pH'si, ¢cevreden daha asidik karakterdedir. Son
konakta makrofajlardaki lizozomlann pH's: ise parazitin hiicre i¢i ortamindan daha
yiiksek asidite gosterir.
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Leishmania'lann Sicaklik Toleranst

Leishmania 'lar vektor tatarctk viicudunda 22°C-28°C arasi sicaklikta yasar.
Memeli konaga gegisle birlikte, deri lezyonlannda 31°C-35°C 'ye, ig organlarda ise
37°C 'ye maruz kalirlar. Sicakbktaki boylesine ani degisimler hiicre membran ve

“protein bilesenlerinc zarar vererek 6liime yol agar. Bununla birlikte konakta canh
kalabilmek amaciyla Leishmania tirleri, termotolerans kazanma 6zclligine sahiptirler.
~ Gliney Amerika Leishmania tiirlerinin  promastigotlan  (L.mexicana,

L.panamensis, L.braziliensis ) in vitro ortamda aksenik kosullar altinda memeli viicut
‘ “élcaklxgnha maruz  brrakildiginda  (33°C-37°C), memeli  makrofajlanindaki
promastigotlarin  amastigotlara donigimleri sirasinda gozlenilen morfolojik
dégisimlere benzer tarzda doniigiimler gorilmiistir. Promastigotlar yuvarlaklagir ve
kamg1 kokleri kaybolacak derecede kisaldigindan hareketlerini kaybederler.

Prdmastigotlann amastigotlara sicakhga bagh olarak degisimleri gen
donisimliidir. Sicakh@in azaligina paralel olarak kamgilar tekrar biyiir, parazit
boliinme yetenegini yeniden kazanir (36).

Leishmania donovani'nin 6nceden sicaklik soku ile etkilestirilip daha sonra da
H,0,'li ortamda tutuldugunda, parazitlerin hidroksilik radikallere kargi koruyuculuk

kazandig bulunmugtur (36).

LEISHMANIA'LARIN FiZYOLOJiSi VE BIYOKIMYASI

Leishmania promastigotlannin geligimleri ortamdaki O, basinci ile yakindan
ilgilidir. Promastigotlanin diigiik oksijen basinci altinda biytikliklerinde, protein
iceriklerinde ve hareketliliklerinde azalma, oliimlerde artma olmaktadir. Cunku boyle
bir ortamda glukoz tiiketimi yaklastk olarak % 50 oramnda azalmaktadir (13).
Ortamda% 5 CO, ve % 95 O, bulundugu durumlarda anaerobik glukoz tiketimi ile
acrobik glukoz tiikketimi hemen hemen esitlenmektedir. Bu da enerji iretiminde
olduk¢a 6nemli tiriinlerden olan siiksinat iretiminde belirgin bir artiga yol agmaktadir.
CO, yoklugunda anaerobik glukoz tilketiminin neredeyse duraklamas
promastigotlann siiksinat Gretimi olmadikga redox dengesini kurmada ¢ok simrh bir

kapasiteye sahip oldugunu gostermektedir (2,7,13).
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Ik yapilan ¢ahsmalarda CO,' in anaerobik glukoz kullammmm kuvvetli bir
sekilde stimile ettii ve hatta Trypanosoma'larda oldugu kadar Leishmania'lann
anaerobik glukoz metabolizmasinda da 6nemli bir rol oynadigi gosterilmigtir (26).

Leishmania promastigotlan her ne kadar aerobik organizmalar olarak
disunilse de bunlar hipoksik kosullar altinda da gelisebilirler ve hatta tam anaerobik
kosullarda bile bir kag saat canlihklarim siirdiirebilirler ( 7,10).

In vivo ortamda CO, 'in amastigotlann promastigotlara doniigmesi igin bir
tetik gorevi yaptig bildirilmektedir (13).

Degisik karbondioksit konsantrasyonlannin iireme tizerindeki etkisi azdir. In
vivo ortamda Leishmania mexicana mexicana'mn promastigotlanmn amastigota
doniismesi i¢in O, ye ihtiya¢g vardir. Ama ¢ok dusiik bir diizeyde ( % 0,4 ) O
doniisiim igin yeterlidir. Buna karsin yiikksek O, konsantrasyonunda donigim de
oldukga diisiik hizda, parazitlerin transformasyon sayis1 da ¢ok az olmaktadir. % 5
lik CO, ortamindaki donisim % O0,1lie oranla ¢ok daha hizh gelismekte,
amastigottan promastigota doniigim olaytr 48 saat iginde tamamlanmaktir.
Amastigotlardan promastigotlara donisiimiin, parazitin tatarctk tarafindan
alinmasindan sonra in vivo ortamda diisiik O, basinci ve % 5 'lik CO, diizeyine bagh
olarak baglatildigx bildirilmigtir (13).

Leishmanialarin metabolik aktiviteleri sonucunda kiiltiir ortamina parazitin
tiiriine gore degisen, molekiil agirh@ yiiksek maddeler birikmektedir. Bu maddelerin
bazlan, Leishmania'lann partikil antijen olarak kullamlmasiyla elde edilen
antikorlarla reaksiyona girdigi ve boylece Leishmania tirlerinde serotiplerin ortaya
¢iktid bildirilmektedir. Bu maddelere "Excredet Factor (EF) " adi verilmektedir(20).

Amastigot formlar normal olarak memelilerin mononiikleer fagositik
hiicrelerinde bulunmaktadir. Bu nedenle in vivo kiiltiirleri de bu hiicreler i¢inde ve
viicut sicakhfinda yapilmaktadir. Hiicre kultiirlerinde belli makrofaj hiicre serileri
veya fare, hamster gibi deney hayvanlanndan elde edilen periton makrofajlan
kullamlmaktadir. Uygun bir kiiltiire konulan amastigotlanin % 85' i 48 saat iginde
promastigotlara doniigmektedir.
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In vitro ortamda Leishmania major'in makrofaj iginde 35°C de ,37°C den
daha hizhi bir bigimde ¢ogaldig fakat 39°C dc hizla yok oldugu bildinlmcktedir (4).
Benzer sekilde L. mexicana 'mn da sicakhiga oldukga duyarh oldugu ve parazitlerin
makrofaj kiiltiirlerinde 34°C de bityilyilp ¢ogalmasina ragmen 37,5°C de hiicrelere
giremedigi saptanmstir (33). Yinc Leishmania donovani'nin amastigotlannin hem
35°C hem de 37°C de esit oranda gogaldiklanni ve 39°C de ise az bir oranda yok
olduklan bildirilmektedir.

Leishmania promastigotlanmin sivi kiiltar ortaminda asamal olarak, uzun
kameili formdan, i seklindeki ara forma gegerek, oradan yuvarlak ve kamgisiz forma
dontgebildikleri bildirilmektedir (9 ).

Sivi  kiiltir  ortamlarinda  Leishmania'larin  ireme  sirelerinde ve
morfolojilerinde degisiklikler gozlenmistir. Bu degisimin derecesi, parazitin yapis
tizerine etkisi, antijen olarak kullanildigs serolojik testlerdeki etkileri arastinlmaktadir
).

Kiiltiirdeki promastigot formlar, omurgali konag: infekte edebilme &zelligini
uzun siire koruyabilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda, Leishmania tropica'mn bazi
suglaninin insandan izole edildikten 11 yil sonra, yine laboratuvar hayvanlanndan elde
edildikten 9 yil sonra infektivitesini korudugu ispatlanmistir (10).

Leishmania'lanin  ¢ogu tiirlerinin  kaltiirinii  yapmak kolaydir.  Ancak
Leishmania brazilensis'in kiltiiriniin yapilmasi oldukca zordur. Bununla birlikte "
U.S. Army Medical Research Unit" (USAMRU) denilen besiyerinde, Leishmania
braziliensis panamensis'in olugturdugu mukokitanoz leyigmaniyoz'da yaradan alinan
omeklerdeki parazitlerin iretilmesi miimkiin olmugtur ve bu besiyerinde parazitin
tireme yogunlugunun da fazla oldugu gorilmigtir. Leishmania braziliensis
braziliensis" Belem" besiyerinde iiremedigi halde USAMRU besiyerinde oldukea iyi
tiredigi bildirilmigtir. Bu iki besiyeri arasindaki farkin ticari olarak hazirlanan agara
dayandig: one sirélmistiir (32).

Buna ragmen Leishmania braziliensis panamensis ve Leishmania

b.braziliensis'in izolatlanmin bir ¢ok besiyerinde iiretilememesi, bu parazitlerin
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uretilmesi ve tanimlanabilmesi igin kiiltiir ortamlaninda degisik beslenme faktorlerine

gereksinim duyduklarini géstermektedir (32).

TANI

Leishmania tirlerinin in vitro kiiltarii, bu parazitlerin biyokimyasinin, hiicre
biyolojisinin, immiinolojik ve kemoterapotik ozelliklerinin tammlanmast igin biiyik
Onem tagimaktadir.

Leishmania'larin NNN besiyerinde kiiltiirii ilk kez 1908'de Nicolle tarafindan
yapimistir ve bu paraziti Leishmania wrighti olarak adlandirmustir. Tatarcik
viicudunda bir evrim gegirdigi ise daha sonraki aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir
(35).

Promastigot ve amastigot formlarinin her ikisinin de kiltini yapilabiimektedir
Amastigotlardan promastigotlann iretilebilmesi igin 6ncelikle uygun bir sekilde
izolasyonun yapilmasi gereckmektedir. Materyal alinacak bolge sterilize edildikten
sonra buradan alinan kiigik bir deri pargasmin kiiltiii yapiir. I¢ organlar
leyismaniyoz'unda ise genellikle kemik iligi ve dalak aspirasyon materyali
kullamlmaktadir.

Hemoflagellatlarin kiltiiri igin birgok farkli besiyeri kullamlmaktadir. Bu
besiyerlerini ii¢ biyiik kategoride simiflandirmak miimkandir. a)Bifazik Besiyerleri
(NNN, USAMRU), b)Yan Kat1 Besiyerleri (Sloppy Evans Medium, Locke Blood
Agar Medium) , c¢) Siv1 besiyerleri ( RPMI 1640, Medium 199, Schneider's
Drosophila Medium, L-15, NCTC 109, HO-MEN) tiim bifazik ve yan kati ortamlar
parazitlerin replikasyonu icin dnemli bir faktor olarak kana ihtiyag gosterirler. Siwvi
besiyerlerin bir ¢ogu ise kan ve FBS (Fetal Bovine Serum )'ye gereksinim duyarlar.
FBS'nin pahali olusu ve kamin komponentlerinin imminolojik ve biyokimyasal
calismalan giiglestirdigi gergegi bu ortamlarin dezavantajlandir(26).

Yakin zamanda yapilan bir ¢ahgmada, kan ve serum kullamimadan,
hemoflagellatlann tiremesi igin uygun bir besiyeri hazirlanmigtir (26). Bu tip
besiyerlerinin 6zellikle biyokimyasal, fizyolojik ve farmokolojik galismalar igin daha
uygun oldugu belirlenmigtir.
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GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan Leishmania promastigotlar, bunlann kiltarinin
olusturulmasinda kullanilan besiyerlen ve besiyerlerinde kullanilan kanlann hazirlams:
asagida belirtildigi sekilde yapilmistir.

Parazitler : Calismamzda, Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
AB.D'dan saglanan ve alt kiiltirleri Cumhuriyet Universitesi Tip Fakultesi
Parazitoloji A.B.D.'da siirdiiriilen Leishmania tropica promastigotlan kullanildi.
Kanlar: Sigir kanmi, Sivas Belediyesi Mezbahanesinden elde edildi. Steril boncuklu
bolon igerisine konan kan, hizla galkalanarak defibrine edildi. Calismamizda NNN
besiyerinin hazirlanmasinda kullandigimiz tavsan kani ise, C.U Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlant Aragtirma Laboratuvarindaki tavsanlardan saglandi. Tavsandan kan
alinacak bolge once alkolle silindi. Sonra trag edildi. Bir kigi tavsam sirt iisti yatirarak
ayaklarini tuttu, diger kisi ise steril enjektorle kalbe girerek kan alindi. Alinan kan
steril boncuklu balon igine I - alarak hizli bir gekilde c¢alkalandi. Kan soguyuncaya
kadar ¢alkalanmaya devam e: =k kanin defibrine olmasi saglandi.

Besiyerleri : Calismamizda, ¢ -1tk NNN ( Novy- Nicolle - Mc Neal) besiyeri ve sigir
kanli besiyeri (SKB) kullanild:

Besiyerlerinin hazirlanisi agafida anlatildid sekildedir.

NNN Besiyeri

Agar agar -------------- 14 gr.
NaCl 6 gr.
Pepton 1,8gr
Damitik su ------------ 900 ml.

Agar agar ve NaCl tartildiktan sonra bir balon igine konuldu ve damitik su
ilave edildi. lyice calkalamip erimesi saglandiktan sonra; balonun agzi kapatilarak
otoklavda 120° C' de 20 dakika bekletilerek steril edildi. Otoklavdan giktiktan sonra
besiyeri sicakhginin yaklastk 45° C 'ye digmesiyle birlikte, ortama 2 :1 oraminda
tavgan kam ilave edildi ( 2 besiyeri 1 tavsan kam olacak sekilde ). Karun alinmasindan
ileri gelebilecek herhangi bir kontaminasyonu engellemek igin besiyerine 200 IU/ml
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penicilline, 200mg/ml Gentamicyne eklendi. Daha sonra, steril vidali kapakh kiiltiir
tuplerine S'er ml olacak sekilde dagitildi. Tipler oda sicakhifinda yatik pozisyonda
tutulup katilasmas: saglandi. 24 saat 37" C 'de bekletilerek kontaminasyon kontrolleri
yapildi. Besiyerleri, kullamilincaya kadar +4° C' de saklandi. Promastigot ekimi
yapilmadan once tiplerin oda sicakligina gelmesi saglandi.

Sigir kanh Besiyeri ( SKB ) | Mezbahanede kesim sirasinda hayvanin bogazindan
fiskiran kan steril boncuklu balonlar igine ahnarak hizla c¢alkalandi ve kan
soguyuncaya kadar c¢alkalama islemine devam edildi. Defibrine edilen sigir kaninin
i¢ine 200 TU/ml Pencilline konuldu. Steril vidah kapakh kiltar tiplerine 5-7'ser ml
dagitild1.

Tiipler yatik olarak Pasteur Finminda 75°C de 1 saat tutularak koagiile edildi.
Besiyerleri soguduktan sonra herbir tiipe 0.5 ml olacak sekilde steril serum fizyolojik
eklendi. 37°C de 24 saat tutularak kontaminasyon testleri yapildt ve kullamlincaya

kadar besiyerleri +4°C de sakland1.

FARKLI SICAKLIK DERECELERINDE YAPILAN CALISMALAR

Bu asamada, 5 ayn etiiv, 22°C, 26°C, 30°C, 34°C, 37°C olmak iizere farkh
sicakliklara ayarlandi.

Caligmaya baglamadan 6nce herbir dereceye en az 10 tiip ekim yapabilmek
i¢in, elimizdeki Leishmania promastigotlarindan 10 besiyerine normal pasaj yapildi.
Bu besiyerlerinde 7 giin bekletilen kondansasyon sivisindaki promastigotlar steril bir
tiipte toplandi. Daha sonra hemositometre lamma 1 damla damlatilarak sayimlan
yapildi. Burada 0,1 ml'deki promastigot sayisinin 1,5x10°0ldugu saptandi. 50 adet
NNN besiyerinin, herbirine 1.5x10° promastigot/ml olacak sekilde ekimler yapild:.
Her farkli sicaklik derecesine 10'ar tiip besiyeri konuldu. Ik ekimin yapilmasindan 2
giin sonra sayimlara baslandi. 20 giin boyunca giin agin olarak saymm islemleri devam
etti. Sayilan promastigotlar ayr1 ayr1 not edildi.

Aym sgekilde sgir kanli besiyerlerinin (50 tiip) herbirine 1,5x10°
promastigot/ml olacak gsekilde ekimler yapildi. Farkli sicakliklara ayarladigimiz
etitvlerin her birine 10'ar tiip konuldu. Sayma islemine 20 giin boyunca devam edildi.
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FARKLI CO; KONSANTRASYONLARINDA YAPILAN CALISMALAR

Bu agsamada yeniden stok promastigot elde etmek igin iO adet NNN
besiyerine normal pasaj yapildi. 7. giinde elde edilen promastigotlar steril bir tiipte
toplanarak hemosimetre laminda sayildi. CO,'li etiiv 6nce %5 CO, konsantrasyonuna
ve 26°C lik sicakhia ayarlandi.

20 tanc sigir kanh ve 20 tanc NNN besiyeri alinarak stok promastigot
sispansiyonundan her bir tipe 1.5x10° promastigot/ml gelecek sekilde ekimler
yapildi. CO; 'li etitve her iki besiyerinden ayn ayn 10 tip olmak iizere 20 tup
konuldu. 26°C ye ayarlanmuis normal etiive de aym sekilde 20 tiip konuldu. Ekim
yapildiktan 2 giin sonra ilk sayim yapildi ve sayimlar 20 giin boyunca devam ettirildi.

%35 CO, li ortam ve normal ortamdaki sayimlar bittikten sonra karbondioksitli
etiv % 10 CO, konsantrasyonuna ayarlandi. 20 tane ( 10 NNN +10 SKB ) besiyeri
bu etiive, 20 tane ( 10 NNN +10 SKB ) besiyeri normal etiive konularak tekrar 20

giin boyunca saymmlar yapildi.

FARKLI pH DERECELERINDE YAPILAN CALISMALAR

Ilk iki cahsmada oldugu gibi, tekrar stok promastigotlann elde edilmesi yoluna
gidildi. Besiyerinde tiremenin en ¢ok oldugu giin yani 7. giinde promastigotlar bir tiip
igerisine toplanip sayildi.

Tavsan kanh besiyerinde pH ayarlamas:

Agar agar ve NaCl damutik su igerisinde iyice eritildi ve 4 ayn kiigiik cam
balon igerisine 50 ml olacak gekilde konuldu. Bu cam balonlarin pH'lan sirasiyla
fosfat tamponu ile pH 5, pH 6, pH 7 ve pH 8'e ayarlandi. Otoklavda 120°C de 20
dakika steril edildikten sonra 45°C ' ye kadar sogumasi beklendi. Soguduktan sonra
her bir pH'daki stvimin igerisine 25 ml tavsan kam eklendi. Cam balonlarda bulunan
farkh pH'daki besiyerleri vidali kapakli tiplere S'er ml dagitildi. Egik olarak
dondurularak kontaminasyon testleri yapildi ( 37°C'de 24 saat bekletilerek).

Sigir kanh besiyerinde pH ayarlanmasi

Steril boncuklu balonda defibrine edilen sifir kam vidali kapakl tiiplere S'er
ml dagitildi ve egik olarak Pasteur finminda koagiile edildi (75°C  de 1 saat). Diger
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taraftan 4 ayn pH da serum fizyolojik hazirlandi ve otoklavda steril edildi. Koagiile
edilmis ve sogumus olan sigir kanl besiyerine farkh pH'larda ayarlanan serum
fizyolojikten 10 ayn tiipe, 0.5 ml konularak 40 tiip hazirlandi. Kontaminasyon testleri
yapildi. ( 37°C'de 24 saat). "

pH ayarlamasi yapilan 40 tavsan kanli, 40 sifir kanh besiyerinin her birine
1.5.10° promastigot /ml gelecek sekilde ekimler yapildi ve 26°C'lik etiive kaldirilds. 2.
giinde ilk sayim yapilarak 20 giin boyunca sayma iglemine devam edildi.

Promastigot sayisinin hesaplanmasi

Sayim yapilacak besiyerlerin  kapaklann alevin kargisinda  agilarak
hemositometre laminin iizerine 1 damla kondansasyon sivisindan damlatildi. Uzeri
lamel ile kapatilarak mikroskopta 40 lik objektifle 16 en kiigitk kare = 1 biiyiik kare
sayildi. Bulunan bu sayi ( Promastigot sayist = n) n x 16 x 10.000 seklinde
hesaplanarak 1 ml'deki promastigot sayist bulundu ( Toma laminin 6zelligine bagh
olarak) .

Promastigotlarin uremesinin ¢ok yofgun oldugu doénemlerde, hareketi
durdurmak ve sayim iglemini kolaylastirmak i¢in % 0,4' luk formalin kullanild.
Hemositometre laminin lizerine 1 damla kondansasyon sivisi, 1 damla % 0,4 'lik
formalin konulup lamel kapatilip sayma iglemi yapildi. Ancak hesaplama yapilirken n x

2 x 16 x 10.000 formiiliinden faydalamld:
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BULGULAR

Leishmania tropica promastigotlarinin firemesinin en yogun oldugu sicakhk,
pHve CO, derecelerini belirlemek, ayrica, tavsan kami ile hazirlanan NNN besiyeri ile
sigir kanh besiyeri arasindaki farki belirlemek amaciyla bu galisma planlanmustir. Elde
edilen bulgular her iki besiyeri igin agagida sunuldugu sekildedir.

1- NNN (NOVY -NiCOLLE -MC NEAL) BESIYERI
A. Sicakhk denemeleri

Farkl sicaklik derecelerine (22°C, 26°C, 30°C, 34°C, 37°C)ayarlanmis
etiivlerde inkiibe edilen besiyerindeki promastigotlarn 2 giin arayla yapilan sayimlari

sonucu elde edilen bulgular Tablo.1 de gdsterilmistir. Buna gére promastigotlarin
yogunlugunun en yliksek oldugu sicaklik derecesinin 22°C oldugu saptanmus ve bu
yogunluk 6. ile 8. giinlerde en yiiksek bulunmugtur. Buna paralel olarak 26°C'de
inkiibe edilen promastigotlarin da 6. ve 8. giinlerde optimal tireme gosterdigi
gozlenmistir.

30°C'de, promastigotlarm 6. giinde pik yaptig1 ve sonraki glinlerde saymn
gittikce azaldig1 saptanmugtir. 34°C'de ise, besiyerine konulan promastigot sayisinda
hic bir artiy gdzlenmemistir ve inkiibasyonun 10.cu giinlinden itibaren
promastigotiarin hepsinin 6ldigi gorilmustir. 37°C'de, ilk sayim giinti de dahil
olmak iizere hig bir canhlik tesbit edilememistir.
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Tablo. 1. NNN besiyerinde farkh sicakliklarda inkiibe edilen promastigotlarmn lireme

225
200 -
175 4
150
125

Promastigot sayis1

0 A
6 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Sayim giinleri

Grafik A: NNN besiyerinde farkh sicakhklarda {ireyen promastigotlarin iireme
egrisi.
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Tablo. 2. NNN besiyerinde farkh sicakliklarda saptanan promastigot sayilarmmn
istatistiksel degerlendirmesi ( Tukey yontemine gére).

X+8X

111.5 + 18.16
106.4 + 17.69
55 +17.39
30+9.48
¢

Cahgmamizin sonucunda promastigotlarm firemesinin en yogfun oldugu
sicaklik degerinin 22°C-26°C arasmda oldugu goriildit. Istatistiksel olarak da bu iki
sicakhk derecesi arasmdaki farkin 5nemli olmadif: bulunmustur (P>0.05).

Grup ortalamalan Tukey yontemine gore ikiserli olarak kargilastmldifinda
30°C - 34°C arasindaki fark da Snemli bulunmazken, 22°C - 30°C, 22°C - 34°C,
26°C - 30°C ve 26°C - 34°C arasmdaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulun;ﬁustm
(P<0.05).

pH denemeleri

Farkh pH derecelerine (pH 5, pH 6, pH 7, pH 8 ) ayarladigimiz besiyerlerinde
promastigotlarm saymm sonucu elde ettiimiz bulgular Tablo. 2 de &zetlenmistir.
Buna gore Leishmania tropica promastigotlarmmn optimal freme gdsterdigi pH
degeri, pH 7 olarak saptanmugtrr. Uremenin en yogun oldugu giin ise pH 7 de ve pH
6da 10.cu ginde gbzlenmigtir. pH 5 - pH 8 de inkiibe edilen promastigotlar ise 8.
glinde en yogun fireme gostermiglerdir.



Farkh pH lardaki NNN besiyerinde iiretilen promastigotlarm durumu
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Grafik B. Farkh pH'larda hazirlanan NNN besiyerinde iiretilen promastigotlarin
treme durumlar
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Tablo. 4. Farkh pH larda hazirlanan NNN besiyerlerinde iretilen promastigotlarm
istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

X+8X
82.5+26.9
100.2 + 31.68
121.2 + 38.30

57.1 £ 18.05

Farkh pH derecelerine ayarlanmmg besiyerlerindeki promastigotlarin  iireme
yogunluklar: arasmndaki farklar istatistiksel olarak anlamh bulunmugtur (P<0.05).

Grup ortalamalan Tukey y6ntemine gore ikiserli olarak karsilagtiriidiginda ise,
pH 5 - pH 6 arasmda {ireme yOniinden bir fark olmadig:, pH 6 - pH 7, pH 7- pH 8
arasmdaki farkm ise istatistiksel olarak 6nemli bulunmugtur (P<0.05).
C. CO, ortaminda iireme denemeleri

%5 CO, ve %10 CO; konsantrasyonlarina ayarlanan etiivlerde, diizenli olarak
yapian promastigot saymlari sonucu elde edilen bulgular Tablo. 3 de verilmistir.
Buna gbre promastigotlarin iremesi bakmmindan en uygun olan ortamm %5 CO,
konsantrasyonlu ortam oldugu goriilmektedir. % 5 CO. 'li ortamda firetilen
promastigotlar 12. giinde optimal {ireme gosterirlerken, normal etiivde inkiibe
ettifimiz  promastigotlar 8. giinde optimal diizeye ulagmuslardrr. % 10 CO;
ortammda da en yogun Giremenin 12. giinde meydana geldigi ancak diger ortamlar
kadar yogun promastigot saptanmadid: g6zlenmistir.
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Tablo. 5. NNN besiyerlerinde farkli CO, ortamlarinda inkiibe edilen promastigotlarm

durumu.

300 4 ——% 5 CO2
=% 10 CO2
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Grafik C: NNN besiyerinde farkh CO, ortamlarinda inkiibe edilen promastigotlarm
tireme egrisi.
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Tablo. 6. NNN besiyerinde farkl: CO, konsantrasyonlarinda elde edilen promastigot
sayilarmin istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

X+8X

163.0 +51.54
85.5 +27.04
106.4 + 17.69

NNN besiyerinde %5 CO, li ortamda promastigotlarm {iremesinin optimal
dizeyde oldugu bulunmugtur. Gruplar arasi ortalamalar Tukey yOntemine gére
kargilagtirldiginda ise} %5 CO; li ortam ile %10 CO; 'li ortam arasindaki tireme
yogunlugu fark istatistiksel olarak dnemli bulunmugtur (P<0.05). %5 CO; li ortam
ile normal ortam arasinda ve % 10 CO; 'li ortam ile normal ortam arasindaki {ireme
yogunlugu farkmin ise anlamh olmadif: saptanmugtir (P>0.05).

2.SIGIR KANLI BESIYERI

A. Sicakhk Denemeleri

Defibrine edilmis sigir kan ile hazirladigimiz besiyerinde promastigotlarn tiretilmesi
ve belirli giinlerde sayimlarnmn yapilmas: sonucunda elde ettifimiz veriler Tablo. 4
de Ozetlenmigtir. NNN besiyerinden farkh olarak {iremenin en iyi oldugu sicakhk
derecesinin 26°C oldugu bulunmugtur. Hem bu sicakhkta hem de 22°C'de
promastigotlarm 10. giinde optimal lireme gosterdikleri saptanmigtir. 30°C'de ise en
yogun {reme noktasma 8. giinde ulagildifi ve daha sonra promastigotlarin
sayldarmda izl bir sekilde diislislin basladig1 dikkati g¢ekmigtir. 34°C'de  ise
promastigotlarm 12. giine kadar canhbklarim koruyabildikleri ve daha sonraki
saymlarda canh parazitin olmadif: dikkati gekmigtir. Tipki NNN besiyerinde oldugu
gibi , siBr kanh besiyerinde de 37°C'de ilk gilinden itibaren canh parazite
rastlanmamugtir.
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Tablo. 7. Farkh sicakhklarda sifir kanh besiyerlerinde inkiibe edilen promastigotlarm
durumu
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Grafik D: Sigir kanh besiyerinde farkh sicakliklarda inkiibe edilen promastigotlarm
treme egrileri.
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Tablo. 8. Sigir kanh besiyerinde farkh sicakhklarda tireyen promastigot sayilarmin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

X+S8X
80.5 +25.45
96.0 + 30.36
50.5 + 15.97
40.0 + 12.65

Sigir kanh ortamda , farkh sicakliklarda , inkiibe edilen promastigotlarm
sayilari , Tukey yontemine gore ikigerli olrak kargilagtinldigmda 22°C - 26°C
arasindaki ve 30°C- 34°C arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunurken
(P>0.05) , 22°C-30°C, 22°C-34°C, 26°C-30°C, 26°C-34°C arasindaki Ureme
yoguniugu farki anlamh bulunmustur (P<0.05).

B. pH Denemeleri
Dort ayn pH' ya ayarlanarak hazirlanan sifwr kanh besiyerlerinde dretilen

promastigotlarm inkiibasyonu sonucu elde edilen bulgular Tablo.5 de gosterilmistir.
Tablodan da goriildiigii gibi promastigotlarm tiremesinin en yogun oldugu ortamm
pH 6 ya ayarlanan ortam oldufu saptanmigtir ve parazitlerin 10. giinde en yiiksek
saylya ulagtiklari goriilmiigtiir. Diger ortamlarda da aym giinde optimal {ireme
gozlenmistir.
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Tablo.9.Farkh pH’larda hazirlanan sigir kanh besiyerlerinde iiretilen promastigotlarin
durumu

Promastigot sayilari
pHS pH7
50 47
60 55
110 85
120 90
145 110
100 80
60 70
60 60
40 56
25 20

160 +
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Saymm Giinleri

Grafik E. Sigir kanh besiyerlerinde farkli pH'larda iiretilen promastigotlarm durumu.
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Tablo. 10. Farkh pH derecelerinde hazirlanan si3r kanh besiyerlerinde tiretilen
promastigotlarmn istatistiksel olarak degerlendirilmesi

X+8X
77.0 +£24.35
81.4 +25.74
66.7 +21.09
80.3 +25.39

En iyi tiremenin pH6 da oldugu belirlenen sigir kanl besiyerinde, pH6- pH7 ve
pH7-pH8 arasinda promastigotlarin tireme yogunlugu yoniinden istatistiksel olarak
bulunan fark anlamhdr (P>0.05). pHS-pH6, pHS5S-pH7, pHS-pHS8, pH6-pHS
arasmdaki fireme farkinmn ise anlamlh olmadig1 bulunmustur.

C. CO;ortamnda fireme denemeleri
Leishmania tropica promastigotlarmm % 5 CO, ve % 10 CO; li ortama ve

ayrica normal ortama brrakilmasi sonucu elde edilen bulgular Tablo. 6 da
Ozetlenmistir. Normal ortamda inkiibe ettifimiz besiyerindeki promastigot sayis: diger
ortamlara oranla daha yiiksek bulunmugtur. % 5 CO, li ortamm ise % 10 CO; li
ortama gore daha uygun oldugu saptanmigtir. Normal ortamdaki promastigotlar 10.
giinde en yogun iireme gosterirken %5 CO; li ortamda 12. giinde optimal diizeye
ulastig: gortlmilstir.
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Promastigot says:

Grafik F: Sigir kanhbesiyerinde farkh CO, ortamlarmda promastigotlarm tireme

edrisi
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Tablo. 12. Sigir kanh besiyerinde farkhi CO; ortamlarinda iiretilen promastigotlarin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi

X+8X
88.5+27.98
48.2 +15.24
96.0 + 30.36

Yapilan istatistiksel degerlendirmeye gore , % 5 CO; li ile %10 CO; li ortam
arasindaki promastigotlarm lireme yogunlugu farki ve %10 CO; li ortam ile normal
ortam arasmdaki fark 6nemli bulunmugtur. Buna ramen % 5 CO; li ortam ile normal
ortam arasmda ki farkm 6nemli olmadii goriilmiisttir (P<0.05).

NNN VE SIGIR KANLI BESIYERLERININ WILCOXON T TESTI iLE
KARSILASTIRILMASI

1- Sicakhk Durumlarma Gore

Bu yonteme go6re yapilan istatistiksel degerlendirmede her iki besiyerindeki
fireme yogunlugu arasmdaki fark 22°C sicaklk agismdan Snemli bulunurken, 26°C,
30°C ve 34°C dereceleri i¢in bir fark olmadig1 goriilmiigtiir

Tablo. 13. Sigir kanh besiyeri ve NNN besiyerinin sicaklik denemelerine gére
istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

NNN
X +8X
1115+ 18.16 =3.5 P<0.05
106.4 +17.69 T=13.5 P> 0.05
55.0 +17.39 T=28 P>0.05
30.0 £9.48 T=36 P>0.05
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2- pH Durumlarma Gore

Sigir kanh besiyeri ve NNN besiyerinde, farkh pH larda promastigotlarin
{iremesi pH6 ortaminda farkhhk arzederken pH 7, pH 8 ve pH 5 ortamlarmdaki
yogunluk farkmn istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 saptanmugtir.

Table. 14. Sifir kanh besiyeri ve NNN besiyerinin pH denemelerine gore istatistiksel
olarak degerlendirilmesi

NNN
X+S8X
82;5 +26.9 T=17 P>0.05
100.2 + 31.68 T=4.5 P<0.05
121.2 + 38.3 T=54 P>0.05
57.1 +£18.05 T=10 P>0.05

3-CO; Ortamlarma Gdore

Her iki besiyerinde, %5CO; ve %10CO, konsantrasyonlarmda
promastigotlarm fireme yogunlugu bakmmindan aradaki farkin Gnemli oldugu
goriilmigtir.

Table. 15. Sigir kanh besiyeri ve NNN besiyerinin CO, denemelerine gore
istatistiksel olarak degerlendirilmesi

NNN
X+8X
163.0 + 51.54 T=0 P<0.05
85.5 +£27.04 T=0 P<0.05
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TARTISMA

Son willarda basta protozoonlar olmak {izere parazitlerin Kkiiltiirlerinin
yapilmasina yonelik ¢alismalar hiz kazanmustir. Bunun sonucu Plasmodium'lar dahil
bir ¢ok protozoonun kiiltiirti gerceklesmis ve ayrica pek ¢ok yeni kiiltiir ortarm
gelistirilmigtir.

Herhangi bir parazitin kiiltiiriinii yapmanin bir ¢ok degisik amaci vardir.
Bunlar1 maddeler halinde siralayacak olursak ;

a. Hastaliga neden olan etkenin tanisini koymak amaciyla ya direkt olarak ya da diger
yontemlere ek olarak kiiltiirlerden yararlamlr.

b. Immiinolojik gahsmalar igin gerekli olan antijenlerin bol olarak hazirlanmas:
amaciyla kiiltiire bagvurulur.

¢. Klinik materyalin yeterli olmadig1 ve kolay elde edilemedigi durumlarda 6gretimde
kullamimak amaciyla kiiltiir yapilir,

d. Deney hayvanlarina inokiilasyon igin gerekli olan kayna§: saglayabilmek de
kiiltiirle miimkiin olabilmektedir.

In vitro ilag denemelerinde ve organizmalarin fizyolojilerini incelemede
kiiltiirlerden faydalambir.

Kiiltlir yapmamn amaci baslangicta in vitro ortamda paraziti {iretmeyi
basarmaya dayanir. Ancak ileri agamalarda aksenik ve tam anlamiyla yapay bir
ortamda parazitin {retilebilmesi amaci1 esastrr. Ciinkii parazitin biyokimyasal
Szellikleri ve patojenite deneyleri icin aksenik kiiltiirler idealdir. Ancak her zaman
aksenik kiiltiirli yapmak pek miimkiin degildir.

Leishmania tiirlerinin tiretilmesi amaciyla pek ¢ok aragtirmaci tarafindan
gesitli besiyerleri denenmis olup, farkhh kaynaklarda farkli besiyerlerinin daba iyi
sonug verdigine iligkin bulgular bildirilmigtir. Bizim yaptifimiz ¢ahsma sonucunda
NNN besiyerinin, sifir kanh besiyerine gore promastigotlarin iireme yogunlugu
bakimindan daha uygun oldugu goriilmiistiir.

Benzer olarak Ozgelik ve arkadaslarinin yapmus oldugu ¢ahsmada da, klasik
NNN, koyun kanh NNN, heparinli tavgan kanh NNN ve siir kanh besiyeri olmak
lizere toplam 4 ayn kiiltiir ortamu Leishmania tropica promastigotlarmmn {ireme
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yogunlugu bakimindan kargilastirilmustir. Sonug olarak klasik NNN besiyerinde diger
ortamlara gére promastigotlarm {iremesinin gok daha yogun oldugu bildirilmigtir.
Bunun yamsira sigir kanh besiyerindeki iiremenin, koyun kam ile hazirlanan NNN
besiyerinden daha basarii sonuglar verdigini ve sigir kanh besiyerinde dretilen
promastigotlarin daha aktif ve morfolojik olarak olduk¢a diizgiin olduguna dikkat
¢ekmislerdir (19). Arastirmamizda bu sonuca paralel olarak sigir kanh besiyerinde
promastigotlarin daha diizgiin morfolojiye sahip olduklan gdriilmiistiir.

Sadigursky ve arkadaglan yaptiklan bir cahymada hemoflagellatlarn tiremesi
i¢in kan ve serum icermeyen yeni bir kiiltlir ortam gelistirdiklerini bildirmiglerdir.
Kolay hazirlanan ve ¢ok pahallya mal olmayan bu besiyerinde promastigotlarin
oldukga iyi iiredigini ve alt kiilttirlerle devamunin saglandigim bu sayede gok sayida
parazit elde edilebilecegini gostermiglerdir. Ayrica bu besiyerinde dretilen
leptomonaslar  tizerinde biyokimyasal ¢ahsmalarm yapimasmin daha uygun
olabilecegini de ortaya koymuslardir (26).

Klasik NNN besiyeri ile kargilagtrdigimiz sifir kanh besiyeri ilk kez Sayg:
tarafindan bulunmustur. Arastirmaci bu besiyeri ile Leishmania tropica
promastigotlarmmn uygun laboratuvar kosullarinda firetilip uzun siire pasajlanabildigini
ve besiyerinin esasmimn pigirilmig sigir kanindan ve {izerine eklenen serum fizyolojikten
jbaret oldugunu bildirmistir. Son derece basit ve kolay hazirlanmasi, ayrica, agara
gereksinim gostermemesi bakimindan her yerde kullamlabilecek bir ortam olduguna
dikkat gekilmistir (27).

Ozbilgin ve arkadaglani tarafindan visseral leyigmaniyoz ve kutandz
leyismaniyozu ayrdetmek amacryla yapilan kiiltir ¢ahgmalarinda,  her iki tlr
parazitin de besleyici buyyonda NNN ortammna oranla daha erken dénemde {ireme
gosterdigi gozlenmistir. Cahsmann sonucunda besleyici buyyonda ilk giinde her iki
Leishmania tiiriine ait amastigotlar promastigotlara déniislirken, NNN besiyerinde
bu donistim ikinci ve liglinci giinden sonra gdzlenmistir. Buna gore nutrient broth
besiyerinin NNN besiyerine gére tamda zaman agisindan daha avantajh oldugu
belirtilmistir (22).

Lemesre ve arkadaslari, visseral ve mukokutandz leyigmaniyoz etkeni olan
L.chagasi ile L. braziliensis'in bliylime karakteristiklerini farkh kaltiir ortamlarinda
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kargilastirmuglardir. Cahsmada GLSH, RPMI veya LITR9 kiltiir ortamlan
kullamlmugtir. L. chagasi tiim ortamlarda {ireme gosterirken L. braziliensis igin RPMI
besiyeri uygun bulunmarmugtir (16).

Aljeboori, kan icermeyen ve yalmzca fotal sifir serumu (FCS) katkih kati
fazdan olugan difazik bir ortam tamimlamig ve bu ortamda test edilen tiim Leishmania
tirlerinin bagar1 ile iredigini bildirmistir. Ayrica ¢ahgmasinda, bu difazik kiiltiir
ortamiyla, geleneksel difazik kanh agar igerikli ortam arasindaki Greme yogunlugunu
karsilastirmustir. Sonug olarak FCS igeren ortamda Leishmania promastigotlarinin en
fazla tireme go6sterdigine dikkat ¢ekmigtir (1).

Howard ve arkadaglari, bcek idrar bilesenlerinin Trypanosoma metasiklik
formlarinin geligimini hizlandirmasindan yola gikarak, promastigotlarin {iretiminde
killtir ortamma insan idrarmn katki maddesi olarak kullamlabilecegini
digiinmiiglerdir. Cahsmalarmda %10 FCS igeren Schneider’in Drosophila kiiltiir
ortamma %1-5 oraninda idrar ilave edildiginde 8 farkh taksonomik gruba ait 11
Leishmania soyunun biiyiiylip tiremelerinde belirgin bir hizlanma oldugunu ancak s6z
konusu olan aktif bilesenin ne oldugunun heniiz tayin edilemedigini bildirmistir.
Ayrica, kiiltiirii gergeklestirebilmek igin gerekli dozu (promastigot saysini) azalttifim
ileri stirmiglerdir(15).

Hanna ve arkadaglan ise, Leishmania promastigotlarmm {remesini
kolaylagtiran idrardaki bu bilesigin, UV spektrum taramasinda 265 nm' de maksimum
absorbans gdsteren diisiik molekiiler agirhkh (MW < 3000 Da) bir protein molekiilii
oldugunu saptarmglardir (12).

Sysoev, caligmasinda nutrient besiyerinde Leishmania major, L.turanica,
L.gerbilli, tiirlerinin iiremesini kargilagtirmugtir. Promastigotlar Medium 199 igeren
NNN besiyerinde inkiibe edilerek, fireme oram, bdliinme zamam ve {ireme hiz
aragtirilmmgtir. Sonug olarak, her bir tiiriin farkh bitylime karakterine sahip oldugunu
ve Leishmania turanica'nin bu ortamda digerlerinden daha tstiin oldugunu bildirmistir.
Farkh suglan kisa ve uzun siireli inkiibasyona tabi tuttugunda, uzun siireli kiiltiirlerin
ortama daha kolay adapte olarak gelisme gosterdigini ancak suslarn virulanslarmmn
azaldifin1 g6zlemistir (28).
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NNN besiyerinde ve sigir kanh besiyerinde yaptigimz ¢alismanin sonucunda
liremenin en yogun 8. ve 10. giinlerde oldugu saptanmugtir. Aynica 12. giinden
itibaren kdltlir ortammndaki promastigotlarm sayisinda azalmalann bagladign
goriilmistiir.

Bizim sonuglarimiza benzer olarak Werner, Colombiya’da 14 izolat kullanarak
yapmis oldugu ¢ahsmasinda, bunlarin kiiltiir ortaminda ve hamsterlerdeki biiyiime
karakterlerini arastrrmustir. Sonug olarak Kkiiltiir ortaminda maximum {iremenin 10.
giinde gorildigiini ve 12-15, giinden itibaren {ireme hizinda bir azalma oldugunu
belirtmigtir(33).

Hendricks ve Wright, Eski ve Yeni Diinya kutantz leyismaniyoz'un tanisin
hizlandintmas: amaciyla yeni bir kiiltiir ortamu geligtirmistir. Toplam 40 kisiden ve 55
lezyondan elde edilen aspiratlar bir bcek hiicre kiiltiirii olan ve % 30 fotal sigir
serumu igeren Schneider’in Drosphila ortamma inokiile etmigtir. Buna paralel olarak
da NNN besiyerine ekim yapilmis sonugta promastigotlar Schneider’in Drosophila
ortaminda 6. giinde promastigotlar gozlenirken, NNN ortamunda ise yaklasik 12.
giinde g6zlenmigtir. Elde ettikleri bulgular Ozbilgin ve arkadaglarmm (22) sonuglari
ile uyumludur (14).

Istanbul Universitesinden sagladigimiz Leishmania tropica sugu ile yaptiimz
¢alismanin sonucunda, 22°C, 26°C, 30°C, 34°C, 37°C lerden , promastigotlarin NNN
besiyerinde en yogun iireme gdsterdigi sicaklik derecesinin 22°C oldugu saptanmustir.
Aym sicakhk spektrumunda, sigir kanh besiyerinde ise en uygun sicakhfin 26°C
oldugu goritlmiigtiir.

Wonde ve Honigberg , Leishmania donovani tiiriinii 21°C den 37°C ye kadar
degisen sicakliklara maruz biraktif1 gahgmasinda, Tobie’nin modifiye ortaminda 32°C
ye kadar olan sicakliklarda parazitin tiremesinin olduk¢a yogun oldugunu gézlemistir.
33°C nin Ustlindeki derecelerde ise promastigotlarm ancak tavuk embriyo 6ziitdl
(CEEsg) igeren ortamda {ireyebildigini ortaya koymustur. Aragtrmacilar , Lemma ve
Schiller’in besiyerini kullanarak burada CEEs, olmadiginda 33°C nin istiindeki
sicakbklarda promastigotlarm devaminm saglanmasmin  miimkiin  olmadigim
goérmiiglerdir. DiJer taraftan promastigotlar1 oda sicakhiindan dogrudan dogruya
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dogruya 32°C ye transfer ettiginde hepsinin, ortamin igerifine bakmaksizin, 6-8
giinde 6laﬁgﬁnﬁ gbzlemiglerdir. Sonu¢ olarak 33°C ve 35°C sicakhkta
promastigotlarm devamm saglamak afnacxyla kiltlir ortammna %5 oraninda CEEs, ,
36°C ve 37° C de ise en azindan %10 oraninda CEEs, ilavesinin gerekli oldugunu
belirtmiglerdir. Ancak tiim bu kosgullara ragmen ortamda kam¢ili formun ¢ok nadir
bulundugunu da gozlemlemislerdir (34).

Gillig, in vitro kiiltir ortamlarinda Leishmania promastigotlarinin 37°C ye
adaptasyonu ile ilgili yapmus oldugu ¢aliymalarda, 3S susunun Tobi'nin besiyerinde
32°C de bir sire kiiltirind olugturduktan sonra 37°C de {iretmeyi basarmustrr.
Uretilme agamasinda 6zellikle logaritmik fazdan alman promastigotlarm bu
sicakhklarda dreyebildifini ve tavuk embriyo Oziitiine gereksinim duymadigm
bildirmigtir. Aragtirict Khartoum susunun ise 35°C nin {izerindeki sicakhklarda
tiretilemedigini de bildirmistir.Yine, 25°C da 14 seri pasaj sonunda promastigotlarin
37°C ye adapte edilebildigini, buna karsin 30 seri pasaj sonunda ise bu sicakhifa
promastigotlarin adapte edilemedigi de ortaya konmustur. Leishmania'da egeyli lireme
goriilmemesine ragmen 37°C ye adaptasyonun mutasyon sonucunda mu yoksa
cevresel modifikasyon sonucunda mu oldugu belirlenememistir (11). Cahsmamizda
kullandigymiz sugun sadece bizim laboratuvarimzda yaklagk 100 kez pasajmin
yaptldigin diigtinecek olursak bizim gahgmamizdaki promastigotlarn neden 34°C ve
37°C lerde iireyemedikleri anlagilmaktadir.

NNN ve sigir kanh besiyerlerinde, Leishmania promastigotlarii 37°C ye maruz
brraktifimizda ilk saymm giinlinden itibaren promastigotlarm 6ldiigiinii saptadik.
Bunun nedeni ise ,dogrudan 37°Cde yagatmak yerine benzer galismalarda oldugu gibi
daha Oncesinde uzun siireli adaptasyon g¢ahgmalarmin yapimamg olmasina
baglayabiliriz. Ayrica yukanda da belirtildigi gibi promastigotiarm 100 den fazla ait
kiiltiiriiniin yapilmig olmas: da canh promastigot elde edilememis olmasimn bir bagka
nedeni olabilir.

Trager, Leishmania donovani promastigotlarmi 22°C ile 30°C sicakhklardaki
ortamlarda inkiibe ettifinde canh aktif , hareketli formlan gérdiiginii ve 28°C de
tutulan leptomonaslarm 37°C de, insan veya hamster eritrosit 6ziitil iceren ortama
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konuldugunda, konak hiicre olmadan da leptomonaslarin gelisebildigini ve kamgisiz
ara formlan g&rmenin miimkiin olabilecegini saptarmstir. Ve bu leptomonaslarin en
azindan 4 giin silireyle canh kaldigmu bildirmigtir. Boylece 37°C de gelismenin
yalmzca canh dokularda varolabilecegine iliskin dilgiincelerin dofru olmadig:
kamtlanmugtir. Trager bu c¢ahgmalarimi bildirdigi yayminda Berrebi'nin kiiltiir
ortaminda tuttufu promastigotlarin 37°Cde herhangi bir gelisme gostermedigini ve
mevcut parazitlerin 1 veya 2 giin sonrasinda 6ldtigiindi buldugunu da bildirmektedir
(29).

Trager 37°C deki formlarin son derece 6zel gereksinimlerinin oldugunu ve
bunlarin 28°C de gelisen leptomonaslara oranla farkh oldugunu gérmusgtiir. Ozellikle
kamgisiz ara formlarm, hizh gelismeyi saglayan ilave besinlere ragmen (insan ve
hamster eritrosit dziitii ) killtiirlerde devamhlii saglanamamgtir (29).

Zilberstein'e gbre, sicakhfm artmasi bunun yannda pH min azalmasi
promastigotlarm amastigotlara, amastigotlarin promastigotlara déniisimiinii saglayan
iki 6nemli gevresel faktordiir. Kiiltiir ortamlarinda yalnizca sicakliin artmasi Eski
Diinya Leishmania tiirlerinde, Yeni Diinya Leishmania tiirlerine kiyasla doniigtimii
daha az etkilemektedir. Sicaklik artigina paralel olarak pH azalmasmmn da yine bu
olaylan kolaylastirdipn ortaya konmustur. Ornegin lezyondan alnan L. mexicana
amastigotlar1 pH 5.5 ve 32°C' de yalniz amastigot morfolojisi olusturmakla kalmaz
ayrica doniigiim i¢in gerekli olan, §zgiin sistein proteinaz ve komplemanm eritici
etkisine karg1 direng ve infektivite de artis gibi unsurlar igeren degigimleri meydana
getirir. Bu sistemde CO,'in varhgy, farkhilagmay: tamamlayabilmek igin gerekli olan bir
diger unsurdur. Amastigot formda kalabilmek i¢in diisiik pH'ya gereksinim duyulmas:
amastigotlarin asit ortamu tercih ettiklerinin bir gostergesidir (36).

Altintag ve arkadaglarimn yapms oldugu ¢ahgmada karbondioksitin in vitro
ortamda Leishmania promastigotlarnm {iremesi #izerine etkisi aragtinlmistir. % 5
CO; ki ortamda ve 27°C'ye ayarlanmig normal ortamda :-:tulan promastigotlarm {ireme
yogunlugu karsilastinldidinda % 5 CO; ortaminda promastigotlarm 1.5 kat daha fazla
fireme gosterdigi belirlenmistir (2).



Bizim yaptiimiz ¢ahsmanin sonucunda da NNN besiyerinde % 5 CO,
konsantrasyonunda promastigotlarin en yogun fireme gosterdifi saptanmugtir. Sifir
kanli besiyerinde ise normal ortamda (26°C) inkiibe edilen 'promastigotlann % 5 CO;
ve % 10 CO; li ortama goére daha yogun lireme gosterdikleri bulunmustur. NNN ve
SKB'de %10 CO, konsantrasyonunun promastigotlarn yogunlugu {izerine fazla
olumlu etkiye sahip olmadif) gériilmistir.

El Amin El Roufaie ve arkadaglar, sivi kiiltlir ortaminda Leishmania
promastigotlarmda meydana gelen morfolojik degisikleri arastirdifi ¢ahgmasinda iig
ayn formun goriildiigiine dikkati gekmigtir. Bunlan, uzun form, ig seklindeki form ve
yuvarlak kamgisiz form olarak tammlamugtir (9). Bizim ¢alismamiz esnasinda da 12.
giinden itibaren promastigotlarin yapisinda yuvarlagmalar ve kamgilarin kaybolmas:
gibi degisimlerin oldugu ayrica ara ara toplu igneye benzer tarzda promastigotiarn
varhi@1 géze carpmugtir.
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SONUC

Leyismaniyoz'la ilgili olarak yapilan serolojik ¢aligmalarda, antijen
hazirlanmasinda ve kemoterap6tik maddelerin etkilerini aragtirmak amaciyla oldukg¢a
fazla oranda promastigota gereksinim duyulmaktadwr. Bu yiizden, bol miktarda
promastigot elde etmek i¢in, bunlarin tireme gosterdigi optimal kogullarin belirlenmesi
gereklidir. Biz de ¢aligmamizda sicaklik, pH ve CO;'in kiiltlir sonuglarina etkilerini
aragtirdik.

Calsmamizda klasik tavsan kanh NNN besiyeri ve sigir kanli besiyeri
kargilagtinldiginda, NNN besiyerinde tiremenin daha yogun oldugu ve promastigotlar
icin daha uygun bir ortam oldugu anlagiimisgtir. Buna ragmen, kolay hazirlanan ve
agara gereksinim gostermemesi nedeniyle oldukga ekonomik olan sigr kanh
besiyerinin de promastigotlarin tretilmesi amactyla kullamlabilecegi  sonucuna
varlmugtir,

NNN besiyerinde iiremenin en iyi oldugu sicaklik derecesi 22°C olarak
bulunurken , sigir kanh besiyerinde 26°C oldugu saptanmugtir. Fosfat tamponuyla
pH'lar ayarlanan NNN besiyerinde, en yogun tiremenin pH 7' de oldugu gozlenirken
sigir kanh besiyerinde ise bunun pH 6'da gergeklestifi goriilmiigtiir.

%S5 CO; 'in NNN besiyerindeki promastigotlarn {iremesi lizerine gok olumlu
etkisinin oldugu dikkati gekmistir. Angak bu karbondioksit konsantrasyonundaki
olumlu etki %10 CO, ortammnda aym sekilde g6zlenmemistir ve %10 CO, ortammin
¢ok uygun olmadigi bulunmugtur. Sigir kanli besiyerinde ise 26°C'lik normal etiivde
inkiibe edilen promastigotlarm %5 CO; li ortamda tutulanlara gére daha yofun bir
sekilde fireme gosterdigi, buna ragmen %5 CO; ki ortamin %10 CO; li ortama gore
daha iyi sonug verdigi saptanmstir.
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OZET

Leishmania tropica promastigotlarinn iiretilmeleri igin en uygun sicakhk, pH
ve CO; konsantrasyonlarimi belirlemek amaciyla planlanan bu ¢ahismada iki farkh
besiyeri ve farkh parametreler denenmistir. Calismada, NNN besiyeri ve sigir kanh
besiyerinde bes ayn sicaklikta, dort farklh pH ve iki farklh CO, konsantrasyonunda
promastigotlarin lireme yogunluklan belirlenerek tireme egrileri ¢ikarilmig ve optimal
kosullar saptanmustir.

Her bir parametre ve kontrolleri igin 10'ar tlipe esit sayida
promastigot(1,5x10° promastigot/ml) inokiile edilmis ve 20 giin boyunca, giin agmn
hemositometre laminda sayimlan yapilmstir.

NNN besiyerinde, 22°C, 26°C, 30°C, 34°C ve 37°C sicakliklarda yapilan
sayinlar degerlendirildiginde en yiiksek yogunlukta iiremenin 22°C de oldugu
saptandi. Aym kosullar sifir kanh besiyeri igin olusturuldugunda ise maksimum
iiremenin 26°C oldugu gézlendi.

NNN besiyerinde pH 5, 6, 7 ve 8 'e ayarlanan ortamlardaki promastigot
sayilar1 degerlendirildiginde pH 7 nin en uygun ortam oldugu bulundu. Aym islemlerin
tekrarlandi: sigir kanh besiyerinde ise promastigotlarn pH 6 da daha yogun Gredigi
saptandL

% 5 CO; ve % 10 CO; konsantrasyonlarina ayarlanmus etiivlerde ve ayrica
normal kosullar altinda tutulan NNN besiyerindeki promastigotlarm saymmlar
yapildiginda ,% 5 CO, ortamindaki promastigot yogunluSunun normal ortama gore
belirgin bir artig g6sterdigi saptandi. Sigir kanh besiyerinde bu kosullarin promastigot
{iremesini ¢ok az etkiledigi goriildi. Bunun yamsira her iki besiyerinde % 10 CO; li
ortamin promastigot {ireme yogunlu@u fizerinde olumsuz etkisi oldugu belirlendi.

Elde edilen bulgular degerlendirildifinde, Leishmania promastigotlan igin
NNN besiyerinde optimal tireme kosullarmm, 22°C, pH 7 ve % 5 CO; li ortam, sifir
kanh besiyerinde ise 26°C, pH 6 ve CO; siz normal ortam oldugu saptandi.
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SUMMARY

The effects of temparatures, pH and CO, concentrations on the growth of

Leishmania promastigotes in the different culture media

In this study, we have tried to find out the optimum growth, temperature, pH
and CO; concentrations required by the promastigotes of Leishmania tropica. Two
culture media were used simultaneously :1-Classical NNN medium, 2- Calf blood
medium.On these media we tried five different temperature, four different pH, and
two different CO, concentrations.

The parameters ,which were checked in the study ,were as follows: Five
different temperatures (22°C, 26°C, 30°C, 34°C, 37°C ) four pH levels (pH 5, pH 6,
pH 7, pH 8), and two CO, concentrations ( 5% CO;, 10 %CO; ).

For each parameter each of the ten culture tubes and plus control tubes were
inoculated with 1,5x10° promastigotes/ml per tube. These were incubated of
appropriate temperatures. The growth in each tube was evaluated on the alternating
days over a period of two days after the inoculation. The intensity of growth was
determined by counting the promastigotes in a haemocytometer, then drawn a growth
curve by plotthing the mean counts of ten tubes, versus control tubes.

Our findings were as follows:

1-The optimum growth temperature was different for two culture media.
Maximum growth was obtained in NNN at 22°C, whereas 26°C was more
appropriate for CBM.

2-pH 7 provided the best growth in NNN, althought the best growth in CBM
was 6. However we have met with some diffuculty in assesing the pH of this
medium.

3-A little growth was observed at 10 % CO, in both culture media. On the
other hand we have obtained higher growth rate at 5 % CO, in NNN than CBM.

Our findings were rather surprising since originally same parasites showed
differences in requirements for optimum growth from the point of temperatures, pH
and CO; used in two different media.
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