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Deri Leyismaniyozu Etkenlerinin Uretilmesinde
Farkli Bir Besiyerinin Denenmesi

Ahmet Duran ATAS', Semra OZCELIK?

ISivas Belediyesi, Cevre-Gida ve Tibbi Tahlil Laboratuvari, Sivas;
2Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dal, Sivas

OZET: Leishmania tirleri ile yapilan caligmalarda fazla sayida promastigot elde edebilmek i¢in degisik besiyerleri
kullanilmaktadir. Bu amagla, en uygun besiyerini saptamak icin L. tropica promastigotlart 5 degisik bifazik, sivi ve kendi
hazirladigimiz yeni bir besiyerinde iiretilmek suretiyle gelisme fazlari ve parazit yogunluklar1 agisindan karsilagtinlmigtir.
Calismamizda en kisa siirede, miimkiin oldugunca fazla promastigot iiretebilmek amaciyla cesitli besiyerleri denenmistir: (i) NNN
(tavsan kanli tuzlu agar), (ii) insan kani igerikli NNN, (iii) RPMI-1640 + %20 FCS + Steril pamuk lifcikleri, (iv) NNN + RPMI-
1640 + %20 FCS, (v) “Eger tavsan kani bulamazsak veya NNN’den daha kisa siirede ve daha fazla sayida promastigot
iiretebilirmiyiz?” sorusunu yamitlamak i¢in kendimizin olusturdugu besiyeri. Tim deneylerde log fazi ortalama 1 haftada (6-8 giin)
olusmustur. En iyi iireme, NNN besiyerinin kondansasyon sivisinin iizerine (besiyerinin yatik kisminin uzunluguna gore) yaklasik
1-2 ml RPMI-1640+%20FCS besiyeri eklenip, 5-6 saat dinlendirildikten sonra ekim yapilan besiyerlerinde elde edilmistir (8. giinde
135x106). Bizim hazirladigimiz besiyerinde (DPB) de bol miktarda tireme oldugu (8. giinde 96x106) gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: L. tropica, Besiyeri, Promastigot, NNN besiyeri, RPMI-1640 besiyeri.

A Different Medium for the Culture of Leishmania tropica Promastigotes

SUMMARY: Various media are used to produce promastigote forms of Leishmania species for experimental studies. For this purpose,
in order to determine the most appropriate medium, L. tropica promastigotes were cultivated in 5 different bi-phase and liquid media
and their growth phases and parasite density were comparcd. All media were inoculated with 1x106 promastigotes. In this study. we
have tried to determine the best culture medium giving the shortest period of growth and the highest density of L. tropica promastigotes.
These media included NNN (salt agar containing rabbit blood), NNN containing human blood, RPMI-1640+%20 FCS+ sterile cotton
fibers, and NNN+RPMI-1640+%20 FCS. We also prepared a medium with which we could obtain growth in the shortest period of time
with the highest density of L. tropica promastigotes when we could not find rabbit blood compared to the NNN medium. The parasite
density was found to be low in NNN+RPMI-1640+%20 FCS (105x10° promastigotes/ml). The highest density of L. tropica

promastigotes was observed in the NNN+RPMI-1640+%20 FCS medium on the 8th day (135x10° promastigotes/ml). The third highest
density was observed on the 8th day (96x10° promastigotes/ml) in the culture medium which we prepared.

Key Words: L. tropica, culture medium, promastigotes, NNN medium, RPMI-1640 medium

GIRIS

Diinyada 80 iilkede, 20 milyondan fazla insanin Leishmania
tiirleri ile infekte ve her yil ilave olgu sayisinin 400.000
oldugu ve yaklagtk 350 milyon insanin risk altinda bulundugu
tahmin edilmektedir. 1990-1994 arast 5 yilda saptanan olim
olgusu ise 40. 000 civarindadir. 1998 WHO raporlarina gore
ise leishmaniosis her yil tan1 konulan 2 milyon yeni olgusuyla,
diinya ¢apinda yaklagtk 12 milyonu etkileyen biiyiik bir halk
saglg problemidir (5, 8, 21).

Ulkemizde Ege ve Akdeniz bolgelerinde (I¢ Anadolu ve Dogu
Anadolu Bolgelerimizde de goriilmiistir) daha stk olmak
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iizere L. infantum*un etken oldugu visseral leishmaniosis ve L.
majorun etken oldugu deri leishmaniosisi; Giineydogu
Anadolu ve Dogu Akdeniz bolgelerinde ise L. tropica’nin
etken oldugu deri leishmaniosisi goriilmektedir (2, 4, 19, 20).

Yurdumuzda 1950’lerden sonra deri leishmaniosisinin, insan
yerlesim alanlarinda sitmaya Kars sivrisinek miicadelesi igin
uygulanan kalici insektisitlerin (DDT) Phlebotomus’lan da
oldirmesi nedeniyle insidanst ve prevalanst digmiistir.
Ancak, 1960’lardan sonra yogunlugunu artirmasina ragmen,
infekte rezervuarin azalmis olmasi, vektdr yogunlugunun eski
diizeyine ulagmamasi, toplumun sosyo-ekonomik seviyesinin
yiikselmis olmasi gibi sebeplerle $ark Cibam Giineydogu
Anadolu Bolgesinde daha sik goriilmekle birlikte, Orta
Anadolu’da  sporadik olgular halinde rastlanmaktadir.
Sanhurfa Saglik Midiirliigi’nden edinilen bilgilere gore, Sark
Cibani olgusu bu sehrimizde son birkag yil iginde 4000-5000
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Leishmania kiiltirii igin farkli bir besiyeri

olguya ulagmig, Adana’da ise 1993’de 868 ve 1994 yilinda
1114 olguya ¢ikmustir (2, 4, 6).

Biyokimyasal ve immiinolojik arastirmalar, parazitlerin
kullanilan ilaglara karst duyarli olup olmadiginin saptanmasi
icin ¢ok onem tagimaktadir. Giintimiizde bazi parazitlerin kisa
stireli kultiriinden yararlanilarak cesitli ilaglara karsi duyarl
olup olmadiklar tayin edilebilmektedir. Uzun siireli kiiltiir
hem pratik hem de teorik ag¢idan ©nem tagimaktadir.
Biyoteknolojik, biyokimyasal vb. aragurmalar i¢in duyulan
fazla miktarda biyokiitleyi ancak uzun siireli kiiltiiriin yardimi
ile elde etmek miimkiindiir. Parazite ait degisik biyolojik
ozelliklerin (infektiflik, virtilentlik, ilaclara kars1 direnclilik
vb) parazitin kendi genomundan mu yoksa parazitle konak
arasindaki iliskilerden mi kaynaklandiginin belirlenmesi ¢ok
onem tasimaktadir. Parazitlerin uzun siireli kiiltiirlerde
izlenmesiyle, onlarda degisebilen biyolojik ozelliklere etki
eden faktorleri arastirmak miimkiin olabilir (1, 3, 17).

Leishmaniosise sebep olan Leishmania tiirlerinin in vitro
kiiltiirii, bu organizmalarin; biyokimyasinin, hiicre biyolojisi-
nin, immiinolojik ve kemoterapotik 6zelliklerinin tanimlanma-
s1 agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Ayrica, serolojik tani
yontemlerinin hazirlanmasi agamalarinda antijen elde etmek
igin ¢ok sayida parazite gereksinim vardir ve bu da in vitro
kiiltiir ortamlarinda yogun iiremeyle saglanmaktadir (8, 16).

Orneklerin bifazik, yari katt ve sivi Ozellikteki farkh
besiyerlerine ekilerek  kiiltiirleri  yapilmaktadir. NNN,
Leishmania’larin  kiiltiiri  i¢in en uygun besiyeridir. Sivi
besiyerlerinde ortama eklenen Fetal Calf Serum veya eritrosit
lizat1 iiremeyi artirmaktadir (5, 10, 15, 17).

Leishmania tirleri ile yapilan c¢aliymalarda fazla sayida
promastigot elde edebilmek igin degisik besiyerleri
kullanilmaktadir. Caligmamizda en kisa siirede, miimkiin
oldugunca fazla promastigot iiretebilmek amaciyla, en uygun
besiyerini saptamak igin L. tropica promastigotlarn 5 degisik
bifazik ve sivi besiyerinde iiretilmek suretiyle gelisme fazlari
ve parazit yogunluklar agisindan kargilagtinilmig, ayrica
parazitin daha once iretildigi farkli besiyerlerine ek olarak
denedigimiz Agar, NaCl, Dextroz, Pepton, Brain Heart
Infiizyon Agar ve defibrine insan kanindan olusan yeni bir
besiyeri denenmis ve bu besiyerinin Leishmania’larin
kiiltiriinde kullanima uygunlugunun saptanmasi amaciyla
diger besiyerleriyle kargilagtiriimigtir.

GEREC VE YONTEM

Agustos-Eyliil 2001’de Sark Cibani etkenlerinin en fazla
bulundugu yorelerimizden olan $anliurfa’dan (Merkez, Surug,
Akgakale, Harran) 21, Adana’dan 3 (daha 6nce Sark Cibanina
yonelik hi¢ tedavi goérmemis) hastadan; muayene edilerek,
yara olan bolgeler kaydedilerek, ornek alinip NNN besiyerine
ekim yapilmigtir. Aym zamanda ince yayma preparat da
yapilarak, Giemsa ile boyanip etken aranmugtir.

Calismada, Leishmania’larin klinik materyalden izolasyonun-
da en uygun besiyeri olan NNN besiyeri oncelikle kullanilmig
ve promastigotlarin temel kaynagi bu yolla olusturulmustur.
Daha sonra besiyeri kargilagtirmalart icin asagidaki ortamlar
hazirlanmistir.

NNN (Tavsan Kanh Tuzlu Agar) Besiyeri: ilk izolasyon
icin en iyi besiyerlerinden biri olan bu besiyeri icin,

Agar :3.5gr.
NaCl 1.5 of.
Saf su : 225 ml.

karigtirihip, 121°C’de 20 dk. otoklavlanarak hem sterilizasyon
yapilip, hem de agarin tam olarak erimesi saglanmistir.
Otoklavdan ¢ikarilan karisim 45-50°C’ ye kadar sogutulmustur.
Steril sartlarda tavgan kalbinden alinip, steril cam boncuklu
sisede defibrine edilmis 60 ml. kan, 100 IU/ml. penicillin G,
100 pg/ml. streptomycin bu karigima eklenerek karistirilmigtir.

Karigimdan 125x16 mm. lik tiiplere 5’er ml. dagitilip, tiipler
50-60° egik durumda, kondansasyon sivisinin daha fazla
olmasi i¢in buzdolabinda birakilarak katilagmas: beklenmistir.
24 saat 37 °C’de kontaminasyon kontrolii yapildiktan sonra 4
°C’de saklanmugtir.

insan Kamyla Olusturulan NNN Besiyeri: Bu besiyeri igin,
yukarida anlatilan icerige, steril sartlarda alinarak, steril cam
boncuklu sisede defibrine edilmis 60 ml. kan (0 Rh+)
kanstirlmisgtir.

RPMI-1640 Besiyeri: Promastigot proliferasyonu igin
kullanilacak olan bu besiyeri L-Glutamin’li, Hepes’li (Sigma)
olarak kati halde, hazir olarak alinip Sodyum bikarbonat
(Merck) ve %20 Fetal Calf Serum (FCS) (Sigma) katilip, 0.22
um caph filtreden (Sartorius), Seitz filtresinde siiziilerek
tiiplere dagitilmigtir (Bundan sonra bu karigima RPMI-1640
besiyeri denilecektir).

NNN + RPMI-1640’ It Besiyeri: Daha once hazirlanmig olan
klasik NNN besiyerinin kondansasyon sivisinin lizerine
(besiyerinin yatik kisminin uzunluguna gore) yaklagik 1-2 ml
RPMI-1640+%20 FCS besiyeri eklenip, 5-6  saat
dinlendirildikten sonra ekim yapilmusgtir.

Denemek icin Hazirladigimiz Besiyeri (DPB): Besiyeri
asagidaki sekilde hazirlanmgtir:

e Agar :35¢gr
e NaCl :1.5gr
e  Dextroz 12gr
e  Pepton 12gr

e  Brain Hart infiizyon Agar : 2 gr

Bu maddelerin iizerine 225 ml saf su eklenip, kangtirilarak
iyice erimesi saglanmigtir. 121 °C’de 20 dk. otoklavlanarak
hem sterilizasyon yapilip, hem de agarin tam olarak erimesi
saglanmigtir. Otoklavdan ¢ikarlan karigim 45-50 °C’ye kadar
sogutulmustur.
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Cam boncuklu steril kaba, galkalanip defibrine edilerek alinan
insan kani (0 Rh +), 56 °C’de yarim saat inaktive edilmistir.
Yukarida belirtilen insan kanindan 85 ml eklenmistir. 100
[U/ml. penicillin G, 100 pg/ml. streptomycin bu karigima
eklenerek karistirilmistir. Karigim 125x16 mm’lik tiplere 5’er
ml. dagitilip, tipler egik durumda, kondansasyon sivisinin
daha fazla olmast icin buzdolabinda birakilarak katilagmast
beklenmistir. 24 saat 37 °C’de kontaminasyon kontrolii
yapildiktan sonra 4 °C’de saklanmistir.

NNN besiyerinde veya NNN+RPMI-1640 besiyerinde
cogaltilip, buradan alinan promastigotlar 50ml. "lik steril
tiiplerde, 3000 devirde, 10 dk. santrifiij edilerek Ustte kalan
siipernatant atilmigtir. Promastigotlar RPMI-1640 besiyeri ile
sulandirilarak, hemositometrede formaldehit (%0, 9’luk Serum
Fizyolojik’ten 90 ml. + 10 ml. Formalin) ile promastigotlarin
hareketleri durdurularak sayilan ayarlanmugstir  (1.000.000
promastigot/ml).

Biitiin besiyerlerinden 3’er adet alinmusgtir. Ik ekim igleminde
hemositometrede sayist belirlenmis olan promastigotlardan
(1x10%ml) 1’er ml eklenmisgtir. Ekimleri yapilmig olan tiipler
yaklagik 50°lik agida 26 °C’de tutulmustur. ik ekimden sonra
her 48 saatte bir besiyerinden hemositometrede sayimlar
yapilarak, promastigot yogunlugu saptanmistir.

Deneyler her bir besiyeri i¢in, farkli zamanlarda en az 3 kez
tekrarlanmistir. Elde edilen degerlerin ortalamalari alinarak
sonuglar elde edilmistir.

BULGULAR

Calismada L. tropica promastigotlarinin farkh besiyerlerindeki
gelisim  sonuglarin  ortalama  degerleri Tablo 1'de
gosterilmistir. Tim deneylerde log fazi ortalama 1 haftada (6-
8 giinde) olugmustur.

En iyi tireme, klasik NNN besiyerinin kondansasyon sivisinin
{izerine (besiyerinin yatik kisminin uzunluguna gore) yaklagik

yukaridaki besiyerindeki promastigotlarda 19. giiniin sonunda
canhiligin halen var oldugu; 20. giinde canh sayisinda bir hayli
azalmanin oldugu; 22. giinde ise deformasyon, iglerinde
bosalmalar, besiyerinde promastigot parcalari, hareketsizlilik
v. b. gibi olaylarla canliliklarin yitirdikleri gozlenmistir.

Bizim hazirladigimiz besiyerinde (DPB) de bol miktarda
iireme olmustur. Promastigotlarin boylarimin  NNN’dekine
gore biraz daha uzadiklari ve kalinlastiklar gozlenmistir. 6-8.
giinde NNN + RPMI-1640 besiyerinde ulagilan promastigot
sayisindan diigiik sayida (yaklasik 95x10° promastigot/ml)
promastigot ~ saptanmustir.  Promastigotlarin ~ 20.  giinde
canlihiklarini yitirmeye bagsladigi, 22. giinden itibaren ¢ok ¢ok
az sayida canh kaldiklar1 gozlenmistir.

On calismalarimiz sirasinda tesadiifen saptamis oldugumuz bir
bulgu da pamuk lifciklerinin oldugu tiiplerde, RPMI-1640
besiyerinde daha iyi bir tireme gozlenmesi olmusgtur. Deney
tiiplerine pamuk lifciklerinden bir parga aulip sterilize
edildikten sonra, 0. 22 u’luk filtreden siiziilmiis olan RPMI-
1640 besiyerinden 5 ml eklenmis olan tiiplerde daha iyi tireme
saptanmugtir. Adeta promastigotiarin pamuk liflerine tutunup
¢ogaldiklar1 gozlenmistir.

TARTISMA

Tiirkiye’deki deri leishmaniosisi, L. major’un etken oldugu
yas tip daha az olmak iizere, L. tropica’nin etkenligini yaptig:
antroponotik tipteki epidemilerle karakterize, kuru tip lezyonu
olandir. Lezyonlarin uzun siire devam etmesi, kabarik, tizeri
kabuklu, hafif sizintihi olmasi, genellikle viicudun agik
kistmlarinda, el, yiiz gibi yerlerde olmasi, nedeniyle suslarin
L. tropica oldugu diistiniilmiistiir (2, 19, 20).

Leishmania’larin hem tanisinda hem de izolasyonunda en cok
kullanilan besiyeri klasik NNN besiyeridir. Bunun yanisira
baz iilkelerde ozellikle ilk izolasyon icin sivi veya bifazik,
degisik besiyerleri de kullanilmaktadir (5, 10, 12, 13).

Tablo 1. Farkh besiyerlerinde, kontrol yapilan giinlere gore saptanan promastigot say1lart

Besiyeri ilk inokiilasyon 2. giin 4. giin 6. giin 8. giin 10. giin 15. giin  20. giin
NNN 1x10° 8 5x10° 30.5x10° 100.8x10° 105x10° 88.8x10° 55x10°  16x10°
insan Kaniyla 6 6 6 6 6 6 6 6
Olusturulan NNN 1x10 4.5x10° 13.2x10° 68.5x10° 71x10* 68.7x10° 35x10 3 x10

RPMI-1640 6 6 6 6 6 6 6 s

Steril Pamul Lifli 1x10 3 x10 10 x10 35x10 35x10°  27.5x10°  7x10 8x10

NNN + RPMI-1640 1x10° 9 x10° 43x10°  117.5x10° 135x10° 98.3x10° 60x10° 9.2x10°
Denemek Igin

Hazirlanan 1x10° 6.5x10° 17.5x10° 71.7x10° 96 x10° 90x10°  50x10°  7x10°
(DPB)

1-2 ml RPMI-1640+%20 FCS besiyeri eklenip, 5-6 saat
dinlendirildikten sonra ekim yapilan besiyerlerinde elde
edilmistir. Bu besiyerinde yaklasik 1 haftada, promastigotlarin
logaritmik fazi (koloniler de dikkate alindifinda yaklagik
135x10° promastigot/ml) gézlenmistir. Yapilan kontrollerde,
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Leishmania tiirlerinin iiretilmesi amaciyla pek ¢ok arastirmaci
tarafindan cesitli besiyerleri denenmis olup, farkli kaynaklarda
farklt besiyerlerinin daha iyi sonug verdigine iligkin bulgular
bildirilmistir (4, 6-9, 11-18,21).
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Leishmania kiiltiirii igin farkl bir besiyeri

Bunun yanisira Leishmania’larla yapilacak bir¢ok ¢aligma igin
kisa siirede ¢ok sayidaki promastigot {iretimine ihtiyag
duyulmaktadir. Ayrica, bu kiiltiir ortamlarinda promastigotlan
daha yogun iiretebilme, generasyon siiresini kisaltabilme
cabasiyla da yeni uygulamalar ve iyilestirme galismalari
siiregelmektedir (7, 10, 15, 16).

Culha ve ark. ’larinin (5) L. tropica’nin degisik besiyerlerinde
ireme yogunlugu ve canlh kalma siiresini arastirdiklari
¢aligmada, ilk inokiilasyonda 7x10° promastigot kullanilmistir.
NNN+M199, NNN+Buyyon, NNN+%10 FCS, NNN+RPMI-
1640+%10 FCS ve kontrol amaciyla NNN besiyerleri
denenmis ve sivi besiyerinde promastigotlarin iiremedigi
gozlenmistir. Bizim ¢aliymamizda da RPMI-1640 + %20 FCS
besiyerinde ¢ok az iireme olmustur. En iyi tireme, klasik NNN
besiyerinin kondansasyon sivisinin iizerine (besiyerinin yatik
kisminin uzunluguna gore) yaklastk 1-2 ml RPMI-1640
besiyeri eklenip, 5-6 saat dinlendirildikten sonra ekim yapilan
besiyerlerinde elde edilmistir. Bu besiyerinde yaklagik 6-8.
giinde promastigotlarin logaritmik fazi (koloniler de dikkate
alindiginda 135x10° promastigot/ml) goézlenmistir. Culha ve
ark. larimin ¢ahigmasinda da benzer sonuglar alindig
goriilmektedir (5).

Ozbilgin ve ark. lari NNN besiyerinin yanisira sivi ortamlar
olarak RPMI-1640 + %10 FCS, Medium 199 + %10 FCS,
Schneider’s Drosophila ortami + %10 FCS, L-15 ortamu +
%10 FCS, NNN + RPMI-1640, NNN + Medium 199 gibi
besiyerlerini kullanmiglardir. Durgunluk fazinin 8. -10. giinler
arasinda meydana geldigi goriilmiistiir. Arastirmacilar sivi
besiyerleri ile NNN besiyeri arasinda oldukga farkli degerler
saptamiglardir (15).

L. tropica promastigotlarinin iiremesinin en yogun oldugu
CO, derecelerini belirlemek, ayrica bu konuda tavsan kani ile
hazirlanan NNN besiyeri ile sigir kanli besiyeri arasindaki
farki ortaya koymak amaciyla yapilan galigmada, promastigot
formlarin fazla miktarda elde edilmesi amaciyla 26 C° ve %35
CO,’li ortamdan da yararlanilabilecegi bildirilmistir (7).

Degerli ve ark. lan, kullandiklan ii¢ ayr siv1 besiyerinde de L.
infantum ve L. tropica promastigotlarini 8. giinde yogun olarak
elde etmislerdir. Ik inokiilasyonda 105 promastigot ekledikleri
besiyerlerinde, en iyi iiremeyi P-Y+%10FCS besiyerinde 8. giinde
L. tropica igin 1. 2x107 promastigot/ml olarak saptamislardir.
Sonug olarak P-Y kiiltiir ortaminin ozellikle hastaligin serolojik
taisinda kullanilan antijenlerin eldesinde, bilimsel calismalarin
yiiriitiilmesinde kolay ve basarih bir gsekilde ¢ok sayida
promastigot  iiretilmesinde  tercih  edilebilecegi  kamsina
varmuglardir. Diger taraftan farkh besiyerlerinde farkli sonuglar
elde edilmis olmasimin besiyeri igeriklerinin farklihindan
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir (8).

En iyi iiremenin klasik NNN besiyerinde elde edildigi bir
baska caligmada promastigot sayismin 7. giinde oldukga
yogun oldugu, 12. giinden itibaren ise promastigot sayisinda

belirgin bir azalma oldugu goézlenmistir. Bizim ¢aligmamizda
da 8. giinde en yogun iireme gozlenmis, 10. giinden itibaren
promastigot sayisinda azalma baglamistir (16).

L. donovani promastigotlariyla ¢alisgan Mc Carty-Burke ve ark.
lar1 Medium 199’daki promastigotlarin generasyon zamaninin,
RPMI-1640’daki generasyon zamanindan yar yariya daha az
oldugunu, ancak daha sonraki giinlerde geligsme fazlarinin esit
oranlarda gittigini belirtmiglerdir (13).

Ucuz olmasi ve tiim mikrobiyoloji laboratuvarlarinda bulunan
temel besiyerlerinden biri olmasi nedeniyle, icerisine %10
fetal calf serum kattiklari Nutrient Broth besiyerini L.
infantum ve L. tropica promastigotlarinin iiretiminde denen-
mig; ilk inokiilasyonun 10° promastigot oldugu, her iki
Leishmania tiirii 5. giiniin sonunda maximum sayitya ulagmis-
tir. Yukaridaki nedenlerden dolayr NNN besiyerine alternatif
olarak gosterilebilmektedir (11, 21).

Cahgmamizda yukandaki Ornekte oldugu gibi rutin
laboratuvarlarda kullanilan ve tavsan kani gerektirmeyen DPB
besiyerinde elde ettigimiz sonuglarda bu besiyerinin
Leishmania’larin alt kiiltiirlerinde kullanilabilecegini goster-
migtir. Hazirlamig oldugumuz bu besiyerinin, tavsan kam
bulunamadigi  durumlarda  kiiltiirlerin ~ devami  igin
kullanilabilecek uygun bir besiyeri oldugu saptanmugtir.

KAYNAKLAR:

1. Allahverdiyev AM, 1994. Paraziter hastaliklarin etkenlerinin in
vivo ve in vitro kiiltiiriiniin bugiinii ve yarnini. T Parazitol Derg,
18(2):145-150.

2. Altintas N, 1995. Leishmaniosis. Giineydogu Anadolu
Projesi’'ni Tehdit Eden Parazit Hastaliklar. Ozcel MA (Ed. ),
Tiirkiye Saglik Iscileri Sendikasi, T Parazitoloji Dernegi Yayini,
Ege Univ. Basimevi, Izmir, 5.97-131.

3.  Berens RL, Brun R, Krasner SM, 1976. A simple monophasic
medium for axenic culture of hemoflagellates. J Parasitol,
62(3):360-365.

4. Celikséz A, Sayg G, Ozelik S, Oztop AA, 1999. Deri
Leyismaniyozunun tamsinda direkt ve kiiltiir yontemlerinin
kargilagtinlmast. T Parazitol Derg, 23(1): 1-7.

5. Culha G, Ozcan K, Ozpoyraz M, 1997. Leishmania’min
degisik besiyerlerinde iireme yogunlugu ve canh kalma siiresinin
aragtinilmasi. T Parazitol Derg, 21(2): 115-118.

6. Daldal N, Ozbel Y, 1997. Phlebotomus ssp. , vektorliikleri ve
kontrolii. Parazitolojide Artropod Hastaliklart ve Vektirler.
Ozcel MA, Daldal N (Ed. ), T Parazitoloji Dernegi Yay. No: 13,
Ege Unv. Bas. , izmir.

7. Degerli S, Ozcelik S, 1998. Farkli Kkiiltiir ortamlarinda
Leishmania promastigotlarinin iiremesi iizerine sicakhigin etkisi.
T Parazitol Derg, 22(2): 111-115.

8. Degerli K, Balcioglu iC, Kilimcioglu AA, Limoncu ME,
Ozbilgin A, 1998. Nutrient Broth, P-Y ve RPMI-1640
Besiyerlerinde Leishmania tiirlerinin iiretiminin kargilagtinlmasi.
T Parazitol Derg, 22(4): 339-342.

231



Atas AD. ve Ozgelik S.

232

Dilme¢ F, Matur A, Alhan E, Yildiztas D, 2000. Visseral
Leyismaniyazis etkenlerinin ilk izolasyonu i¢in modifiye RPMI-
1640 besiyeri. T Parazitol Derg, 24(3): 225-227.

Evans DA, 1978. Kinetoplastida. Methods of Cultivating
Parasites in vitro. Ed. AER Taylor, JR Bakers. Ist Ed.
Academic Press, London, p.55-67.

Kaddu JB, Nyamori MP, 1990. Nutrient Broth for the
cultivation of Leishmania. J Parasitol, 76(2): 265-268.

Lemestre JL, Dorcy F, Kweider M, Corpan A, 1998.
Requirements of defined cultivation conditions for standart growth
of Leishmania promastigotes in vitro. Acta Trop, 45(2): 99-108.

Mec Carty-Burke C, Bates PA, Dwyer DW, 1991. L. donovani:
use of two different commercially available defined media for
the continious in vitro cultivation of promastigotes. Exp
Parasitol, 73: 385-387.

(")zbilge H, Seyrek A, Aslan G, Ulukanhigil M, 1999. Degisik
besiyerlerinde Leishmania iiretilmesi. T Parazitol Derg, 23(3):
217-219.

Ozbilgin A, Tasq1 S, Atambay M, Alkan Z, Ozbel Y, 1995.
Leishmania infantum promastigotlarinin in vitro kiiltivasyo-

16.

20.

21.

nunda siv1 ve bifazik besiyerlerinin karsilagtirilmast. T Parazitol
Derg, 19(1): 1-5.

Ozgelik S, Celikséz A, Sayg G, 1996, Farkli kiiltiir
ortamlarinda Leishmania promastigotlarinin in vitro kiiltiri. T
Parazitol Derg, 20(2): 169-174.

Sadigursky M, Brodskyn CL, 1986. A new liquid medium
without blood and serum for culture of hemoflagelletes. Am J
Trop Med Hyg, 35(5): 942-944.

Saygr G, 1985. Leishmania tropica kiiltiirii i¢in basit ve ucuz bir
besiyeri-pisirilmis sigir kani. Cumhuriyet Univ. Tip Fak. Derg,
7(3-4): 151-156.

Sayg1 G, 1998. Temel Tibbi Parazitoloji. Esnaf Ofset Matb. ,
Sivas.

Unat EK, Yiicel A, Altas K, Samasti M, 1995. Unat’in Tip
Parazitolojisi. 5. Baski. Cerrahpasa Tip Fak. Yay. No: 15,
Istanbul.

Yereli K, Girginkardesier N, Degerli K, ézbilgin A, 1997. A
simple method for cultivation of Leishmania infantum and
Leishmania tropica strains in Nutrient Broth. T Parazitol Derg,
21(2): 111-113.



