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Amag: Bu calismada Trypanosoma cruzi (T. cruzi) susunun gerek kiltirde canlilik stresi gerekse treme hizi bakimindan en iyi sivi besiyeri ortamini tespit
etmek ve calisilan susun kriyoprezervasyonunu saglamak amaglanmistir. ) )

Yoéntemler: T. cruzi susu ticari olarak satin alinan RPMI 1640, Medium 199 (M199), Schneider's Insect Medium (SIM), Nutrient Broth (NB), Brain Heart
infusion Broth (BHIB) olmak tizere bes fakli sivi kiiltiir ortaminda tireme yogunluklar bakimindan degerlendirildi. Parazit kiiltiirleri giin asin olarak 24
glin boyunca takip edildi. T. cruzi susunun kriyoprezervasyonu da yapilarak alti ay sonra canlilik durumu test edildi.

Bulgular: T. cruzi epimastigotlarinin NB ve BHIB besiyerlerinde tiremedigi tespit edildi. ilk 10 giinliik veriler incelendiginde RPMI 1640, M199, SiM
besiyerlerinde Greme potansiyeli acisindan énemli bir fark gézlenmedi. RPMI 1640 besiyeri 12 ile 24'Gncl glnler arasinda en iyi Gremenin gorul-
digu besiyeri oldu. Parazitin 18’inci giin itibariyle form degistirerek amastigot forma dénusttigu, 24'tncl glinde amastigot yogunlugunun en Ust
seviyeye ulasarak tremenin durdugu tespit edildi. T. cruzi susunun kriyoprezervasyonu sonucunda alti ay sonra T. cruzi susunun canliligini korudugu
tespit edildi.

Sonug: T. cruzi susunun epimastigot formu ile planlanan arastirmalarda éncelikle RPMI 1640 besiyerinin daha sonra M199 ve SIM besiyerlerinin tercih
edilmesinin uygun olacagi kanisina vanlmistir. Epimastigot formu ile yapilacak calismalar icin calisma planinin 18. giine kadar, amastigot formu ile ya-
pilacak ¢alismalarda ise planlamanin 18. gtinden sonra yapilmasinin uygun olacagi dustntlmustir. Ayrica T. cruzi susunun epimastigot formunun %15
DMSO yogunlugunda sivi azot tankinda kriyoprezervasyon yapilarak uzun stre saklanabilecegdi kanisina variimistir.
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ABSTRACT

Objective: This study aims to determine the optimum liquid medium for the reproduction of Trypanosoma cruzi strains and provide cryopreservation.
Methods: The reproduction density of T. cruzi strain was evaluated in the following five different commercial liquid culture media: RPMI 1640, Medium
199 (M199), Schneider's Insect Medium (SIM), Nutrient Broth (NB), Brain Heart Infusion Broth (BHIB). Cultures were monitored on every other day for
a period of 24 days. Cryopreservation of T. cruzi was also performed and viability was tested after six months.

Results: Epimastigotes of T. cruzi were not found to be produced in NB and BHIB media. Significant difference was not observed among the repro-
duction potential of RPMI-1640, M199, and SIM after evaluating the data for the first 10 days. Between days 12 and 24, RPMI-1640 was found to be the
best reproduction medium. From the 18" day onwards, parasites transformed amastigotes. On the 24" day, the highest level of amastigote amount
was observed, and reproduction was determined to have stopped. As a result of cryopreservation, it was determined that the survival of T.cruzi con-
tinued after six months..

Conclusion: Thus, the selection of RPMI-1640 medium, followed by M199 and SIM media would be appropriate when studying T. cruzi epimastigotes.
Studies using epimastigotes should be planned for up to 18 days and for those using amastigotes, it would be appropriate to plan the studies after
the 18% day. Moreover, T. cruzi can be cryopreserved with 15% DMSO and stored for a long time in liquid nitrogen.
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GiRiS

Amerikan Trypanosomiosis'i olarak da bilinen Chagas hastaligi
(CH), protozoon parazit Trypanosoma cruzi (T. cruzi)'nin neden
oldugu zoonotik bir hastaliktir. T. cruzi'nin diinya ¢capinda alti mil-
yon ile yedi milyon kisiye bulagtigi tahmin edilmektedir. Hastalik
21 Latin Amerika Ulkesinde endemiktir ve 6nemli bir halk saglig
problemidir (1). T. cruzi enfeksiyonu zoonoz oldugundan hastali-
&in devami icin insan zorunlu bir ara konak degildir. Insan rastlan-
tisal olarak enfekte olmaktadir. Vektéri Triatoma cinsi Reduviid
bécekler Amerika kitasinin gliney yarisinda ve Giney Arjantin’de
bulunmaktadir. Vektér 6zellikle hayvan barinaklarinda yagsamakta
ve hayvanlan enfekte etmektedir. insan enfeksiyonu, vektériin in-
sandan kan emmesi sirasinda etkeni digki ve vicut sivilariyla insa-
na bulastirmasi sirasinda gergeklesir. T. cruzi, 150 tir evcil ve vahsi
memeliden izole edilmistir (2, 3). CH, her ne kadar vektdr kaynakli
bir hastalik olarak gorilse de 6zellikle triatomalarla yakin temasta
olan kirsal kesimlerde oral bulagsmanin gittikge arttigi gérilmek-
tedir. Gida kaynakli bulas, hastaligin yayilmasinda énemli bir un-
surdur ve sadece rezervuar barinaklarinda degil vektor tarafindan
isinlma ihtimali disik olan bélgelerde bile insanlar igin bir tehdit
olusturmaktadir. Bu durum hastalik prevalansinin yiiksek olmasi-
nin nedenlerindendir (4).

Gunumizde CH'nin tanisina yonelik yeni test kitleri ve tani yon-
temleri gelistirilmesi blytk énem arz etmektedir. Trypanosoma
epimastigot formlarinin aksenik kiltlirlerde Uretilmesi, hastalik
tanisinin desteklenmesinin yani sira, hayvan modelleri disinda
parazit susunun devami icin oldukca dnemlidir. Parazit kiltivas-
yonu, parazit biyokimyasi, immunolojik calismalar ve molekiler
testlerde biyik avantaj saglamaktadir. Ayrica parazitin metabolik
yollar, antijenik dedisim mekanizmalar ve hastaligin kontroli igin
etkin bir ilag gelistiriimesi gibi diger dnemli konular ile de arastir-
ma yapmayl mumkdn kilmaktadir (5).

Bu calismada T. cruzi sugunun farkli sivi besiyerlerinde Greme yo-
gunluklari arastinlmistir. Amacimiz T. cruzi susunun gerek kiltirde
canlilik stresi gerekse Greme hizi bakimindan en iyi sivi besiyeri
ortamini tespit etmek ve caligilan susun kriyoprezervasyonunu
saglamaktir.

YONTEMLER

T. cruzi sugunun sivi azot tankindan cikarilip tretilmesi
Manisa Celal Bayar Universitesi Parazit Bankasi'nda sivi azot tan-
kinda saklanan American Type Culture Collection (ATCC) 50825
T. cruzi susunun epimastigot formu sivi azot tankindan uygun ko-
sullar altinda ¢ikanldi. Cikarilan kriyovialler hizl bir sekilde 25°C'lik
su banyosunda tamamen ¢oziilene kadar bekletildi. Tip icerigi
konik tiplere aktarildiktan sonra Grin hacminin Gg kati oraninda
ayni 1sidaki PBS ile karistinldi. 800 rpm de bes dakika santrif(j
edildi. Stpernatan atildi. Elde edilen T. cruzi susu, Novy-MacNe-
al-Nicolle (NNN) besiyerine ekilerek 25°C'de inkiibe edildi.

Sivi kiiltiirlerin hazirlanmasi ve T. cruzi sugsunun lireme potan-
siyelinin degerlendirilmesi

RPMI 1640 (Gibco, USA), Medium 199 (M199, Gibco, USA), Sch-
neider’s insect Medium (SiM, Sigma, USA), Nutrient Broth (NB,
Merck, Germany) ve Brain Heart infusion Broth (BHIB, Fluka,
USA) besiyerleri ticari olarak satin alindi. Her bir besiyeri, kulla-
nim talimatina gére hazirlandiktan sonra ekim yapilmadan 6nce

%10 fetal calf serum (FCS), 200 U penisilin/ml ve 0,2 mg strepto-
misin/ml eklenip 25 ml'lik flasklara beser ml olacak sekilde dagi-
tildi. NNN besiyerinde Uretilen T. cruzi epimastigotlari, hazirlanan
besiyerlerine 10° epimastigot/ml olacak sekilde birer ml eklendi
ve 25°C'lik etlivde inklbe edildi. Ekimleri yapilan kiltlr ortamla-
n 24 gln sure ile gin asin epimastigot yogunluklarn bakimindan
degerlendirildi. Degerlendirme, Thoma lami yardimiyla canli epi-
mastigotlar sayilarak yapildi. Ayrica kiltlr ortamlarindan alinan
ornekler giemsa ile boyanarak parazitin morfolojik yapisi deger-
lendirildi. Calismada bes farkl kiltir ortami dederlendirildi. Her
kaltar ortami Gg tekrarli caligildi.

T. cruzi sugsunun kriyoprezervasyonu

RPMI 1640 besiyerinde Ureyen epimastigotlarin 22'inci giinde
NNN besiyerine yapilan subkiltirinde basarili bir sekilde tre-
digi gozlendi. NNN besiyerinde lreyen epimastigotlar steril fal-
con tUplerine aktarildi ve 4400 rpm 10 dk +4°C'de santrifij edildi.
Santrifyj isleminden sonra slipernatant atildi ve pellet Gzerine 10
ml fosfat tampon sollsyonu (PBS) eklenerek homojenize edildi.
Yikama iglemi Gg kez tekrarlandi. Son santrifijden sonra stiperna-
tatn atilarak pellet Gzerine 10° ml/epimastigot olacak sekilde PBS
eklendi. Eepimastigot sayisi thoma lami yardimiyla mikroskopta
sayilarak ayarlandi. Hazirlanan epimastigot slispansiyonu Uzerine
%15 Dimetilsulfoksit (DMSO) eklenerek siispansiyon homojen bir
sekilde karnstinldi. Stspansiyon kriyo tiplerine aktarildi ve kriyo
tupleri Coolcell kutularina yerlestirilerek -86°C’de bir gece bek-
letildi. Ertesi glin Coolcell kutularindan cikarilan kriyo tipleri sivi
azot tankina aktarildi. Sivi azot tankina aktanlan T. cruzi epimasti-
gotlariigeren kriyo tlpu alti ay sonra cikarilarak 25°C’lik su banyo-
sunda eritildi. Epimastigotlarin mikroskop altinda canlilik ve ha-
reketlilikleri kontrol edildi. Daha sonra NNN besiyerine ekimleri
yapilarak 25°C'lik etlv igerisinde inklbasyona birakildi.

istatistiksel Analiz

Calismamizdan elde edilen veriler GraphPad Prism (vsé, Califor-
nia, USA) programina yiklenerek verilerin degerlendirilmesinde
Sidak’s multiple comparisons testi kullanildi ve yaniima duzeyi
0,05 olarak alind..

BULGULAR

Aragtirmamizda bes farkli sivi besiyeri ortaminda T. cruzi susunun
dreme yogunlugu 24 gin sure ile test edildi. Arastirma verileri
incelendiginde T. cruzi epimastigotlarinin NB ve BHIB besiyer-
lerinde Gremedigi tespit edildi. Gruplar arasi ilk 10 guinlik veri-
ler incelendiginde RPMI 1640, M199 ve SIM besiyerinde T. cruzi
epimastigotlarinin Ureme potansiyeli acisindan aralarindaki fark
dnemsiz bulundu (p>0.05). RPMI 1640, M199 ve SiM besiyerleri-
nin 12'inci glin ile 24'Gnel glin arasi veriler incelendiginde RPMI
1640 besiyerinin diger besiyerlerine gore T. cruzi epimastigotlari-
nin Greme yodunlugu acisindan farki dnemli iken (p<0.05), M199
ve SIM besiyeri arasindaki fark 6nemsiz bulundu (p>0.05, Tablo
1, Sekil 1).

RPMI 1640, M199 ve SiM besiyerinden alinan érnekler giemsa ile
boyanarak preparatlar hazirlandi ve mikroskobik olarak incelendi.
Mikroskobik inceleme sonucunda 8'inci ve 18'inci glinler arasin-
da bol miktarda T. cruzi epimastigotlan goérulirken (Resim 1a),
18'inci ve 20'inci gunler arasinda bazi epimastigotlarin amastigot
formuna dénlstigu tespit edildi (Resim 1b). Ayni besiyerlerinde
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20 ve 24'Uncl gunler arasinda amastigot yogunlugunun arttig
gorlldid (Resim 1¢). Yapilan mikroskobik incelemede 24'inci
glinden sonra T. cruzi epimastigotlarinin kiltirlerde hemen he-
men tamamen amastigot forma ddnigerek Gremenin yavaslaya-
rak neredeyse durdugu tespit edildi (Resim 1d).

Sivi azot tankindan alti ay sonra ¢ikarilan kriyoprezervasyonu ya-
pilan T. cruzi epimastigotlarinin NNN besiyerlerinde tredidi goz-
lendi.

TARTISMA

Chagas hastaligi Latin Amerika Ulkelerinde blylk bir halk sagl-
&1 problemidir. Ozellikle insanlarin endemik olmayan bélgelere
gocleri sebebiyle bu hastalik genis bir alana yayillmistir. Bu giin
yillik 20.000 yeni vaka bildirilmektedir. Hastalik kan ve organ nak-
li, konjenital olarak ve oral yollarlada bulasabilmektedir (6). Bu
durumda hastaligin tanisi bliylk dnem arz etmektedir. Akut fazda
parazitin mikroskobik olarak saptanmasina dayali yéntemler ol-
dukca spesifik olmasina ragmen bu yontemlerle enfekte oldugu
bilinen kisilerin sadece %20-50'sinde parazit saptanabilmistir (7).
Kisa sureli akut fazin ardindan kanda parazitemi seviyesi olduk-
ca dusuk kronik faz baglar ve bu evrede tani oldukca zordur (8).
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dénismesi, ¢) 20 ve 24'Gncli glnler arasinda amastigot
yogunlugunun artmasi, d) T. cruzi epimastigotlarinin kiltirlerde
hemen hemen tamamen amastigot forma dénismesi
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1,67+0,58 | 2,67+0,58 | 5,33+0,58 | 6,67+0,58 | 9,33+0,58
1,33+0,58 | 3,00+1,00 | 5,00+1,00 | 6,00+1,00 | 9,67+0,58

6. Giin

4. Giin 8. Giin
1,67+0,58 | 2,67+0,58 | 4,33+0,58 | 7,00+1,00 | 9,67+0,58

1,00+0,00
1,00+0,00

1,00+0,00 | 0,33+0,58 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00
1,00+0,00 | 0,33+0,58 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00

2. Giin
1,00+0,00
1,00+0,00
1,00+0,00

RPMI 1640
M199

NB
BHIB
SiM

Tablo 1. T. cruzi epimastigotlarinin sivi kiltirlerdeki Gremesinin ortalamasi (x105, Ort£SS)

Ort: Ortalama; SS: Standart Sapma; M199: Medium 199; NB: Nutrient Broth; BHIB: Brain Heart infusion Broth; SiM: Schneider’s insect Medium
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Kronik evrede teshisin en az iki serolojik test ile gerceklestirilmesi
gerekir (9). Klinik olarak stphelenilen ve mikroskobik inceleme-
lerde parazit saptanamayan olgularda parazit kiltivasyonunun
gerekliligi bildirilmektedir (3). Yapilan bir arastirmada ozellikle
kronik fazin teshisinde kiltivasyonun serolojik (IFT, CFT, HA) ve
xenodiagnozise goére daha iyi sonuglar verdiginden bahsedil-
mistir. Hasta gruplarinda yapilan taramalarda serolojik testlerden
%26, xenodiagnozisden %27,5 oraninda pozitiflik saptanirken
kiltivasyon sonrasinda bu oranin %55.08 oldugu tespit edilmistir
(10). Bagka bir calismada yine hemokdltir, xsenodiyagnoze gore
daha duyarl oldugundan bahsedilmis ancak parazit kilttrinin
rutinde kullanilabilmesi icin gelistirilmesi gerektigi sonucuna va-
nlmistir (11).

Son yillarda bazi arastirmacilar, deneysel calismalarin disinda
pratikte de kullanilabilecek ve parazitin formunu degistirmeden
uzun slre canlih@ini koruyabildigi farkl kiltir yontemleri gelistir-
meyi hedeflemiglerdir (5, 12, 13). Ancak yine de butin ¢aligmalar-
da uygulanabilecek tek bir protokol olusturulamayip caligmalar
hala devem etmektedir (12). Yapilan bir calismada, yeni bir kiltir
ortami bes fakli T. cruzi klinik izolati ile test edilmistir. Gelistirilen
kiltir ortamina katilan ve LM14 ve LM14B olarak kodlanan mad-
delerin kiltir ortaminda parazitin morfolojisini 40 pasaj sonrasin-
da bile uzun stre korudugdu bildirilmistir (12). Bizim ¢alismamizda
ise T. cruzi susu RPMI 1640, M199 ve SIM kiiltir ortamlarinda iire-
tildi ve 18'inci glinden itibaren ¢ besiyerinde de parazitin form
degistirdigi, amastigot forma doénlstigu tespit edilmistir. Kiltar-
lerde 24'Uncu gln itibariyle parazitin hemen hemen tamamen
amastigot forma dénistigu ve Uremenin yavaglayarak durdugu
gdzlenmistir.

Parazit kultdrleri, bilimsel ¢caligmalar icin blyik énem arz et-
mektedir. Parazitin aksenik kultirlerde Uretilmesi parazit bi-
yokimyasi, immdinolojik, fizyolojik ve molekiler calismalarda
blylk avantaj saglamaktadir. Arastirmamizda birbirinden farkli
bes sivi besiyeri ortaminda T. cruzi epimastigotlarinin Greme
potansiyelleri test edilmis olup bunlardan ikisinde Gremenin ol-
madidi ¢alisma sonucunda gérilmustir. Calismaya alinan diger
¢ besiyerinde (RPMI 1640, M199 ve SiM) 24"Gncl glin sonunda
en iyi Ureme potansiyeli RPMI 1640 besiyerinde gorilmuis ve
iireme potansiyeli agisindan M199 ve SiM'e gére anlamli bir
fark olusturmustur (p<0.05). Bunun yani sira caligmaya alinan
kiltur ortamlarinda 18’inci glinden itibaren parazitin amastigot
formunun kilturlerde tespit edilmesi de arastirma bulgularin-

dandir.

Protozoon parazitlerin in vivo ve in vitro devamliligi bazi problem-
leri de beraberinde getirmektedir. Kiltirlerde ve model organiz-
malarda belirli araliklarla yapilmasi gereken pasajlarin, biyik bir
is glicl gerektirmesinin yani sira suglarin kaybi, bakteri ve mantar
kontaminasyonlari, parazitin biyolojik ve metabolik 6zelliklerin-
deki degismeler bu problemlerden bazilandir ve bunlarin blyik
bir kismi kriyoprezervasyon ile dnlenebilmektedir (14). Protozoon
parazitlerin kriyoprezervasyonu ile ilgili birgok calisma yapilarak
krioprezervasyonun énemi vurgulanmistir (15-17). Gelistirilen kri-
yoprezervasyon yontemleri ile Trypanosoma parazitlerinin 7 yila
kadar canlliklarini korudugu belirtilmistir (18). Biz bu calismada
laboratuvarimizda rutin olarak kullandigimiz kriyoprezervasyon
protokolini belirttik.

SONUC

T cruzi sugsunun epimastigot formu ile planlanan arastirmalar-
da bol sayida epimastigot elde etmek icin dncelikle RPMI 1640
besiyerinin daha sonra M199 ve SIM besiyerlerinin tercih edil-
mesinin uygun olacadi kanisina vanlmistir. Epimasgot formu ile
yapilacak ¢alismalar igin calisma planinin 18. gline kadar, amasti-
got formu ile yapilacak ¢alismalarda ise planlamanin 18. glinden
sonra yapilmasinin uygun olacagdi distntlmistir. T. cruzi susu-
nun epimastigot formunun %15 DMSO yogunlugunda sivi azot
tankinda kriyoprezervasyonu yapilarak uzun sire saklanabilecegi
gorltlmustir. Bu sekilde saklanan parazitlerin gerektiginde tekrar
canlandirilarak calismalarda basar ile kullanilabilecedi kanisina
varilmistir.
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