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Amag: Uyku hastalig: olarak da bilinen insan Afrika trypanosomiasisi, “Glossina’larin (gege sinegi) insani sokmasi ile bulagan

ve Trypanosoma b. rhodosiense ve Trypanosoma b. gambiense’nin etken oldugu bir parazit hastaligidir. Parazit kiltiirleri, bilimsel
caligmalar icin biiyiik 6nem arz etmektedir. Parazitin aksenik kiiltiirlerde tiretilmesi parazit biyokimyasi, immiinolojik, fizyolojik

ve molekiler ¢aligmalarda biiyiik avantaj saglamaktadir. Bu ¢alismada Trypanosoma b. rhodosiense ve Trypanasoma cruzi'yi bol
miktarda tiretecek besiyerinin saptanmasi ve yeni bir besiyerinin olusturulmasi amaglanmgtir.

Yéntemler: Caligmamizda, Manisa Celal Bayar Universitesi Parazit Bankasi'nda saklanan Trypanosoma b. rhodosiense ve
Trypanasoma cruzi suglarinin, siv1 azot tankindan uygun kogullar altinda ¢ikarilarak Besiyeri 1, Besiyeri 2, Besiyeri 3 ve yeni
gelistirilen besiyerine (4) ekimleri yapilmistir. Besiyerlerindeki tireme yogunluklari zamana bagh olarak Thoma laminda sayilmis
ve Sidak’s multiple comparisons testi uygulanarak istatistiksel analizi yapilmigtur.

Bulgular: Bu calisma sonucunda gerek tan: gerek etken madde taramalarinda, molekiiler caligmalarda, metabolik analizlerde ve
ilag caligmalarinda kullanilabilecek Trypanosoma b. rhodosiense ve Trypanasoma cruzi’yi bol miktarda tretecek en iyi besiyerinin 4
No’lu besiyeri oldugu kanisina varilmigtir.

Sonug: Bu ¢alisma, Tirkiye'de Trypanosoma tiirlerinin tiretilmesi ile ilgili yapilan ilk ¢aligmalardan biri olup Afrika Uyku hastalig:
ve Chagas hastalifi ile etkenlerini ¢aliganlara temel olusturmak amaciyla planlanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Trypanosoma b. rhodosiense, Trypanosoma cruzi, besiyeri, tripanosomiasis, Ttrkiye

ABSTRACT

Objective: Human African trypanosomiasis, also known as sleeping sickness, is a parasitic disease in which Glossina is transmitted
by human intervention and Trypanosoma b. rhodosiense and Trypanosoma b. gambiense are the causative agents Production of

parasites in axenic cultures provides great advantage in parasite biochemistry, immunological, physiological and molecular studies.
In this study, it is aimed to determine the medium which will produce in vigorous amount of Trypanosoma b. rhodosiense and
Trypanasoma cruzi and to establish a new medium.

Methods: In this study, Trypanosoma b. rhodosiense and Trypanasoma cruzi strains stored in Manisa Celal Bayar University Parasite
Bank will be removed from liquid nitrogen tank under suitable conditions, planted in Medium I, Medium II, Medium IIl and newly
developed medium. Reproductive densities of the media will be statistically analyzed on Thoma lamina depending on the time,
using the Sidak’s multiplequality test.

Results: As a result of this study, it has been concluded that the best medium, to produce abundantly Trypanosoma b. rhodosiense
and Trypanasoma cruzi strains, to be used in diagnosis and active substance screenings, molecular studies, metabolic analyzes and
drug studies is the medium IV.

Conclusion: This study is one of the first studies related to the production of Trypanosoma species in Turkey and planned to
provide a basis for the studies of African sleeping disease, Chagas disease and their agents.

Keywords: Trypanosoma b. rhodosiense, Trypanosoma cruzi, medium, trypanosomiasis, Turkey
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GIRig

Uyku hastaligy olarak da bilinen insan Afrika trypanosomiasisi,
Glossina’larin (¢ece sinegi) insani sokmast ile bulagan Trypanosoma
brucei rhodesiense ve Trypanosoma brucei gambiense’nin etken
oldugu bir parazit hastaligidir. Trypanosoma brucei gambiense,
Bat1 ve Orta Afrika’'da yer alan 24 iilkede gorillmektedir. Afrika
Uyku hastaligi olarak bildirilen olgularin %97’sinin etkenidir.
Trypanosoma brucei rhodesiense, Dogu ve Guney Afrika'da yer
alan 13 ilkede gorilmektedir. Rapor edilen olgularin %3’tintn
etkenidir (1,2). Chagas hastaligi, Amerikan trypanosomiasisi
olarak bilinen Triatoma cinsi boceklerin insani sokmasi ile bulagan
ve Trypanosoma cruzinin etken oldugu bir parazit hastaligidir.
Genellikle vekt6ér kaynakli olarak 21 Latin Amerika tlkesinde
gorilmektedir. Diinya genelinde ¢ogu Latin olan 8 milyon insan
enfekte durumdadir. Her yil 10,000'den fazla insanin hayatini
kaybettigi ve 25 milyondan fazla kiginin ise risk altinda oldugu
tahmin edilmektedir (3). Afrika Uyku hastaliginin ve Chagas
hastaliginin tanisinda kullanilan 6zellikle serolojik testlerin az
duyarli olmasi enfeksiyonlarda yanls taniya yol agmaktadir.
Etken parazitlerin bol miktarda iretilmesi amaa ile aksenik
killturlerde parazitlerin iiretilmesi gereksinimi vardir. Parazit
kiilturleri, bilimsel calismalar i¢in buytik 6nem arz etmektedir. Bu
calismada Trypanosoma b. rhodosiense ve Trypanosoma cruzi'yi kisa
siirede ve bol miktarda tretecek besiyerinin saptanmasi ve yeni
bir besiyerinin olusturulmas: amag¢lanmgtir.

YONTEMLER

Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Besiyeri 1: Temiz bir balon joje icinde 200 mL distile su ile
10 g Bacto et sigir ekstrat1 55 °C’ye ayarlanmig su banyosunun
icerisine 1 saat bekletilmistir. Sonrasinda 5 g Bacto pepton ve 1,4
g sodyum klorid eklenmis ve pH 7,2’ye ayarlanmigtir. Karigim iki
balon jojeye ayrilarak birine 1 g agar eklenmis ve her iki karigimda
121 °Cde 15 dk otoklavlanarak steril edilmigtir. Agar iceren
besiyeri 50 °C’ye geldiginde besiyeri icerisine 0,2 mL steril dekroz
soliisyonu ve 5 mL tavsan kani konulmus ve steril cam tiipler
icerisine 5 mL olacak sekilde yatik olarak katilagtirilmigtir. Cam
tip icerisinde donan besiyerinin kati formu tizerine 3 mL agar
icermeyen sivi formdaki besiyerinden eklenerek kullanilmaya
hazir hale getirilmistir.

Besiyeri 2: iki adet balon joje icinde 100 mL distile su icine 1,5 g
Bacto triptose, 1 g liver broth, 0,2 g glukoz, 0,4 g sodyum klorid,
0,04 g potasyum klorid, 0,5 g sodyum fosfat tartilarak eklenmis
ve 121 °C'de 15 dk otoklavlanarak steril edilmistir. Besiyerinin
kat1 fazinmi olusturacak jojelerin birine ek olarak 0,2 g agar ilave
edilmigtir. Agar iceren ve yaklasik 50 "C’ye sogutulan besiyerine
15 mL at serumu ve 2 mL 1/3 oraninda eritrosit ile hazirlanmig
hemoglobin stispansiyonu eklenmigtir. Steril cam tiplere 5 mL
dagitilarak yatik olarak sogumaya birakilmigtir. Besiyerinin sivi
fazi icin agar icermeyen besiyerine 6 mL at serumu ve 0,8 mL
hemoglobin solisyonu ilave edilmis ve cam tip icerisinde donan
besiyerinin kati formu tizerine 3 mL eklenerek kullanilmaya hazir
hale getirilmigtir.

Besiyeri 3: Besiyerinin kati fazi i¢in, temiz bir balon icerisine 0,3
g meat ekstrat, 0,5 g Bacto pepton, 0,8 g sodyum klorid ve 1,5
g agar 100 mL distile su icerisinde ¢ézdirilmiis ve 121°C’de 15
dk otoklavlanarak steril edilmigtir. Yaklagik 50 *C’ye sogutulan
besiyerine 35 mL tavsan kam eklenmis ve steril cam tiplere 5

mL dagitilarak yatik olarak sogumaya birakilmigtir. Siv1 faz igin
ise, temiz bir balon icerisine 8 g sodyum klorid, 0,02 g potasyum
klorid, 0,03 g monopotasyum fosfat, 0,02 g kalsiyum kloriir ve
0,25 g glukoz 90 mL distile su icerisinde ¢6zdiirillerek pH 7,2-
7,4 arasinda ayarlanmig ve 121 "C’de 15 dk otoklavlanarak steril
edilmistir. Kat1 faz tizerine sivi fazdan 3 mL eklenerek besiyeri
kullanima hazir hale getirilmigtir.

Besiyeri 4: Temiz bir balon icerisine 0,3 g meat ekstrat, 0,7
g maya eksrat, 0,3 g fruktoz, 0,4 g sodyum klorid, 0,3 g Bacto
pepton ve 3 g agar 100 mL distile su ile ¢6zdiirtilmiis ve 121 *C’de
15 dk otoklavlanarak steril edilmistir. Yaklagik 50 “C’ye sogutulan
besiyerine 10 mL tavsan kam eklenmis ve steril cam tuplere 5
mL dagitilarak yatik olarak sogumaya birakilmigtir. Besiyerlerini
kullanmadan 6énce siv1 faz olarak RPMI 1640+ %10 fetal bovine
serum iceren sivi besiyerinden 3 mL eklenerek kullanima hazir
hale getirilmistir.

Besiyerlerinin Ureme Kapasitelerinin
Karsilastirilmasi

Manisa Celal Bayar Universitesi Parazit Bankasrnda swi azot
tankinda saklanan Trypanosoma brucei rhodesiense (ATCC
PRA 407) ve Trypanosoma cruzi (ATCC 50825) suslar1 uygun
kogullarda siv1 azot tankindan ¢ikarilmigtir. Parazitler her bir
besiyerinden 3 adet olmak tizere besiyerlerine ekimleri yapilarak
Trypanosoma brucei rhodesiense sugu icerren besiyerleri 37 “C’lik
etuve, Trypanosoma cruzi susu iceren besiyerleri 27 °C’lik etiive
inkiibasyon i¢in konulmustur. Besiyerlerinde bulunan parazitlerin
canlilik oranlan1 3., 5., 7., 9., 12. ve 14. giinlerde Thoma lamu ile
hesaplanarak besiyerlerinin tireme kapasiteleri kargilagtirilmigtir.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin Sidak’s multiple comparisons testi
uygulanmistir.

BULGULAR

Trypanosoma cruzi'de 2 no’lu besiyerinde parazitlerin canlhiliklarini
7. gine kadar sturdurdikleri daha sonra amastigot haline
déniiserek oldiikleri gézlenmigtir (Grafik 1). Birinci, 3. ve 4.
besiyerlerinde ise parazitlerin 12. giine kadar hizla artarak
epimastigot formunda tredikleri (Sekil 1 ve 2), 12. ve 14. giinde
ise amastigot haline déniigerek tiremedikleri gérilmiusgtir (Sekil
3). Birinci, ve 4. besiyerinde epimastigotlarin hareketlerinin
daha hizli oldugu ve daha ¢ok iiredigi gézlenmis. On ikinci ve 14.
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Grafik 1. Trypanosoma cruzi besiyerlerindeki tireme grafigi
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ginde epimastigotlarin daha az sayida amastigota dénistigu
gorulmistur. Trypanosoma b. rhodosiense’de ise 1., 2. ve 3.
besiyerlerine yapilan ekimlerde ilk 3 giin parazitlerin canl kaldig:
ancak ireme fazina girmedigi daha sonra tripamastigot olarak
oldugu gortlirken (Grafik 2), 4. besiyerinde ise 9. giine kadar
iredikleri daha sonra 12. ve 14. giinlerde iiremelerini durdurarak
tripamastigot formunda 6ldiikleri saptanmigtir (Sekil 4).

Sekil 1. Besiyerinde iireyen giemsa ile boyali Trypanosoma cruzi
epimastigotlar1 (X100)

Sekil 2. Besiyerinde 12. giinde giemsa ile boyali amastigot
formuna doniismeye baslayan Trypanosoma cruzi epimastigotlar
(X100)
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Grafik 2. Trypanosoma brucei rhodesiense besiyerlerindeki

tireme grafigi

Trypanosoma b. rhodosiense ve Trypanosoma cruzi suslarinin
Besiyeri 1, Besiyeri 2, Besiyeri 3 ve yeni geligtirilen (4)
besiyerindeki iireme yogunluklari zamana bagl olarak Sidak’s
multiple comparisons testi uygulandiginda;

Trypanosoma cruzi icin 1. ginden 7. gine kadar her doért
besiyerinde tireme hizi yéntinden anlamh bir fark gériillememistir
(p>0,05). Dokuzuncu ve 12. giinlerde ise 1 no’lu besiyeri 2 no’'lu
ve 3 no’lu besiyerine gore, 4 no’lu besiyeri 2 no’lu besiyerine,
Besiyeri 4 Besiyeri 3’e gore iireme yogunlugu istatiksel olarak
anlaml bulunmustur (p<0,05). On dérdiincii giin ise Besiyeri 2
ve Besiyeri 3 digindaki diger besiyerilerindeki tireme yogunlugu
istatiksel olarak anlaml bulunmusgtur (p<0,05). Trypanosoma b.
rhodosiense i¢in ise 3. giinde Besiyeri 2 ve Besiyeri 3 arasindaki
ireme yogunlugu agisindan istatiksel olarak anlaml bir fark
goriilmezken (p>0,05), diger besiyerleri arasinda iiremede anlamli
bir fark gérillmustir (p<0,05). Begindi, 7., 9., 12. ve 14. giinlerde
ise Besiyeri 1, Besiyeri 2, Besiyeri 3 ile Besiyeri 4 arasindaki tireme
yogunlugu istatistiksel olarak anlamli bulunurken (p<0,05)
digerleri besiyerleri arasindaki treme yogunlugu anlamsiz
bulunmustur (p>0,05).

TARTISMA

Trypanosoma turlerinin kiltivasyonunda, besiyeri ortaminin
standardizasyonu ve parazitin beslenme gereksinimleri ile

Sekil 3. Besiyerinde 14. giinde amastigot formuna dénismiis
boyasiz Trypanosoma cruzi epimastigotlari (X40)

Sekil 4. Besiyerinde iireyen giemsa ile boyali Trypanosoma b.
rhodosiense tripamastigotlar: (X100)
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ilgili yeterli bilgi olmamasi in vitro ¢aligmalarda zorluklar
yaratmaktadir. Patojen ozellikteki Afrika trypanosomalarinin
uretilmesinde denenen ¢ tip besiyerinde bir miktar basar:
saglanmigtir. Parazitler, kan iceren bifazik besiyerlerinde,
hem besiyerinin siv1 fazinda (4) hem de agar yuzeyinde koloni
olugturabilmektedirler (5). Parazitler, sivi besiyerlerinde (6),
siklikla kirmizi kan hiicrelerin yiizeyinde toplanirlar. Ponselle ve
Weinman tarafindan biraz daha yogun besiyerleri gelistirilmistir.
Ancakbu tip besiyerlerinde tiremenin besiyerinin hangi bolgesinde
oldugu belirtilmemistir. Pek ¢ok arastirmaci, tasarladiklar:
besiyerlerinin formiilasyonunda insan kami kullanmay: tercih
etmigtir. Bu kargilik hayvan kani kullanan aragtirmacilar ise, bu
kanin siirekli alt-kiltiirleri siirdiiriip siirdiiremeyecegi konusunda
yeterli veriyi ortaya koyamamuglardir (7). Brucei grubunda
bulunan tirlerin iretilmesinin diger trypanosoma tirlerinden
daha zor oldugu kabul edilmektedir. Yapilan ¢aligmalarla diger
trypanosoma tiirleri, cesitli besiyerlerinde tretilmis, beslenme
kinetikleri ve metabolik 6ézelikleri aragtirilmigtir (8,9) fakat T.
brucei’in tretilmesi konusunda yeterli bagar1 saglanamadig: i¢in
¢ok az fizyolojik bilgi edinilmistir.

Trypanosomatid tirlerinin tretilmesi icin kullanilan baz
besiyerlerinde (10,11), %10-30 oraninda fetal buzag serumu
(FCS) kullanilmaktadir. FCS, yapisi tam olarak tanimlanmamus,
degisken bir icerige sahip ve olduk¢a pahali bir destekleyicidir.
Bircok arastirmaci, FCS’ye alternatif olarak amino asitler,
vitaminler, hormonlar ve sifir serum albiimini gibi maddeleri
besiyeri ortamina eklemigtir (12-14).

Trypanosoma brucei gambiense; Trypanosoma brucei brucei ve
Trypanosoma brucei rhodesiense ile ¢ok yakindan iligkili olmasina
ragmen, sinirl konak cesitliliginin olmasi, normal insan serumuna
diren¢ géstermesi, insanda ve hayvan modellerinde farkl viriilans
ozellikleri sergilemesi gibi temel mekanizmalar1 anlagilamamig
ozelliklere sahiptir (15).

Trypanosoma brucei gambiense’nin kan dolagimi formundaki
tripomastigotlarin in vitro kiltivasyonu icin, cesitli besiyeri
bilegenleri, hayvan serumu, besleyici hiicre katmanlarinin ve
bunlarin kombinasyonlarini kullanan cesitli yontemler tarif
edilmigtir (16,17). Hirumi ve Hirumi (18) caligmalarinda, T.
Brucei'nin siirekli kiltivasyonu i¢in (Hirumi'nin modifiye Iscove
ortami, HMI-9) aksenik besiyeri formiilasyonu gelistirmislerdir.
Arastiriailar, parazitlerin besiyerine uyum saglama surecinde,
genis capl bir hiicre élimine ugradigini ve dolayisiyla siirekli
kiltivasyon 6ncesinde parazitlerin bir seleksiyona maruz
kaldigim rapor etmiglerdir. Vassella ve Boshart (19), tarafindan
yapilan bir ¢alismada siv1 aksenik kalturlerin aksine, kat1 HMI-
9-agaroz plaklar: kullanilarak yapilan ilk kaltarlerde parazitlerin
biytk ¢apli hiicre 6lumiine maruz kalmadig bildirilmistir.
Vassella ve ark. (20), yiksek molekiil agirhkh ve diisiik erime
noktali agaroz veya metilseliloz iceren HMI-9 besiyerinin,
cesitli pleomorfik yapidaki T. b. brucei suslarinda anormal hiicre
boélinmesi veya inhibisyon olmadan treyebildigini bildirmisgtir.
Ayrica bu besiyeri kiiltivasyon ve kriyostabilizasyon haricinde
kan dolagimi formundaki tripomastigotlarin déntgimiinde de
etkilidir (21). Ancak, metilselilloz iceren besiyeri ortaminda
T. b. gambiense’in aksenik olarak in vitro kiltivasyonu
gerceklestirilememistir. Van Reet ve ark. (22), tarafindan yapilan
bir ¢alismada, HMI-9 besiyerine metilseliiloz ve insan serumu
ilavesiyle non-gambiense ve gambiense suslarimin siirekli
kiltivasyonu aragtirilmigtir. Arastiricilar denenen besiyerinde T. b.
gambiense digindaki tiirlerin sivi besiyerlerine gére daha iyi uyum
sagladigini, T. b. gambiense suslarinin in vitro killtivasyonunda ise

insan serumunun kritik rol oynadigini bildirmislerdir.

Chagas hastaliginin tanisinda kan kdltiira ve ksenodiyagnoz gibi
yontemler oldukga spesifiktir ancak kronik Chagas hastaliginda
gozlenen diisiik parazitemi nedeniyle bu testlerin duyarlilif
dustiktiir (23). T. rangeli'nin periferik kanda dogrudan gosterimiile
ilgili az sayida ¢alisma bulunmaktadir (24). Bu metotlarin tanisal
duyarliig: ile ilgili literatiirde yeterli veri bulunmamaktadir.
Serolojik testler yitksek duyarliliga sahiptir ancak T. cruzi ve T.
rangeli antijenlerinin %601 homoloji gosterdigi i¢in 6zgullikleri
yoktur ve siklikla capraz reaksiyona yol agmaktadir. Bu durum
endemik bolgelerde Chagas hastaliginin  spesifik tanisim
zorlagtirmaktadir (25).

Leishmania donovaninin (26) in vitro tretilmesi ve morfolojik
doéntgtimi icin besiyeri ortamina vektérin idrarinda bulunan
sodyum turat, tirik asit ve sisteik asidin eklenmesi, insan idrarinin
kullanimim da motive etmistir. Ferreira ve ark. (27) yaptig: bir
calismada, T. cruzi ve T. Rangelinin in vitro kiltivasyonunda
karaciger infiizyonu triptoz ortamina insan idrari ekleyerek
besiyerinin performansini aragtirmigtir. Arastiricilar, hastalardan
parazit izolasyonunda insan idrarmnin besiyeri duyarliigin
artirdigini bildirmiglerdir. Bu ¢alismada elde edilen deneysel ve
istatistiksel veriler incelendiginde, gerek tam gerek etken madde
taramalarinda, molekiiler ¢aligmalarda, metabolik analizlerde ve
ila¢ calismalarinda kullanilabilecek, Trypanosoma b. rhodosiense ve
Trypanosoma cruzi'yi kisa stirede ve bol miktarda tretecek en iyi
Besiyerinin 4 no’lu Besiyeri oldugu kanisina varilmigtir.

SONUC

Afrika Uyku hastaliginin ve Chagas hastaliginin tanisinda
kullanilan  6zellikle serolojik testlerin az duyarlh olmas:
enfeksiyonlarda yanlis taniya yol a¢gmaktadir. Bu hastaliklarin
dogru ve zamaninda tani1 konmas: hasta saghig agsindan buyik
6nem arz etmektedir. Bu nedenle yeni tani kitlerinin gelistirilmesi
ayrica etken parazitlerin vektér ve konak tizerindeki biyokimyasal,
imminolojik ve fizyolojik etkilerinin degerlendirilebilmesi
i¢in yapilacak ¢aligmalarda bol miktarda etken parazite ihtiyag
duyulmaktadir. Etken parazitlerin bol miktarda tretilmesi amaci
ile aksenik kiltiirlerde parazitlerin tretilmesi gereksinimi vardur.
Parazit kulturleri, bilimsel calismalar icin biyik 6nem arz
etmektedir. Parazitin aksenik kiiltiirlerde kisa siirede ve bol
miktarda uretilmesi, parazit biyokimyasinin, imminolojisinin,
fizyolojisinin aydinlatilmasinda ve molekiler tabanli ¢aligmalarda
buytik avantaj saglayacaktur.

* Etik

Etik Kurul Onay1: Bu calisma i¢in Manisa Celal Bayar Universitesi
Tip Fakiltesi Dekanhig: Saghk Bilimleri Etik Kurulu'ndan
18/01/2018-E6260 tarih ve sayih etik kurul onay1 alinmigtr.
Hasta Onay1: Calismada kullanilan parazit suglari, Manisa Celal
Bayar Universitesi Parazit Bankasr'nda saklanan ATCC suslaridir.
Hastadan izole edilmemistir, bu nedenle hasta onamina gerek
yoktur.

Hakem Degerlendirmesi: Editérler kurulu icinde olan kisiler
tarafindan degerlendirilmistir.

* Yazarlik Katkilar:

Konsept: A.Q., Dizayn: A.O., 1.C., Y.0., Veri Toplama veya Isleme:
A0, 1.¢C, YO, AN, Analiz veya Yorumlama: A.0,, 1.C., Y.O,
Yazan: 1.C., Y.O.

Cikar Catigmasi: Yazarlar cikar catigmasi bildirmemislerdir.
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Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi tarafindan 2018-004 numaral
proje ile desteklenmistir.
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