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Amag: Bu ¢alisma, Tiirkiye'den elde edilen Leishmania spp. izolatlarinin kanli agar ve ¢ikolata
agardaki koloni olusumlarinin izlenmesi ve farkliliklarinin karsilastirilmasi, tek bir hiicreden olu-
san koloni elde edilerek gerektiginde genetik ¢calismalarda kullaniimasi amaciyla planlanmustir.
Yéntem: Calismamizda kullanilan kanli agar ve ¢ikolata agarin gerekli én hazirlik asamalari yapil-
diktan sonra steril petri kaplarina dékilmesi ile besiyerleri hazirlanmistir. Kullanilan Leishmania
spp. izolatlari iniversitemiz biinyesinde bulunan Parazit Bankasi’ndan saglanmistir. Leishmania
spp izolatlarinin, ITS1 ve hsp70 bélgesine 6zgii primer ve problar kullanilarak genotiplendirilmesi
yapilmistir. Tirlere gére ayrilan izolatlarin NNN besiyerinde kdiltiiri yapilmis ve lireyen promasti-
gotlar RPMI 1640 sivi besiyerlerine aktarilarak logaritmik faza girmeleri beklenmistir. Logaritmik
faza giren promastigotlarin ¢ikolata agar ve kanli agara ekimleri yapilmis ve 25°C’lik etiive kaldi-
rilarak giin asiri takip edilmistir.

Bulgular: Etiivden g¢ikarilarak incelenen plaklarda inkiibasyonun 7. giiniinde ¢ikolata agarda
herhangi bir koloni olusumu gézlenmezken, kanli agarda Leishmania tropica, Leishmania infan-
tum ve Leishmania donovani de koloni biiyiikliiklerinin ortalama 0.9 mm oldugu, Leishmania
major’de ise ortalama 0.8 mm oldugu saptanmistir. Plaklara yapilan ekimin 28. giiniinde ise
cikolata agarda L. tropica, L. major, L. infantum ve L. donovani’deki ortalama koloni biiyiikliikleri
sirastyla 1.0 mm, 0.9 mm, 1.0 mm ve 0.8 mm olarak gézlemlenirken, kanli agardaki koloni biiyiik-
liikleri sirasiyla 3.1 mm, 3.1 mm, 3.3 mm ve 3.0 mm oldugu belirlenmistir.

Sonug: Plaklara yapilan ekimlerin takibi sonucunda tiim suslarin 7., 14., 21. ve 28. giinlerdeki
koloni olusumlarinin kanli agarda daha hizli oldugu saptanmstir. Kanli agarin Leishmania spp. ile
ilgili yapilmasi planlanan genetik ¢alismalar ve diger ¢alismalarda kullanilmasinin uygun olabile-
cegi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Leishmania, ¢ikolata agar, kanl agar
ABSTRACT

Objective: This study was planned with the aim of comparing the reproduction differences of
Leishmania isolates, obtained from Turkey, on chocolate and blood agars, colony growth views
on agar plates and to attain colonies from single cell to utilize for genetic studies.

Method: After preparation of blood agar and chocolate agar used in our study, the media were
prepared by pouring into sterile petri dishes. The Leishmania isolates, used, were obtained from
the ParasiteBank, located within our university. Genotyping was done by using primers and
probes specific to ITS1 and hsp70. The isolates, separated according to species, were cultured in
NNN medium and promastigotes were transferred to RPMI-1640 and were expected to enter into
logarithmic-phase. Promastigotes entering logarithmic-phase were inoculated on chocolate and
blood agar. Plates were transferred to 25°C and were controlled every other day.

Results: No growth was observed on chocolate agar on 7th day of incubation on plates, while
colony size of Leishmania tropica, Leishmania infantum and Leishmania donovani were found to
have an average of 0.9 mm and mean colony size of Leishmania major was 0.8 mm on blood agar,
On 28th day of cultivation, average colony size of L. tropica, L. major, L. infantum and L. donovani
on chocolate agar was observed as 1.0 mm, 0.9 mm, 1.0 mm and 0.8 mm, respectively, while
colony size on blood agar was determined as 3.1 mm, 3.1 mm, 3.3 mm and 3.0 mm,
respectively.

Conclusion: On 7,14,21,28th days, colony size of all the strains were found to be better and their
growth were faster on blood agar. It has been concluded that blood agar may be suitable for
reproduction of Leishmania for genetic and other studies planned.
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GiRiS

Phlebotominae grubundaki enfekte disi kum sinekle-
ri (Phlebotomus, yakarca) araciligiyla insanlara bula-
san leishmaniasis, tropikal ve subtropikal bolgelerde
gorulen zoonotik/antroponotik karakterli protozoon
paraziter bir enfeksiyondur. Leishmania parazitlerini
insanlara bulastiran 90°dan fazla kum sinegi tiri
(Phlebotomus spp.) bilinmektedir. Leishmaniasisin
visseral leishmaniasis (VL), kutan6z leishmaniasis
(KL), mukokutanoz leishmaniasis (MKL) ve post kala
azar dermal leishmaniasis (PKDL) olmak lzere dort
ana formu bilinmektedir®?. insan dahil olmak izere
yaklasik 70 hayvan tlirintn, Leishmania parazitleri-
nin rezervuar konagi oldugu ve leishmaniasise neden
olan 20’den fazla Leishmania tiriu bulundugu
bildiriimistir®. Ulkemizde KL ve VLye neden olan
etkenler basta Leishmania tropica olmak (zere
Leishmania infantum, Leishmania donovani ve
Leishmania major tirleridir®3),

Leishmania izolatlar, genellikle dlizenli pasaj gerekti-
ren basta bifazik besiyeri olan NNN (Novy-MacNeal-
Nicolle) besiyeri ve RPMI-1640, M199 gibi sivi besi-
yerlerinde in vitro olarak veya dogal rezervuari olan
Golden Hamster ve BALB/c cinsi beyaz farelerde in
vivo olarak dretilmektedir. Kullanilan bu yéntemler
genellikle yogun is glicli gerektirmekte, maliyeti ylk-
sek olmakta ve zaman almaktadir. Sik pasaj yapilmasi
kiltarlerin bakteri veya mantarlarla kontamine olma
riskini arttirmaktadir. Ayni zamanda biyolojik 6zellik-
lerinin degismesine, virllanslarinin azalmasina ve
antijenik  yapilarini  kaybetmelerine neden
olmaktadir®. Liyofilizasyon ya da kriyoprezervasyon
yoluyla izolatlarin uzun sire korunmasi olasidir.
Ancak leishmaniasisin endemik oldugu gelismekte
olan ulkelerde, sartlari uygun olan az sayida merkez
bulunmaktadir®.

GuUnUmiuzde Leishmania spp./nin bifazik besiyerinde
ve sivi besiyerinde kultiirli yapilabilmektedir. Ancak
agar icerisinde koloniler halinde Leishmania spp.
promastigotlarinin tretilmesi dnemli avantajlar sag-
lamaktadir. Tek bir agar plaginda ¢ok sayida koloni
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Uretilebilmesi, koloni boyutunun direkt olarak goz-
lem ile saptanabilmesi ve kolonilerin hizli bir sekilde
kontrolinln yapilabilmesi gibi yararlar saglamak-
tadir®. Ayrica bifazik besiyerinde ve sivi besiyerinde
Uretilen Leishmania spp. parazitlerinin bu ortamlar-
da farkh tirler ile bir arada olabilecegi dustndldi-
gunde, agar Ulzerinde tek koloni olarak saf turlerin
elde edilmesi ileride yapilmasi planlanan galismala-
rin daha saglikh sonug vermesi acisindan onemlidir.

Calismamizda, farkli Leishmania tirlerine ait pro-
mastigotlarin kanh ve gikolatali agar lzerine ekimle-
rinin yapilmasiyla tek koloni olarak elde edilmesi, her
iki agar lzerinde olusturduklari koloni yapilarinin ve
aralarindaki farklarin arastirilmasi amaglanmistir.

GEREG ve YONTEM

Calismamizda, tilkemiz Leishmania referans izolatlari
icerisinde yer alan Manisa ilinden izole edilen
L. tropica (MHOM/TR/2012/CBCL-LT), Manisa ilinden
izole edilen L. major (MHOM/TR/2014/CBCL-LM),
Osmaniye ilinden izole edilen L. infantum (MHOM/
TR/2012/CBCL-LI) ve Diyarbakir ilinden izole edilen
L. donovani (MHOM/TR/2014/CBCL-LD) tirleri kulla-
nilmistir. Bu izolatlar Manisa Celal Bayar Universitesi
Tip Fakultesi Parazit Bankasi’nda ITS1 ve hsp70 bol-
gesine 6zgl primer ve problar ile genotiplendirildik-
ten sonra kriyoprezervasyonu yapilan ve sivi azotta
saklanan izolatlardir”,

Calismamizda, kanli agar ve cikolata agar plaklari
hazirlanmistir. Kanli agar hazirlamak icin “meat ext-
ract” 1 g, pepton 1 g, sodyum klorit 0.5 g ve agar 1.5
g tartilmis ve 250 mL’lik balon igerisine aktariimistir.
100 mL distile su eklenerek hafifce isitilarak agarin
erimesi saglanmis ve icerik homojen olacak sekilde
karistirilmistir. Balon 121°C’de (15 psi basing) otok-
lavlanarak sterilizasyon islemi yapilmistir. Balonun
sicakhgl 45-50°C’ye kadar sogutulmus ve icerisine
%10 oraninda steril cam boncuk yardimiyla defibrine
edilmis tavsan kani, %1 penisilin/streptomisin ve %1
gentamisin eklenerek karistirilmistir. Bu karigim 15
cm capl steril petri kaplarina 10’ar ml dokilmis ve
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kullanilincaya kadar +4°C’de saklanmistir. Kanh agar
ve cikolata agardan her sus icin 1’er plak hazirlanmis-
tir. Cikolata agar da kanli agar gibi hazirlanmistir,
ancak petrilere dokmeden 6nce balon 80°C’lik su
banyosunda 10 dakika bekletilmistir. Bu slire sonun-
da besiyerinin rengi cikolata rengini almistir. Ayni
sekilde steril petri kaplarina dokilerek besiyeri hazir-
lanmistir.

Uygun kosullarda sivi azot tankindan gikarilan
Leishmania spp. izolatlarinin NNN besiyerine ve
RPMI 1640 (%10 FCS) besiyerine ekimleri yapilmis ve
25°C’lik etiiv igerisinde inklibasyona birakilmistir.
Besiyerleri giin asiri kontrol edilerek promastigotla-
rin logaritmik faza girmesi beklenmistir. Logaritmik
faza giren promastigotlarin, 10 pl’lik yuvarlak uclu
plastik steril 6ze kullanilarak gizgi ekim yontemi ile
kanli agar ve cikolata agara ekimleri yapiimistir (Sekil
1). Ekim yapilan plaklarin kurumasini ve kontaminas-
yonu engellemek amaciyla etrafi parafilm ile kapatil-
mis ve 25°C’lik etiive inklibasyon icin birakilmistir.
Ekim yapilan plaklar giin asiri kontrol edilerek koloni
olusumlari gézlenmistir.

BULGULAR

Kanl ve cikolata agar plakta ekim yapilmis olan pro-
mastigotlar 25°C’lik etlivde inkiibe edilmistir.
inkiibasyon siiresince belirli araliklarla etiivden ¢ika-
rilan plaklar promastigotlarin koloni olusturmasi agi-
sindan takibi yapilarak degerlendirilmistir (Sekil 2-5).
inkiibasyonun 7. giiniinde cikolata agarda herhangi
bir koloni olusumu gozlenmezken, kanli agarda
L. tropica, L. infantum ve L. donovani'de koloni
blyklaklerinin ortalama 0.9 mm oldugu, L. major'de
ise ortalama 0.8 mm oldugu bulunmustur.
inkiibasyonun 14. giiniinde cikolata agarda L. tropica
ve L. donovani'nin bulundugu plaklardaki ortalama
koloni buyukliklerinin 0.5 mm, L. major’iin ortalama
0.6 mm’ye, L. infantum’um ekim yapildig plakta ise
ortalama koloni biyukliginin 0.7 mm oldugu goz-
lenmistir. Kanh agarda ise inkubasyonun 14. giniinde
koloni biylklGginin ortalama L. tropica ve
L. donovani'de 1.9 mm’ye ulasirken, L. major’de 1.8

Sekil 3. Cikolata agardaki Leishmania kolonileri

mm, L. infantum’da ortalama koloni baydkluga 2.0
mm kadar ulastig belirlenmistir. inkiibasyonun 21.
gilinlinde gikolata agardaki ortalama koloni byklik-
lerinin L. tropica, L. major ve L. infantum’da 0.8 mm
oldugu gozlemlenirken, L. donovani’nin ekim yapildi-
g1 plakta ise ortalama koloni buyuklGginin 0.6 mm
oldugu gorilmustir. Kanl agarda ise ortalama koloni
blydkliklerinin L. tropica, L. major, L. infantum ve
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Sekil 4. Koloniden hazirlanan direkt preparatta Leishmania pro-
mastigotlari

L. donovani'nin ekim yapildig plaklarda sirasiyla 2.8
mm, 2.7 mm, 2.9 mm ve 2.7 mm olarak saptanmistir.
Plaklara yapilan ekimin 28. glinlinde ise ¢ikolata
agarda L. tropica, L. major, L.infantum ve
L. donovani’deki ortalama koloni biyuklikleri 1.0
mm, 0.9 mm, 1.0 mm ve 0.8 mm olarak belirlenmis-
ken; kanli agardaki koloni biytklikleri sirasiyla 3.1
mm, 3.1 mm, 3.3 mm ve 3.0 mm olarak belirlenmistir
(Sekil 6-9).

Leishmania major, L. infantum ve L. donovani'nin
ekim yapildigi kanli agar ve cikolata agardaki tireme-
leri arasindaki farkin 7., 14., 21. ve 28. giinlerde
anlamh (p<0.05) oldugu bulunmus ve kanli agarda
daha iyi treme oldugu gozlenmistir. Sonug olarak,
tiim susglarin 7., 14., 21. ve 28. glinlerde kanl agarda-
ki koloni olusumunun cikolata agardan daha iyi oldu-
gu istatiksel olarak da saptanmistir (Sekil 6-9).
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> 8

Sekil 5. Koloniden hazirlanan Giemsa boyali preparatta
Leishmania promastigotlari

TARTISMA

Antarktika disinda bitln kitalarda yayilim gosteren
leishmaniasis, vektor araciligiyla bulastirilan zoono-
tik/antroponotik karakterli bir protozoon paraziter
enfeksiyon hastaligidir. Morfolojik olarak farkl olma-
yan cesitli Leishmania tirleri, goreceli olarak daha az
6neme sahip 6ldirici olmayan ve kendiliginden iyi-
lesebilen deri enfeksiyonundan, i¢ organlari tutan ve
epidemilerle binlerce kisinin 6limiine neden olabi-
len sistemik enfeksiyona kadar farkli hastaliklara
neden olmaktadirlar. Tanida besiyerinde promasti-
gotlar ilk olarak 1904 yilinda Novy, MacNeal, Nicolle
tarafindan agar, pepton ve defibrine tavsan kaninin
kullanildigi NNN besiyerinde goésterilmistir®®, 1944
yilinda sitrath insan plasmasinin kullanildigi Weinman
besiyeri*¥, 1950 yilinda difazik besiyeri olan Tobi
besiyeri yayinlanmistir®. Ozellikle 1970’lerden bu
yana sivi besiyerlerinin kullanilmaya baslanmasiyla
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Sekil 6. Leishmania tropica’da gozlenen koloni biyikliikleri

L. infantum
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Sekil 8. Leishmania infantum’da gézlenen koloni biiyiklikleri

besiyerleri boyama yontemleri ile birlikte altin stan-
dart olarak kabul edilmistir. Her ne kadar bircok
Leishmania tlrd sivi besiyerinde kolayca Gretilebilse
de, promastigotlarin agar plak Uzerinde koloniler
halinde Uretilmesi ¢cok sayida klon Uretilebilmesi ve
koloni ¢api sayesinde kolayca nicelendirilebilmesi ile
molekiler ve genotipleme c¢alismalarinda 6nemli
avantajlar saglamaktadir®,

Hindistan’da 2008 yilinda yapilan bir calismada®,
cikolata ve kanli agarlara promastigot ekimi yapmis-
lar ve yapilan ekim sonucunda 30 adet cikolata agar
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Sekil 7. Leishmania major'da gozlenen koloni biiyiikliikleri
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Sekil 9. Leishmania donovani’de gézlenen koloni biiyiikliikleri

plaginin tamaminda promastigot kolonilerinin inka-
basyonun 3. gliniinde saptanabilir hale geldigi ve 6.
ginlinde ise maksimum boyutlarina (yaklasik 5 mm
capinda) ulastig bildirilmistir. Ancak, standart kanh
agar besiyerlerinde koloni olusumlarinin 4. giine (26
plakta) veya 5. gline (4 plakta) kadar gorilmedigi, 8.
gline kadar ise kolonilerin maksimum boyutlarina
(yaklagik 5 mm c¢apinda) ulasamadigi belirtilmistir®,
Calismamizda ise, L. donovani’'nin ekim yapildig
plakta inklibasyonun 7. giiniinde ¢ikolata agarda her-
hangi bir koloni olusumu gézlenmezken, kanli agarda
koloni buyukltklerinin ortalama 0.9 mm olduguy,
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inklibasyonun 14. giiniinde gikolata agarda ortalama
koloni buydkliklerinin 0.5 mm oldugu, kanli agarda
ise ortalama koloni blyuklGginin 1.9 mm’ye ulasti-
g1, inkibasyonun 21. giiniinde ¢ikolata agardaki orta-
lama koloni buyukluklerinin 0.6 mm oldugu, kanli
agarda ise ortalama koloni biyuklikleri 2.7 mm ola-
rak saptandigi ve plaklara yapilan ekimin 28. glinlinde
ise cikolata agarda ortalama koloni biyiklukleri 0.8
mm olarak belirlenirken; kanli agardaki koloni biyuk-
likleri 3.0 mm olarak tespit edilmistir.

Calismamizda, L. tropica, L. major ve L. infantum
turlerinin ekim yapildigi plaklarda ise inkiibasyonun
7. glinlinde cikolata agarda herhangi bir koloni olusu-
mu gozlenmezken, kanli agarda L. tropica ve
L. infantum’da koloni blyukliklerinin ortalama 0.9
mm oldugu, L. major'de ise ortalama 0.8 mm oldugu
bulunmustur. inkiibasyonun 14. giiniinde cikolata
agarda L. tropica’nin bulundugu plaktaki ortalama
koloni buyukliklerinin 0.5 mm, L. major’in ortalama
0.6 mm’ye, L. infantum’um ekim yapildig plakta ise
ortalama koloni buyukliginin 0.7 mm oldugu goz-
lenmistir. Kanh agarda ise inkubasyonun 14. giniinde
koloni buyukliginin ortalama L. tropica’da 1.9
mm’ye ulasirken, L. major'de 1.8 mm, L. infantum’da
ortalama koloni blylkligh 2.0 mm kadar ulastigi
belirlenmistir. inkiibasyonun 21. giiniinde cikolata
agardaki ortalama koloni biyutkliklerinin L. tropica,
L. major ve L. infantum’da 0.8 mm oldugu gorilmis-
tdr. Kanli agarda ise ortalama koloni biyukltklerinin
L. tropica, L. major ve L. infantum’un ekim yapildigi
plaklarda sirasiyla 2.8 mm, 2.7 mm ve 2.9 mm olarak
saptanmistir. Plaklara yapilan ekimin 28. giinlinde ise
cikolata agarda L. tropica, L. major ve L. infantum’daki
ortalama koloni buyuklikleri 1.0 mm, 0.9 mm ve 1.0
mm olarak belirlenirken; kanli agardaki koloni biyiik-
likleri sirasiyla 3.1 mm, 3.1 mm ve 3.3 mm olarak
saptanmistir (Sekil 6-9).

Muniaraj ve ark.® tarafindan L. donovani promasti-
gotlarinin kanli agar plaklarinda uzun siire korunma-
siyla ilgili yapilan bir calismada ise, L. donovani izolat-
larinin pasaj ya da pahal olanaklar gerektirmeden
kanli agarda 7 ay boyunca korunabilecegini belirtmis-
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lerdir. Ayrica pasajlarin haftalik olarak NNN besiye-
rinde 24+1°C’de tutulan kilturler icin, 7 aylik bir stre
boyunca yaklasik 30 alt kiltur gerektigi, her bir alt
kiltirian bakteri veya mantar kontaminasyonu riskini
arttirabilecegi vurgulanmistir. Bunlara bagh olarak alt
kaltar sikhginin azalmasi, yalnizca is yikini hafiflet-
mesi acisindan degil ayni zamanda galisanlara bulas
riskini de azaltabilecegi ve saglam bir ortamda pro-
mastigotlarin korunmasi sirasindaki tasima sirasinda
sizinti riskinin en aza indirgenmesinin de 6nemli
avantajlarindan biri oldugunu bildirmislerdir(>*3,

Calismamizda ise, 7. ginde kanlh agar ile ¢ikolata agar
arasindaki koloni buyukllkleri arasindaki farklilikta
istatiksel olarak anlamli bir fark yokken (p>0.05), 14.
glinde kanlh agar ve cikolata agar arasinda istatiksel
olarak anlamli fark bulundugu (p<0.05) ve 21. ve 28.
glinde ayni sekilde anlamh bir fark (p<0.05) oldugu
tespit edilmistir.

Sonug olarak, 7., 14., 21. ve 28. glnlerde kanli agar-
daki koloni biyukliklerinin cikolata agara gore daha
iyi ve daha kisa siirede oldugu istatiksel olarak da
saptanmistir. Kanl agarin tek koloni ile yapilacak
basta genotipleme olmak lzere mikst enfeksiyonla-
rin oldugu olgularda tirlerin ayri ayri elde edilmesin-
de glivenle kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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