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Amaç: Plasmodium falciparum, dünyada çok sayıda insanın ölümüne sebep olan protozoon bir parazittir. Bu parazitin in vitro kültür 
ortamında üretilmesi, bilimsel çalışmalara büyük katkı sağlamaktadır. Türkiye’de P. falciparum’un in vitro kültürünün yapıldığı bir 
laboratuvar henüz bulunmamaktadır. Bu çalışmada, P. falciparum’un in vitro olarak üretilmesi amaçlanmıştır.
Yöntemler: Çalışmamızda beş adet P. falciparum suşu kullanılmıştır. Dondurulmuş olarak sıvı azotta saklanan parazit suşları 
37 °C’lik su banyosunda çözdürüldükten sonra, hazırlanmış olan Albumax Complete besiyerine aktarılmıştır. Daha sonra, petri 
kapları chamber içerisine yerleştirilmiştir. Chamber içerisine, 30 sn boyunca %5 CO2, %5 O2 ve %90 N2 gazlarından oluşan özel 
bir gaz karışımı verilmiştir. Chamber, 37 °C’lik etüve kaldırılmış ve iki gün boyunca inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon 
sonunda kültür ortamından ince yayma preparatlar hazırlanmış ve giemsa boyası ile boyanmıştır. Sonuçlar immersiyon objektifi 
kullanılarak değerlendirilmiştir.
Bulgular: İnce yayma preparatları incelendiğinde, tüm P. falciparum suşlarının trofozoit ve şizont formlarının in vitro kültür 
ortamında %2 oranında ürediği görülmüştür.
Sonuç: Plasmodium falciparum in vitro kültürü başarılı bir şekilde gerçekleştirilmiştir. P. falciparum’un in vitro ortamda üretilmesi; 
ülkemizde parazitin biyolojik ve kimyasal özelliklerinin, patojenitesinin, fenotipik ve moleküler düzeydeki ilaç duyarlılıklarının 
araştırıldığı, aşı çalışmaları da dahil olmak üzere birçok projeye katkı sağlanmış olacaktır.
Anahtar Kelimeler: Plasmodium falciparum, in vitro kültür, sıtma, Türkiye

Objective: Plasmodium falciparum is a protozoan parasite that causes many deaths worldwide. It’s cultivation 
in an in vitro culture setting contributes significantly to scientific studies. However, there are no laboratories in 
Turkey that cultivate P. falciparum in vitro. Hence, the purpose of this study was to cultivate P. falciparum in vitro. 
Methods: Five P. falciparum strains were used in our study and were kept frozen in liquid nitrogen tanks. These parasite strains 
were then thawed in a 37 °C water bath and transferred to the Albumax-complete medium that was previously prepared. After 
that, the petri dishes were placed in the chamber. For 30 seconds, a special gas mixture containing 5% CO2, 5% O2 and 90% N2 
was added into the chamber which was placed in a 37 °C oven and left for incubation for 2 days. At the end of the incubation 
period, thin smear preparations were prepared from the medium, stained with Giemsa and examined using an immersion lens. 
Results: Examination of the smears revealed that trophozoite and schizont forms of all P. falciparum isolates were present at a 
rate of 2% in in vitro culture medium.
Conclusion: As a result of our study, the in vitro culture of P. falciparum was successfully developed. With this, several projects 
such as biological and chemical characteristics, pathogenicity, phenotypic and molecular-level drug sensitivities and parasite 
vaccination studies can be carried out more easily in our country.
Keywords: Plasmodium falciparum, in vitro culture, malaria, Turkey
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GİRİŞ

Sıtma, küresel öneme sahip paraziter bir enfeksiyondur. 

Enfeksiyon, enfekte Anofel cinsi dişi sivrisinekler 

aracılığıyla insanlara bulaşır (1). Plasmodium vivax, 

P. falciparum, P. malariae, P. ovale ve P. knowlesi olmak 

üzere beş Plasmodium türü, insanlarda sıtma etkeni 
olarak bilinmektedir (2).
Dünya Sağlık Örgütü’nün verilerine göre dünya 
çapında 2018 yılında 228 milyon sıtma olgusu rapor 
edilmiştir. Küresel olarak sıtmadan kaynaklanan 
tahmini 405.000 ölüm olduğu bildirilmiştir. Bildirilen 
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olguların %93’ü Afrika Bölgesi, %3,4’ü Güneydoğu Asya 
Bölgesi ve %2,1 Doğu Akdeniz Bölgesi ülkelerinde görüldüğü 
rapor edilmiştir. Dünyada görülen sıtma olgularının etkenleri 
incelendiğinde Güneydoğu Asya Bölgesi olgularının %53’ü, 
Amerika Bölgesi olgularının %75’i P. vivax kaynaklıdır. P. 
falciparum açısından bakıldığında Afrika Bölgesi’nde rapor edilen 
sıtma olgularının tahmini %99,7’si, Güneydoğu Asya Bölgesi’nin 
%50’si, Doğu Akdeniz Bölgesi’nin %71’i ve Pasifik Bölgesi’nin 
%65’i P. falciparum kaynaklığı olduğu bildirilmiştir (3).
Binlerce insanın ölümüne sebep olan en önemli tür P. 
falciparum’dur. Bu parazitin in vitro kültür ortamında 
üretilebilmesi, tanı ve tedavisi başta olmak üzere çeşitli bilimsel 
çalışmalara büyük katkı sağlayacaktır. Dünyada ilk kez 1976 
yılında Trager ve Jensen (4) tarafından P. falciparum’un in vitro 
sürekli kültürü yapılmıştır. In vitro sürekli kültürün yapılması 
hayvan modellerine duyulan ihtiyacı ortadan kaldırmakla 
birlikte aynı zamanda moleküler seviyede parazit fizyolojisinin 
açıklanmasına da katkı sağlamıştır. Türkiye’de P. falciparum’un in 
vitro olarak üretildiği bir laboratuvar bulunmamaktadır. 
Çalışmamızda, Türkiye’de ilk kez P. falciparum in vitro kültürü 
bir laboratuvara adapte edilmiştir. Çok sayıda P. falciparum elde 
edilmesi ile parazitin virülansı, fizyopatolojisi, tanı, tedavi ve 
korunma yöntemleri, ilaç denemeleri, biyokimyasal özelliklerinin 
araştırılması, immünolojik ve serolojik alanda birçok konunun 
aydınlatılmasını sağlayacak çalışmalarda, bu parazitler 
kullanılabilecektir.

YÖNTEMLER

Plasmodium falciparum Suşları
Çalışmamızda kullanılan 3D7A, MRA-159 (K1), MRA-154 (7G8), 
ATCC 30932 (FCR-3/FMG) ve ATCC 30930 (FCR1/FVO) suşları, 
American Type Culture Collection’dan (ATCC) temin edilmiştir.

Kültür Besiyerinin Hazırlanması
Albumax complete medium (ACM) besiyeri için gerekli 
olan maddeler uygun miktarlarda tartılarak [(23 g Roswell 
Park Memorial Institute (RPMI) powder, 13 g hepes, 110 g 
hypoxanthine, 50 µg/mL konsantrasyonda hazırlanmış 20 mL 
neomycin sülfat, 100 mL %5 hazırlanmış albumax ve 42 mL %5 
hazırlanmış NaHCO3] 2 litre distile ile balon jojede karıştırıldı ve 
0,22 µm’lik filtrelerden geçirilerek steril edildi.

Eritrosit (ERT) Süspansiyonunun Hazırlanması
ERT süspansiyonu (O Rh pozitif) kan bankasından temin edildi. 
ERT süspansiyonu 50 mL’lik steril falcon tüplerine 25 mL olacak 
şekilde dağıtıldı ve 3,600 rpm da 3 dakika santrifüj edildi. ERT 
süspansiyonunun rengi açılana kadar işlem tekrar edildi. Son 
santrifüj aşamasından sonra pellet üzerine eşit oranda ACM 
besiyeri eklenerek ERT süspansiyonu hazırlandı.

Plasmodium falciparum Suşlarının Azottan 
Çıkarılması
Sıvı azot tankında bulunan P. falciparum suşları 37 °C’lik su 
banyosunda 1-2 dakika bekletilerek eritildi. İki mL’lik tüplere 
aktarılan suşlar 2,000 rpm’de 2 dakika santrifüj edildi. Pellet 
üzerine eşit miktarda yıkama solüsyonu eklenerek işlem iki 
kez tekrar edildi. Pellet üzerine 1 mL ACM besiyeri eklenerek 
kültivasyon için hazır hale getirildi (Şekil 1).

Plasmodium falciparum Suşlarının Kültivasyonu

Azottan çıkarılarak hazırlanan parazit süspansiyonundan 1 
mL petri kabına aktarıldı. Aynı petri kabına 5 mL ACM besiyeri 
ve 100 µL ERT süspansiyonu eklenerek petri kabı Chamber’a  
yerleştirildi. Chamber içine özel gaz karışımından (%5 CO2, 
%5 O2, %90 N2) verilerek 37 °C’lik etüve yerleştirildi ve 48 saat 
inkübasyona bırakıldı (Şekil 2).

Plasmodium falciparum Üremesinin 
Değerlendirilmesi

İnkübasyon sonunda kültür ortamındaki parazit üremesi 
ve yoğunluğunun belirlenmesi için ince yayma preparatları 
hazırlandı. Hazırlanan ince yayma preparatları giemsa ile 
boyanarak 100x büyütmede incelendi (Şekil 3).

Şekil 1. Plasmodium falciparum suşlarının sıvı azot tankından 
çıkarılması ve çözdürülmesi

Şekil 2. P. falciparum suşlarının in vitro kültür aşamaları, a) 
Parazit süspansiyonunun petri kabına aktarılması, b) ACM 
besiyerinin eklenmesi, c) ERT süspansiyonunun eklenmesi, 
d) Petri kabının dairesel hareketler ile çalkalanması, e) Petri 
kabının chamber içine yerleştirilmesi ve gaz karışımının 
verilmesi, f) Chamber’nin etüve kaldırılması ve inkübasyonu
ERT: Eritrosit, ACM: Albumax complete medium

Şekil 3. Parazit üremelerinin ince yayma yapılarak belirlenmesi
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Plasmodium falciparum Kültürünün Sürdürülmesi
Kontrollerimiz esnasında kültürdeki parazit yoğunluğu %1’in 
altında ise petri kaplarındaki besiyeri alınarak üzerine 5 mL taze 
ACM besiyeri ve 100 uL ERT süspansiyonu eklenerek tekrar özel 
gaz karışımı içeren chamber ile inkübasyona kaldırıldı ve günlük 
olarak parazitemi oranı kontrol edildi. Parazit yoğunluğu %1’in 
üzerinde olduğunda ise kültür ortamı 15 mL falcon tüplere 
aktarılarak 2,000 rpm de 2 dakika santrfüj edildi. Süpernatant 
atılarak pellet 1 mL taze ACM besiyeri ile süspanse edildi. 
Süspansiyondan 200 µL alınarak yeni petri kabına aktarıldı. Petri 
kabına 5 mL taze ACM besiyeri ve 100 µL ERT süspansiyonu 
eklenerek tekrar özel gaz karışımı içeren chamber ile inkübasyona 
kaldırıldı. Kalan parazit süspansiyonu kriyoprezervasyon işlemi 
için kullanıldı.

Plasmodium falciparum Suşlarının 
Kriyoprezervasyonu
Kriyoprezervasyon için ayrılan parazit süspansiyonu 3,600 rpm 
de 3 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonunda üst kısım atılarak 
pellet üzerine 1 mL dondurma solüsyonu (4,2 g D-sorbitol+0,9 g 
NaCl+ 28 mL gliserol, 100 mL distile suya tamamlanır) eklendi. 
Süspansiyon homojen hale getirildikten sonra kriyo tüplerine 
aktarıldı ve -86 °C’lik derin dondurucu içerisine kondu. Burada bir 
gece bekledikten sonra sıvı azot tankına aktarıldı (5-8).

İstatistiksel Analiz
Bu çalışmada, Türkiye için yeni bir yöntem olan P. falciparum’un 
in vitro kültürünün ülkemizde ilk defa gerçekleştirilmesi 
amaçlanmıştır. Bu nedenle istatistiksel analize gerek yoktur.

BULGULAR
Çalışmamızda kullandığımız 3D7A, MRA-159 (K1), MRA-154 
(7G8), ATCC 30932 (FCR-3/FMG) ve ATCC 30930 (FCR1/FVO) 
suşlarının başarılı bir şekilde in vitro kültürü yapılarak parazitlerin 
laboratuvar ortamında üretilmesi sağlanmıştır. Kültüvasyon 
sonunda ince yapma preparatları değerlendirildiğinde, tüm P. 
falciparum suşlarının trofozoit ve şizont formlarının %2 oranında 
ürediği görülmüştür (Şekil 4).

TARTIŞMA
Plasmodium falciparum’un in vitro kültür ortamına adapte 
edilebilmesi ve üretilmesi, geleneksel ilaçlar ile artemisinin ve 
türevlerine karşı gelişen direncin anlaşılmasında çok değerli 
bilgiler sağlayabilmektedir (9,10). Bunun yanında, in vitro 
ortamda üretilen parazitler, gen eskpresyonlarının, hastalık 
mekanizmalarının ve koruyucu antikorların etki biçimlerinin 
anlaşılması için sıklıkla kullanılmaktadır (11-14).
Bass'ın (15), kısa süreli in vitro kültür ortamında P. falciparum'u 
bir veya iki yaşam döngüsü sürecek şekilde üretmesinden bu 
yana uzun süreli kültür ortamının geliştirilmesi için 60 yıldan 
fazla süredir araştırmalar yapılmaktadır (16). İlk kez 1976’da 
iki bağımsız araştırma ekibi P. falciparum’un uzun süreli in vitro 
kültürü için zorunlu olan bazı maddeleri keşfetmiştir (4,17). Bu 
temel maddeler; çeşitli tamponlar ve serumlar ile desteklenmiş 
besiyerleri, gaz değişimine izin verecek (şişe, mikroplakalar, 
petri kaplar vb.) statik kültür kapları ve atmosfer koşulları olarak 
belirlenmiştir. Bunun yanında uygun inkübasyon sıcaklığının (37-
38 °C) ve nem oranının belirlenmesi ile enfekte olmamış insan 
ERT’lerin kullanılması da önemli diğer kültür gereksinimleri 
olarak bildirilmiştir (18,19).
Plasmodium falciparum’un uzun dönemli in vitro üretilmesinin 
öncüsü olan Trager ve Jensen (4), 1976 yılında yaptıkları 
çalışmada, P. falciparum’u iki farklı kültür sistemi ile üretmiş ve bu 
yöntemlerin performansını karşılaştırmışlardır. Besiyeri ortamı 
olarak, 25 mM hepes ve %0,2 NaHCO3, AB rh (+) taze insan ERT 
süspansiyonu içeren RPMI 1,640 ve %10 AB rh (+) insan serumu 
kullanmışlardır. Birinci kültür sisteminde, peristaltik bir pompaya 
bağlı, sürekli besiyeri ve gaz karışımı (%7 CO2, %5 O2 ve %88 N2) 
girişi sağlayan ve toplama şişeleri içeren düzenek kullanılmıştır. 
İkincisinde ise sabit petri kaplarında belirli aralıklarda ortam 
değişimi gerektiren ve uygun atmosfer ortamının mumlu kavanoz 
ile sağlandığı sistemi kullanmışlardır. Birinci sistemde 28 gün 
boyunca üretilen P. falciparum genç trofozoit formları, 35 mm 
petri kaplarına taze besiyeri kullanılarak inoküle edilmiş ve 
mumlu kavanozda 38 °C’de inkübasyona bırakılmıştır. Her iki 
yöntemde de aseksüel formlarının tümü görülmüş ve morfolojik 
olarak bozukluk gözlemlenmemiştir (4).
Devam eden araştırmalar, ökaryotik hücre kültürü, hayvan 
serumları ve serum yerine alternatif olabilecek çeşitli standart 
ortamların [örneğin, lipit açısından zenginleştirilmiş sığır 
albümini (Albumax®; Gibco, Grand Island, NY)] uzun dönemli in 
vitro kültür ortamında P. falciparum’un büyümesini desteklediğini 
göstermiştir (19). In vitro kültür ortamında P. falciparum’un 
optimum büyüme kinetiği göstermesi ortamda insan serumunun 
varlığını gerektirmektedir. Ancak kültür ortamında insan kaynaklı 
serum kullanımı, kompleman varlığı, kan grubu uyumsuzluğu ve 
bulaşıcı hastalık riski gibi çeşitli dezavantajları da beraberinde 
getirmektedir.
Cranmer ve ark. (20) 1997 yılında yayınladığı kısa bildiride, 10 
farklı P. falciparum suşunun üreme kinetiklerini, insan serumu 
ve Albumax II eklenmiş, 25 mM hepes, 20 µg/mL gentamisin, 1 
mM glukoz, 2 mM glutamin, 200 mM hipoksantin içeren RPMI-
1,640 besiyerinde değerlendirilmiştir. Kültürler doku kültür 
flasklarında ve %3 O2, %6 CO2 ve %91 N2 oranında ayarlanmış 
atmosfer ortamında 37 °C’de dört gün inkübasyona alınmıştır. 
Kültür besiyeri günlük olarak değiştirilmiş ve parazitemi 
ince yayma yapılarak kontrol edilmiştir. Parazitlerin üreme 
kinetikleri değerlendirildiğinde, Albumax II eklenmiş besiyeri 

Şekil 4. İn vitro kültür sonrası P. falciparum’un farklı formları.  
a) P. falciparum’un kültürdeki genç trofozoitler ve olgun trofozoit 
formları (X100), b) P. falciparum’un kültürdeki genç trofozoitler 
ve şizont formları (X100), c) P. falciparum’un kültürdeki genç 
trofozoitler ve olgun şizont formları (X100), d) P. falciparum’un 
kültürdeki genç trofozoitler, olgun trofozoit ve şizont formları 
(X100)
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ortamının insan serumu eklenen besiyeri ortamı ile uyumlu 
olduğu bildirilmiştir. Araştırmacılar ayrıca pürin kaynağı olarak 
hipoksantin varlığının parazit üremesinde oldukça önemli 
olduğunu da rapor etmişlerdir (20).
Çalışmamızda P. falciparum’un in vitro üretimi için insan serumu 
yerine Albumax II içeren besiyeri kullanılmıştır. Hazırladığımız 
besiyerinin temel bileşenlerini, RPMI 1640, hepes, hypoxanthine, 
%5 NaHCO3, 50 µg/mL neomycin Sülfat ve ERT süspansiyonu 
oluşturmuştur. Bu kültür ortamı ile yaptığımız deneylerde P. 
falciparum suşlarının in vitro üreme performansı diğer çalışmalarla 
uyumlu bulunmuştur. Bu açıdan albumax II’nin insan serumuna 
karşılık oldukça iyi bir alternatif olduğu düşünülmüştür.
Plasmodium falciparum’un in vitro araştırmalarında sıklıkla kültüre 
adapte suşlar kullanılmaktadır. Bu şuşların başında P. falciparum 
3D7 suşu gelmektedir. Ancak hastalardan izole edilen yabanıl 
tip suşların kültür ortamında yapılan bazı modifikasyonlar ile 
kültüre adapte edilmesi mümkündür. Bu modifikasyonların 
başında insan serumu yerine albumax kullanımı ve hematokrit 
oranlarının değiştirilmesi gelmektedir. White ve ark.’nın (21) 
2016 yılında yaptığı bir çalışmada, P. falciparum ile enfekte 33 
hastadan alınan kan örneklerini farklı değişkenler içeren besiyeri 
ortamında kültüre adapte etmeye çalışmışlardır. Araştırmacılar, 
farklı hematokrit oranları içeren besiyerlerine yüksek ve düşük 
oranda albumax ya da inaktif insan serumu ekleyerek yabanıl 
tip suşların adaptasyon yeteneklerini belirlemişlerdir. Buna göre 
besiyeri bileşimi, yıkanmış ERT kullanılarak, %1 hematokrit ve 
%0,5 albumax II içerecek şekilde hazırlandığında, bazı parazit 
suşlarının sekiz günde kültüre adapte olduğu bildirilmiştir. Ancak 
yazarlar, yabanıl tip suşlarının farklı intirinsik özelliklerinden 
dolayı adaptasyon süresinin 30 güne kadar sürebileceğini ifade 
etmişlerdir (21).
Çalışmamız ülkemizde P. falciparum’un in vitro üretildiği ilk 
çalışma niteliğindedir. Bu amaçla özellikle P. falciparum’un kültür 
adapte şuşları olan 3D7A, MRA-159 (K1), MRA-154 (7G8), 
ATCC 30932 (FCR-3/FMG) ve ATCC 30930 (FCR1/FVO) suşları 
kullanılmış ve başarılı bir şekilde üretilmiştir. Bu suşları kullanarak 
yaptığımız çalışmalar ile standart kültür koşulları oluşturulmuş 
ve gerekli yöntemler valide edilmiştir. Devam niteliğinde olan 
ve planlaması yapılan çalışmalarımız ile parazit bankamızda 
muhafaza edilen yabanıl tip suşların da laboratuvar ortamında 
üretilmesi ve kültüre adapte edilmesi düşünülmektedir.
Plasmodium falciparum’un in vitro kültür ortamında üretilmesi, 
besiyerine eklenen ERT’lerin durumu ile yakından ilişkilidir. 
Uygun donörden ve uygun şartlarda alınmayan ERT hücreleri 
parazit üremesini olumsuz etkilemektedir. Günümüzde mevcut 
kan bankası standartlarına göre donörlerden alınan ERT hücreleri 
SAGM (tuz, adenine, mannitol ve glukoz içeren bir çözelti) çözeltisi 
ya da eşdeğer bir çözelti içeren kan torbalarında, 4 °C’de 42 gün 
saklanabilmektedir (22). Goheen ve ark. (23) tarafından 2018 
yılında yapılan bir çalışmada, ERT koruyucu farklı çözeltilerin 
ve saklama sürelerinin in vitro kültür ortamında P. falciparum’un 
üreme ve gelişmesine etkileri araştırılmıştır. Söz konusu 
çalışmada dört farklı ERT koruyucu çözelti (asit-citrat-dextroz, 
citrat-fosfat-dextroz-adenine, Alsever’s çözeltisi ve red blood cell 
buffer) içeren kan torbalarına alınan donör ERT’leri, iki haftalık 
aralıklar ile P. falciparum'un kültür ortamına eklenmiştir. Sonuçlar 
değerlendirildiğinde; iki hafta muhafaza edilen ERT süspansiyonu 
parazitin üreme kinetiğini değiştirmezken, dört haftalık sürede 
%42, altı haftalık sürede ise %90 oranında azalma görülmüştür. 
Yazarlar ayrıca iki haftadan daha uzun süre bekletilen ERT 

süspansiyonlarının hangi koruyucu çözeltide olursa olsun 
parazitin üremesine olumsuz etki ettiğini bildirmiştir. İki hafta 
süreyle koruyucu çözelti içinde muhafaza edilen ERT’lerin P. 
falciparum in vitro kültürü için kullanışlı olduğunu belirtmişlerdir 
(23).
Çalışmamızda, O rh (+) grubu ERT süspansiyonu kullanılmıştır. 
ERT süspansiyonları hazırlandıkları günden itibaren kayıt altına 
alınarak 4 °C’de muhafaza edilmiştir. On günü geçen hücreler 
çalışmamızda kullanılmayarak imha edilmiştir. 
Besiyeri ortamında kullanılan ERT’lerin sağlıklı donörlerden 
alınması oldukça önemlidir. Hemoglobinopatili donörlerden 
alınan ERT’ler defektli olacağı için parazit üremesi 
baskılanabilmektedir. Pathak ve ark. (24) tarafından 2019 yılında 
yapılan bir çalışmada, çeşitli hemoglobinopatilere sahip 40 
hastadan alınan ERT süspansiyonları ile in vitro kültür ortamında 
P. falciparum’un üreme kinetikleri araştırılmıştır. P. falciparum’un 
invazyon ve üreme oranlarının, anormal ERT’lerin kullanıldığı 
in vitro kültür ortamında, normal ERT’lere göre oldukça azaldığı 
belirtilmiştir (24).
Kültür sürecinin süreklilik arz etmesi için parazitin bulunduğu 
besiyeri ortamının belirli aralıklarla değiştirilmesi ve tazelenmesi 
gerekmektedir. Günlük besiyeri değişimi statik kültürlerde 
zorunluluk oluşturmaktadır. Ancak bazı araştırmacılar çeşitli 
teknikler geliştirerek besiyeri değişim süresini uzatabildiklerini 
belirtmişlerdir. Fairlamb ve ark.’nın (25) 1985 yılında 
yayınladıkları bir çalışmada, %1 ERT süspansiyonu içeren 
izotonik özellikteki modifiye besiyeri kullanarak ve günlük 
değişim yapmadan, dört gün sonunda %20-30 arası parazitemi 
oranına ulaştıklarını bildirmişlerdir. Farklı bir çalışmada, 
Chavalitshewinkoon ve Wilairat (26) isimli araştırmacıların 1991 
yılında besiyeri değişimi gerektirmeden daha fazla miktarda 
parazit elde etmek için Fairlamb ve ark. (25) kullandığı besiyerini, 
insan serumu yerine insan plazması kullanarak modifiye 
etmişlerdir. Kültüvasyon, %0,5-2 parazitemi ile başlatılmış ve 
dört gün sonunda parazitemi oranının %25-54,8’e ulaştığı rapor 
edilmiştir (26).
Güncel literatür ve protokoller sıklıkla P. falciparum’un in vitro 
kültüründe günlük besiyeri değişimini önermektedir (7,8,27). 
Çalışmamızda iki gün sonunda parazitemi oranı %2 olarak tespit 
edilmiştir. Bu süre boyunca günlük besiyeri değişimi yapılmıştır.
İn vitro P. falciparum kültüründe bir diğer önemli değişkende 
ortam atmosferini oluşturan gazlar ve bunların miktarıdır. 
Aseksüel formların en iyi görüldüğü koşullar düşük oksijen ve %5 
CO2 bulunan besiyeri ortamıdır. En basit olarak söz konusu ortam 
şartları mumlu kavanoz yöntemi ile de oluşturulabilmektedir (28). 
Ancak pek çok çalışmada mumlu kavanoz yönteminin optimal 
oksijen şartlarını sağlamadığı ve yüksek oksijen miktarı (%15-
17) ile parazitin üremesini engellediği belirtilmiştir. Günümüzde 
yaygın olarak, %1-5 O2, %5 CO2 ve %90-94 N2 olacak şekilde 
hazırlanan özel gaz karışımının belirli bir süre kültür ortamına 
uygulanması tercih edilmektedir.
Çalışmamızda bileşimi %5 CO2, 5% O2, %90 N2 olacak şekilde 
hazırlanmış özel bir gaz karışımı kullanılmıştır. P. falciparum suşu 
besiyerine inoküle edildikten sonra, kültür ortamının konulduğu 
özel chamber’a yaklaşık 30 sn süre ile 1,5-2 bar basınç altında gaz 
karışımı verilmiştir. Sonrasında chamber'ın gaz giriş ve çıkışları 
kapatılarak inkübasyona alınmıştır. Özel gaz karışımı kullanılarak 
yapılan kültüvasyon sonunda yeterli miktarda P. falciparum 
aseksüel formları in vitro olarak üretilmiştir.
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SONUÇ
Dünya’da oldukça fazla insanı etkileyen ve milyonlarca çocuğun 
ölümüne neden olan P. falciparum’un in vitro ortamda üretilebilmiş 
olması, bilimsel olarak pek çok araştırmanın yapılmasına katkı 
sağlamıştır. Bir parazitin yok edilmesi ya da neden olduğu 
hastalığın iyileştirilebilmesi için öncelikle parazitin laboratuvar 
koşullarında üretilmesi ve biyolojisinin anlaşılması gereklidir. 
Ancak bu şekilde P. falciparum’un hastalık oluşturma mekanizması 
ve ilaçlara karşı direnç yetenekleri çözümlenebilir. Ayrıca P. 
falciparum’un in vitro üretilmesi, pek çok ilaç adayı molekül ya 
da doğal bileşenin kısa sürede taranmasına imkan sağlayacaktır. 
Bu çalışma ülkemizde, P. falciparum in vitro olarak laboratuvar 
şartlarında üretildiği ilk çalışmadır. P. falciparum’un in vitro 
üretilmesi için gerekli yöntemlerin ve standartların validasyonu 
yapılmıştır.
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