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Ozet

Calismamizin amaci Plasmodium berghei'nin kisa donem kdltliriinde uygulanacak ila¢ direng testlerinin laboratuarimizda
yerlestirilmesi olmustur. ilk asamada P. bergheimin genc trofozoitlerini barindiran enfekte fare kanlarinin in vitro olarak, 24 saatlik
eritrosit ici evrim déngiisiiniin tamamlanmasi gerceklestirilmistir. ikinci asamada klorokin ve artesunat ilag konsantrasyonlarinin
parazitin eritrosit ici gelisimini inhibe etme oranlari tespit edilmistir. Sonuglarimiza gére, kisa dénem in vitro kiiltiir testlerinde P. berghei
parazitleri eritrositer sizogoni evrelerini tamamlamis, enfekte eritrositlerde merozoit olusumlari gézlenmistir. Klorokin ve artesunat ile
yapilan ilag direng testlerinde ise artesunat ilacinin antipasmodiyal etkisinin daha fazla oldugu saptanmistir.

Anahtar sozciikler: Plasmodium berghei, in vitro, Antiplasmodiyal ilac direng testleri

In Vitro Cultivation of Plasmodium berghei: Application of
Drug Resistance Tests with Chloroquine and Artesunate

Summary

The aim of this study is to assess the drug resistance testing of Plasmodium berghei after short-term culture in vitro. First stage, the
life cycle of the malaria parasites was completed in an average of 24 h inside the red blood cells in vitro. Second stage, the inhibition
rates of Chloroquine and Artesunate on the infected erythrocytes were determined. The results showed that P. berghei parasites were
completed their erythrocytic schizogony in short term in vitro cultivation. In the drug resistance tests with Chloroquine and Artesunate,

antiplasmodial resistance did not occur with both drugs and the effect of Artesunate is higher than Chloroquine.
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GiRIS

Sitma etkeni Plasmodium’lann olusturdugu ilag direnci,
in vivo ve in vitro ortamlarda bu parazitler tzerine yeni
antimalarial/antiplasmodiyal maddelerin etkisini arastir-
maya yonelik calismalarin artmasina neden olmustur.
insani enfekte etmeyen kemirgen sitma parazitleriyle in
vitro ortamda yapilan calismalar antiplasmodiyal etki
gosteren maddelerin belirlenmesi agisindan dnem tasimak-
tadir. Yeni ilag calismalarinda sentez edilen veya dogal
kaynaklardan izole edilen kimyasal maddelerin, klinik
denemelere tabi tutulabilmeleri icin dncelikle in vitro

tarama ve toksisite deneyleri yapilmaktadir M. Sitma
ilaglarinin etki mekanizmalari arasinda farkliliklar oldugu
gibi ayni tiiriin suslari arasinda da farkliliklar bulunmak-
tadir @, Dinyanin bir cok bolgesinde, basta P. falciparum
olmak Uzere sitma turlerinin ilaglara karsi direng goster-
digi bilinmektedir 4. Direncg, genellikle ila¢ ya da ilag
gruplarinin sensitivitelerinin azalmasina neden olan
spontan mutasyonlarin tek nokta ya da ¢oklu nokta
mutasyonlari sonucu olarak gelismektedir 7., Artemisia
annua bitkisinden elde edilen Artemisinin ve tlrevlerinin
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ozellikle P. falciparum tedavisinde uzun slre basariyla
kullanilmasinin ardindan, bu ilaca karsi da olusan direng
bulgularindan s6z edilmege baslanmistir ®4, Bu calis-
manin amaci, insan sitma etkenlerinden en agir klinik
tabloya neden olan P. falciparum'a yakin yasam dongu
ozellikleri oldugu bilinen kemirgen sitma etkeni P.
berghei'nin in vitro yasatilip ¢ogdaltilmasini saglamak ve
klorokin ve artesunat ilag direng testlerini in vitro olarak
uygulamaktir. Calismamiz in vitro ortamda P. berghei Gizerine
uygulanan ilac¢ direng testleri konusunda Ulkemizdeki ilk
calismalardan biridir.

MATERYAL ve METOT

Galismamizda MR4-ATCC (American Type Culture
Collection) Wirginia, USA firmasindan temin edilen P. berghei
MRA-311-Anka susu kullanilmistir. ilk asamada, -80°C'de
muhafaza edilen P. berghei geng trofozoitli eritrositleri
tastyan fare kan sollsyonu ¢ozdirillp, santrifijlenerek
elde edilen eritrosit ¢okeltisi RPMI-1640 besiyeri (%10 FCS
eklenmis) ile %10 oraninda sulandiriimistir. Kiltir kaplari
icindeki eritrosit slispansiyonu mikrobiyolojik jar icine
koyulmus, %5 CO,, %5 O,, %90 N, karisimindan gaz verilerek
calkalamali etiive (37°C) yerlestirilmistir. Cam kavanozun
icine yanar mumlar yerlestirilerek, CO, oraninin artmasi
O, seviyesinin dismesi saglanmistir. 24 saat boyunca
kiltivasyon takip edilmistir. Kultlirlin 22-24 saatleri arasinda
olgun sizont ve merozoitleri tasiyan eritrositler tespit
edilmistir. ikinci asamada, kiiltiir plaklarina 0.5 ml enfekte
eritrosit solusyonu ile 0.5'er ml klorokin (Sigma-C6628)
ve artesunat (Sigma-A3731) ilaglarinin RPMI-1640 besiyeri
ile hazirlanmis sulandinmlarindan, son diliisyonlar; 0.1,
0.4, 0.8, 1.6, 6.4 ve 12.8 pugr/ml olacak sekilde eklenmistir.
Kontrol icin ayrilan cukurlardaki enfekte eritrosit siispan-
siyonu uzerine RPMI-1640 besiyeri koyulmustur. Kaltiir
plaklar mikrobiyolojik jar icinde calkalamali etlive yerles-
tirilmis ve kiiltivasyon baslatilmistir U9, islemler farkli

zamanlarda 3 kez tekrarlanmistir. Sonuclar; Calcusyn
version 2.1 programi ile degerlendirilmistir.

BULGULAR

Plasmodium bergheinin kisa dénem in vitro kiltlriinde;
inklibasyon siiresinin basinda enfekte eritrositlerin tama-
minda trofozoitler bulunurken, 20-22. saatte sizontlar, 24.
saatte ise merozoitler tespit edilmistir (Sekil 1, 2).

ilag direng testlerinde, klorokin ve artesunat ilaglarinin
her ikisinde de 0.8 pg/ml dozda enfekte eritrositlerin
%100'Unde trofozoit evresi bulunmus, sizont evresine gegis
engellenmistir. En dusuk ilag dozlar olan 0.1 ve 0.4 pg/ml
dozlarinda, artesunat ile sirasiyla %81 ve %70 oranlarinda
sizont evresi tespit edilmis, ayni dozlarda klorokin ile
siraslyla %81 ve %80 oranlarinda sizont evresine gecis
olmustur.

Klorokin ve artesunat ilag¢ direng test sonuclari deger-
lendirildiginde, her iki ilag ile doz ve etki iliskisi anlamli
bulunmus (P<0.05), ED., (%50'sini etkileyen doz) degerleri
klorokin icin 0.68431, artesunat icin 0.45582 olarak hesap-
lanmistir. Klorokin ve artesunat ilag direng testlerindeki
doz etki egrileri Calcusyn version 2.1 programi ile deger-
lendirilmistir (Sekil 3).

TARTISMA ve SONUC

Parazitin eritrositer dénemlerinin in vitro kulturleri
Trager ve Jensen'in calismalariyla baslamis ve sitmanin cok
yonli arastirmalarindaki 6nemi siklikla vurgulanmigtir 1112,
Kisa donem in vitro Plasmodium kdilturleri, ilag direnci
gelistirmis suslarin ayirt edilmesi amaciyla klinik izolatlara
uygulanabilme kolayligi saglamaktadir. In vitro yontemler
ile yapilan Plasmodium calismalari; farkl boélgelerden
izole edilen suslarin ayni ilaglara farkli direnc seviyeleri

Sekil 1. Kisa dénem in vitro kiltlrin baslangicinda (0. saat) P.
bergheiile enfekte eritrositlerde trofozoit evrelerinin gérinimu

Fig 1. Appearance of trophozoite stages in erythrocytes
« infected with P. berghei at the beginning of the short-term
cultivation (0. h)
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Sekil 2. Kisa dénem in vitro kiltiirlin 24. saatinde P. berghei ile
enfekte eritrositlerde merozoit evresinin gorinimu

Fig 2. Appearance of merozoite stages in erythrocytes infected
with P. berghei at 24. h of the short-term cultivation
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gosterebildigini ve bolgesel tedavi protokollerinin belir-
lenmesinde bu yontemle uygulanan ila¢ direng testlerinin
onemli rol oynadigini géstermektedir '*'4. Calismamizda
P. berghei parazitleri in vitro kisa donem kiiltlirde eritrositer
sizogoni gelistirerek 24 saatlik inkiibasyon dénemi sonunda
enfekte eritrositlerde %80 oraninda sizont evresi olustur-
mustur. Klorokin ve artesunat ilag direng testleri sonucunda
ise elimizdeki P. berghei susunun her iki ilaca karsi direncinin
olmadig tespit edilmistir. Elde ettigimiz ED,, degerleri
artesunat ile 0.45582, klorokin ile 0.68431'dir. Bu sonuclar
kullandigimiz P. berghei susu (lizerinde artesunat’in in vitro
ortamda antiplasmodiyal etkisinin daha yuksek oldugunu
gostermektedir. Bu calisma in vitro Uretilen Plasmodium
parazitlerinde uygulanan ila¢ direng testleri konusunda
Ulkemizde yapilan ilk calismalardan biridir.

KAYNAKLAR

1. Kayaalp OS: ilaclarin Klinik-Oncesi Degerlendirme Testleri. In,

Klinik Farmakolojinin Esaslari ve Temel Dizenlemeler. s.29-46, Faryal
Matbaacilik, Ankara, 2009.

2. Akisii G: Sitma Tedavisi. In, Akist C, Korkmaz M (Eds): Tibbi Parazitolojide
Tedavi. 1. Baski, 5.65-87, Meta Basim, Tirkiye Parazitoloji Dernegi Yayin
No: 20, izmir, 2005.

3. Witkowski B, Berry A, Benoit - Vical F: Resistance to anti-
malarial compound: Methods and applications. D Resist Update, 12, 42-
50, 2009.

4. Legrand E, Volney B, Meynard JB, Puijalon OM, Estere P: In vitro
monitoring of Plasmodium falciparum drug resistance in French guiana:
A synopsis of continous assessment from 1994 to 2005. Antimicro Agents
Chemother, 52 (1): 288-298, 2008.

5. Carlton JMR, Hayton K, Cravo PVL, Walliker D: Of mice and malaria
mutants: unravelling the genetics of drug resistance using rodent malaria
models. Trends Parasitol, 17 (5): 236-242, 2001.

6. Ergiiven S, Yilmaz YA, Boral OB: Antiparaziter ilaclara Direng. In, Ozcel
MA (Ed): Ozcel'in Tibbi Parazit Hastaliklari. 1. Baski, 5.69-75, Meta Basim,
Tiirkiye Parazitoloji Dernegi Yayini No: 22, izmir, 2007.

7. Le Bras J, Durand R: The mechanisms of resistance to anti-
malarial drugs in Plasmodium falciparum. Fundam Clin Pharm, 17, 147-
153,2003.

8. Maude RJ, Pontavornpinyo W, Saralamba S, Aguas R, Yeung S,



912

Plasmodium berghei’nin In Vitro ...

Dondorp AM, Day NPJ, White NJ, White JW: The last man standing is
the most resistant: eliminating artemisinin-resistant malaria in Cambodia.
Malaria Journal, 8 (31): 1-7, 2009.

9. Plowe CV: The evoluation of drug-resistance malaria. Trans R Soc Trop
Med Hyg, 103 (1): 11-14, 2009.

10. Janse CJ, Ramesar J, Waters AP: Plasmodium berghei: General
Parasitological Methods. Laboratory Guide Book. pp.1-14, Leiden University
Medical Center (LUMC) Press, Netherland, 2004.

11. Trager W, Jensen JB: Cultivation of eryhrocytic stages. B World Health
Organ, 55 (2-3): 363-365, 1977.

12. Trager W, Jensen JB: Continuos of Plasmodium falciparum: Its impact
on malaria research. Int J Parasitol, 27 (9): 989-1006, 1997.

13. Suwandittakul N, Chaijaroenkul W, Harnyuttanakorn P, Mungthin
M, Bangchang KN: Drug resistance and in vitro susceptibility of
Plasmodium falciparum in Thailand during 1988-2003. Korean J Parasitol,
47 (2): 139-144, 2009.

14. Jambou R, El-Assaad F, Combes V, Grau GE: /n vitro culture of
Plasmodium berghei-Anka maintains infectivity of mouse erythrocytes
inducing cerebral malaria. Malaria J, 10, 346, 2011, http://www.
malariajournal.com/content/10/1/346. Accessed: 03.04.2012.



