ELMI i$ Beynalxalqg elmi jurnal. impakt Faktor: 2.717. 2024 / Cild: 18 Sayx: 3 /227-231 ISSN: 2663-4619
SCIENTIFIC WORK International scientific journal. Impact Factor: 2.717. 2024 / Volume: 18 Issue: 3/ 227-231 e-1SSN: 2708-986X

TOBIOT ELMLORI
NATURAL SCIENCES

DOI: https://doi.org/10.36719/2663-4619/100/227-231
Sahla Oliyeva
V.Y.Axundov adma Elmi-Tadqigat Tibbi Profilaktika Institutu
biologiya Uizra falsafo doktoru
shahlaaliyeval969@gmail.com
Fatma Hiseynova
V.Y.Axundov adina Elmi-Tadgigat Tibbi Profilaktika Institutu
tibb Uzro falsofo doktoru
huseynova01049@gmail.com
Zivar Abseynova
V.Y.Axundov adma Elmi-Todgigat Tibbi Profilaktika Institutu
ziver.abseynova@mail.ru
Sevinc Eyvazh
V.Y.Axundov adina Elmi-Todgiqgat Tibbi Profilaktika Institutu
sevincesgeroval22@gmail.com
IThama Masimova
V.Y.Axundov adma Elmi-Todgigat Tibbi Profilaktika Institutu
ilhamemasimova73@gmail.com

UCGUNLUK MALYARIYANIN TORODICiSI OLAN PLASMODIUM VIVAX-IN
ERITROSITAR MORHOLO FORMASININ IN VITRO INKISAFINA TOSiR EDON
MUXTOLIF KIMYOVI AMILLORIN ARASDIRILMASI

Xulasa

Ucgiinlik malyariya téradicisi olan P.vivax asasan cavan eritrositlori invaziya etdiyindon onun
fasilosiz kulturasi tigiin retikulositlor totbiq olunmalidir.

Bu mogalods Plasmodium vivax-in in vitro fasilosiz kulturasinin alinmasi tgiin vacib olan
muxtalif Kimyovi faktorlar todqiq edilir. Kulturada retikulositlorin istifadasi, gan zordabinin
monbayi Va konsentrasiyasi, kriokonservasiya prosesinin kulturada parazitin sonraki inkisafina tasiri
ilo bagli odobiyyat molumatlar1 arasdmrilir. Biitiin bu sadalanan amillorin nazors alinmasina
baxmayaraq téradicinin uzunmiddatli kulturasini alds etmok halo miimkiin olmay1b. Bu istiqgamotdo
todgiqatlar davam etdirilir.

Acar sozlar: malyariya, P.vivax, fasilasiz kultura, parazit manbayi, insan gan zardab:, dana
riiseymi qan zardabi
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Investigation of various chemical factors of the causative agent malaria tertiana Plasmodium
vivax affecting in vitro development of the erythrocyte form

Abstract

Since causative agent of malaria tertiana P.vivax mainly infects young erythrocytes,
reticulocytes should be used for its continuous culture.

This article discusses various chemical factors that are important for obtaining in vitro a
continuous culture of the Plasmodium vivax. The article reviews the literature on the use of
reticulocytes in culture, the source and concentration of blood serum, and the effect of
cryopreservation on the further development of the parasite in culture. Even though all these factors
have been taken into account, it has not yet been possible to obtain a long-term culture of the
pathogen. Research in this direction is ongoing.

Keywords: malaria, P.vivax, continuous culture, source of parasites, human serum, fetal bovine
serum

Giris

1976-c1 ildo Trager, Jensen torofindon P.falciparum-un fasilosiz kulturasmnm alinmasi ti¢iin
islonib hazirlanmis sistem malyariyaya qarst miibarizo mustavisinds parazitlorin biologiyasinin
Oyranilmosi baximmdan boyiik ugurlar vod edirdi. P.vivax-in bu metodun kdomoayilo laboratoriya
soraitina gatirilmosi ti¢gilinliik malyariyayanin kimyavi terapiyasi sahoasindo goalocok arasdirmalara
boyik tohfalor vers bilordi. Trager-Jensen metodunun kdmoyils bozi primat malyariyasi névlarinin
kulturasi aparilsa da P.vivax t¢lin bu metod yetorli olmamisdir.

P.ivax-in in vitro fasilosiz  kulturasmin  alimmamasi  parazitin = biologiyasinin,
patofiziologiyasinin dyranilmasing, bu tropik xostaliys qarsi miibarizo U¢lin vaksin, yeni darman
preparatlari, diagnostika vasitalori hazirlanmasma angal téradir (Alonso, Brown, Arevalo-Herrera,
2011). Ucglinlik malyariya téradicisinin uzunmiiddatli kulturasmm alinmas1 istigamatindo islor
durmadan aparilir vo P.vivax-in in vitro kultivasiya soraitinin optimallagdirilmasi tadqigatcilarin
garsisinda duran asas vazifalordon biridir. Kulturanin alinmamasi sabablorindan biri do xastalordon
tacrid edilmis izolyatlarda parazit kiitlosinin olduqca az olmasidir. Buna géra do parazit monbayinin
toradicinin kultura soraitine adaptasiyasinda na Kimi rol oynadigin1 aydinlasdirmaq ti¢iin bir sira
todqiqatlar aparilmisdir.

Bermudez vo homkarlarinin goldiyi naticolora gdro primatlara adaptasiya olunmus P.vivax
stammlarmdan istonilon vaxt tggunlik malyariya toradicisinin kulturasmmi almaq tgilin istifado
etmok olar. Meymun huceyralorino adaptasiya olunmus P.vivax stammlar1 sahib hiiceyranin
noviindon asili olaraq invaziya qabiliyystini itirmir (Bermudez, Moreno-Purez, Arevalo-Pinzon,
2018: 301). Bu arasdirmagilar torofindon aparilan tocribalords P.vivax-in in vitro kulturasinin
alinmas1 tglin iki monbadon istifado olunmusdu. Parazitlor insandan vo primatdan tocrid
olunmuglar. Miisahido edilmisdir ki, monbadon asili olmayaraq kulturanin statik soraitdo
saxlanilmasi parazitemiyanin artmasma (Shaw-Saliba, Thomson-Luque, Obaldia, 2016). vo
leykositlorin azalmasina sabob olmusdur. Moalumdur ki, leykositlorin parazit sleyhino faqositar
aktivliyi onlarm invaziyasina tasir edir.

Basqa arasdirmagilarin miisahidosine goro Umumiyystlo bu plazmodium ndévini in vitro
soraitdo 48-72 saatliq inkubasiyadan sonra saxlamaq olduqca ¢atindir (Chotivanich, Silamut,
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Udomsangpetch, 2001: 677-680). Qeyd edildiyi kimi P.vivax-la infekto olunmus primatlarin qani
parazitin in vitro uzunmdiddatli kultivasiyasi ti¢iin asas monba sayila bilor (Mehlotra, Blankenship,
Howes, 2017: 442). Aotus meymunlar1 P.vivax-la infekto olunmus eritrosit donoru kimi istifado
olunsa da, primatlardan alinmis izolyatin kulturasinda da ex vivo 48-72 saatliq inkubasiyadan sonra
yena eyni naticalor miisahido olunmusdu.

Kriokonservasiya prosesinin vo muddstinin ¢gunlik malyariya toéradicilorinin kulturada
inkisafina tosirini aragdiran todqiqatgilarin goldiyi naticolora goroa bir negoa gunlik (Mehlotra,
Blankenship, Howes, 2017:442) vo bir nego illik (Noulin, Borlon, van den Eede, 2012)
kriokonservasiyaya moruz qoyulmus parazitlor kulturada 06z hoyat foaliyystini vo invaziya
gabiliyyatini saxlaya bilirlor.

Insandan tocrid olunmus parazitlorin in vitro kulturasini alarken todgiqateilar istar kulturanmn
davametmo muddati, istorsa do parazitemiya ilo baglh ¢atinliklorlo Gzlosmislor. MUxtalif izolyatlarin
kulturasinin davametmo muddati mixtolif olmusdur - 10-30 glndon (Udomsangpetch, Somsri,
Panichakul, 2007) 85 glino godor (Panichakul, Sattabongkot, Chotivanich, 2007). P.ivax-in 3
izolyat1 26 ay kulturada saxlanilmis, bu zaman parazitemiya 0,01% toskil etmisdir (Roobsoong,
Tharinjaroen, Rachaphaew, 2015: 297). Kultura soraitindo parazit todricon sahib hiiceyroys daxil
olma qabiliyyatini itirir ki, bunun sababi indiys godor aydin deyil. Todgigatlar gostormisdir ki,
P.vivax-in har izolyatinm in vitro kulturada adaptasiyasi ilo bagh 6z spesifik xarakteristikasi var.
Buna gdro do onlarin invaziya qabiliyyati, goxalma surati vo parazitemiya faizlori forglidir.

Tocrid olunmus tiggiinlilk malyariya toradicilorinin in vitro kultura soraitino adaptasiyasi va
kulturada sonraki inkisafina hamginin xastadon qanin alinib islonmasi metodu va gan nimunalarinin
saxlanmast (Thomson-Luque, Shaw Saliba, Kocken, 2017). da tosir edir. Qan gotirmok (glin
uygunlasdirilmis laboratoriya qablarinda standartlar holo ki, yoxdur. Laboratoriya gablarinda
heparin litium, natrium sitrat istifado olunur, EDTA-nin istifadasi iso arzuolunmazdir (Russell,
Suwanarusk, Malleret, 2012: 1063-1070). EDTA-nin vo hotta heparin litiumun da merozoitlorin
invaziyasmi bloklamasi fakti molumdur (Kobayashi, Takano, Takemae, 2013: 3178). Qanin
saxlanma muddoti, dasinma temperaturu vo S. bu kimi faktorlar da nozars alinmalidir (Thomson-
Luque, Adams, Kocken, 2019: 344).

P.vivax-in in vitro inkisafina neqativ tosir edon faktorlarn Gyronilmosi giindoalikdo duran
mosalolordondir. /n vivo soraitdo qan ddvrami ilo daim yuyulub uzaqlasdirilan toksiki araliq
maddalorin in vitro kulturada plazmodiumlarin inkisafini bloklamaq ehtimali mévcuddur.

P.vivax kulturasi ti¢iin an shomiyyatli adobiyyat malumatlar1 P.vivax-in asason cavan eritrosit vo
retikulositlora (Malleret, Xu, Mohandas, 2013) Ustlinlik vermosi haqda miisahidalordir. Norbert
Lanners torofindon aparilan todgigatda (1992) splenektomiyaya moruz qoyulmus Boliviya
meymunlari (Saimiri sciureus boliviensis) P.vivax-in Chesson stammu ilo yoluxdurulmusdur. Sonra
infekto olunmus meymun gani niimunasi retikulositlorlo zonginlosdirilmis saglam insan eritrositlori
ilo birlikdo in vitro soraitdo kultivasiya olunmugdur. Parazitemiya kulturada 3%-o qodor
yuksaldikda gametositlor nozars ¢arpmis, lakin sayilmamisdi. Todgigatda retikulosit vo cavan
eritrositlorlo  zonginlosdirilmis saglam insan ganindan (Duffy-positive), HEPES, RPMIi-1640,
NaHCO3 vo 5% insan gan zordabindan (AB) istifado olunmusdu (pH 7,2). Kulturanin saxlanilma
soraiti kimi dinamik sistem secilmisdi. 3 mil-lik kultura gqabi1 37°C-ds inkubatora yerlosdirilmis,
icindo gidali miihit olan rezervuar iso Kicik soyuducuda tagribon 0°C-do saxlanilmis vo XUsusi
nasosun kémayilo kulturaya qidali miihit ko¢triilmiigdii. Kulturada gidali miihitin tam yenilonmosi
hor 2 saatdan bir bas vermisdi. Kulturada qaz torkibi 3%CO., 5%02, 92% N-don ibarat olmusdu.
3% hematokrit vo toxminon 1% parazitemiyada passajlar hoyata kegirilmisdi. Kulturanin
voziyyatini dyronmok iigiin nazik yaxmalar hazirlayib Gimza iisulu ilo boyamuslar. Iki niivoli
huceyralorin varligi sizoqoniyanin basladigindan xobor verirdi. Azsayl iiziik formali trofozoitlor
miisahido edilmisdi ki, bu da eritrositlorin reinvaziyas: demok idi. Belo aydin olmusdu ki, mahz
saglam insan eritrositlori olave olunduqdan sonsra kulturada plazmodiumlarin vaziyystinds
muloayyon canlanma bas vermisdi. Sanki parazitlor insan eritrositlorini “tanimis” vo mohz onlara
daxil olmusdular ki, bu da parazitemiyanit miiayyan godar yiksalmasine sabob olmusdu. Kulturaya
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glikoza, hipoksantin, orotat, piruvat, pantotenat, hliceyro orqanellalarmin, membran vo
ribosomlarin stabilizasiyasi li¢iin poliamin-spermidin, antioksidant kimi iss glutation-SH, askorbin
tursusu, a-tokoferol alava olunmusdu. (onlarina kultura tiglin optimal migdar1 hals aragdirilmayib).
Lakin butiin bu slavalora baxmayaraq P.vivax-in kulturada inkisaf tempi har hansi inkisaf modelini
muayyanlasdirmak i¢lin yetarinca olmamisdir.

Bu todqiqatlarm noticasine goro dinamik sistem vo retikulositlor P.vivax kulturas: ii¢iin daha
gonastboxsdir. Lakin P.vivax-m inkisafi meymun eritrositlorindo ylksok parazitemiya faizi ilo
forglonmomisdir. Yalniz insan eritrositlorinin  kulturaya olavesindon sonra cavan sizontlar
goriinmoys baslamig vo parazitlor reinvaziyaya qabil olmuslar.

Qan zordabi qidali maddalor monboyi olarag kulturada gox shomiyyatli yer tutur. Ticari yolla
alds edilon va saglam donorlardan alinan zardab etibarli monba sayilib, 30 daqige middatinds 57°C
temperaturda bozi torkib hissolordon azad olur. Istilik inaktivasiyasi ilo parazit vo ya retikulosit Giclin
lazimli olan bozi qida maddslorinin pargalanma ehtimali halo tam aydmn deyil. Miixtoalif
todgiqatlarda zordab konsentrasiyasi forqli variasiyalarda (10-50% arasinda) totbiq olunmusdu.
Zordabin torkibi hom parazit, hom do retikulosit populyasiyasi tigiin gidali maddalorlo zongin
olduguna goéro P.vivax kulturasinda onun totbigi son doraco bOylk ohomiyyat dasiyir (Blanc, De
Gassart, Géminard, 2005). Maliyya sobsbindon, homginin torkibinds inhibirsedici immun
faktorlarin ola bilmasi ehtimalina géra insan zordabinin mamoali heyvanlarin (meymun, at, qoyun,
keci, donuz, Oklz vo s.) zordabi ilo ovoz edilmasi vo hotta in vitro parazitlorin eritrositar
morhalasinin zardabsiz kulturasinin alinmasi magsadils bir sira miilahizalor s6ylonilmis, todgigatlar
apartlmisdi. Toadgigatlar ilk 6nco tropik malyariya toradicisinin kulturasi ilo aparilmisdir.
P.falciparum-un mixtalif heyvan monsali zordablarda inkisafini miisahido edorkon Jensen gorara
goalmisdir ki, insan zordabindan basqa digar serumlar P.falciparum-un in vitro inkisafi ii¢iin optimal
deyillor (1977). Ifediba vo Vanderberg insan gan zoerdabmin dana qan zordab1 vo proteoz peptonla
(1980), Divo - dana gan zardabi vo neopeptonla (1985) oavoz edilmasini toklif etmislor. Lakin bu
zaman parazitilorin adaptasiyasi {igiin kultura miihitindoki avvalki zordab todricon azaldilmali, yeni
birlosmoalor todricon artirilmahdirlar. Lingnau vo hamkarlar1 (1994) bu moqsadlo P.falciparum
stammlar1 ti¢iin Nutridoma-SR (4%), Flores vo homkarlar1 (1997) iso bu birlosmonin daha asagi
konsentrasiyasmi (1%) vo Albumax | (0,5%) istifado etmislor. Albumax tomizlonmis zordab
albuminidir. Insan serumu istifade olunan kulturada 30-50 giin arzinds parazitemiya 15% olmussa,
bu tocriibalords 10% olmusdur. Bu todgigatgilar askar etmislor ki, Nutridoma-SR yiksak
konsentrasiyalarda (2-4%) vo Albumax | ilo birgo istifadssi kulturada parazitemiyanin asagi
olmasina sobab olmusdur.

Ucgiinlik malyariya toradicisinin kulturasinda da insan qan zordabinm miixtalif birlosmalorlo
ovoz edilmosi haqda bir sira odobiyyat molumatlar1 vardir. Donuz, quzu gan zordablari ilo
miqgayisads at zordabi daha yararl olsa da, insan zordab1 miiayyan keyfiyyatlorina géra ondan Ustiin
saytlmigdir (Kumar, Singh, Bali, 2017: 192-206). Dana riiseymi qan zordabi insan zardabina
nisboton plazmodiumlarin inkisafin1 stimulo etmo baximindan az effektiv olmusdur. Dovsan
serumunun istifadasi isa (5-10%) kulturada 2-3 hoftolik adaptasiya periodu talob etmisdi (Yazar,
Kilic, Saraymen, 2004). P.vivax kulturas1 {i¢lin genis istifado edilon McCoy's 5A qidali miihitinin
torkibinds insan gan zordabimnin avazloyicisi kimi heyvan serumlarma gatilan bakto-pepton vardir.

Natica

Ucgunliik malyariya téradicisi olan P.vivax-m in vitro inkisafina neqativ tesir edon faktorlarin
oyronilmosi giindalikda duran mosalalordondir. /n vivo seraitde qan dovrani ilo daim yuyulub
uzaqlasdirilan toksiki aralig maddolorin in vitro kulturada plazmodiumlarin inkisafin1 bloklamaq
ehtimali mévcuddur. Bu sababdon da parazitin in vitro fasiloasiz inkisafini tamin eds bilocok optimal
kultura goraitinin yaradilmasi tigiin miixtolif Kimyovi faktorlarin arasdirilmasi boyiik ohamiyyat
kasb edir. Galocok todgigatlarda Gcglnluk malyariya toradicisinin in vitro fasilosiz kulturasinin
alinmasi ticiin hamginin bioloji aktiv birlosmoalarin rolu éyronilmoali, gan zordabmin monbayi vo
konsentrasiyasi dagiq toyin edImalidir.
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