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Invitro Cultivation of Plasmodium falciparum
Plasmodium falciparum’un in vitro Kiltiirii
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Amag: Plasmodium falciparum, diinyada ¢ok sayida insanin 6limiine sebep olan protozoon bir parazittir. Bu parazitin in vitro kiilttr
ortaminda tiretilmesi, bilimsel ¢aligmalara biiyiik katk: saglamaktadir. Tiirkiye'de P. falciparum’un in vitro kiiltiiriniin yapildig: bir
laboratuvar heniiz bulunmamaktadir. Bu ¢calismada, P. falciparum’un in vitro olarak uretilmesi amaglanmgtir.

Yontemler: Calismamizda bes adet P. falciparum susu kullanilmistir. Dondurulmus olarak sivi azotta saklanan parazit suslari
37 °C’lik su banyosunda ¢ozduriildikten sonra, hazirlanmig olan Albumax Complete besiyerine aktarilmistir. Daha sonra, petri
kaplar1 chamber igerisine yerlestirilmistir. Chamber icerisine, 30 sn boyunca %5 CO,, %5 O, ve %90 N, gazlarindan olusan 6zel
bir gaz karigimi verilmigtir. Chamber, 37 °C’lik etiive kaldirilmig ve iki giin boyunca inkibasyona birakilmigtir. Inkibasyon
sonunda kiiltir ortamindan ince yayma preparatlar hazirlanmis ve giemsa boyast ile boyanmigtir. Sonuglar immersiyon objektifi
kullanilarak degerlendirilmigtir.

Bulgular: Ince yayma preparatlari incelendiginde, tim P. falciparum suslarinin trofozoit ve sizont formlarmin in vitro kiltir
ortaminda %2 oraninda iiredigi gorilmigtiir.

Sonug: Plasmodium falciparum in vitro kiilturi bagarili bir sekilde gerceklestirilmistir. P. falciparum’un in vitro ortamda tretilmesi;
tilkemizde parazitin biyolojik ve kimyasal 6zelliklerinin, patojenitesinin, fenotipik ve molekiler diizeydeki ila¢ duyarhliklarinin
aragtirildiy, ag1 caligmalar1 da dahil olmak tizere bircok projeye katk: saglanmis olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Plasmodium falciparum, in vitro kiiltiir, sitma, Tiirkiye

ABSTRACT

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. fulciparum 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% CO,, 5% O, and 90% N,
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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GiRi§ iizere bes Plasmodium tiir{i, insanlarda sitma etkeni
olarak bilinmektedir (2).

Sitma, kiiresel 5neme sahip paraziter bir enfeksiyondur. Diinya Saglk Orgiti'nin verilerine gére dinya

Enfeksiyon, enfekte Anofel cinsi disi sivrisinekler capinda 2018 yilinda 228 milyon sitma olgusu rapor
araciligiyla insanlara bulasir (1). Plasmodium vivax, edilmigtir. Kiiresel olarak sitmadan kaynaklanan

P. falciparum, P. malariae, P. ovale ve P. knowlesi olmak tahmini 405.000 6lam oldugu bildirilmigtir. Bildirilen
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olgularin %93 Afrika Bolgesi, %3,4'i Gineydogu Asya
Bolgesi ve %2,1 Dogu Akdeniz Bolgesi iilkelerinde gérildigi
rapor edilmigtir. Diinyada gériilen sitma olgularinin etkenleri
incelendiginde Giineydogu Asya Boélgesi olgularmin %53,
Amerika Bolgesi olgularinin %751 P. vivax kaynakhidir. P.
falciparum agisindan bakildiginda Afrika Bolgesi'nde rapor edilen
sitma olgularinin tahmini %99,7’si, Gineydogu Asya Bolgesi'nin
%50’si, Dogu Akdeniz Bolgesinin %71’ ve Pasifik Bolgesinin
%65'1 P. falciparum kaynaklig1 oldugu bildirilmisgtir (3).

Binlerce insanin o¢limiine sebep olan en 6nemli tur P
falciparum’dur. Bu parazitin in vitro kiltir ortaminda
uretilebilmesi, tani ve tedavisi bagta olmak tizere cesitli bilimsel
caligmalara bityiik katk: saglayacaktir. Dunyada ilk kez 1976
yilinda Trager ve Jensen (4) tarafindan P. falciparum’un in vitro
strekli kulturi yapilmigtir. In vitro stirekli kilturin yapilmas:
hayvan modellerine duyulan ihtiyaci ortadan kaldirmakla
birlikte ayn1 zamanda molekiiler seviyede parazit fizyolojisinin
agtklanmasina da katki saglamigtir. Tiirkiye'de P. falciparum’un in
vitro olarak tiretildigi bir laboratuvar bulunmamaktadur.
Caligmamizda, Turkiye'de ilk kez P. falciparum in vitro kilturi
bir laboratuvara adapte edilmistir. Cok sayida P. falciparum elde
edilmesi ile parazitin virillansi, fizyopatolojisi, tani, tedavi ve
korunma yéntemleri, ila¢ denemeleri, biyokimyasal 6zelliklerinin
arastirilmasi, immiinolojik ve serolojik alanda bir¢ok konunun
aydinlatilmasinm caligmalarda, bu
kullanilabilecektir.

saglayacak parazitler

YONTEMLER

Plasmodium falciparum Suglar1

Calismamizda kullanilan 3D7A, MRA-159 (K1), MRA-154 (7G8),
ATCC 30932 (FCR-3/FMG) ve ATCC 30930 (FCR1/FVO) suglari,
American Type Culture Collection’dan (ATCC) temin edilmisgtir.

Kiiltiir Besiyerinin Hazirlanmasi

Albumax complete medium (ACM) besiyeri icin gerekli
olan maddeler uygun miktarlarda tartilarak [(23 g Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) powder, 13 g hepes, 110 g
hypoxanthine, 50 pug/mL konsantrasyonda hazirlanmig 20 mL
neomycin siilfat, 100 mL %5 hazirlanmig albumax ve 42 mL %5
hazirlanmig NaHCO,] 2 litre distile ile balon jojede karistirildi ve
0,22 pm’lik filtrelerden gecirilerek steril edildi.

Eritrosit (ERT) Siispansiyonunun Hazirlanmas:

ERT suispansiyonu (O Rh pozitif) kan bankasindan temin edildi.
ERT stispansiyonu 50 mLlik steril falcon tiiplerine 25 mL olacak
sekilde dagitild: ve 3,600 rpm da 3 dakika santrifiij edildi. ERT
siispansiyonunun rengi a¢ilana kadar iglem tekrar edildi. Son
santrifiij asamasindan sonra pellet tizerine esit oranda ACM
besiyeri eklenerek ERT stispansiyonu hazirlandi.

Plasmodium falciparum Suslarinin Azottan
Cikarilmas:

S azot tankinda bulunan P falciparum suglari 37 °Clik su
banyosunda 1-2 dakika bekletilerek eritildi. Tki mLlik taplere
aktarilan suglar 2,000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi. Pellet
uzerine esit miktarda yikama solusyonu eklenerek islem iki
kez tekrar edildi. Pellet tizerine 1 mL ACM besiyeri eklenerek
kiiltivasyon i¢in hazir hale getirildi (Sekil 1).

Sekil 1. Plasmodium falciparum suslarimin sivi azot tankindan
¢tkarilmasi ve ¢ozdiirtilmesi

Plasmodium falciparum Suslarinin Kiiltivasyonu

Azottan ¢ikarilarak hazirlanan parazit siispansiyonundan 1
mL petri kabina aktarildi. Ayni petri kabina 5 mL ACM besiyeri
ve 100 pL ERT siispansiyonu eklenerek petri kabi Chamber’a
yerlestirildi. Chamber icine 6zel gaz karigimindan (%5 CO,,
%5 O,, %90 N,) verilerek 37 °C’lik ettve yerlestirildi ve 48 saat
inktibasyona birakild: (Sekil 2).

Sekil 2. P. falciparum suslarimin in vitro kultir asamalari, a)
Parazit stispansiyonunun petri kabmna aktarilmasi, b) ACM
besiyerinin eklenmesi, ¢) ERT siispansiyonunun eklenmesi,
d) Petri kabinin dairesel hareketler ile calkalanmasi, e) Petri
kabinin chamber icine yerlestirilmesi ve gaz karigimimin
verilmesi, f) Chamber’nin etiive kaldirilmas: ve inkitbasyonu

ERT: Eritrosit, ACM: Albumax complete medium

Plasmodium falciparum Uremesinin
Degerlendirilmesi

Inkiibasyon sonunda kiltiir ortamindaki parazit iremesi
ve yogunlugunun belirlenmesi i¢in ince yayma preparatlar
hazirlandi. Hazirlanan ince yayma preparatlar1 giemsa ile
boyanarak 100x biiyiitmede incelendi (Sekil 3).

Sekil 3. Parazit iiremelerinin ince yayma yapilarak belirlenmesi
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Plasmodium falciparum Kiiltiiriiniin Sirdiiriillmesi

Kontrollerimiz esnasinda kiltardeki parazit yogunlugu %1’in
altinda ise petri kaplarindaki besiyeri alinarak tizerine 5 mL taze
ACM besiyeri ve 100 uL ERT suispansiyonu eklenerek tekrar 6zel
gaz karigimi iceren chamber ile inkiibasyona kaldirld: ve giinlitk
olarak parazitemi orani kontrol edildi. Parazit yogunlugu %1’'in
izerinde oldugunda ise kiltir ortami 15 mL falcon tiplere
aktarilarak 2,000 rpm de 2 dakika santrfiij edildi. Stipernatant
atilarak pellet 1 mL taze ACM besiyeri ile siispanse edildi.
Siispansiyondan 200 pL alinarak yeni petri kabina aktarildi. Petri
kabina 5 mL taze ACM besiyeri ve 100 pL ERT stispansiyonu
eklenerek tekrar 6zel gaz karigimi iceren chamber ile inkiibasyona
kaldirildi. Kalan parazit siispansiyonu kriyoprezervasyon islemi
icin kullanilda.

Plasmodium falciparum Suglarinin
Kriyoprezervasyonu

Kriyoprezervasyon i¢in ayrilan parazit sispansiyonu 3,600 rpm
de 3 dakika santrifiyj edildi. Santrifiij sonunda ist kisim atilarak
pellet tizerine 1 mL dondurma soliisyonu (4,2 g D-sorbitol+0,9 g
NaCl+ 28 mL gliserol, 100 mL distile suya tamamlamir) eklendi.
Siispansiyon homojen hale getirildikten sonra kriyo tuplerine
aktarildi ve -86 °C’lik derin dondurucu icerisine kondu. Burada bir
gece bekledikten sonra siv1 azot tankina aktarildi (5-8).

istatistiksel Analiz

Bu ¢alismada, Turkiye i¢in yeni bir yéntem olan P. falciparum’un
in vitro kiltirtinin tlkemizde ilk defa gerceklestirilmesi
amagclanmigtir. Bu nedenle istatistiksel analize gerek yoktur.

BULGULAR

Calismamizda kullandigimiz 3D7A, MRA-159 (K1), MRA-154
(7G8), ATCC 30932 (FCR-3/FMG) ve ATCC 30930 (FCR1/FVO)
suslarinin bagarili bir sekilde in vitro kiiltiirti yapilarak parazitlerin
laboratuvar ortaminda iretilmesi saglanmistir. Kiiltiivasyon
sonunda ince yapma preparatlari degerlendirildiginde, tim P.
falciparum suglarinin trofozoit ve gizont formlarimin %2 oraninda
iredigi gorulmustir (Sekil 4).

Sekil 4. In vitro kiiltir sonrast P. falciparum’un farkl formlar.
a) P. falciparum’un kiiltirdeki geng trofozoitler ve olgun trofozoit
formlar1 (X100), b) P. falciparum’un kiiltiirdeki geng trofozoitler
ve sizont formlar (X100), ¢) P. falciparum’un kiiltiirdeki geng
trofozoitler ve olgun sizont formlar1 (X100), d) P. falciparum’un
kiltiirdeki geng trofozoitler, olgun trofozoit ve sizont formlari
(X100)

TARTISMA

Plasmodium falciparum’un in vitro kiltir ortamina adapte
edilebilmesi ve tretilmesi, geleneksel ilaclar ile artemisinin ve
turevlerine karsi gelisen direncin anlagilmasinda c¢ok degerli
bilgiler saglayabilmektedir (9,10). Bunun yaninda, in vitro
ortamda tretilen parazitler, gen eskpresyonlarinin, hastalik
mekanizmalarinin ve koruyucu antikorlarin etki bi¢imlerinin
anlagilmasi i¢in siklikla kullanilmaktadir (11-14).

Bass'in (15), kisa siireli in vitro kiltiir ortaminda P. falciparum'u
bir veya iki yagsam déngisi surecek sekilde iretmesinden bu
yana uzun sureli kiltir ortaminin gelistirilmesi i¢cin 60 yildan
fazla siiredir aragtirmalar yapilmaktadir (16). ik kez 1976'da
iki bagimsiz aragtirma ekibi P. falciparum’un uzun sureli in vitro
kilttri i¢in zorunlu olan bazi maddeleri kegfetmigtir (4,17). Bu
temel maddeler; cesitli tamponlar ve serumlar ile desteklenmis
besiyerleri, gaz degisimine izin verecek (sise, mikroplakalar,
petri kaplar vb.) statik kiltir kaplar: ve atmosfer kogullar: olarak
belirlenmisgtir. Bunun yaninda uygun inkiibasyon sicakliginin (37-
38 °C) ve nem oraninin belirlenmesi ile enfekte olmamig insan
ERT’lerin kullanilmas: da oénemli diger kiltir gereksinimleri
olarak bildirilmigtir (18,19).

Plasmodium falciparum’un uzun dénemli in vitro iretilmesinin
onciistt olan Trager ve Jensen (4), 1976 yilinda yaptiklan
calismada, P. falciparum’u iki farkli kiiltiir sistemi ile iiretmis ve bu
yontemlerin performansim karsilagtirmiglardir. Besiyeri ortami
olarak, 25 mM hepes ve %0,2 NaHCO,, AB rh (+) taze insan ERT
siispansiyonu iceren RPMI 1,640 ve %10 AB rh (+) insan serumu
kullanmiglardir. Birinci kiltur sisteminde, peristaltik bir pompaya
bagli, strekli besiyeri ve gaz karisimi (%7 CO,, %5 O, ve %88 N,)
girisi saglayan ve toplama sigeleri iceren diizenek kullanilmigtir.
Ikincisinde ise sabit petri kaplarinda belirli araliklarda ortam
degisimi gerektiren ve uygun atmosfer ortaminin mumlu kavanoz
ile saglandig1 sistemi kullanmiglardir. Birinci sistemde 28 giin
boyunca tretilen P. falciparum geng trofozoit formlari, 35 mm
petri kaplarina taze besiyeri kullanilarak inokiile edilmis ve
mumlu kavanozda 38 °C’de inkitbasyona birakilmistir. Her iki
yoéntemde de asekstiel formlarinin timi gérilmus ve morfolojik
olarak bozukluk gézlemlenmemistir (4).

Devam eden aragtirmalar, ¢karyotik hicre kiltirt, hayvan
serumlar1 ve serum yerine alternatif olabilecek cesitli standart
ortamlarin [6rnegin, lipit agisindan zenginlegtirilmis sigir
albiimini (Albumax®; Gibco, Grand Island, NY)] uzun dénemli in
vitro kiiltiir ortaminda P. falciparum’un biiytimesini destekledigini
gostermigtir (19). In vitro kiltir ortaminda P falciparum’'un
optimum biytime kinetigi géstermesi ortamda insan serumunun
varligini gerektirmektedir. Ancak kilttir ortaminda insan kaynaklh
serum kullanimi, kompleman varhgi, kan grubu uyumsuzlugu ve
bulagic1 hastalik riski gibi cesitli dezavantajlar1 da beraberinde
getirmektedir.

Cranmer ve ark. (20) 1997 yilinda yayinladig: kisa bildiride, 10
farkli P. falciparum susunun treme kinetiklerini, insan serumu
ve Albumax II eklenmis, 25 mM hepes, 20 pg/mL gentamisin, 1
mM glukoz, 2 mM glutamin, 200 mM hipoksantin iceren RPMI-
1,640 besiyerinde degerlendirilmistir. Kultturler doku kaltir
flasklarinda ve %3 O,, %6 CO, ve %91 N, oraninda ayarlanmig
atmosfer ortaminda 37 °C'de dért gun inkibasyona alinmigtir.
Kiltir besiyeri gunliik olarak degistirilmis ve parazitemi
ince yayma vyapilarak kontrol edilmigstir. Parazitlerin treme
kinetikleri degerlendirildiginde, Albumax II eklenmis besiyeri
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ortaminin insan serumu eklenen besiyeri ortami ile uyumlu
oldugu bildirilmistir. Aragtirmacilar ayrica piirin kaynag: olarak
hipoksantin varhgimin parazit tremesinde olduk¢a 6nemli
oldugunu da rapor etmislerdir (20).

Calismarmizda P. falciparum’un in vitro iiretimi i¢in insan serumu
yerine Albumax II iceren besiyeri kullanilmistir. Hazirladigimiz
besiyerinin temel bilesenlerini, RPMI 1640, hepes, hypoxanthine,
%5 NaHCO,, 50 pg/mL neomycin Stlfat ve ERT stspansiyonu
olusturmustur. Bu kiltir ortamu ile yaptigimiz deneylerde P.
falciparum suslarinin in vitro tireme performansi diger calismalarla
uyumlu bulunmustur. Bu acidan albumax II'nin insan serumuna
kargilik oldukga iyi bir alternatif oldugu diginulmusgtiir.
Plasmodium falciparum’un in vitro aragtirmalarinda siklikla kiltire
adapte suglar kullanilmaktadir. Bu suslarin basinda P. falciparum
3D7 susu gelmektedir. Ancak hastalardan izole edilen yabanil
tip suslarin kaltur ortaminda yapilan bazi modifikasyonlar ile
kiltire adapte edilmesi miimkindir. Bu modifikasyonlarin
basinda insan serumu yerine albumax kullanimi ve hematokrit
oranlarinin degistirilmesi gelmektedir. White ve ark’min (21)
2016 yilinda yaptig1 bir ¢alismada, P. falciparum ile enfekte 33
hastadan alinan kan érneklerini farkli degiskenler iceren besiyeri
ortaminda kiltiire adapte etmeye calismiglardir. Aragtirmacilar,
farkli hematokrit oranlar igeren besiyerlerine yiksek ve dugsik
oranda albumax ya da inaktif insan serumu ekleyerek yabanil
tip suslarin adaptasyon yeteneklerini belirlemislerdir. Buna gore
besiyeri bilegimi, ytkanmig ERT kullamlarak, %1 hematokrit ve
%0,5 albumax II icerecek sekilde hazirlandiginda, bazi parazit
suslarinin sekiz ginde kiltire adapte oldugu bildirilmigtir. Ancak
yazarlar, yabanil tip suslarinin farkl intirinsik 6zelliklerinden
dolay:r adaptasyon siiresinin 30 giine kadar stirebilecegini ifade
etmiglerdir (21).

Calisgmamiz tlkemizde P. falciparum’un in vitro iretildigi ilk
caligma niteligindedir. Bu amacla 6zellikle P. falciparum’un kaltiir
adapte suglar1 olan 3D7A, MRA-159 (K1), MRA-154 (7G8),
ATCC 30932 (FCR-3/FMG) ve ATCC 30930 (FCR1/FVO) suslar
kullanilmig ve bagarili bir gekilde tiretilmigtir. Bu suglari kullanarak
yaptigimiz ¢calismalar ile standart kaltur kogullar: olusturulmus
ve gerekli yontemler valide edilmistir. Devam niteliginde olan
ve planlamasi yapilan calismalarimiz ile parazit bankamizda
muhafaza edilen yabanil tip suglarin da laboratuvar ortaminda
iretilmesi ve kiiltiire adapte edilmesi diigtiniilmektedir.
Plasmodium falciparum’un in vitro kiltiir ortaminda tretilmesi,
besiyerine eklenen ERT’lerin durumu ile yakindan iligkilidir.
Uygun donérden ve uygun sartlarda alinmayan ERT hiicreleri
parazit iiremesini olumsuz etkilemektedir. Guntimiizde mevcut
kan bankas: standartlarina gére donérlerden alinan ERT hiicreleri
SAGM (tuz, adenine, mannitol ve glukoziceren bir ¢ozelti) cozeltisi
ya da esdeger bir ¢ozelti iceren kan torbalarinda, 4 °C’de 42 giin
saklanabilmektedir (22). Goheen ve ark. (23) tarafindan 2018
yilinda yapilan bir ¢alismada, ERT koruyucu farkl ¢ozeltilerin
ve saklama suirelerinin in vitro kiltur ortaminda P. falciparum’un
ireme ve gelismesine etkileri aragtinlmigtir. S6z konusu
calisgmada doért farkli ERT koruyucu ¢ozelti (asit-citrat-dextroz,
citrat-fosfat-dextroz-adenine, Alsever’s ¢ozeltisi ve red blood cell
buffer) iceren kan torbalarina alinan donér ERT leri, iki haftalik
araliklar ile P. falciparum'un kaltur ortamina eklenmistir. Sonugclar
degerlendirildiginde; iki hafta muhafaza edilen ERT siispansiyonu
parazitin ureme kinetigini degistirmezken, dért haftalik stirede
%42, alti haftalik stirede ise %90 oraninda azalma gorilmistiir.
Yazarlar ayrica iki haftadan daha uzun siire bekletilen ERT

suspansiyonlarinin  hangi koruyucu ¢6zeltide olursa olsun
parazitin tiremesine olumsuz etki ettigini bildirmistir. Iki hafta
siireyle koruyucu ¢ozelti i¢cinde muhafaza edilen ERT’lerin P.
falciparum in vitro kiiltiird icin kullanigh oldugunu belirtmiglerdir
(23).

Galismamizda, O rh (+) grubu ERT siispansiyonu kullanilmigtir.
ERT suispansiyonlar: hazirlandiklar: giinden itibaren kayit altina
alinarak 4 °C’de muhafaza edilmistir. On giinii gecen hiicreler
¢alismamizda kullanilmayarak imha edilmistir.

Besiyeri ortaminda kullanilan ERT’lerin saglikli donérlerden
alinmasi olduk¢a 6nemlidir. Hemoglobinopatili donérlerden
alman ERT’ler defektli olacagi i¢in parazit iremesi
baskilanabilmektedir. Pathak ve ark. (24) tarafindan 2019 yilinda
yapilan bir calismada, cesitli hemoglobinopatilere sahip 40
hastadan alinan ERT siispansiyonlari ile in vitro kiiltiir ortaminda
P. falciparum’un treme kinetikleri aragtinlmigtir. P. falciparum™un
invazyon ve iireme oranlarinin, anormal ERT lerin kullanildig:
in vitro kiltir ortaminda, normal ERT lere gére olduk¢a azaldig:
belirtilmigtir (24).

Kiiltiir siirecinin siireklilik arz etmesi icin parazitin bulundugu
besiyeri ortaminin belirli araliklarla degistirilmesi ve tazelenmesi
gerekmektedir. Gunlik besiyeri degisimi statik kilturlerde
zorunluluk olusturmaktadir. Ancak bazi aragtirmacilar cesitli
teknikler gelistirerek besiyeri degisim siiresini uzatabildiklerini
belirtmiglerdir. Fairlamb ve ark/min (25) 1985 yilinda
yayinladiklar1 bir calismada, %1 ERT siispansiyonu iceren
izotonik ozellikteki modifiye besiyeri kullanarak ve giinlitk
degisim yapmadan, dért giin sonunda %20-30 aras1 parazitemi
oranina ulagtiklarin1  bildirmiglerdir. Farkli bir c¢alismada,
Chavalitshewinkoon ve Wilairat (26) isimli aragtirmacilarin 1991
yilinda besiyeri degisimi gerektirmeden daha fazla miktarda
parazit elde etmek i¢in Fairlamb ve ark. (25) kullandig: besiyerini,
insan serumu yerine insan plazmasi kullanarak modifiye
etmiglerdir. Kiltivasyon, %0,5-2 parazitemi ile baglatilmis ve
dort giin sonunda parazitemi oraninin %25-54,8'e ulastig: rapor
edilmistir (26).

Guncel literatiir ve protokoller siklikla P. falciparum’un in vitro
kiltirinde gunlik besiyeri degisimini énermektedir (7,8,27).
Caligmamizda iki giin sonunda parazitemi orani %2 olarak tespit
edilmistir. Bu siire boyunca gunliik besiyeri degisimi yapilmistir.
In vitro P. falciparum kiltiriinde bir diger énemli degiskende
ortam atmosferini olusturan gazlar ve bunlarin miktandir.
Asekstiel formlarin en iyi gérildugu kogullar disiik oksijen ve %5
CO, bulunan besiyeri ortamidir. En basit olarak s6z konusu ortam
sartlari mumlu kavanoz yontemiile de olusturulabilmektedir (28).
Ancak pek ¢ok calismada mumlu kavanoz yénteminin optimal
oksijen sartlarini saglamadigi ve yiiksek oksijen miktar: (%15-
17) ile parazitin iiremesini engelledigi belirtilmistir. Giniimiizde
yaygin olarak, %1-5 O,, %5 CO, ve %90-94 N, olacak sekilde
hazirlanan ézel gaz karigiminin belirli bir siire kiltiir ortamina
uygulanmas tercih edilmektedir.

Galismamizda bilesimi %5 CO,, 5% O,, %90 N, olacak sekilde
hazirlanmis 6zel bir gaz karigimi kullanilmustur. P. falciparum susu
besiyerine inokiile edildikten sonra, kiiltiir ortaminin konuldugu
6zel chamber’a yaklagik 30 sn siire ile 1,5-2 bar basing altinda gaz
karigimi verilmistir. Sonrasinda chamber'in gaz giris ve gikiglan
kapatilarak inkiibasyona alinmigtir. Ozel gaz karigimi kullanilarak
yapilan kiltiivasyon sonunda yeterli miktarda P. falciparum
asekstiel formlar in vitro olarak tretilmigtir.
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SONUC

Diinya'da olduke¢a fazla insani etkileyen ve milyonlarca ¢ocugun
olimiine neden olan P. falciparum’un in vitro ortamda tiretilebilmis
olmasi, bilimsel olarak pek ¢ok aragtirmanin yapilmasina katk:
saglamigtir. Bir parazitin yok edilmesi ya da neden oldugu
hastaligin iyilestirilebilmesi icin 6éncelikle parazitin laboratuvar
kosullarinda tretilmesi ve biyolojisinin anlagilmasi gereklidir.
Ancak bu sekilde P. falciparum’un hastalik olusturma mekanizmasi
ve ilaglara karsi diren¢ yetenekleri c¢oziimlenebilir. Ayrica P.
falciparum™un in vitro uretilmesi, pek ¢ok ila¢ adayr molekiil ya
da dogal bilesenin kisa stirede taranmasina imkan saglayacaktur.
Bu caligma iilkemizde, P. falciparum in vitro olarak laboratuvar
sartlarinda uretildigi ilk calismadir. P. falciparum™un in vitro
iretilmesi icin gerekli yontemlerin ve standartlarin validasyonu
yapilmigtir.
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