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Ozet

Amag. Bu ¢alismada, deneysel ve antijen saglamak amagli olarak yapilan Robinson ve Locke-
Egg-Serum (LES) besiyerlerindeki kiiltiirlerinde, sicaklik, CO, ve pH degisikliklerinden olusan
farkli fiziksel kosullarin Entamoeba histolytica trofozoitleri iizerine etkilerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Yontem. Subkiiltiirleri Robinson ve LES besiyerinde 35,5 °C’ de standart etiivde
inkiibe edilerek siirdiiriilen E. histolytica Banglades susu kiiltiirlerine paralel olarak 37,5 °C’ de ve
%5 CO,’li etiivde inkiibasyon kosullari arastirilmistir. Ayrica pH 6,5 ve 7,5 olan besiyerlerinde
yapilan kiiltiirlerde in vitro ¢ogalma 6zellikleri izlenmistir. Bulgular. Trofozoitlerin 37,5 °C’ de
canliligint korudugu ancak daha yavas ¢ogaldigi gozlenmistir. %5 CO’li etiiv ile standart etiiv
arasinda ise belirgin bir fark saptanamamistir. pH degisiklerinde ise 4. glinde besiyerinde canl
parazit kalmadig1 belirlenmistir. Sonuclar. E. histolytica’nin {retilme kosullarinda farkliliklar
denendiginde en fazla pH degisikliginden etkilendikleri, %5 CO,’li etiiviin E. histolytica
inkiibasyonunda standart etiiviin yerine kullanilabilecegi gorilmistiir.

Anahtar sozciikler: E. histolytica, kiiltiir, Robinson besiyeri, LES besiyeri

Abstract

Aim. Cultivation of Entamoeba histolytica is usually performed for diagnostic and experimental
purposes. In this study, it is aimed to determine the effects of different physical conditions on the
growth of E. histolytica Bangladesh strain in Robinson and Locke Egg Serum (LES) media.
Methods. Parallel to regular passages at 35.5°C in Robinson and LES media, incubation
conditions for the 37.5°C and %5 CO, incubator is investigated. Additionally, the growth rates
were further investigated in vitro at 6.5 and 7.5 pH values. Results. It was observed that at 37.5°C
trophozoites were able to survive but reproduction rate was decreased. Five percent CO, incubator
and standard bacteriological incubator did not yield difference in terms of parasite reproduction.
No living trophozoite was detected in pH changed media on fourth day after passage.
Conclusions. Among the changes in the cultivation of E. histolytica, pH has a crucial effect on
parasite growth and %5 CO, incubator can be used instead of standard incubator for incubation.
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Giris
Entamoeba histolytica, Sarcodina sinifinda yer alan bagirsak yerlesimli amipler arasinda
patojen olan tek tiirdiir. Neden oldugu hastalik (Amebiyaz) ¢ok eski ¢aglardan bu yana

bilinmekle birlikte etkeni ilk kez 1873 yilinda Losch tarafindan kronik dizanterili bir
hastanin diskisinda belirlenmistir [1, 2].

Entamoeba tiirlerinin ¢ogaltilmasinda 80 yili agkin siiredir besiyerleri kullanilmaktadir.
Bu besiyerleri ksenik (difazik ve monofazik) ve aksenik sistemler olmak iizere iki gruba
ayrilir. Parazitin belirlenmeyen bir flora ile birlikte ¢ogaltildigi ksenik besiyerleri ilk kez
Boeck ve Drbohlav tarafindan 1925 yilinda difazik yumurta slanti kullanilarak
basarilmistir [3]. Giinlimiizde Robinson, Dobell ve modifiye LES besiyeri digkidan
parazitin izolasyonu amaciyla sik¢a kullanilmaktadir [4]. Balamuth, Jones's medium ve
TYSGM-9 E. histolytica igin gelistirilen monofazik besiyerleridir. Bununla birlikte, bu
besiyerlerinden Robinson ve Diamond TYSGM-9 besiyerleri daha yaygin
kullanilmaktadir [5]. Aksenik besiyerlerinde ise parazit baska canli hiicreler olmadan
cogaltilir. Diamond’in [6] 1961 yilinda aksenik kiiltiirde paraziti ¢ogaltmasi parazitin
biyokimyasinin ve hiicre biyolojisinin anlagilmasinda en 6nemli doniim noktasi olmustur.
Giliniimiizde en sik tercih edilen aksenik besiyerleri Diamond’in [6] 1978 yilinda ortaya
cikardigr TYI-S-33 ve YI-S’dir. Ayrica ilaglarin terdpatik etkilerinin arastirilmasinda ve
serolojik tamida kullanilabilecek antijenlerin hazirlanmasinda parazitin ¢ogaltilmasi
onemlidir. Aksenik kiiltiirler elde edebilmek igin kistlerin ekim Oncesi penicilin ve
streptomycine gibi antibiyotiklerle bakterilerden arindirilmasi gerekir. Protozoon kiiltiirii
uygulama zorlugu nedeniyle rutin tani laboratuvarlarinda genelde tercih edilmez.
Referans laboratuarlardan kiiltiiriin tanidaki basar1 oran1 %50-70 olarak bildirilmektedir
[3]. Kiiltir ve zimodem analizi ise hastaligin endemik oldugu bolgelerde dogru
epidemiyolojik verilerin elde edilmesi agisindan 6nemlidir [5]. Ciinkii E. histolytica ile
morfolojik olarak ayirt edilemeyen apatojen iki tir de (Entamoeba dispar ve E
moshkowskii) bagirsakta yerlesebilmektedir [7].

Bu ¢aligma ile E. histolytica’nin in vitro kiiltiirlerindeki ¢ogalmasi tizerine sicaklik, pH,
COy’nin etkisi degerlendirilerek parazit igin optimum kosullarin belirlenmesi ve kiiltiiriin
devamliliginin saglanmasi amaglanmaistir.

Gerec¢ ve yontem

Patojenik E. histolytica Banglades susu Robinson ve LES besiyerlerine alinarak ¢ogaltildi
[8]. Baslangicta 3 giinde bir yapilan pasaj daha sonra 4 ve son olarak 6 giinde bire
cikarildi. LES besiyerinde parazit ¢ogaltilirken direkt mikroskobi ve antijen testi negatif
olan bir miktar digki 6rnegi de besiyerine eklenerek 2 giinde bir pasaj yapildi. Robinson
besiyerinde antibiyotik ¢ozeltisi Erythrocin® (Actavis) kullanildi.

Kiiltiirtiin devamliligimi etkileyebilecek faktorler pH, sicaklik ve anaerobik kosullar
degistirilerek optimizasyon c¢alismalar1 gergeklestirildi. Parazit canlilig1 “trypan blue dye
exclusion” yontemiyle saptandi. Lam tlizerine alinan bir damla kiiltiir 6rnegine ayni
miktarda %0,5’lik trypan blue eklendi ve iki dakika sonra bir lam alanindaki boya alan ve

almayan trofozoitler 151k mikroskobu (Nikon® Eclipse E200) altinda sayildi.

Rutin pasajlarla paralel olarak parazit 37,5°C’de ve %5 CO,‘li etiivde inkiibe edildi.
Pasajlarda besiyeri igerigi, pasaj siiresi ve inokulum miktar1 ayni tutuldu. 0,5 ml besiyeri
inokulum olarak kullamildi. %5 CO,‘li etiiviin sicakligt da rutin pasajlarla
karsilastirilabilmesi i¢in 35,5°C’ ye ayarlandi.

Besiyeri igeriginin pH’s1 6,5, 7,0 ve 7,5 olarak ayarland1 ve bu besiyerlerinde parazit 3
kere inkiibe edildi. Ayrica mikroplaklara pH’s1 6,5, 7,0 ve 7,5 olan ¢alisma ¢ozeltisi ve
parazit eklendi, trofozoitlerin canlilik durumlar 75 dakika takip edildi.

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde “SPSS for Windows 13.0” paket programi
kullanildi. Sayisal veriler Mann-Whitney U testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.
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Robinson besiyeri kullanilarak E. histolytica kiiltiirii 35,5 °C’ de standart bakteriyolojik
etivde halen devam ettirilmektedir. Giinlimiize kadar 150’nin T{izerinde alt kiiltiir
yapilmigtir. Normal sicaklikta, 37,5°C’ de ve %5 CO,‘de inkiibe edilen E. histolytica
kiiltiirlerinde canlilik oranlar1 asagidaki sekilde bulunmustur (Tablo 2). Sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirildiginde standart besiyerinde ¢ogalmanin 37,5°C’ dekine
gore anlamlh olgiide yiiksek oldugu (p<0,05) ancak %5 CO, ile arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadigi bulunmustur (Tablo 1 ve 2) (p>0,05).

Tablo 1. Kontrol ve paralel olarak 37.5 °C’de yapilan kiiltiirlerdeki canh parazit yiizdeleri.

35,5°C 37,5°C

Subkdltirler %

1 97,0
2 100,0
3 96,7
4 100,0
5 99,7
6 97,4
7 95,5
8 100,0
9 58,4
10 68,9
11 70,6
12 70,0
13 747
14 90,7
15 100,0

%

72,0
78,0
72,4
63,7
94,5
58,7
76,0
50,8
50,0
52,5
58,3
66,7
47,5
54,2
58,6

Tablo 2. Kontrol besiyerinde ve %5 CO,’li etiivde yapilan Kkiiltiirlerdeki canh parazit

yiizdeleri.

Normal etiiv %5 CO:2

Subkiiltiirler %

1 97,0
2 100,0
3 96,7
4 100,0
5 99,7
6 97,4
7 95,5
8 100,0
9 58,4
10 68,9
11 70,6
12 70,0
13 74,7
14 90,7
15 100,0

%

93,5
96,6
93,4
95,6
99,6
95,4
97,2
96,8
57,9
76,0
68,0
73,4
731
87,2
95,4

pH’s1 6,5 ve 7,5 olan Robinson besiyerleri dordiincii giin incelendiginde E. histolytica
trofozoitleri goézlenmemistir. Yiiksek ve diisiik pH’lar parazitin canliligini olumsuz
etkilemistir. Ayrica, in vitro yapilan ¢alismada pH’s1 6,5, 7,0 ve 7,5 olan calisma
¢Ozeltisinde parazitin canlilik yilizdeleri asagidaki gibi bulunmustur (Tablo 3).
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Tablo 3. Farkh pH’larda E. histolytica’nin canhlik yiizdeleri.

Siire pH6,5 pH7,0 pH7,5
% % %

15. dakika 85,7 96,2 92,7

30. dakika 100,0 100,0 93,7

45. dakika 17,4 88,2 75,0

60. dakika 14,7 853 68,4

75.dakika 235 80,0 75,0

Tartisma

Diskidan E.histolytica/dispar trofozoitlerinin enkistasyonunda ve ¢ogaltilmasinda LES en
uygun besiyeri olarak bilinmektedir. Bunun yani sira ksenik besiyerlerinden Robinson
besiyeri de yaygin olarak kullanilir [3]. Parazitolojik kiiltiirler genellikle molekiiler ve
biyokimyasal calismalar i¢in kaynak olusturmak ve antijen saglamak amaciyla yapilir.
Bunlarin basinda da izoenzim analizi ile tiir ayriminin yapilmasi gelir [9].

Patojenik “E. histolytica Banglades susu” calisma kapsaminda LES ve Robinson
besiyerlerinde ¢ogaltilmistir ve iki besiyeri arasinda fark olmadigi goriilmiistiir. Robinson
besiyeri pasaj araliginin uzun olmasi nedeniyle tercih edilebilir ancak igerigi LES
besiyerine gore daha karmagiktir. Sterilizasyon sonrasinda besiyeri igeriklerinden piring
unu 6-7 ay (oda sicakliginda), BR besiyeri 21 giin (35,5 °C) ve pepton 15 ay (+4°C)
saklanabilir. Saklama siiresinin uzun olmasit maliyeti ve isgiiciinii azaltmaktadir.
Trofozoit sayisi Robinson besiyerinde 4. giinde maksimuma ulagmaktadir. Besiyerinin
besleyici Ozelliginin azalmasi ve bakteriyel toksinlerin artmasina bagli olarak sonraki
giinlerde say1 hizla diismektedir [3]. Ancak 6-7. glindeki pasajlardan da olumlu sonuglar
almabilmistir. Logaritmik faza ulasma siiresi kullanilan besiyerine gore farklilik
gostermektedir [10]. Karbonhidrat kaynagi olarak piring unu uzun yillardir
kullanilmaktadir ayrica soya fasiilyesi de kiiltirde basartyla kullanilabilmistir [11].
Bakteri-amip dengesi ve nigasta kaynaginin parazitin fagosite edebilecegi boyutlarda
olmas1 6nemlidir [3]. Ancak besiyerinde kullanilan piring unu cam yiizeye yapistigindan
parazitin gézlenmesinde sorun yaratmaktadir [12]. Trofozoitler piring ununun etrafinda
yogun sekilde ¢ogalmaktadir bu nedenle inokulumun buradan alinmasi 6nemlidir.

E. histolytica’nin aksenik kiiltiirii CO, gerektirir ve H, ile ¢ogalmasi inhibe edilebilir
ayrica parazit gaz fazindaki %35 O,‘i tolere edebilir [13]. Anaerobik bir protozoon olan E.
histolytica’nin virulanst CO, ye bagli olarak degismektedir [14]. Calismada parazitin
cogalmasi agisindan CO;’li etiiv ile normal etiiv arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamamigtir. Bunun basglica nedeni parazitin zaten anaerobik bir ortam olan
tiiplerin dip kisminda ¢ogalmasi ve yiizeysel CO, veya O, den etkilenmemesi olabilir.

Parazitin besiyerinde verimli sekilde ¢ogaltilabilmesi i¢in sicaklik ve pH nin 6nemli rol
oynadigi goriilmiistiir. Robinson besiyerinde parazitin uygun ¢ogalma kosullar1 35.5°C ve
37°C olarak bildirilmektedir [3, 8]. Ayrica, parazitin eritrositelere baglanarak
fagositozunda ve kemotaksisinde pH ve diger iyonlarin konsantrasyonlarinin etkili oldugu
bildirilmistir [15, 16]. Ayrica, Crithidia sp. ile parazitin monoksenik kiiltiirli i¢in asidik
ortamin gerekli oldugu bildirilmistir [17]. Ancak bu ¢alismada amip kiltiirii i¢in notr
pH’nin altindaki kiiltiirlerin olmsuz etkilendigi tespit edilmistir.

Sonug olarak E. histolytica kiltiirii yapilirken pH ve sicaklik degisimlerinin kiiltliriin
devamliliginda oOnemli oldugu, uygun kosullarda CO,’li etiivde de parazitin
cogaltilabilecegi sOylenebilir.
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