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ÖZ

Amaç: Bu çalışma, Türkiye’den elde edilen Leishmania spp. izolatlarının kanlı agar ve çikolata 
agardaki koloni oluşumlarının izlenmesi ve farklılıklarının karşılaştırılması, tek bir hücreden olu-
şan koloni elde edilerek gerektiğinde genetik çalışmalarda kullanılması amacıyla planlanmıştır.
Yöntem: Çalışmamızda kullanılan kanlı agar ve çikolata agarın gerekli ön hazırlık aşamaları yapıl-
dıktan sonra steril petri kaplarına dökülmesi ile besiyerleri hazırlanmıştır. Kullanılan Leishmania 
spp. izolatları üniversitemiz bünyesinde bulunan Parazit Bankası’ndan sağlanmıştır. Leishmania 
spp izolatlarının, ITS1 ve hsp70 bölgesine özgü primer ve problar kullanılarak genotiplendirilmesi 
yapılmıştır. Türlere göre ayrılan izolatların NNN besiyerinde kültürü yapılmış ve üreyen promasti-
gotlar RPMI 1640 sıvı besiyerlerine aktarılarak logaritmik faza girmeleri beklenmiştir. Logaritmik 
faza giren promastigotların çikolata agar ve kanlı agara ekimleri yapılmış ve 25°C’lik etüve kaldı-
rılarak gün aşırı takip edilmiştir.
Bulgular: Etüvden çıkarılarak incelenen plaklarda inkübasyonun 7. gününde çikolata agarda 
herhangi bir koloni oluşumu gözlenmezken, kanlı agarda Leishmania tropica, Leishmania infan-
tum ve Leishmania donovani de koloni büyüklüklerinin ortalama 0.9 mm olduğu, Leishmania 
major’de ise ortalama 0.8 mm olduğu saptanmıştır. Plaklara yapılan ekimin 28. gününde ise 
çikolata agarda L. tropica, L. major, L. infantum ve L. donovani’deki ortalama koloni büyüklükleri 
sırasıyla 1.0 mm, 0.9 mm, 1.0 mm ve 0.8 mm olarak gözlemlenirken, kanlı agardaki koloni büyük-
lükleri sırasıyla 3.1 mm, 3.1 mm, 3.3 mm ve 3.0 mm olduğu belirlenmiştir.
Sonuç: Plaklara yapılan ekimlerin takibi sonucunda tüm suşların 7., 14., 21. ve 28. günlerdeki 
koloni oluşumlarının kanlı agarda daha hızlı olduğu saptanmıştır. Kanlı agarın Leishmania spp. ile 
ilgili yapılması planlanan genetik çalışmalar ve diğer çalışmalarda kullanılmasının uygun olabile-
ceği sonucuna varılmıştır.
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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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GİRİŞ

Phlebotominae grubundaki enfekte dişi kum sinekle-

ri (Phlebotomus, yakarca) aracılığıyla insanlara bula-

şan leishmaniasis, tropikal ve subtropikal bölgelerde 

görülen zoonotik/antroponotik karakterli protozoon 

paraziter bir enfeksiyondur. Leishmania parazitlerini 

insanlara bulaştıran 90’dan fazla kum sineği türü 

(Phlebotomus spp.) bilinmektedir. Leishmaniasisin 

visseral leishmaniasis (VL), kutanöz leishmaniasis 

(KL), mukokutanöz leishmaniasis (MKL) ve post kala 

azar dermal leishmaniasis (PKDL) olmak üzere dört 

ana formu bilinmektedir(1,2). İnsan dâhil olmak üzere 

yaklaşık 70 hayvan türünün, Leishmania parazitleri-

nin rezervuar konağı olduğu ve leishmaniasise neden 

olan 20’den fazla Leishmania türü bulunduğu 

bildirilmiştir(2). Ülkemizde KL ve VL’ye neden olan 

etkenler başta Leishmania tropica olmak üzere 

Leishmania infantum, Leishmania donovani ve 

Leishmania major türleridir(1,3). 

Leishmania izolatları, genellikle düzenli pasaj gerekti-

ren başta bifazik besiyeri olan NNN (Novy-MacNeal-

Nicolle) besiyeri ve RPMI-1640, M199 gibi sıvı besi-

yerlerinde in vitro olarak veya doğal rezervuarı olan 

Golden Hamster ve BALB/c cinsi beyaz farelerde in 

vivo olarak üretilmektedir. Kullanılan bu yöntemler 

genellikle yoğun iş gücü gerektirmekte, maliyeti yük-

sek olmakta ve zaman almaktadır. Sık pasaj yapılması 

kültürlerin bakteri veya mantarlarla kontamine olma 

riskini arttırmaktadır. Aynı zamanda biyolojik özellik-

lerinin değişmesine, virülanslarının azalmasına ve 

antijenik yapılarını kaybetmelerine neden 

olmaktadır(4). Liyofilizasyon ya da kriyoprezervasyon 

yoluyla izolatların uzun süre korunması olasıdır. 

Ancak leishmaniasisin endemik olduğu gelişmekte 

olan ülkelerde, şartları uygun olan az sayıda merkez 

bulunmaktadır(5).

Günümüzde Leishmania spp.’nin bifazik besiyerinde 

ve sıvı besiyerinde kültürü yapılabilmektedir. Ancak 

agar içerisinde koloniler hâlinde Leishmania spp. 

promastigotlarının üretilmesi önemli avantajlar sağ-

lamaktadır. Tek bir agar plağında çok sayıda koloni 

üretilebilmesi, koloni boyutunun direkt olarak göz-

lem ile saptanabilmesi ve kolonilerin hızlı bir şekilde 

kontrolünün yapılabilmesi gibi yararlar sağlamak-

tadır(6). Ayrıca bifazik besiyerinde ve sıvı besiyerinde 

üretilen Leishmania spp. parazitlerinin bu ortamlar-

da farklı türler ile bir arada olabileceği düşünüldü-

ğünde, agar üzerinde tek koloni olarak saf türlerin 

elde edilmesi ileride yapılması planlanan çalışmala-

rın daha sağlıklı sonuç vermesi açısından önemlidir.

Çalışmamızda, farklı Leishmania türlerine ait pro-

mastigotların kanlı ve çikolatalı agar üzerine ekimle-

rinin yapılmasıyla tek koloni olarak elde edilmesi, her 

iki agar üzerinde oluşturdukları koloni yapılarının ve 

aralarındaki farkların araştırılması amaçlanmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmamızda, ülkemiz Leishmania referans izolatları 

içerisinde 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 Diyarbakır ilinden izole edilen 

L. donovani (MHOM/TR/2014/CBCL-LD) türleri kulla-

nılmıştır. Bu izolatlar Manisa Celal Bayar Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Parazit Bankası’nda ITS1 ve hsp70 böl-

gesine özgü primer ve problar ile genotiplendirildik-

ten sonra kriyoprezervasyonu yapılan ve sıvı azotta 

saklanan izolatlardır(7-9).

Çalışmamızda, kanlı agar ve çikolata agar plakları 

hazırlanmıştır. Kanlı agar hazırlamak için “meat ext-

ract” 1 g, pepton 1 g, sodyum klorit 0.5 g ve agar 1.5 

g tartılmış ve 250 mL’lik balon içerisine aktarılmıştır. 

100 mL distile su eklenerek hafifce ısıtılarak agarın 

erimesi sağlanmış ve içerik homojen olacak şekilde 

karıştırılmıştır. Balon 121˚C’de (15 psi basınç) otok-

lavlanarak sterilizasyon işlemi yapılmıştır. Balonun 

sıcaklığı 45-50˚C’ye kadar soğutulmuş ve içerisine 

%10 oranında steril cam boncuk yardımıyla defibrine 

edilmiş tavşan kanı, %1 penisilin/streptomisin ve %1 

gentamisin eklenerek karıştırılmıştır. Bu karışım 15 

cm çaplı steril petri kaplarına 10’ar ml dökülmüş ve 
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kullanılıncaya kadar +4˚C’de saklanmıştır. Kanlı agar 

ve çikolata agardan her suş için 1’er plak hazırlanmış-

tır. Çikolata agar da kanlı agar gibi hazırlanmıştır, 

ancak petrilere dökmeden önce balon 80˚C’lik su 

banyosunda 10 dakika bekletilmiştir. Bu süre sonun-

da besiyerinin rengi çikolata rengini almıştır. Aynı 

şekilde steril petri kaplarına dökülerek besiyeri hazır-

lanmıştır.

Uygun koşullarda sıvı azot tankından çıkarılan 

Leishmania spp. izolatlarının NNN besiyerine ve 

RPMI 1640 (%10 FCS) besiyerine ekimleri yapılmış ve 

25˚C’lik etüv içerisinde inkübasyona bırakılmıştır. 

Besiyerleri gün aşırı kontrol edilerek promastigotla-

rın logaritmik faza girmesi beklenmiştir. Logaritmik 

faza giren promastigotların, 10 µl’lik yuvarlak uçlu 

plastik steril öze kullanılarak çizgi ekim yöntemi ile 

kanlı agar ve çikolata agara ekimleri yapılmıştır (Şekil 

1). Ekim yapılan plakların kurumasını ve kontaminas-

yonu engellemek amacıyla etrafı parafilm ile kapatıl-

mış ve 25˚C’lik etüve inkübasyon için bırakılmıştır. 

Ekim yapılan plaklar gün aşırı kontrol edilerek koloni 

oluşumları gözlenmiştir.

BULGULAR

Kanlı ve çikolata agar plakta ekim yapılmış olan pro-

mastigotlar 25˚C’lik etüvde inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon süresince belirli aralıklarla etüvden çıka-

rılan plaklar promastigotların koloni oluşturması açı-

sından takibi yapılarak değerlendirilmiştir (Şekil 2-5). 

İnkübasyonun 7. gününde çikolata agarda herhangi 

bir koloni oluşumu gözlenmezken, kanlı agarda 

L. tropica, L. infantum ve L. donovani’de koloni 

büyüklüklerinin ortalama 0.9 mm olduğu, L. major’de 

ise ortalama 0.8 mm olduğu bulunmuştur. 

İnkübasyonun 14. gününde çikolata agarda L. tropica 

ve L. donovani’nin bulunduğu plaklardaki ortalama 

koloni büyüklüklerinin 0.5 mm, L. major’ün ortalama 

0.6 mm’ye, L. infantum’um ekim yapıldığı plakta ise 

ortalama koloni büyüklüğünün 0.7 mm olduğu göz-

lenmiştir. Kanlı agarda ise inkubasyonun 14. gününde 

koloni büyüklüğünün ortalama  L. tropica ve 

L. donovani’de 1.9 mm’ye ulaşırken, L. major’de 1.8 

mm, L. infantum’da ortalama koloni büyüklüğü 2.0 

mm kadar ulaştığı belirlenmiştir. İnkübasyonun 21. 

gününde çikolata agardaki ortalama koloni büyüklük-

lerinin L. tropica, L. major ve L. infantum’da 0.8 mm 

olduğu gözlemlenirken, L. donovani’nin ekim yapıldı-

ğı plakta ise ortalama koloni büyüklüğünün 0.6 mm 

olduğu görülmüştür. Kanlı agarda ise ortalama koloni 

büyüklüklerinin L. tropica, L. major, L. infantum ve 

Şekil 1. Leishmania promastigotlarının besiyerine ekimi

Şekil 2. Kanlı agardaki Leishmania kolonileri

Şekil 3. Çikolata agardaki Leishmania kolonileri
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L. donovani’nin ekim yapıldığı plaklarda sırasıyla 2.8 

mm, 2.7 mm, 2.9 mm ve 2.7 mm olarak saptanmıştır. 

Plaklara yapılan ekimin 28. gününde ise çikolata 

agarda L.  t ropica,  L .  major,  L . infantum  ve 

L. donovani’deki ortalama koloni büyüklükleri 1.0 

mm, 0.9 mm, 1.0 mm ve 0.8 mm olarak belirlenmiş-

ken; kanlı agardaki koloni büyüklükleri sırasıyla 3.1 

mm, 3.1 mm, 3.3 mm ve 3.0 mm olarak belirlenmiştir 

(Şekil 6-9).

Leishmania major, L. infantum ve L. donovani’nin 

ekim yapıldığı kanlı agar ve çikolata agardaki üreme-

leri arasındaki farkın 7., 14., 21. ve 28. günlerde 

anlamlı (p<0.05) olduğu bulunmuş ve kanlı agarda 

daha iyi üreme olduğu gözlenmiştir. Sonuç olarak, 

tüm suşların 7., 14., 21. ve 28. günlerde kanlı agarda-

ki koloni oluşumunun çikolata agardan daha iyi oldu-

ğu istatiksel olarak da saptanmıştır (Şekil 6-9).

TARTIŞMA

Antarktika dışında bütün kıtalarda yayılım gösteren 

leishmaniasis, vektör aracılığıyla bulaştırılan zoono-

tik/antroponotik karakterli bir protozoon paraziter 

enfeksiyon hastalığıdır. Morfolojik olarak farklı olma-

yan çeşitli Leishmania türleri, göreceli olarak daha az 

öneme sahip öldürücü olmayan ve kendiliğinden iyi-

leşebilen deri enfeksiyonundan, iç organları tutan ve 

epidemilerle binlerce kişinin ölümüne neden olabi-

len sistemik enfeksiyona kadar farklı hastalıklara 

neden olmaktadırlar. Tanıda besiyerinde promasti-

gotlar ilk olarak 1904 yılında Novy, MacNeal, Nicolle 

tarafından agar, pepton ve defibrine tavşan kanının 

kullanıldığı NNN besiyerinde gösterilmiştir(10). 1944 

yılında sitratlı insan plasmasının kullanıldığı Weinman 

besiyeri(11), 1950 yılında difazik besiyeri olan Tobi 

besiyeri yayınlanmıştır(12). Özellikle 1970’lerden bu 

yana sıvı besiyerlerinin kullanılmaya başlanmasıyla 

Şekil 4. Koloniden hazırlanan direkt preparatta Leishmania pro-
mastigotları

Şekil 5. Koloniden hazırlanan Giemsa boyalı preparatta 
Leishmania promastigotları
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besiyerleri boyama yöntemleri ile birlikte altın stan-

dart olarak kabul edilmiştir. Her ne kadar birçok 

Leishmania türü sıvı besiyerinde kolayca üretilebilse 

de, promastigotların agar plak üzerinde koloniler 

hâlinde üretilmesi çok sayıda klon üretilebilmesi ve 

koloni çapı sayesinde kolayca nicelendirilebilmesi ile 

moleküler ve genotipleme çalışmalarında önemli 

avantajlar sağlamaktadır(6). 

Hindistan’da 2008 yılında yapılan bir çalışmada(6), 

çikolata ve kanlı agarlara promastigot ekimi yapmış-

lar ve yapılan ekim sonucunda 30 adet çikolata agar 

plağının tamamında promastigot kolonilerinin inkü-

basyonun 3. gününde saptanabilir hale geldiği ve 6. 

gününde ise maksimum boyutlarına (yaklaşık 5 mm 

çapında) ulaştığı bildirilmiştir. Ancak, standart kanlı 

agar besiyerlerinde koloni oluşumlarının 4. güne (26 

plakta) veya 5. güne (4 plakta) kadar görülmediği, 8. 

güne kadar ise kolonilerin maksimum boyutlarına 

(yaklaşık 5 mm çapında) ulaşamadığı belirtilmiştir(6). 

Çalışmamızda ise, L. donovani’nin ekim yapıldığı 

plakta inkübasyonun 7. gününde çikolata agarda her-

hangi bir koloni oluşumu gözlenmezken, kanlı agarda 

koloni büyüklüklerinin ortalama 0.9 mm olduğu, 

Şekil 6. Leishmania tropica’da gözlenen koloni büyüklükleri

Kanlı agar

Çikolatalı agar

L. tropica

Gün

A
ga

r 
ko

lo
ni

 b
üy

ük
lü

ğü
 (m

m
)

7 14 21 28

4

3

2

1

0

Kanlı agar

Çikolatalı agar

L. major

Gün

Ag
ar

 k
ol

on
i b

üy
ük

lü
ğü

 (m
m

)

7 14 21 28

4

3

2

1

0

Şekil 7. Leishmania major’da gözlenen koloni büyüklükleri

Kanlı agar

Çikolatalı agar

Şekil 9. Leishmania donovani’de gözlenen koloni büyüklükleri
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Şekil 8. Leishmania infantum’da gözlenen koloni büyüklükleri
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inkübasyonun 14. gününde çikolata agarda ortalama 

koloni büyüklüklerinin 0.5 mm olduğu, kanlı agarda 

ise ortalama koloni büyüklüğünün 1.9 mm’ye ulaştı-

ğı, inkübasyonun 21. gününde çikolata agardaki orta-

lama koloni büyüklüklerinin 0.6 mm olduğu, kanlı 

agarda ise ortalama koloni büyüklükleri 2.7 mm ola-

rak saptandığı ve plaklara yapılan ekimin 28. gününde 

ise çikolata agarda ortalama koloni büyüklükleri 0.8 

mm olarak belirlenirken; kanlı agardaki koloni büyük-

lükleri 3.0 mm olarak tespit edilmiştir. 

Çalışmamızda, L. tropica, L. major ve L. infantum 

türlerinin ekim yapıldığı plaklarda ise inkübasyonun 

7. gününde çikolata agarda herhangi bir koloni oluşu-

mu gözlenmezken, kanlı agarda L. tropica  ve 

L. infantum’da koloni büyüklüklerinin ortalama 0.9 

mm olduğu, L. major’de ise ortalama 0.8 mm olduğu 

bulunmuştur. İnkübasyonun 14. gününde çikolata 

agarda L. tropica’nın bulunduğu plaktaki ortalama 

koloni büyüklüklerinin 0.5 mm, L. major’ün ortalama 

0.6 mm’ye, L. infantum’um ekim yapıldığı plakta ise 

ortalama koloni büyüklüğünün 0.7 mm olduğu göz-

lenmiştir. Kanlı agarda ise inkubasyonun 14. gününde 

koloni büyüklüğünün ortalama L. tropica’da 1.9 

mm’ye ulaşırken, L. major’de 1.8 mm, L. infantum’da 

ortalama koloni büyüklüğü 2.0 mm kadar ulaştığı 

belirlenmiştir. İnkübasyonun 21. gününde çikolata 

agardaki ortalama koloni büyüklüklerinin L. tropica, 

L. major ve L. infantum’da 0.8 mm olduğu görülmüş-

tür. Kanlı agarda ise ortalama koloni büyüklüklerinin 

L. tropica, L. major ve L. infantum’un ekim yapıldığı 

plaklarda sırasıyla 2.8 mm, 2.7 mm ve 2.9 mm olarak 

saptanmıştır. Plaklara yapılan ekimin 28. gününde ise 

çikolata agarda L. tropica, L. major ve L. infantum’daki 

ortalama koloni büyüklükleri 1.0 mm, 0.9 mm ve 1.0 

mm olarak belirlenirken; kanlı agardaki koloni büyük-

lükleri sırasıyla 3.1 mm, 3.1 mm ve 3.3 mm olarak 

saptanmıştır (Şekil 6-9).

Muniaraj ve ark.(5) tarafından L. donovani promasti-

gotlarının kanlı agar plaklarında uzun süre korunma-

sıyla ilgili yapılan bir çalışmada ise, L. donovani izolat-

larının pasaj ya da pahalı olanaklar gerektirmeden 

kanlı agarda 7 ay boyunca korunabileceğini belirtmiş-

lerdir. Ayrıca pasajların haftalık olarak NNN besiye-

rinde 24±1°C’de tutulan kültürler için, 7 aylık bir süre 

boyunca yaklaşık 30 alt kültür gerektiği, her bir alt 

kültürün bakteri veya mantar kontaminasyonu riskini 

arttırabileceği vurgulanmıştır. Bunlara bağlı olarak alt 

kültür sıklığının azalması, yalnızca iş yükünü hafiflet-

mesi açısından değil aynı zamanda çalışanlara bulaş 

riskini de azaltabileceği ve sağlam bir ortamda pro-

mastigotların korunması sırasındaki taşıma sırasında 

sızıntı riskinin en aza indirgenmesinin de önemli 

avantajlarından biri olduğunu bildirmişlerdir(5,13).

Çalışmamızda ise, 7. günde kanlı agar ile çikolata agar 

arasındaki koloni büyüklükleri arasındaki farklılıkta 

istatiksel olarak anlamlı bir fark yokken (p>0.05), 14. 

günde kanlı agar ve çikolata agar arasında istatiksel 

olarak anlamlı fark bulunduğu (p<0.05) ve 21. ve 28. 

günde aynı şekilde anlamlı bir fark (p<0.05) olduğu 

tespit edilmiştir.

Sonuç olarak, 7., 14., 21. ve 28. günlerde kanlı agar-

daki koloni büyüklüklerinin çikolata agara göre daha 

iyi ve daha kısa sürede olduğu istatiksel olarak da 

saptanmıştır. Kanlı agarın tek koloni ile yapılacak 

başta genotipleme olmak üzere mikst enfeksiyonla-

rın olduğu olgularda türlerin ayrı ayrı elde edilmesin-

de güvenle kullanılabileceği sonucuna varılmıştır.
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