
Özet
Çalışmamızın amacı Plasmodium berghei’nin kısa dönem kültüründe uygulanacak ilaç direnç testlerinin laboratuarımızda 

yerleştirilmesi olmuştur. İlk aşamada P. berghei’nin genç trofozoitlerini barındıran enfekte fare kanlarının in vitro olarak, 24 saatlik 
eritrosit içi evrim döngüsünün tamamlanması gerçekleştirilmiştir. İkinci aşamada klorokin ve artesunat ilaç konsantrasyonlarının 
parazitin eritrosit içi gelişimini inhibe etme oranları tespit edilmiştir. Sonuçlarımıza göre, kısa dönem in vitro kültür testlerinde P. berghei 
parazitleri eritrositer şizogoni evrelerini tamamlamış, enfekte eritrositlerde merozoit oluşumları gözlenmiştir. Klorokin ve artesunat ile 
yapılan ilaç direnç testlerinde ise artesunat ilacının antipasmodiyal etkisinin daha fazla olduğu saptanmıştır.
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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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İlaç Direnç Testlerinin Uygulanması [1]
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Sıtma etkeni Plasmodium’ların oluşturduğu ilaç direnci, 
in vivo ve in vitro ortamlarda bu parazitler üzerine yeni 
antimalarial/antiplasmodiyal maddelerin etkisini araştır-
maya yönelik çalışmaların artmasına neden olmuştur. 
İnsanı enfekte etmeyen kemirgen sıtma parazitleriyle in 
vitro ortamda yapılan çalışmalar antiplasmodiyal etki 
gösteren maddelerin belirlenmesi açısından önem taşımak- 
tadır. Yeni ilaç çalışmalarında sentez edilen veya doğal 
kaynaklardan izole edilen kimyasal maddelerin, klinik 
denemelere tabi tutulabilmeleri için öncelikle in vitro 

tarama ve toksisite deneyleri yapılmaktadır [1]. Sıtma 
ilaçlarının etki mekanizmaları arasında farklılıklar olduğu 
gibi aynı türün suşları arasında da farklılıklar bulunmak-
tadır [2]. Dünyanın bir çok bölgesinde, başta P. falciparum 
olmak üzere sıtma türlerinin ilaçlara karşı direnç göster-
diği bilinmektedir [3-5]. Direnç, genellikle ilaç ya da ilaç 
gruplarının sensitivitelerinin azalmasına neden olan 
spontan mutasyonların tek nokta ya da çoklu nokta 
mutasyonları sonucu olarak gelişmektedir [6,7]. Artemisia 
annua bitkisinden elde edilen Artemisinin ve türevlerinin 
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özellikle P. falciparum tedavisinde uzun süre başarıyla 
kullanılmasının ardından, bu ilaca karşı da oluşan direnç 
bulgularından söz edilmeğe başlanmıştır [8,9]. Bu çalış- 
manın amacı, insan sıtma etkenlerinden en ağır klinik 
tabloya neden olan P. falciparum’a yakın yaşam döngü 
özellikleri olduğu bilinen kemirgen sıtma etkeni P. 
berghei’nin in vitro yaşatılıp çoğaltılmasını sağlamak ve 
klorokin ve artesunat ilaç direnç testlerini in vitro olarak 
uygulamaktır. Çalışmamız in vitro ortamda P. berghei üzerine 
uygulanan ilaç direnç testleri konusunda ülkemizdeki ilk 
çalışmalardan biridir.

MATERYAL ve METOT

Çalışmamızda MR4-ATCC (American Type Culture 
Collection) Wırginia, USA firmasından temin edilen P. berghei 
MRA-311-Anka suşu kullanılmıştır. İlk aşamada, -80ºC’de 
muhafaza edilen P. berghei genç trofozoitli eritrositleri 
taşıyan fare kan solüsyonu çözdürülüp, santrifüjlenerek 
elde edilen eritrosit çökeltisi RPMI-1640 besiyeri (%10 FCS 
eklenmiş) ile %10 oranında sulandırılmıştır. Kültür kapları 
içindeki eritrosit süspansiyonu mikrobiyolojik jar içine 
koyulmuş, %5 CO2, %5 O2, %90 N2 karışımından gaz verilerek 
çalkalamalı etüve (37ºC) yerleştirilmiştir. Cam kavanozun 
içine yanar mumlar yerleştirilerek, CO2 oranının artması 
O2 seviyesinin düşmesi sağlanmıştır. 24 saat boyunca 
kültivasyon takip edilmiştir. Kültürün 22-24 saatleri arasında 
olgun şizont ve merozoitleri taşıyan eritrositler tespit 
edilmiştir. İkinci aşamada, kültür plaklarına 0.5 ml enfekte 
eritrosit solüsyonu ile 0.5’er ml klorokin (Sigma-C6628) 
ve artesunat (Sigma-A3731) ilaçlarının RPMI-1640 besiyeri 
ile hazırlanmış sulandırımlarından, son dilüsyonlar; 0.1, 
0.4, 0.8, 1.6, 6.4 ve 12.8 µgr/ml olacak şekilde eklenmiştir. 
Kontrol için ayrılan çukurlardaki enfekte eritrosit süspan-
siyonu üzerine RPMI-1640 besiyeri koyulmuştur. Kültür 
plakları mikrobiyolojik jar içinde çalkalamalı etüve yerleş-
tirilmiş ve kültivasyon başlatılmıştır [10]. İşlemler farklı 

zamanlarda 3 kez tekrarlanmıştır. Sonuçlar; Calcusyn 
version 2.1 programı ile değerlendirilmiştir.

BULGULAR

Plasmodium berghei’nin kısa dönem in vitro kültüründe; 
inkübasyon süresinin başında enfekte eritrositlerin tama-
mında trofozoitler bulunurken, 20-22. saatte şizontlar, 24. 
saatte ise merozoitler tespit edilmiştir (Şekil 1, 2).

İlaç direnç testlerinde, klorokin ve artesunat ilaçlarının 
her ikisinde de 0.8 µg/ml dozda enfekte eritrositlerin 
%100’ünde trofozoit evresi bulunmuş, şizont evresine geçiş 
engellenmiştir. En düşük ilaç dozları olan 0.1 ve 0.4 µg/ml 
dozlarında, artesunat ile sırasıyla %81 ve %70 oranlarında 
şizont evresi tespit edilmiş, aynı dozlarda klorokin ile 
sırasıyla %81 ve %80 oranlarında şizont evresine geçiş 
olmuştur.

Klorokin ve artesunat ilaç direnç test sonuçları değer- 
lendirildiğinde, her iki ilaç ile doz ve etki ilişkisi anlamlı 
bulunmuş (P<0.05), ED50 (%50’sini etkileyen doz) değerleri 
klorokin için 0.68431, artesunat için 0.45582 olarak hesap-
lanmıştır. Klorokin ve artesunat ilaç direnç testlerindeki 
doz etki eğrileri Calcusyn version 2.1 programı ile değer-
lendirilmiştir (Şekil 3).

TARTIŞMA ve SONUÇ

Parazitin eritrositer dönemlerinin in vitro kültürleri 
Trager ve Jensen’in çalışmalarıyla başlamış ve sıtmanın çok 
yönlü araştırmalarındaki önemi sıklıkla vurgulanmıştır [11,12]. 
Kısa dönem in vitro Plasmodium kültürleri, ilaç direnci 
geliştirmiş suşların ayırt edilmesi amacıyla klinik izolatlara 
uygulanabilme kolaylığı sağlamaktadır. In vitro yöntemler 
ile yapılan Plasmodium çalışmaları; farklı bölgelerden 
izole edilen suşların aynı ilaçlara farklı direnç seviyeleri 

Şekil 1. Kısa dönem in vitro kültürün başlangıcında (0. saat) P. 
berghei ile enfekte eritrositlerde trofozoit evrelerinin görünümü   

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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gösterebildiğini ve bölgesel tedavi protokollerinin belir-
lenmesinde bu yöntemle uygulanan ilaç direnç testlerinin 
önemli rol oynadığını göstermektedir [13,14]. Çalışmamızda  
P. berghei parazitleri in vitro kısa dönem kültürde eritrositer 
şizogoni geliştirerek 24 saatlik inkübasyon dönemi sonunda 
enfekte eritrositlerde %80 oranında şizont evresi oluştur-
muştur. Klorokin ve artesunat ilaç direnç testleri sonucunda 
ise elimizdeki P. berghei suşunun her iki ilaca karşı direncinin 
olmadığı tespit edilmiştir. Elde ettiğimiz ED50 değerleri 
artesunat ile 0.45582, klorokin ile 0.68431’dir. Bu sonuçlar 
kullandığımız P. berghei suşu üzerinde artesunat’ın in vitro 
ortamda antiplasmodiyal etkisinin daha yüksek olduğunu 
göstermektedir. Bu çalışma in vitro üretilen Plasmodium 
parazitlerinde uygulanan ilaç direnç testleri konusunda 
ülkemizde yapılan ilk çalışmalardan biridir.
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