
Leyiþmaniyoz etkenleri; tropikal ve sub-
tropikal bölgelerde yaklaþýk 15 milyon kiþiyi etki-
lemiþ olup, bunlara her yýl 400.000 yeni vaka ek-
lenmektedir (1). Leyiþmaniyoz, ülkemizin Güney
Doðu Anadolu bölgesinde epidemik, Çukurova
bölgesinde de endemik olarak bir seyir göstermek-
tedir (2).
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Özet
Leyiþmaniyoz etkenlerine moleküler yöntemlerin uygu-

lanabilmesi eldeki hücre sayýsý ile yakýndan ilgilidir. Bu çalýþ-
mada, bilinen populasyon taþýma kapasitesinin arttýrýlmasý ve
maksimum hücre sayýsýna eriþme süresinin kýsaltýlmasý hedef-
lendi. Modifiye Evans bifazik besiyerine ek olarak yalýn 1x RP-
MI-1640 besiyerine çeþitli kan ve kan ürünleri katýlarak elde
edilen yeni modifiye monofazik besiyerleri hazýrlandý. Bu be-
siyerlerine belirli sayýda L.tropica (K-27) ve L.donovani (DD-
8) parazitleri ekildi.

Ýnkübasyon sonrasý hem yalýn 1x RPMI-1640 besiyerinde
hem de kan ve kan ürünlerinin ilavesi ile elde edilen yeni mo-
difiye besiyerlerinde, birim hacme düþen parazit sayýlarýnýn,
daha önce yapýlan çalýþmalardan elde edilen düzeyi aþamadýk-
larý tespit edildi.  Buna  karþýlýk,  maksimum  hücre  sayýsýna
eriþme süreleri arasýnda farklýlýklar belirlendi. Buna göre;
L.tropica (K-27) ve L.donovani (DD-8) hücreleri modifiye
Evans besiyerinde 14., yalýn 1x RPMI-1640 besiyerinde 12. ve
insan tam kan lizatýnýn eklendiði 1x RPMI-1640 besiyerinde ise
dördüncü günde maksimum hücre sayýsýna eriþtiði gözlendi.

Ayrýca, mitotik indeksi arttýrarak taþýma kapasitesine da-
ha kýsa zamanda eriþmek amacýyla fitohemaglütinin (PHA)
denemesi yapýldý. Farklý deriþimlerde fitohemaglütinin, yalýn
1x RPMI-1640 besiyerlerine eklendikten sonra L.major (5-
ASKH) ekildi ve belirli zaman aralýklarýyla birim hacme düþen
hücre sayýlarý belirlendi. Yapýlan çalýþmaya göre, besiyerine
eklenen mitojen maddenin (PHA) populasyon taþýma kapa-
sitesini ve ikilenme süresini etkilemediði tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Leyiþmanya kültürü, Kan lizatý,
Maksimum üreme oraný,
Taþýma kapasitesi, Mitojen maddeler
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Summary
The molecular methods that can be applied to

Leishmania parasites are directly related with the cell number
that is present. In this study, it was aimed to increase conven-
tional carrying capacity of culture and to decrease the period
to reach the maximum cell number. The medium was prepared
as modified Evans' biphasic medium and as monophasic RP-
MI-1640 with blood or blood products. The determined cell
numbers of L.tropica (K-27) and L.donovani (DD-8) were in-
oculated into these media, seperately.

The 1x RPMI-1640 media of both type, simple and modi-
fied ones did not show any positiveness comparing with the
preliminary studies performed with traditional media.
However, the reaching periods to full capacity happened to be
different. L.tropica (K-27) and L.donovani (DD-8) cells in
Evans' modified medium and simple 1x RPMI-1640 were high-
est in 14th, and enriched 1x RPMI-1640 medium with human
whole blood lysate reached almost the same level after only
four days.

In order to reach the full capacity in minimum period of
time, we tried to have the advantage of higher mitotic index
with phytohaemagglutinin (PHA). The PHA in different con-
centrations were added into simple 1x RPMI 1640 media, then
the media were inoculated with L.major (5-ASKH). Following
the cell numbers throughout the cultivation no positive effect
was detected at all.

Key Words: Blood lysate, Growth rate, Leishmania culture,
Maximum carrying capacity, Mitogen agents
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Promastigotlar için kullanýlan besiyerlerine,
deðiþik maddelerin katýlýmýyla üremenin etkile-
nebildiði bilinmektedir. Türkiye'de yapýlan L.tropi-
ca ve L.infantum parazitlerinin kültüründe klasik
NNN besiyerine sýðýr kaný, Nutrient broth'a Fötal
Calf Serum (FCS), RPMI-1640 besiyerine FCS ve
insan idrarý katýlmak suretiyle baþarý saðlanmýþtýr
(3-5). Yeni Dünya leyiþmaniyoz etkenlerinin
üretildiði Brain Heart Infusion Agar'ýn örtü sývýsýna
FCS, hemoglobin, pepton ve hemin katýldýðýnda
promastigotlarýn daha olumlu yönde üredikleri
görülmüþtür (6,7). Çin leyiþmanya izolatlarýnýn
kültürü, insan tam kan lizatý ve Fötal Bovin Serum
(FBS) bulunan Medium 199'da yapýlmýþ ve kan
lizatýnýn olumlu etkisinden söz edilmiþtir (8). Bir
baþka çalýþmada 1x µ-Minimal Essential Medium
(µ-MEM), 1x RPMI 1640 ve Dulbeco'nun modi-
fiye Eagle Powder (DME) besiyerlerine ayrý ayrý
FBS ve hemin katýlarak, bu besiyerlerine L.dono-
vani ekilmiþ, birim hacme düþen hücre sayýsý izlen-
miþtir. Besiyerlerine hemin katýlmak suretiyle
"populasyon taþýma kapasitesi" ve "maksimum
hücre sayýsý"na eriþme süresinin µ-MEM'de en
kýsa, DME besiyerinde en uzun olduðu bulunmuþ-
tur (9). Modifiye Evans besiyerine ait örtü sývýsýna
prolin katýldýðýnda da parazitler çok iyi üreme
göstermiþlerdir (10,11). 1x Grace's insekt besiyeri-
ne; FBS katýlarak bu besiyeri izolasyon için kul-
lanýldýðýnda baþarýsýz olunmuþ, ayný besiyerine de-
fibrine tavþan tam kaný eklenince, Kala-Azar etken-
lerin izolasyonunda büyük baþarý elde edildiði
bildirilmiþtir (12). Yapýlan bir çalýþmada; FCS
içeren 1x Schneider's Drosophila besiyerinde hem
L.tropica hem de L.major, 7x107 hücre/ml; L.dono-
vani, 5x107 hücre/ml (13); FCS içeren 1x RPMI-
1640 ve Nutrient broth besiyerlerinde; L.donovani
sýrasýyla 2-6x107/ml ve 2.5x107 hücre/ml (14),
ayný þekilde klasik NNN'de 1.5-2.5x107 hücre/ml
düzeyinde hücre elde edilmiþtir (15).

Ýnsan T lenfositleri G0 fazýnda bulunmaktadýr.
In vitro çalýþmalarda lenfosit kültürüne eklenen fi-
tohemaglütinin (PHA-L), lenfositlerde RNA sen-
tezini stimüle ederek hücreleri blast hücrelerine
dönüþtürür. Bu madde bir lektindir ve mitojen
olarak kullanýlýr (16-18).

Sunulan bu çalýþma ile birim hacim baþýna
düþen hücre sayýsýný arttýrmak ve maksimum hücre

sayýsýna eriþme süresini kýsaltmak amacýyla L.trop-
ica (K-27) ile L.donovani (DD-8) parazitleri; modi-
fiye Evans besiyeri ile kan ve kan ürünlerinin ek-
lendiði 1x RPMI-1640 besiyerlerinde üretildi.
Ayrýca deðiþik deriþimlerde PHA-L içeren yalýn 1x
RPMI-1640 besiyerine L.tropica (K-27) hücreleri
ekildi ve belirli zaman aralýklarý ile hücre sayýlarý
belirlendi.

Gereç ve Yöntem
Birim hacme düþen maksimum promastigot

sayýsýný tespit amacýyla þu besiyerleri denendi:

a) Modifiye Evans bifazik besiyeri (10); bak-
teriyolojik pepton, beef ekstrakt, tuz ve agar suda
eritildikten sonra, pH 7'ye ayarlandý. Otoklav son-
rasý besiyerine %10 defibrine tavþan tam kaný ve
200 mg/ml  gentamisin  eklendi.  Bu  besiyeri,
kültür tüplerine 2'þer ml daðýtýlýp yatýk olarak
katýlaþtýrýldý.  Üzerine  1 ml izotonik solüsyon ek-
lendi.

b) Yalýn 1x RPMI-1640 monofazik besiyeri:
100 ml besiyeri için 10 ml 10x RPMI-1640 (Sigma)
besiyerine steril þartlar altýnda 25mM HEPES
(Sigma), 4.76mM NaHCO3 (Seromed), %10 FBS
(Seromed), 2mM L-glutamin (Seromed) ve 100
mg/ml gentamisin (Roche) eklenerek pH (7.0)
ayarlandý.

c) %15 tavþan tam kaný eklenerek hazýrlanan
1x RPMI-1640 besiyeri,

d) %15 tavþan tam kan lizatý eklenerek hazýr-
lanan 1xRPMI-1640 besiyeri,

e) %15 insan tam kan lizatý eklenerek hazýr-
lanan 1x RPMI-1640 besiyerleri.

Tam kan lizatý hazýrlanmasý amacýyla (10); 10
ml heparinli tam kanýn plazmasý santrifüjle (800xg)
ayrýldý. Kalan hücre çökeltisi, ayný hacimdeki izo-
tonik solusyonla üç defa yýkamanýn ardýndan, 10 ml
saf suda ve soðuk ortamda tutularak eritrositlerin
parçalanmasý saðlandý. Parçalanmayan lökosit
hücreleri santrifüjle (1000xg) uzaklaþtýrýlarak tam
kan lizatý elde edildi. Tüm besiyerleri ikiþer ml þek-
linde kültür tüplerine daðýtýlarak her bir besiyeri
için ayrý ayrý beþer tüp serisi hazýrlandý. Dr. ALVAR
(Ýspanya) ve Dr. STRELKOVA'dan saðlanan
L.tropica (K-27) ve L.donovani (DD-8) parazitleri
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belirli sayýda bu besiyerlerine ekildi ve belli zaman
aralýklarý ile maksimum hücre sayýlarý Thoma lamý
ile sayýldý.

Fitohemaglütinin'in (PHA-L, Seromed) 1.2
mg'ý 5 ml suda çözüldü ve yalýn 1x RPMI-1640 be-
siyerinin beþer tüplük serisine sýrasýyla 0, 1, 3, 5, 8
ve 15 mg/ml olacak þekilde katýldý. Yukarýda sözü
edilen araþtýrýcýlardan saðlanan L.major (5-ASKH)
hücreleri de bu besiyerlerine belirli sayýda ekildi.
Her iki günde Thoma lamý ile sayým yapýldý. Her
besiyeri  için  elde  edilen  ortalama  maksimum
promastigot  sayýlarý,  Bilgisayar SPSS istatistik
programlarý kullanýlarak student t-testi ile
karþýlaþtýrýldý.

Bulgular
Modifiye Evans bifazik besiyeri (a) ile yalýn 1x

RPMI-1640'ýn kan ve kan ürünleri eklenmesiyle
hazýrlanan modifiye besiyerlerine (b-e) ekilen
L.tropica (K-27) ve L.donovani (DD-8) parazit-
lerinin belli zaman aralýklarýnda belirlenen ortala-
ma hücre sayýlarý ve ortalama maksimum hücre
sayýsýna eriþim süreleri ayrý ayrý Tablo 1'de verildi. 

Kutanöz leyiþmaniyoz etkeni olan L.tropi-
ca'nýn; modifiye Evans bifazik besiyerinde (a) po-
pulasyon taþýma kapasitesine 14., yalýn 1x RPMI-
1640 besiyerinde (b) 12.gün, %15 tavþan tam kaný
içeren 1x RPMI-1640 (c) besiyerinde sekizinci gün,

%15 tavþan tam kan lizatý içeren 1x RPMI-1640 (d)
besiyerinde altýncý gün ve %15 insan tam kan liza-
tý içeren 1x RPMI-1640 besiyerinde (e) de
dördüncü gün ulaþtýðý belirlendi.

L.tropica'nýn (K-27) besiyeri bileþimine göre
maksimum hücre sayýlarýna eriþim süreleri farklý
olurken; populasyon taþýma kapasiteleri kendi ara-
larýnda istatistiki olarak karþýlaþtýrýldý (Tablo 2).
Modifiye Evans bifazik besiyerinde elde edilen or-
talama maksimum hücre sayýlarýnýn diðer besiyer-
lerine göre istatistiksel olarak anlamlý olduðu göz-
lendi (p<0.001). Modifiye sývý besiyerlerinde mak-
simum hücre sayýlarý kendi içinde karþýlaþtýrýldýðýn-
da ise; tavþan tam kan lizatý içeren besiyerinin (d)
yalýn 1x RPMI-1640 besiyerine (b) oranla, 1x RP-
MI-1640 besiyeri (b) ile tavþan tam kaný eklenen 1x
RPMI-1640 besiyerinin (c) insan tam kan lizatý
içeren  1x RPMI-1640  besiyerine (e) oranla daha
fazla hücre içerdiði tespit edildi (p<0.05).

Kala-azar etkeni olan L.donovani (DD-8) ise;
modifiye Evans bifazik besiyerinde (a) 14.gün,
yalýn 1x RPMI-1640 (b) besiyerinde 12.gün, %15
tavþan tam kaný içeren 1x RPMI-1640 (c) besi-
yerinde sekizinci gün, %15 tavþan tam kan lizatý
içeren 1x RPMI-1640 besiyerinde (d) yedinci gün
ve %15 insan tam kan lizatý içeren 1x RPMI-1640
(e) besiyerinde ise dördüncü günde ortalama mak-
simum hücre sayýsýna eriþtiði belirlendi (Tablo 1).

Tablo 1. Farklý besiyerlerinin ortalama populasyon taþýma kapasiteleri*

L.tropica (K-27) (hücre/mlx106) L.donovani (DD-8) (hücre/mlx106)
(a) (b) (c) (d) (e) (a) (b) (c) (d) (e)
Mod. RPMI RPMI RPMI RPMI Mod. RPMI RPMI RPMI RPMI

Gün Evans 1640 1640 1640 1640 Evans. 1640 1640 1640 1640

00 00.40 00.20 00.20 00.20 00.20 00.48 00.24 00.24 00.24 00.24
04 13.50 07.50 12.00 19.60 29.25 13.70 03.40 09.60 12.15 28.40
06 16.25 15.15 19.50 31.10 23.50 21.50 10.65 15.70 24.55 15.90
07 22.75 18.05 24.10 24.85 18.85 27.35 13.20 20.45 26.10 14.50
08 27.75 22.10 29.70 19.70 14.90 32.70 18.75 25.55 18.05 12.10
10 38.50 28.30 25.10 09.15 07.55 40.70 25.65 21.25 13.05 09.00
12 42.05 29.30 45.05 28.15
14 43.60 17.55 46.55 16.00
16 22.75 27.85

l Besiyerlerinin sýralamasý "Gereç-Yöntem"deki sýralamanýn benzeridir.
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L.donovani (DD-8) paraziti ortalama maksi-
mum hücre sayýlarýna eriþim süresi besiyerlerine
göre deðiþirken; populasyon taþýma kapasiteleri
kendi aralarýnda karþýlaþtýrýldý (Tablo 2). Modifiye
Evans bifazik besiyerinde elde edilen ortalama
maksimum hücre sayýlarý, diðer sývý besiyerlerine
oranla daha fazla bulundu (p<0.05). Sývý besiyerleri
ortalama maksimum hücre sayýsý yönünden kendi
aralarýnda karþýlaþtýrýldýðýnda; insan tam kan lizatý
içeren 1x RPMI-1640 besiyerinin (e) sadece tavþan

tam kaný içeren 1x RPMI-1640 besiyerine (c) oran-
la daha fazla hücre taþýdýðý belirlendi (p<0.05).

Fitohemaglutinin (PHA-L), hücre taþýma kapa-
sitesine ve bu kapasiteye ulaþma zamanýna olan
etkisinin araþtýrýldýðý çalýþmada, L.major (5-ASKH)
promastigotlarý kullanýldý (Tablo 3).

Besiyerleri arasýnda yapýlan istatistiksel
karþýlaþtýrmalara göre bu maddenin ortalama mak-
simum hücre sayýlarýna ve bu sayýlara eriþim

Tablo 2. Farklý besiyerlerinin ortalama maksimum promastigot sayýlarýnýn karþýlaþtýrýlmasý

L.tropica (K-27) L.donovani (DD-8)
Besiyeri Adý ´±SH (x106) P deðeri ´±SH (x106) P deðeri

Mod. Evans (a) 43.6±0.54 46.5±0.7
RPMI-1640 (b) 29.3±0.26 P<0.001 28.1±0.95 P<0.001

Mod. Evans (a) 43.6±0.54 46.5±0.7
RPMI-1640 (c) 29.7±0.32 P<0.001 25.5±0.72 P<0.001

Mod. Evans (a) 43.6±0.54 46.5±0.7
RPMI-1640 (d) 31.1±0.6 P<0.001 26.1±0.13 P<0.001

Mod. Evans (a) 43.6±0.54 46.5±0.7
RPMI-1640 (e) 29.0±0.28 P<0.001 28.4±0.64 P<0.001

RPMI-1640 (b) 29.3±0.26 28.1±0.95
RPMI-1640 (c) 29.7±0.32 P>0.05 25.5±0.72 P>0.05

RPMI-1640 (b) 29.3±0.26 28.1±0.95
RPMI-1640 (d) 31.1±0.6 0.01<P<0.05 26.1±0.13 P>0.05

RPMI-1640 (b) 29.3±0.26 28.1±0.95
RPMI-1640 (e) 29.0±0.28 0.01<P<0.05 28.4±0.64 P>0.05

RPMI-1640 (c) 29.7±0.32 25.5±0.72
RPMI-1640 (d) 31.1±0.6 P>0.05 26.1±0.13 P>0.05

RPMI-1640 (d) 31.1±0.6 26.1±0.13
RPMI-1640 (e) 29.0±0.28 0.01<P<0.05 28.4±0.64 0.01<P<0.05

Not) ´:Ortalama maksimum promastigot, SH: Standart hata.

Tablo 3. Mitojen madde (PHA-L) eklenen besiyerlerinin ortalama promastigot sayýlarý

PHA-L PHA-L PHA-L PHA-L PHA-L PHA-L
Gün (0 mgml) (1 mg/ml) (3 mg/ml) (5 mg/ml) (8 mg/ml) (15 mg/ml)

00 7.00x104 7.00x104 7.00x104 7.00x104 7.00x104 7.00x104

02 6.00x105 6.67x105 6.67x105 8x67x105 6.67x105 8x67x105

04 4.80x106 2.07x106 2.70x106 1.73x106 1.67x106 3.00x106

06 1.28x107 1.27x107 1.50x107 1.38x107 1.35x107 1.34x107

08 2.46x107 2.46x107 2.29x107 2.38x107 2.04x107 2.30x107

10 2.67x107 2.92x107 2.59x107 2.67x107 2.22x107 2.83x107

12 2.87x107 3.17x107 2.93x107 2.90x107 2.90x107 3.23x107

14 3.08x107 3.30x107 3.17x107 3.12x107 3.13x107 3.20x107

16 1.26x107 1.06x107 1.10x107 1.05x107 1.06x107 1.07x107
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sürelerine etki etmediði belirlendi (P>0.05) (Tablo
4).

Tartýþma
Yapýlan çalýþmalarda kutanöz leyiþmanoz

etkenlerinin tropikal ve subtropikal bölgelerde
olduðu kadar (1,15), bölgemizde de endemik ve
epidemik olarak seyrettiði bilinmektedir (2,3).

Moleküler çalýþmalarda çok sayýda hücre kul-
lanýldýðýndan, hem yüksek populasyon taþýma ka-
pasitesi, hem de bu kapasiteye eriþme süresinin
mümkün olduðunca kýsa olmasý aranan parametre-
lerdir. Daha önce yapýlan çalýþmalara göre; 1x RP-
MI-1640 besiyerinde (9,14) en yüksek hücre sayýsý
2-5x107/ml, Schneider's Drosophila besiyerinde
(13) 5-8x107/ml, klasik NNN'de (15) 1.5-
2.5x107/ml elde edilmiþtir. Bu çalýþmada; kutanöz
etkeni olan L.tropica (K-27) ve kala-azar etkeni
L.donovani (DD-8) promastigotlarýnýn, besiyer-
lerinde birim hacme düþen maksimum hücre
sayýlarýnýn daha önce yapýlan çalýþma sonuçlarýyla
benzer, ancak populasyon taþýma kapasitesine eriþ-
me zamanýnýn farklýlýk gösterdiði tespit edildi
(Tablo 1). Bu sonuç, fazla hücre gerektiren bir çok
çalýþma için kültür süresini kýsaltmasý açýsýndan bir
fýrsattýr. Diðer yandan, sürenin kýsalmasý kontami-
nasyon riskini de azaltmaktadýr. Modifiye bifazik

besiyerinin her iki hücre için, sývý besiyerlerine
oranla istatistiksel olarak anlamlý þekilde hücre
artýþý gösterirken; besiyerine eklenen kanlardan ge-
len parazit dýþý antijen ve DNA içermesi yüzünden
moleküler çalýþmalarda uygun bulunmadý (Tablo
2). Çalýþmaya göre; bazý kan ve kan ürünleri içeren
sývý besiyerleri arasýnda hücre sayýlarý yönünden is-
tatistiki farklýlýklar vardýr (p<0.05), ancak bunun
farklý çevre koþullarýndan ileri geldiði düþünüle-
bilir.

Muhtemel kontaminasyonlarýn önüne geçilme-
si ve kültür süresinin kýsaltýlmasý, besiyerinin taþý-
ma kapasitesine kýsa zamanda eriþmesi ile
mümkündür. Çalýþmada kullanýlan L.tropica (K-27)
ve L.donovani (DD-8) referans promastigotlarý,
modifiye Evans bifazik besiyerinde (a) 14.günde ve
insan tam kan lizatý içeren 1x RPMI-1640 besiye-
rinde (e) dördüncü günde en yüksek hücre sayýsýna
eriþtiði tespit edildi. Diðer yandan, kan ve kan
ürünü içermeyen 1x RPMI-1640 besiyerinde (b)
L.tropica ve L.donovani, en yüksek hücre sayýsýna
12.günde ulaþtýðý gözlendi. Tablo 1 sonuçlarýna
bakýldýðýnda, kan ve kan ürünlerinin katýldýðý sývý
besiyerlerinde, maksimum hücre sayýsýna eriþme
zamanýnýn kýsaldýðý görülür. Monofazik besiyerinin
bileþimi temelde ayný olmasýna karþýn, eklenen kan
ve kan ürünlerinin elde edildikleri kaynaklara göre,

Tablo 4. Mitojen içeren besiyerlerinin ortalama maksimum hücre sayýlarýnýn karþýlaþtýrýlmasý

Besiyeri ´±SH (x106) P deðeri Besiyeri ´±SH (x106) P deðeri

Kontrol 30.8±0.7 1mg/ml 32.6±0.5
1mg/ml 32.6±0.5 P>0.05 15mg/ml 32.3±0.2 P>0.05

Kontrol 30.8±0.7 3mg/ml 32.6±0.5
3mg/ml 31.7±0.3 P>0.05 5mg/ml 31.2±0.7 P>0.05

Kontrol 30.8±0.7 3mg/ml 32.6±0.5
5mg/ml 31.2±0.7 P>0.05 8mg/ml 31.3±0.8 P>0.05

Kontrol 30.8±0.7 3mg/ml 32.6±0.5
8mg/ml 31.3±0.8 P>0.05 15mg/ml 32.3±0.2 P>0.05

Kontrol 30.8±0.7 5mg/ml 31.2±0.7
15mg/ml 32.3±0.2 P>0.05 8mg/ml 31.3±0.8 P>0.05

1mg/ml 32.6±0.5 5mg/ml 31.2±0.7
3mg/ml 32.6±0.5 P>0.05 15mg/ml 32.3±0.2 P>0.05

1mg/ml 32.6±0.5 8mg/ml 31.3±0.8
5mg/ml 31.2±0.7 P>0.05 15mg/ml 32.3±0.2 P>0.05

1mg/ml 32.6±0.5 8mg/ml 31.3±0.8
8mg/ml 31.3±0.8 P>0.05 15mg/ml 32.3±0.2 P>0.05

Not) ´ Ortalama maksimum promastigot sayýsý, SH: Standart hata.
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maksimum hücre sayýlarýna eriþme sürelerini
deðiþtirdiðini görmekteyiz. Bu da farklý kaynaklar-
dan alýnan kan bileþimlerinin, leyiþmaniyoz etken-
lerini farklý þekilde etkilediðini göstermektedir.
Ýlaveten, kanýn alýnmasý ve iþlenmesi sýrasýnda
uygulanan yöntemlerin muhtemel etkisi de unutul-
mamalýdýr. Daha önce ülkemizde (3-5) ve yurt
dýþýnda (6,9,10,12) yapýlan kültür çalýþmalarýnda;
besiyerlerine prolin, hemin, hemoglobin, sýðýr ve
insan kaný gibi bileþenlerin katýlmasýyla, kültürde
olumlu sonuçlar alýndýðý bilinmektedir.

Ýnsan tam kan lizatý; hem kültür süresini kýsalt-
masý, hem de insan lökosit hücrelerinden gelen
parazit dýþý DNA'nýn azlýðýndan dolayý DNA'ya
dayalý moleküler çalýþmalarda kullanýlacak mono-
fazik besiyerlerine katýlabilir. Ayrýca; hücrelere acil
ihtiyaç yoksa maksimum hücre sayýsýna eriþme
süresinin uzun olduðu yalýn 1x RMPI-1640 ve acil
gereksinim varsa, maksimum hücre sayýsýna eriþme
süresinin kýsa olduðu insan tam kan lizatý içeren 1x
RPMI-1640 besiyerinde kültürün yapýlmasý
öngörülebilir.

Lektinlerin (PHA, PWM gibi), in vitro G0

fazýndaki lenfosit hücrelerinde RNA sentezini
stimüle ederek,  lenfosit  hücrelerini  lenfoblast  du-
rumuna dönüþtürdükleri bilinmektedir. Özellikle
Fitohemaglütinin (PHA-L), T lenfositlerinin mi-
totik stimülatörü olarak, besiyerlerine ml'de 5 mg'-
dan az kullanýldýðýnda bu hücrelerin mitoza sürük-
lendiði tespit edilmiþtir (16-18). Buradan yola
çýkarak PHA-L'nin promastigotlarýn maksimum
hücre sayýsýna eriþim sürelerine ve populasyonun
taþýma kapasitelerine etki edip etmediði araþtýrýldý.
Ancak PHA'nýn deðiþik konsantrasyonlarýnýn kul-
lanýldýðý besiyerlerinde elde edilen ortalama maksi-
mum hücre sayýlarý ile kontrol grubu hücre sayýlarý
istatistiksel olarak karþýlaþtýrýldýðýnda, bu mad-
denin promastigot üremesine etki etmediði belir-
lendi (Tablo 3,4).
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