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Leysmaniya parazitlorinin mixtalif gidal miihitlardas in vitro inkisafinin
muqgayisali 6yranilmasi

Xulasa

Leysmanioz Yaxin Sorq vo Araliq donizi 6lkslarinds yayilmis ciddi parazitar xostalikdir. Xostoli-
ya qars1 vaksin hazirlanmasi, téradicinin dorman preparatlarina qarsi hassasliginin dyronilmaesi iigiin
parazitlorin in vitro kulturasinin alinmasi xtisusi 6nom dasiyir.

Leishmania-nin hom ikifazali, hom do maye mediumlarda kultivasiyasi ti¢iin genis Gisullar spektri
movcuddur. Bifaza mediumlari parazitlorin ilkin tocrid edilmasi vo promastiqotlarin yiiksok yoluxu-
culuguna nail olmagq tiglin, maye miihitlar isa genis miqyasl tacriibalor t¢iin daha magsadsuygundur.
Muxtolif todqiqatlarda leysmaniya parazitlori forqli qidali miihitlords kultivasiya edilmisgdir. Todqi-
gatlar naticasinds ilkin olaraq tripanosomlar ti¢iin hazirlanmis, bifazali vo maye mahitin Gstunlik-
lorini 6zlinda birlosdiran ikifazali SNB-9 (saline-neopeptone-blood) mihitinds Leishmania promas-
tigotlarinin kultivasiyasinin optimallasdirilmasi toklif olunmusdur. Digar todqigatlarda L.donovani
promastiqotlarinin kultivasiyasi {i¢iin hemogqlobinli, yeni, qansiz bifazali qidali miihit; sads agar ,
qidali bulyon, 10% dana riiseymi zordabindan ibarat medium; yiiksok hoyatilik gabiliyyatine malik
promastiqot kulturasini tomin eds bilacok, sads inqredientlordon ibarot yeni qidali miihitler hazirlan-
migdir. Biitiin bu todqiqatlar golocokdo leysmaniya parazitlorinin kultivasiyasinda istifado edilon
klassik qidali miihito alternativ, daha asan yolla basa golon yeni mediumlarin hazirlanmasi
baximindan ¢ox shomiyyatlidir.
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A Comparative Study of in Vitro Development of Leishmania Parasites in
Different Nutrient Environments

Abstract

Leishmaniasis is a serious parasitic disease prevalent in the Middle East and Mediterranean
countries. In vitro culture of parasites is of particular importance for preparing a vaccine against the
disease and studying the sensitivity of the causative agent to drugs.

A wide spectrum of methods is available for the cultivation of Leishmania in both biphasic and
liquid media. Biphasic media are suitable for primary isolation of parasites and for achieving high
infectivity of promastigotes, while liquid media are more suitable for large-scale experiments. In
different studies, Leishmania parasites were cultured in different nutrient media. As a result of the
research, optimization of the cultivation of Leishmania promastigotes in biphasic SNB-9 (saline-
neopeptone-blood) medium, which combines the advantages of biphasic and liquid medium,
originally prepared for trypanosomes, was proposed. In other studies, a novel blood-free biphasic
nutrient medium with hemoglobin was prepared for the cultivation of L. donovani promastigotes.
Also simple agar, nutrient broth, medium consisting of 10% fetal bovine serum; new nutrient medium
consisting of simple ingredients that can provide promastigote culture with high viability has been
proposed. All these studies are very important from the point of view of preparing new mediums that
are easier to use and alternative to the classical nutrient medium used in the cultivation of Leishmania
parasites in the future.

Keywords: leishmaniasis, Leishmania parasites, NNN, SNB-9, RPMI-1640 medium

Giris

Leysmanioz transmissiv xastolik olub, tOradicisi obligat makrofagdaxili ibtidailordir. Bir ¢ox
tropik, subtropik 6lkaslor vo Araliq donizi hovzasi ugin endemikdir. Diinya iizrol2 milyon insan
Leishmania ilo yoluxmusdur vo 88 6lkada 350 milyon insan yoluxma riski altindadir (Desjeux, 1996).
Xastalik toradicilorinin 20-don artiq névii mévcuddur vo 0, 30-dan artiq migmiga névii ilo Otlrilir.
Leishmania novlori karbohidratlar1 parcalaya bilon vo enerji manbayi kimi atraf mihitdon gliikoza,
amin tursular1 va ya lipidlardan istifads eds bilon protozoalardir (Kwang, 2023).

Qeyd etmoak zoruridir ki, halslik leysmanioza qars1 peyvond hazirlanmamigdir (Kedzierski, 2010)
vo xostaliyin miialicasi shamiyyatli tokmillogdirma talab edir (Goto, 2010). Leysmaniozun heyvan
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modellori (Lima, 1997) xastoliyin mexanizmlarinin basa diisliilmosinda, onun miialicasi vo profilak-
tikas1 yollariin tapilmasinda osas rol oynayir. Etibarli naticolor oldo etmak iiglin on miihiim ilkin
sartlorden biri Leishmania parazitlorinin uzunmiiddatli kulturasinin mévcudlugudur.

Iqor Qrekov vo hamkarlarmin moqalesindo birfazali SNB-9 gidali miihitinds kultivasiya yolu ilo
yiiksak yoluxuculuga malik leysmaniya promastiqotlarinin alinmast isiqlandiriimigdi (Grekov, 2011).

Umumiyyatlo, parazitlorin kultivasiyasi ii¢iin istifade olunan gidali miihitlor ikifazali vo monofa-
zali (maye) olmaqgla 2 qrupa boliino bilor. Maye miihitlorlo miigayisodo ikifazali mediumun
hazirlanmasi texniki cohotdon daha ¢otindir. Bununla bels, Leishmania parazitlorinin ilkin tocrid
edilmesi ligiin ikifazali mihitin istifadesi ¢ox tdvsiye olunur vo bifazali miihitlorin parazitlorin
yoluxuculugu ii¢iin daha slverisli olduguna dair siibutlar var (Dey et al., 2002).

Tadqiqat

Bu todqiqatda ikifazali vo maye miihitin istiinliiklorini 6ziindo birlosdiron ikifazali SNB-9
(fizioloji mohlul-neopepton-qan) miihitindo Leishmania parazitlorinin kultivasiyasi tosvir edilir. Bu
miihit ovvalco qus stimiik iliyindon tripanosomlar1 tocrid etmok ii¢lin istifado edilmis, sonradan iso
Leishmania fiziologiyasini dyronmok iigiin totbiq edilmisdir. Bork vo maye faza nisboti 4:1 idi.
Ikifazali gan osasli SNB-9 miihiti boyiik hocmdo maye fazaya malikdir. SNB-9 gidali miihiti ganl
aqar bazasindan ibarotdir. Qanli aqar bazasi 2% Bacto™ aqar (Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, ABS), 2% Bacto™ Neopeptone (Becton, Dickinson and Company) va 0,6%
NaCl mohlulu ilo hazirlanmis, 20 doqige orzindo 1 atm. tozyiqde 120°C avtoklavlanmigdir. Sonra
mohlul 60°C-do su hamaminda soyudulmus vo ona defibrinlosdirilmis dovsan gani slave edilmisdir.

Klassik ikifazali NNN (Nicole-Novey-McNeil) vo USMARU (Difco Blood Agar) miihitino
nisbaton SNB-9-da daha boyilik hocmde maye fazanin olmasi kultura manipulyasiyasini asanlagdirir.
Aydindir ki, bu, imumi parazit mohsuldarligina da tosir edo bilor. Todgiqatgilar SNB-9-da
Leishmania-nin béyiimo dinamikasini tohlil edib onu tam Schneider miihitindo bdyiimo dinamikasi
ilo miiqayiso etmiglor. Kulturanin stasionar morhalossinin yoluxucu potensialin1 qiymatlondirmok
iiclin tocriibe sicanlar1 parazit dasiyan makrofaqlarla yoluxdurulmusdur (van Zandbergen et al.,
2006). Tadgigat isindo L.major va L.tropica-nin SNB-9, 10% Schneider vo 20% Schneider qidali
miihitlorindo inkisafi izlonilmigdi. SNB-9 vo 10% Schneider mediumlarinin miiqayisasinds L.major
konsentrasiyalarindaki forglor shamiyystli deyildi, lakin SNB-9 va 20% Schneider arasinda parazit
konsentrasiyalarindaki forqlor kultivasiyanin 4, 5, 6 vo 7-ci giinlori gozagarpan idi. Belaliklo, ilkin
olaraq Trypanosoma kultivasiyasi tiglin hazirlanmis bifazali SNB-9 gidali miihiti leysmaniya parazit
kulturast ti¢iin do yararli olmusdur. SNB-9 genismiqyasli tocriibolor ticiin kifayot qodor yiiksok parazit
kiitlasi oldo etmoys imkan verir vo maye fazanin ¢oxlugu manipulyasiyani asanlagdirir. SNB-9-da
yetisdirilon parazitlor in vitro yiiksok daracads yoluxucudur.

Basga bir tadgigatda L.donovani promastiqotlarinin kultivasiyasi ii¢iin hemogqlobinli, yeni, gqansiz
bifazali qidali miihit toklif olunmusdur (Agarwal, 1996). Klassik qidali miihitlorin torkibindoki qan
vo ya zordabin iribuynuzlu heyvanlarin hemoqlobin tozu ilo ovoz edilmosino cohd edilmisdi.
Todqiqatgilar qeyd edir ki, 4 saat miiddotindo orsoys golon qidali miihit sados, etibarli, ucuz vo
avtoklav edilo bilondir. Mediumun hazirlanmasinda istifado olunan inqredientlor asagi qiymoto
asanliqla olda edilir vo hazirlanan mohlul torkibini doyismadon bir ay orzinds 4°C temperaturda
saxlanila bilor. Limoncu vo hamkarlarinin apardigi tadgiqatin (Limoncu, 2004) magsadi Leishmania
parazitlori ii¢lin, ¢oxsayl va yiiksok hoyatilik qabiliyyatine malik promastiqot kulturasini tomin eds
bilacok, mikrobiologiya va ya parazitologiya laboratoriyalarinda mdvcud olan inqredientlordon ibarat
yeni qidali miihitlor yaratmagq idi. Bu qidali miihitlorin digor xiisusiyyetlori qan, FBS (dana déliiniin
zardabi), qirmizi qan hiiceyrasi lizatina ehtiyac olmamasi, asagi qiymat vo asanligla hazirlanmasi idi.
Dori leysmaniozuna (CL) silibhali xostolordon alinmig aspirasiya niimunslori bu miihitlors
astlanmisdir. Ug qidali miihit hazirlanmisdir. Birinci - Trypticase-Mal oti ekstrakti-Hemoglobin
(TBH) miihiti. Bu medium triptikaza, ziilal monboyi kimi mal oti ekstrakti vo maya ekstrakti,
karbohidrat monboyi kimi qlilkoza, FeNH4 vo okiiz qani hemogqlobindon ibarotdir. Ikinci -
Leishmania parazitlorinin kulturasi ii¢iin effektli oldugu miioyyon edilmis pepton-maya ekstrakti
(PY), onun tarkibina iribuynuzlu heyvan hemoglobini (PYH) do alavs edilimisdi. Ugiincii - torkibinda
okiiz hemoglobini (BKH) olan Beyin-Urak (Brain Heart medium) gidali miihiti. Promastiqotlarin say1
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RPMI-1640 vo BKH mediumunda miivafiq olaraq 8 va 13-cii giinlords on yiiksak olmusdur. TBH va
PYH mediumunda yiiksok hadd 16 vo 19-cu giinlordo, TBH mediumunda iss 20-ci giindon sonra
yiiksok raqom alinmisdir. BKH, TBH vo RPMI-1640 gidali miihitlorinde promastiqotlarin sayinin
toxminan eyni oldugu askar edilmisdir, PYH miihitindo iso bu roqom daha asagi olmusdur. Dari
leysmaniozuna siibholi nlimunslordon (lezion niimunslori) on ¢ox inkisaf torkibinds 10% FCS olan
RPMI-1640 miihitinds, daha sonra TBH vo BKH, on az iso PYH mediumunda askar edilmisdi.
Tadqiqatin naticalori gostordi ki, bu li¢ qidali miihit FCS vo qirmizi qan hiiceyrasi lizatina ehtiyac
olmadan promastiqotlarin inkisafi {igiin effektivdir vo homginin xostolordon parazitlorin tocrid
edilmasi ti¢iin do istifads oluna bilor.

Ozbilgin vo homkarlarinin tadqgiqatinda (Ozbilgin, 1995) biri visseral leysmanioz, digori iso dori
leysmaniozu diagnozu qoyulmus iki xastodon alinan siimiik iliyi aspirasiyasi va biopsiya niimunalari
Novy, McNeal, Nicolle (NNN) miihitino va torkibindo dana riiseymi zordabi (FCS) olan qidali
bulyona (NB) asilanmisdir (penisilin v streptomisin alave olunmusdur). Hor iki mediumda parazitlor
10 giin orzindo 27°C-ds inkubasiya edilmis, L.infantum vo L.major promastiqotlar1 giindalik
miisahids edilmisdir. Promastiqotlar birinci giindon sonra qidali bulyonda, inkubasiyanin ikinci vo
ya l¢iincii gliniindon sonra iso NNN mediumunda miisahido edilmisdir ki, bu da leysmaniozun hor
iki formasinin erkon diagnostikasinda gidali bulyonun effektivliyini gostorir.

Gokmen vo hamkarlarinin tadqiqat isindo (Gokmen, 2015) dori leysmaniozunun diagnostikasi
ticilin alternativ ikifazali qidali miihit toklif edilmisdir. Dori leysmaniozu (CL) diiyiinlii vo xoral1 dori
lezionlar ilo xarakterizo olunan xastalikdir. CL insanlara yoluxmus agcaqanadlarin gan sormasi ilo
otiiriiliir vo diinyanin toxminon 98 6lkasindo endemikdir. Mikroskopik miiayine ilo amastiqotlarin
askarlanmas1 vo NNN ( Novy-MacNeal-Nicolle) miihitindo promastiqotlarin inkisafi laboratoriya
diagnostikasinin qizil standartidir. Bu tadqiqatin magsadi laboratoriyalarda rutin olaraq istifads edilon
ikifazali NNN mediumunu promastiqotlarin kulturasi iliclin mikrobiologiya laboratoriyalarinda
asanliqla hazirlana bilon ikifazali digor qidali miihit ilo miiqayise etmok idi. Todqiqatda dori
leysmaniozuna siibhali xostonin aspirasiya mayesindon istifado edilmisdi. Leziondan gotiirtilmiis
aspirat niimunoasi mikroskopiya, iki forqli qidali miihitdo kultivasiya vo real vaxt polimeraza
zoncirvari reaksiya (Rt-PCR) lisullar ilo qiymatlondirilmisdi.

Aspirasiya mayesindon hazirlanmis vo Gimza boyast ilo boyanmis yaxmalarin mikroskopik
milayinasi zamani Leishmania amastiqotlar1 askar edilmigdi. Parazitin ITS1 bolgosini hodof alan
xiisusi praymerlor vo zondlardan istifado etmoklo hoyata kegirilon Rt-PCR (sulu L.tropica ils
uygunlagsmani agkar etmisdi. Aspiratdaki parazitlorin kultivasiyasi tictin NNN (NNN + RPMI-1640
+ 10% fetal dana zordabi1) vo digor qidali miihit (sado agar + qidali bulyon + 10% fetal dana zordabi)
istifado edilmisdir. Kultura 27°C temperaturda 10 giin inkubasiya edilmis, {g¢iincii, yeddinci vo
onuncu giinlordo ¢oxalmis promastiqotlarin say1 hesablanmisdir. Ugiincii giin hor iki mediumda
Leishmania promastiqotlarinm artimi askar edilmisdir. Ugiincii, yeddinci vo onuncu giinlordo NNN
gidali mihitindo yetisdirilon promastiqotlarin say1 miivafiq olaraq 105/ml, 106/ml vo 108/ml
olmusdur. Digor miihitdo bu kemiyyatlor {igiincii, yeddinci vo onuncu giinlorde miivafiq olaraq
106/ml, 107/ml vo 108/ml olmusdur. Ugiincii vo yeddinci giinlordo promastiqotlarin say1 digor
mithitdo NNN mediumuna nisbaton daha ¢ox olsa da, onuncu giindo kultivasiya edilmis
promastiqotlarin say1 borabar olmusdur. Notico etibar ilo klassik kultura miihitino alternativ kimi
toqdim edilon, DL diagqnozunda effektiv hesab edilo bilon ikinci medium mikrobiologiya vo
parazitologiya laboratoriyalarinda asanligla oldo edilib uzun miiddot saxlanila bilor. Bu ikifazal
kultura miihiti NNN mediumunu alde etmok miimkiin olmadiqda laboratoriyalarda alave diagnostik
miihit kimi istifads edils bilar.

Daha bir todqiqatda (Ozbilgin, 2010) dori leysmaniozunun diagnostikasi va toradicinin izolasi
ticlin miixtolif qidali miihitlor miigayisoli Oyronilmisdir. Molumdur ki, Giemsa ilo boyanmis
yaxmalarin mikroskopik miiayinasi va kultura miihitine okilma diaqnostikanin qizil standartidir. Bu
todqiqatda xostoliyin diagnostikasinda yeni mediumlarin effektivliyini qiymotlondirmak {igiin ii¢
forgli qidali miihit (pepton-maya ekstrakti, beyin-iirok vo qidali bulyon) kontrol gidali miihitlorls
(Novy-MacNeal-Nicolle vo RPMI-1640) migayisados istifado edilmigdir. Kulturadan oldo edilon
yaxmalar Gimza tisulu ilo boyanmis vo is1q mikroskopunda miiayina olunmusdur. Siganlarin dori
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leysmaniozu lezionlarindan alds edilon niimunslor biitiin kultura miihitlorinoe okilmisdir. Pepton-maya
ekstrakti vo qidali bulyonda artim askar edilmisdir. Yaxmalarda parazitlor miisahido olunmusdur.
Insan dori leysmaniozuna siibhali 12 tocriiba niimunasinin 5-do mohz bu 2 mediumda parazitlor askar
edilmisdir. Todqiqat noticoesindo aydin olur ki, pepton-maya ekstraktt vo qidali bulyon hom
parazitlorin izolosi, hom do DL diaqnostikasi ti¢lin yararlidir.
Natica
Tadgiqatlar noticasinds malum olmusdur ki, SNB-9 in vitro parazit yoluxuculugu ii¢iin Schneider
muhitindon shamiyyatli doracads Ustiindir, yani bu muhitds eksperimental infeksiya ti¢tin uygun olan
yuksak yoluxucu promastigotlar amoalsa goalir. Homginin TBH, PYH, BKH, NB qidali miihitlori do
klassik NNN mediuma alternativ kimi ¢ixis edo bilar.
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