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Amag: Bu proje, molekiiler arastirmalarda, izoenzim analizlerinde ve ilag ¢calismalarinda kullani-
labilecek olan Leishmania promastigotlarini en kisa siirede en fazla lireten sivi besiyerini sapta-
mak amaciyla planlanmustir.

Yéntem: Sivi azot tankinda saklanan, Tiirkiye'deki kutanéz leishmaniasis (KL) hastalarindan elde
edilen Leishmania spp. suslari uygun ortamda ¢ikarilip canlandirilmis ve Novy-McNeal-Nicolle
(NNN) besiyerine ekimleri yapilmisti. NNN besiyerinde diretilen izolatlar ¢alismaya alinmistir.
Uremeleri saglanan izolatlarin gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yardimiyla internal
transcribed spacer-1(ITS-1) gen bélgesine 6zgii primer ve problar ile genotiplemeleri yapilmistir.
Tiirkiye’deki KL hastalarindan elde edilen ve yapilan genotipleme sonucu Leishmania tropica,
Leishmania major ve Leishmania infantum/donovani olarak tiir tayinleri yapilan izolatlardan
birer tanesi ¢alismaya alinmis ve RPMI 1640, M199, Schneiders Medium, Nutrient Broth, Brain
Heart Broth besiyerlerine ekimleri yapilmistir. Ekimleri yapilan besiyerleri Thoma lami yardimiyla
12 giin boyunca kontrolleri yapilarak iireme yogunluklari hesaplanmustir.

Bulgular: Tiirkiye’deki KL hastalarindan elde edilmis ve tiir tayini yapilmis L. tropica, L. major ve
L. infantum/donovani izolatlarinin 8. giinden itibaren RPMI 1640 besiyerindeki tireme yogunlugu
M199, Schneiders Medium, Nutrient Broth, Brain Heart Broth besiyerlerine gére daha fazla oldu-
gu gorilmdstiir (p<0.05). Ekim yapilan promastigotlarin her 3 tiir icinde 10. giinden sonra kulla-
nilacak yogunluga ulastigi gériilmiistiir.

Tartisma: Tiirkiye'den izole edilen KL etkeni Leishmania tiirlerinde ¢ok sayida Leishmania promas-
tigotuna gereksinim oldugu durumlarda en iyi sivi besiyerinin RPMI 1640 oldugu saptanmistir.
Daha sonra ise sirasiyla M199, Schneiders Medium, Brain Heart Broth ve Nutrient Broth besiyer-
lerinin tercih edilmesinin uygun olacagi diisiincesine varilmistir.

Anahtar kelimeler: Kutan6z Leishmaniasis, Leishmania besiyerleri, Tiirkiye
ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to determine the best liquid culture medium, which could
reproduce highest number of Leishmania promastigotes to be potentially used in molecular
studies, isoenzyme analyses and drug studies in the shortest time.

Method: Leishmania spp. strains stored in liquid nitrogen tanks were revitalized and inoculated
into Novy-McNeal-Nicolle (NNN) culture medium. The isolates reproduced in the culture medium
were genotyped via real time PCR, using primers and probes spesific to internal transcribed
spacer-1 sequence. The isolates, obtained from the patients with cutaneous leishmaniasis in
Turkey and were initially genotyped as Leishmania tropica, Leishmania major and Leishmania
infantum/donovani, were inoculated into RPMI 1640, M199, Schneiders Medium, Nutrient Broth
and Brain Heart (infusion) Broth culture media. Inoculated culture media were checked every day
up to 12th day after inoculation and their reproduction density was assessed on
hemocytometer.

Results: It has been observed that Leishmania tropica, L. major and L. infantum/donovani
isolates, obtained from the patients with cutaneous leishmaniasis in Turkey, can be reproduced in
RPMI 1640 culture medium better than M199, Schneider’s Medium, Nutrient Broth, Brain Heart
Broth culture media, with much more promastigote reproduction. For all three Leishmania spp.
inoculated promastigots reached the required reproduction density suitable for use beginning
from the 8th day (p<0.05).

Conclusion: It has been concluded that RPMI 1640 was the most suitable medium when higher
number of Leishmania promastigotes are needed, followed by preference for M199, Schneider’s
Medium, Brain Heart Broth and Nutrient Broth media in that order.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis, Leishmania culture media, Turkey
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GiRiS

Leishmaniasis, Leishmania tlrl zorunlu hicre igi
parazitlerin neden oldugu paraziter bir hastalktir.
Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére endemik bélge-
de yasayan 1 milyar insan leishmaniasis riski altin-
dadir. Her yil 300.000 visseral leishmaniasis (VL)
olgusu bildirilirken, son bes yilda 1 milyon kutanoz
leishmaniasis (KL) olgusu bildirilmistir®). Leishmania
turleri memelilerin zorunlu hiicre igi parazitidirler
ve enfekte Phlebotomus veya Lutzomyia cinsi tatar-
ciklar (yakarca) tarafindan kan emme sirasinda
bulastirilmaktadirlar®*. Morfolojik olarak ayirt edi-
lemeyen Leishmania tirleri klinik olarak VL, KL ve
mukokutandz leishmaniasis (MKL) olmak tzere Ug
farkli klinik tablo olusturur. Leishmania donovani’nin
VL etkeni oldugu alanlarda tedavi sonrasi deride
ortaya ¢ikan ve post kala-azar dermal leishmaniasisi
(PKDL) olarak adlandirilan klinik tablo da son yillar-
da dordiincu klinik sekil olarak kabul edilmistir®.

Ulkemizde Giineydogu Anadolu ve Dogu Akdeniz
bolgelerinde Leishmania tropica’nin etken oldugu KL
gorulmektedir®. Bircok Ulkede kentlesme, tarimsal
gelismeye paralel gd¢ hareketlerinin artmasi ve her
gecen yil HIV/AIDS’in yayginlasmasi nedeniyle leish-
maniasisin hem bulas yollari artmis hem de yayilimi
hiz kazanmstir. Kendiliginden iyilesmesi genelde bir
yil stirdiigi igin Ulkemizde halk arasinda “yil gibani”
adi da verilen KL ise daha ¢ok, uzun siirede gecme-
yen, Ozellikle yiiz ve ellerde gorilen Ulser ile kendini
gosterir?,

Her ne kadar leishmaniasis onemli bir halk saghgi
sorunu olarak ortaya c¢iksa da, glinimizde bile bu
hastaligin kontroli icin harcanan gabalar yetersiz kal-
maktadir. Bu durumun ortaya ¢ikmasinda, hastaligin
klinik formlari arasinda genis farklilik olmasi ve bunla-
rin epidemiyolojik durumlarinin her bolgeye 6zgi
kontrol prensip ve yontemlerine gereksinim goster-
mesi buyik rol oynar. Herhangi bir sagaltim uygulan-
masa bile kendiliginden gecen ve kisiyi bagisik hale
getiren KLin neden oldugu yara izleri ise hayat boyu
viicutta kalarak estetik agidan sorun yaratmaktadir.
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Kutan6z leishmaniasisde saglam deri ile lezyonun
birlestigi bolgeden igne aspirasyonu ile alinan mater-
yalden vyapilan yayma preparatlarin Wright veya
Giemsa boyama yontemi ile boyanarak amastigotla-
rin gortilmesi veya bu materyallerin Novy-MacNeal-
Nicolle (NNN) besiyerine ekilerek promastigotlarin
Uretilerek tani konulmasi leishmaniasis tanisinda
altin standart olarak kabul edilir. Leishmania tirleri-
nin tanisinda veya promastigotlarin elde edilmesinde
en ¢ok NNN besiyeri kullanilmaktadir. Fakat son yil-
larda Leishmania tirleri Gzerine yapilan molekiler
arastirmalarda, izoenzim analizlerinde, ilag, immu-
nolojik ve biyokimyasal calismalarda ¢ok miktarda
promastigota gereksinim duyulmaktadir.

Calismamizda, Tirkiye'deki KL hastalarindan elde
edilen L. tropica, Leishmania major ve Leishmania
infantum/donovani izolatlarindan ¢esitli ¢alismalar-
da kullanilmak tzere fazla ve bol sayida promastigot
elde etmek icin cesitli besiyerlerinde tireme hiz ve
yogunluklari arastirilmasi amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Leishmania spp. izolatlarinin sivi azot tankindan
¢ikarilip iiretilmesi: Bu ¢alismada, tlkemizde KL has-
talarindan izole edilen yerli Leishmania spp. suslari
kullanilmistir. Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Fakultesi Tibbi Parazitoloji Ana Bilim Dal’'nda bulu-
nan Parazit Bankasi’nda sivi azot tankinda saklanan
izolatlar, sivi azot tankindan uygun kosullar altinda
cikarilmis ve NNN besiyerine ekimleri yapilmistir.
NNN besiyerleri 25°C’de inkibasyona birakilmistir.
NNN besiyerleri giin asiri kontrol edilmistir. Ureme
gozlenen NNN besiyerlerindeki promastigot sayisi
10° promastigot/ml olunca genotipleme ve besiyer-
lerine ekimleri yapilarak ¢alismaya baslanmistir.

Leishmania spp. izolatlarinin genotiplendirilmesi:
izolatlarin DNA izolasyonu “Roche High Pure PCR
Template Preparation Kit” ile firmanin 6nerisi dog-
rultusunda gergeklestirilmistir. izolatlardan elde edi-
len DNA 6rnekleri Gergek Zamanh Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (GZ-PZR) yontemi ile calisilana kadar
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-20°’de saklanmistir.

Genotipleme analizi igin Leishmania spp. 6zgi ITS-1
problu GZ-PZR testi uygulanmistir.

Forward primer; 5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3’,
Reverse Primer; 5'-GAAGCCAAGTCATCCATCGC-3’ pri-
merleri, QuantiTect Probe PCR Kit Master karisimi ile
birlikte asagida yazili 6zglin problar kullanilarak
cogaltilmistir®,

Probe1:5’-CCGTTTATACAAAAAATATACGGCGTTTCGGTTT
-Fluo-3’
Probe 2: 5’-LCRed-640-GCGGGGTGGGTGCGTGTGTG-
Pho-3’

Analiz igin hazirlanan toplam 25 pL’lik reaksiyon karigi-
mi; 1.5 uL H,0 (PCR grade water), 1 uL Forward Primer,
1 pL Reverse Primer, 0.5 pL Probel, 0.5 uL Probe2,
12.5 pL QuantiTect Probe PCR Kit Master karigimi
(Qiagen) ve 5 pL genomik DNA icermektedir.

Genotipleme analizi GZ-PRZ yontemi ile yapilarak tlr
ayrimi yapilmistir.

Sivi besiyerlerinin hazirlanmasi ve izolatlarin
ekimi: Calismada kullanilacak olan besiyerleri RPMI
1640 (Gibco, ABD), Medium 199 (Gibco, ABD),
Schneiders Medium (Sigma, ABD), Nutrient Broth
(Merck, Almanya) ve Brain Heart Infusion Broth
(Fluka, ABD) kullanilmadan 6nce hazirlanan besi-
yerlerine %10 Fetal Bovine Serum (FBS), %1 penicil-
lin/streptomisin sollisyonu ve %1 gentamisin solus-
yonu eklenmistir. Yirmi bes mLlik flasklere 5’er mL
olacak sekilde dagitilmistir. Flasklarin icerisine NNN
besiyerinde Uremeye baslayan promastigotlardan
10° promastigot/mL olacak sekilde 1’er mL eklen-
mistir. Ekim yapilan flaskler 25°C’lik etlivde inklibe
edilmistir (Sekil 1, 2).

Ureme yogunluklarinin degerlendirilmesi ve istatis-
tiksel analiz: Ekimleri yapilan besiyerlerinde 12 giin
boyunca her giin Thoma lami yardimiyla promasti-
gotlarin Greme yogunluklari saptanmistir. Boylece

bes farkl besiyerinde (¢ farkli tir olmak lzere 15
¢alisma grubu olusturulmustur. Calisma gruplari
Sidak’s Multiple Comparisons testi uygulanarak ista-

tiksel olarak degerlendirilmistir.

Sekil 2. Leishmania spp. izolatlarinin besiyerlerine ekimi.

Bu ¢alisma, T.C. Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Faklltesi Saghk Bilimleri Yerel Etik Kurulu’nun
07/12/2016 tarih ve 20.478.486-398 sayili karari ile
alinan Etik Kurul Onayi ile gergeklestirilmistir.

Bu ¢alisma Manisa Celal Bayar Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan BAP 2016-165
numaral proje ile desteklenmistir.

BULGULAR

GUnimuzde en cok kullanilan besiyeri RPMI 1640
besiyeri baz alinip L. tropica, L. major ve L. infantum/
donovani igin Sidak’s multiple comparisons testi
uygulanarak istatiksel analiz yapildiginda asagidaki
verilere ulasiimistir.
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Leishmania tropica igin 1. glinden 6. giine kadar her
dort besiyerinde Ureme hizi yoniinden anlamli bir
fark gortlememistir (p>0.05). Calismada, 7. glinden
itibaren ise M199, Nutrient Broth ve Brain Heart
Broth besiyerlerinin Greme yogunluklari RPMI 1640
besiyerine gére anlamli olarak disik bulunmustur
(p<0.05). RPMI 1640 besiyerine gore Schneiders
Medium besiyerinin Greme yogunlugunda ise anlam-
Il bir fark saptanmamistir (p>0.05). Calismanin 8.
gliniinden 12. ginine kadar diger dort besiyerinin
RPMI 1640 besiyerine gore daha az parazit Urettigi
bulunmustur (p<0.05) (Grafik 1).
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Grafik 1. Leishmania tropica’nin besiyerlerindeki lireme grafigi.

Leishmania major’da ise RPMI 1640 besiyeri esas
alindiginda ilk giin bes besiyeri arasinda istatiksel
olarak anlamli bir farkliik bulunamamistir (p>0.05).
Fakat 2. glinden itibaren Nutrient Broth ve Brain
Heart Broth’un RPMI 1640 besiyerine gore daha az
promastigot Urettigi gorulurken 3. glin ile 6. giin ara-
sinda Ureme yogunlugu farki kapanmistir (p>0.05).
Calismanin 7. giininden itibaren Nutrient Broth ve
Brain Heart Broth besiyerlerinin RPMI 1640 besiyeri-
ne gore daha az promastigot Urettigi saptanirken, 8.
glin ile 12. gilin arasinda diger dort besiyerinin RPMI
1640 besiyerine gore anlamli olarak daha az promas-
tigot Urettigi gbzlenmistir (p<0.05) (Grafik 2).

Leishmania infantum/donovani igin ise 1. ile 5. gin

arasinda promastigot lremesi agisindan besiyerleri
arasinda anlamli bir fark gorilmemistir (p>0.05).
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Grafik 2. Leishmania major'iin besiyerlerindeki lireme grafigi.

Calismanin 6. ve 9. glinlerinde Nutrient Broth, Brain
Heart Broth ve Schneiders Medium besiyerleri RPMI
1640 besiyerine gore daha az promastigot Uretirken
(p<0.05), M199 besiyeri ile RPMI 1640 besiyeri ara-
sinda promastigot yogunlugu bakimindan anlaml bir
fark olmadigi gorilmustir (p>0.05). GCalismanin 7.
gliniinde yalnizca Nutrient Broth besiyerinin RPMI
1640 besiyerine gore daha az promastigot yogunlugu
icerdigi gorulurken (p<0.05), 8. giin Nutrient Broth
besiyerinin yanisira M199 besiyerinin de RPMI 1640
besiyerine gére daha az promastigot Urettigi saptan-
mistir (p<0.05). Calismanin 10. ile 12. giini arasinda
diger dort besiyerinin RPMI 1640 besiyerine gore
daha az promastigot (Uretebildigi gozlenmistir
(p<0.05) (Grafik 3).
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Grafik 3. Leishmania infantum/donovani’nin besiyerlerindeki
lireme grafigi.
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Leishmania tropica, L. major ve L.infantum/donovani
turleri arasinda besiyerlerinde tiir bazinda lreme
yogunluklari farkliligi saptanamamistir (p>0.05).

TARTISMA

insan-vektér-insan gegisi ile yayilmakta ve diinyada
oldukga genis bir alanda goérilebilmekte olan leish-
maniasisi Diinya Saglik Orgiiti’ne bildirim yapan 200
Ulke bulunmaktadir. Leishmaniasis agisindan ende-
mik boélgede yasayan 1 milyar insan risk altindadir ve
bircok ekonomik ve sosyal gelisimi etkilemekte, insan
yasamini ve saghgini tehdit etmektedir'®.

Tanida ilk asamayi klinik tani olusturmakta ve 6nem-
li bir yer tutmaktadir. KLUda ise lezyonun kenarindan
tuberkdlin enjektori yardimiyla alinan sivinin
Giemsa, Wright veya Field gibi boyalarla boyanip
amastigotlarin  gorilmesi ile tani konmaktadir.
Leishmaniasis, 18. ve 19. yizyillarda bir hastalik ola-
rak bilinmesine ragmen, 20. ylzyilin baslarina kadar
tanisi konulamamuistir. Klinik tani 6zellikle endemik
bolgelerdeki saglik personeli tarafindan yapilabil-
mektedir. Kesin tani, klinik drneklerde parazitin gos-
terilmesi ve/veya kultur yontemleri kullanilarak pro-
mastigotlarin Gretilmesi ile konur. Bu ydontemler
leishmaniasis tanisinda “altin standart” olarak kabul
edilmistir. Bu ylUzden besiyerleri leishmaniasis tani-
sinda 6nemli bir yer tutmaktadirlar.

Besiyeri ¢alismalarinda, bircok madde ve birgok yon-
tem kullanilarak hazirlanan besiyerleri Leishmania
promastigotlarinin  Uretilmesinde denenmistir.
Mansour ve ark.” tarafindan 1973 yilinda yapilan bir
calismada, Trypanasoma Uretilmesi icin gelistirilmis
olan 1. sollisyonda sigir ekstresi, pepton ve agar, 2.
sollisyonda defibrine tavsan kani ilave edilen dektroz
ve tamponlama tuzlari iceren ve bu iki sollisyonun
karistiriimasi ile elde edilen National Institutes of
Health (NIH) bifazik besiyerinden modifiye edilmis
yeni bir sivi besiyeri gelistirmislerdir. Besiyerinin 1.
sollisyonunda agar kullanilmamis, ikincisinde ise sit-
ratl veya defibrine tavsan kani yerine hemolize insan
kani kullanilarak modifiye edilmistir. Hazirlamasi

kolay, daha az kan gerektigi bildirilen bu yeni sivi
besiyeri Tobie bifazik besiyeri ile karsilastirildiginda
daha iyi sonug alindigi rapor edilmistir.

Evans®? tarafindan yapilan bir ¢alismada, 12 farkh
Leishmania tiriine ait promastigotlarin %5 Evans
Blood Lysate Broth Medium igeren Modified Minimal
Essential Medium (MEM) ile Schneider’s Medium
besiyerlerindeki Greme yogunluklari karsilastiriimis
ve Schneider’s Medium besiyerinin daha iyi sonug
verdigi bildirilmistir.

Limoncu ve ark.™V tarafindan 1997 yilinda yapilan bir
calismada, iceriginde pepton ve maya ekstresi bulu-
nan %10 FBS ilave edilmis P-Y adi verilen sivi besiye-
rinde L. tropica ve L. infantum promastigotlarinin
¢ogalmasi NNN ve RPMI 1640 + %10 FBS besiyerleri
ile karsilastirmali olarak degerlendirilmis ve P-Y ile
RPMI 1640 besiyerlerinin birbirlerine yakin sonuglar
verdigi saptanmistir.

Besiyerleri degisik calismalarda tanidaki degeri igin
diger yontemlerle ve birbirleri ile karsilastirma amaci
ile kullanilmiglardir. Bates"? tarafindan yapilan bir
calismada, %20 FBS iceren Schneiders Medium pro-
mastigotlar ekilmis, her giin yayma yapilip Giemsa ile
boyanarak degerlendirilmis, ayni anda biyokimyasal
gostergeleri (total protein, proteinaz, niikleaz ve asit
fosfataz) degerlendirmistir. Sonuglar amastigotlarin
identifiye edilmesi, promastigotlarin ¢ogalmasi ve
metasiklik promastigotlari olmasi olarak t¢ ana saf-
hanin oldugunu ve hem kiltir yontemi, hem de
biyokimyasal gostergelerin takibi ile bunlarin basa-
riyla gosterilebilecegi bildirilmistir.

Nutrient Broth promastigotlarin Gremesinde kullani-
labilmektedir. Kaddu ve Nyamori*® nutrient broth
besiyerinde L.donovani, L. major, L. adleri ve bir
kemirgen Leishmania turinin promastigotlarini
Uretmislerdir.

Ozbilgin ve ark." tarafindan Nutrient Broth (izerine

yapilan baska bir ¢alismada, biri VL, digeri KL diisu-
nilen 2 hastadan alinan kemik iligi 6rnegi NNN besi-
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yerine ve %20 FBS iceren Nutrient Broth besiyerine
ekilmis, Nutrient Broth besiyerinde 1. glinden itiba-
ren promastigotlar gorilirken, NNN besiyerinde 2.
glinden sonra saptanabilmistir. Bu da erken tani igin
Nutrient Broth besiyerinin tercih edilebilecegini
distndirmektedir.

Yereli ve ark.®® tarafindan yapilan bir calismada,
L. infantum ve L. tropica promastigotlari, mikrobiyo-
loji ve parazitoloji laboratuvarinda kolayhkla buluna-
bilecek pepton A, sigir ekstresi gibi maddeler iceren
%10 FBS+Nutrient Broth sivi besiyerinde Gretilmistir.
Arastirmacilar 5. gliniin sonunda 3x10° parazit/ml
oraninda promastigot saptamislardir. Ucuz, kolay
hazirlanir ve kolay bulunur besiyerinin NNN bifazik
besiyerine alternatif olabilecegi bildirilmistir.

Balcioglu ve ark.® yaptiklari bir ¢alismada,
L. infantum ve L. tropica in vitro kiltivasyonu igin
%20 FBS eklenmis RPMI 1640 besiyerine %3 oranin-
da steril insan idrari eklendiginde kontrol grubuna
gore daha fazla miktarda promastigot tredigini goz-
lemlemislerdir.

Sadigursky ve Brodskyn™” tarafindan yapilan ve
serum kullanilmayan bir calismada, karaciger infiiz-
yon broth+triptoz (LIT) besiyerine %1 oraninda
RPMI 1640+Medium 199 karisimi olan R9 eklenmis,
L. mexicana ve L. donovani promastigotlari ekilerek
LIT+R9, NNN, Warren besiyeri ve LIT+%5 FBS karsi-
lastirilmistir. Parazitin liremesinin tim besiyerlerin-
de birbirlerine yakin bulundugu bildirilmistir.

Ali ve ark.®® tarafindan yapilan bir calismada, FBS,
kan veya kan UrGnQ icermeyen basit, ekonomik,
temelinde yumurta olan bifazik besiyeri gelistirilmis-
tir. Sigir ekstresi ve pepton agirlikli zenginlestirilmis
broth ile glukoz ve L-prolin iceren tuz sollisyonu
hazirlanmistir. Bunlara taze ve tiim yumurta ilave
edilmistir. Besiyeri bifazik modifiye Tobie besiyeri+FBS,
sivi Medium 199+FBS ile karsilastirilmig, t¢ besiye-
rinden benzer sonuglar almislardir.
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olan Leishmania martiniquensis’in Medium 199,
RPMI 1640, Grace’s insect medium ve Schneider’s
medium’da Greme yogunluklarinin karsilastiriimasi
ile ilgili yapilan bir calismada, calismamiza paralel
olarak, bilimsel ¢alismalarda en fazla promastigot
elde edilebilen besiyeri de RPMI 1640 medium ola-
rak belirlenmigtir®®,

Bizim g¢alismamizda da L. tropica, L. major ve
L. infantum/donovani turlerinde 7. giinden itibaren
her bes besiyerinde de promastigotlari ile ¢calisilabilir
bir sayiya ulastigi gozlenmistir. L. tropica (105x10%/
ml) ve L. major (101x10°/ml)’de 8. giinden sonra
ozellikle RPMI 1640 besiyerinde bol miktarda tGreme
gorilirken, L. infantum/donovani (390x10°/ml)’de
ise 9. glinden sonra calismalarda kullanilabilecek
yogunlukta promastigot Gremeleri saptanmistir. Tim
besiyerlerinde L. tropica, L. major ve L. infantum/
donovani’nin 11. glinden sonra yeterli sayida (107/
ml’den fazla) promastigot lireterek planlanacak labo-
ratuvar ¢calismalarininda kullanilabilecegi saptanmis-
tir. L. tropica, L. major ve L. infantum/donovani tirle-
rinin her bir besiyerindeki promastigotlarinin tdr
bazinda lGreme sayilari arasinda anlaml bir fark sap-
tanamamustir (p>0.05).

Sonug olarak, bu veriler 15181 altinda Turkiye’deki KL
hastalarindan elde edilen L. tropica, L.major ve
L. infantum/donovani izolatlarinda daha fazla bol
sayida promastigot elde etmek icin dncelikle RPMI
1640 besiyerinin tercih edilmesi uygun olacagi kani-
sina varilmistir. Daha sonra ise sirasiyla M199,
Schneiders Medium, Brain Heart Broth ve Nutrient
Broth besiyerlerinin kullanilmasi gerekmektedir.
Buradaki verilerin mikrobiyoloji bilim alaninda cali-
san ve Leishmania tirleri tGzerine molekiler, izoen-
zim, ilag, immunoloji ve biyokimyasal konularda
arastirma planlayan geng arastirmacilara ¢cok miktar-
da promastigot elde etmeleri igin yol gosterici olaca-
g1 dusinilmektedir.
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