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oz

Amag: Cografyamizda énemli bir saglik problemi nedeni olan Leishmania turlerinin virilansinin ve genetik materyalinin korunmasi icin yapi-
lacak kriyoprezervasyon yonteminin saglikli isleyip islemediginin gézlenmesi amaglanmustir.

Yontemler: Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali'nda Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) besiyerlerinde
ardisik pasajlarla devam eden Leishmania tropica, L. infantum, L. major ve L. donovani suglari kullanilmigtir. NNN besiyerinde kiltirt yapilan
promastigotlar RPMI 1640 sivi besiyerlerine aktarilmis ve logaritmik faza giren promastigotlar fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile 3 defa yikan-
mistir. Promastigot sayisi 108 mL/promastigot olarak ayarlanmis ve tzerine %15 Dimetilsilfoksit (DMSO) eklenmistir. Leishmania tiirlerinin her
biri 12 ayri steril kriyo tiplerine aktarilmistir. Tipler Coolcell kutularina yerlestirilerek -86°C'de bir gece bekletilmistir. Ertesi glin hizli bir sekilde
tupler sivi azot tankina aktarnimistir. Sivi azot tankina aktarilan kriyo tiipleri birer ay ara ile her Leishmania tlriinden birer adet cikarilarak uygun
sekilde ¢ozindlrilmis ve NNN besiyerlerine ekimleri yapilmistir.

Bulgular: Calisma siiresince her ay sivi azot tankindan ¢ikarilan Leishmania izolatlarinin her birinin % 60-65 oraninda canliliklarini korudugu ve
NNN besiyerlerine yapilan ekimlerinde promastigotlarin 7.glinde logaritmik faza girdigi gézlenmistir. Mikroskop incelemelerinde promasti-
got yapilarinda ve hareketlerinde anormallikler gézlenmemistir.

Sonug: Calismamizda leishmanisis ile ilgili yapilmasi planlanan arastirmalarda kriyoprezervasyonun énemli oldugu ve DMSQO ile yapilan kri-
yoprezervasyonun basarili oldugu kanisina varlmistir.
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ABSTRACT

Objective: It was aimed to assess the success of the cryopreservation process which is carried out in order to preserve the genetic material
and the virulence of the Leishmania species that are an important health problem in our region.

Methods: Leishmania tropica, L. infantum, L. major, and L. donovani strains in Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) medium in MCBU were used.
Promastigotes cultured in the NNN medium were transferred to RPMI 1640 medium; promastigotes in the logarithmic phase were washed
three times with PBS, and 15% dimethylsulfoxide (DMSQ) was added. Leishmania species were transferred to 12 separate tubes. The tubes
were stored at —86°C for one night by placing them in Coolcell boxes. The tubes were transferred into a liquid nitrogen tank. One cryotube
per Leishmania strain is thawed monthly and cultured in NNN medium.

Results: For the duration of study it was observed that each Leishmania isolate preserved 60-65% of their viability and entered the logarith-
mic phase on the 7t" day following the inoculation in the NNN medium. Abnormalities in the structures and movements of the promastigotes
were not observed in microscopic examinations.

Conclusion: The following conclusions were made: cryopreservation is important for studies planned related to leishmaniasis and cryopres-
ervation with DMSO is successful.
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GiRiS

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan diizenlenen 69. Diinya
Saglik Toplantisinda benimsenen ihmal edilen tropikal hastalik-
larindan biri olan leishmaniasis, Leishmania parazitlerinin neden
oldugu Phlebotomus cinsi enfekte disi kum sineklerinin kan em-
mesi sirasinda insanlara bulastirdigi protozoon parazit hastalidi-
dir. Leishmaniasisin Visseral Leishmaniasis (VL), Post Kala Azar
Dermal Leishmaniasis (PKDL), Kutan6z Leishmaniasis (KL) ve
Mukokutandz Leishmaniasis (MKL) olmak tGzere doért ana formu
bulunmaktadir (1).

Dinyada ve Ulkemizde en sik gérilen kutanéz leishmanisis for-
mudur. Genellikle viicudun acik kalan bdlgelerinde lsere ve no-
duler cilt lezyonlarina neden olmasi, skar kalmasi, ciddi sakatliklar
birakmasi nedeniyle énemlidir (1-2).

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) verilerine gore son bes yilda yaklasik
1 milyon KL vakasi rapor edilmis ve 431 milyon insandan fazla-
si kutandz leishmaniasis riski altindadir. Ulkemizde Giineydogu
Anadolu bélgesi basta olmak tzere Ege ve Akdeniz Bolgelerin-
deki illerimizde kutandz leishmaniasis olgulan sik¢a bildirilmek-
tedir. Ulkemizin bulundugu cografik konum itibari ile Asya ve Av-
rupa kitalarini birbirine baglayan képri konumunda bulunmasi,
kutandz leishmaniasisis endemik oldugu komsu tlkelerde mey-
dana gelen i¢ kansikliklar ve savaslar nedeniyle bu bolgelerden
Ulkemize cok sayida gd¢men girisinin olmasi, iklimsel degisiklik-
lere bagh olarak endemik olmayan bélgelerden de kutanéz le-
ishmaniasis vakalarinin bildirilmesi leishmaniasis epidemiyolojisi
agisindan dnemlidir (3).

Kriyoprezervasyon, 6zel koruyucu maddeler yardimiyla hiicrelerin
ya da dokularin dustk sicaklikta saklanmasi olayidir. Kriyoprezer-
vasyon esnasinda hicrelerde butin biyolojik aktiviteler ve biyo-
kimyasal reaksiyonlar durdurulur.

Kriyoprezervasyon yodnteminin kullaniimasi neticesinde suslarin
bakteri ve mantar kontaminasyonlarinin dnlenmesi, canlliklarinin
ve ila¢ direnci gibi biyolojik ézelliklerini korunmasi, virilans 6zel-
liklerini ve antijenik yapilarini kaybetmeden uzun sure saklayabil-
meleri saglanmaktadir (4-5).

Bu calismamiz cografyamizda énemli bir saglik problemi nedeni
olan Ulkemizdeki hastalardan elde edilmis Leishmania turlerinin
(Leishmania tropica, Leishmania infatum, Leishmania major ve
Leishmania donovani) virilansinin ve genetik materyalinin korun-
masi i¢in yapilmakta olan kriyoprezervasyon ydnteminin saglikli
isleyip islemedigini denemek amaciyla yapilmistir.

YONTEMLER

Manisa ilimizde gorilen KL ve VL hastalarindan izole edilmis ve
Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Parazitolo-
ji Anabilim Dali laboratuvarlarinda NNN besiyerlerinde ardasik
pasajlarla devam ettirilen L. tropica, L. infantum, L. major ve L.
donovani suslari kullanilmistir. NNN besiyerinde Ureyen promas-
tigotlar RPMI 1640 +%15 Fetal Bovine Serum +%1 Gentamisin
sollisyonu ve %1 Penicillin/Streptomycin sollisyonu iceren sivi be-
siyerlerine aktarilarak 25°C'deki etiv icerisinde 10 glin tutulmus-
tur. Logaritmik faza giren promastigotlar steril falcon tiplerine
aktanlmig ve 4400 rpom 10 dk +4°C'de santrifij edilmistir. Santrif(j
sonunda Ust kisim dékuilerek pellet Gzerine 10 ml fosfat tampon

Sekil 1. Kriyoprezervasyonu yapilan promastigotlarin sivi azot
tankinda arsgivlenmesi

solUsyonu (PBS) eklenmistir. Tekrar 4400 rpm 10 dk +4°C’de sant-
rifdj edilmis ve Ust kisim santriflj sonunda dokilmustir. Bu yi-
kama islemi 3 defa uygulanmistir. Son yikama isleminden sonra
pellet Uzerine PBS eklenerek promastigot sayisi 10 ml/promas-
tigot olacak sekilde mikroskopta thoma lami ile sayilarak ayar-
lanmistir. Hazirlanan promastigot sispansiyonlarinin Gzerine %15
Dimetilstlfoksit (DMSO) eklenerek steril pastor pipeti yardimiyla
homojen bir sekilde karistirlmasi saglanmistir. Daha sonra steril
internal kapakl kriyo tiplerine 1 ml olacak sekilde aktarilmistir.
L. tropica, L. infantum, L. major ve L. donovani tirlerinin her biri
icin 12 kriyo tlpU olacak sekilde 48 kriyo tlipl hazirlanmistir. Kriyo
tipleri Coolcell kutularina yerlestirilerek -86°C'de bir gece bekle-
tilmistir. Ertesi glin hizli bir sekilde Coolcell kutularindan ¢ikarilan
kriyo tipleri sivi azot tankina aktariimistir (Sekil 1). Sivi azot tanki-
na aktarilan L. tropica, L. infantum, L. major ve L. donovani pro-
mastigotlari iceren kriyo tipleri bir yil boyunca birer ay ara ile her
turden birer adet cikarlarak 37°C'lik su banyosunda eritilmistir.
Promastigotlar mikroskop altinda hareketliliklerine ve Eozin bo-
yas testine gore dederlendirilmeleri icin Thoma lami ile canlilik
ylzdelerine bakilmisti. Her bir érnek NNN besiyerine ekimleri
yapilarak 25°C'lik etiiv icerisinde inkiibasyona birakilmigtir. Or-
nekler 3., 5., 7., ve 9. glinlerde Uremeleri agcisindan degerlendi-
rilmistir. Calisma Helsinki Declaration’a uygun olarak yapilmistir.
Caligmanin niteligi nedeniyle etik kurul alinmasina gerek yoktur.
Istatistiksel olarak gruplar arasi kargilastirma Statistical Packages
for the Social Sciences (SPSS) istatistik programi ile anlamlilik de-
recesi p<0,05 alinarak yapilmistir.

BULGULAR

Sivi azot tankindan 12 ay boyunca her ay cikarilan promasti-
gotlarin % 60-65 oraninda canli oldugu tespit edilmis ve NNN
besiyerlerine yapilan ekimlerinde 7. gliinden itibaren logaritmik
faza girerek 108 ml/promastigot yogunlugunda olacak sekilde
Uredikleri gérilmustir. Her dort Leishmania izolatininda bir yil
boyunca ayni oranda canliliklarini korudugu ve NNN besiyerleri-
ne yapilan ekimlerinde promastigotlarin 7.giinde logaritmik faza
girdigi goézlenmistir. Ki-kare (x?) testi ile anlamli fark bulunmamus-
tir (p>0,05). Mikroskop incelemelerinde promastigot yapilar ve
hareketlerinde anormallikler (hiicre icerisinde vakuol olugsumu,
hareket azalmasi) gézlenmemistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Kriyoprezervasyondan sonra Uretilen promastigotlar

TARTISMA

Huicre ici zorunlu parazit olan Leishmania parazitlerinin neden ol-
dudu leishmaniasis, enfekte disi kum sineklerinin (Phlebotomus)
kan emmesi sirasinda insanlara bulastirdigi paraziter bir hastalik-
tir. Insanlarin ve yaklasik 70 hayvan tiiriniin dogal rezervuar oldu-
Ju bildirilmektedir. (1-2).

Dinyada KL vakalarinin %70'i Cezayir, Koska Rika, Afganistan,
iran, Sudan, Brezilya, Kolombiya, Etiyopya, Peru, ve Suriye'de
oldugu bildirilmektedir. Ulkemizde Giineydogu Anadolu, Ege
ve Akdeniz Bolgelerindeki illerimizde sikga gorilmektedir. Son
yillarda dlkemizin bulundugu cografyada yasanan i¢ kanigikliklar
ve savaglar nedeniyle kutanéz leishmaniasisin endemik oldugu
bolgelerden tlkemize cok sayida gdégmen girisi olmakta ve Ulke-
mize gelen misafirler tlkemizin farkli bolgelerine yerlesmektedir.
Bunun yani sira kiresel iklim degisikliklerine bagli olarak ekolojik
dengede vektdr ve rezervuarlar etkileyen degisikliklerin olmasi
son yillarda endemik olmayan bdlgelerden de KL vakalar bildi-
rilmektedir (2, 6-8).

Kutanoz leishmaniasis etkeni L. tropica ve L. major'e ek olarak
daha énceleri sadece VL etkeni olarak dusiindlen L. infantum ve
L. donovani'nin de molekiler dizeyde yapilan ¢alismalar sonu-
cunda KL etkeni olarak bildirilmistir (9).

Kriyoprezervasyon, 6zel koruyucu maddeler yardimiyla hiicrele-
rin ya da dokularin distk sicaklikta saklanmasi olayidir. Kriyopre-
zervasyon esnasinda hiicrelerde bitin biyolojik aktiviteler ve bi-
yokimyasal reaksiyonlar durdurulur. Kriyoprezervasyon igsleminde
yavas dondurma (slow freezing), hizli dondurma (rapid freezing)
ve vitrifikasyon (vitrification) olmak Uzere U¢ yontem kullanilmak-
tadir. Kriyoprezervasyonun temel amaci dondurma ve ¢ozdirme
esnasinda olusabilecek hiicre i¢i buz kristallerinin olugsumunu
engellemek ve olusmasi muhtemel buz kristallerinden hiicrele-
rin zarar gérmesini dnlemektir. Dondurma ve ¢ézdirme prose-
ddrleri her organizma icin farklilik gostermektedir. Dondurma
sirasinda kullanilan kriyoprotektan maddelerin kriyoprezervatif
ozellikleri de dikkate alinarak dondurulacak organizmaya gére
belirlenmelidir.

Cesitli suslarin uzun sire in vivo olarak deney hayvani modelle-
rinde ve in vitro kiltir ortamlarinda canliliklarinin sirekli olarak
devam ettirilmesi suglarin biyolojik ve kimyasal 6zelliklerinin ve
antijenik dzelliklerinin degismesine, patojenitelerinin azalmasina
neden oldugu bildiriimektedir. Ayrica deney hayvani modelleri-
nin ve kiltlr pasajlar insan kontaminasyon riskini de arttirmak-
tadir (10).

Kriyoprezervasyon ydénteminin kullanilmasi neticesinde suslarin
bakteri ve mantar kontaminasyonlarinin énlenmesi, canlliklarinin
ve ila¢ direnci gibi biyolojik 6zelliklerini korumasi, virllans 6zel-
liklerini ve antijenik yapilarini kaybetmeden uzun sire saklayabil-
meleri saglanmaktadir. Asi ¢alismalar gibi uzun sdreli deneysel
calismalarda suslarin givenli bir sekilde saklanmasi istenmeyen
farkliliklari ortadan kaldiracaktir (4-5, 11-15).

Calismamizda, Leishmania spp. parazitlerinin kriyoprezervasyonu
ve bu &érneklerin tekrar calismalar icin uygun sekilde canlandiri-
larak kiltirde Gretme islemleri yapilmistir. Arastirmamizda kul-
landigimiz kutanéz leishmaniasis etkeni dort tir Leishmania’nin
bir yil boyunca her ay sivi azottan cikarilan drneklerinde % 60-
65 oraninda canlilik oldugdu tespit edilmis ve NNN besiyerlerine
yapilan ekimlerinde 7. glinden itibaren logaritmik faza girdikle-
ri gorilmustir Benzer calismalarin uygun sartlarda Leishmania
amastigotlar ile de yapildiginda benzer canlilik ve Greme oran-
larini saglayacadi disindlmektedir. Kriyoprezervasyon igleminde
kullanilan kriyoprotektan maddesi DMSO'nun Leishmania pro-
mastigotlarinin canhliklarini korudugu ve Leishmania promas-
tigotlarinin kriyoprezervasyonu igin uygun bir koruyucu oldugu
dustnilmektedir.

Kriyoprezervasyon yapilmis 6rneklerde literatirlerde de belirtildi-
gi gibi ileri calismalarda kullanilacak parazitin genetik materyalin
degismeden kalmasi, drneklerin virllansini kaybetmemis olmasi
ve laboratuar is yukinin azaltilarak meydana gelebilecek hata-
larin en aza indirilebilmesi acisinda da blylik 6nem tasimaktadir.

SONUC

Ulkemizde yeni KL ve VL vakalarin ve yeni odaklarin gikmasi ile
onemli bir halk saghgi sorunu olan leishmanisisin énemini daha
da arttiracadi kesindir. Calismamizda Leishmania turlerinin kri-
yoprezervasyonu ve kriyorezervasyon sonrasi canladirma ve Uret-
me islemi basari ile yapilmistir.

Kriyoprezervasyonu yapilmasi planlanan suslarda mutlaka uygun
kriyorezervasyon islemleri ve kriyoprotektanlarin kullanilmasinin
onemli oldugunu distinmekteyiz. Turkiye'nin Leishmania hafi-
zasinin bu yolla olusturulabilinecedi ve bu ydntemle olusturu-
lan izolat bankalarinin ileride bu konuda yapilacak arastirmalara
onemli kaynak olusturacagr kanisina varilmistir.

Etik Komite Onay:: Bu calisma icin etik kurum onayina gerek yoktur.
Hasta Onami: Bu ¢alisma igin hasta onamina gerek yoktur.
Hakem Degerlendirmesi: Disg bagimsiz.
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