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Özet 

Amaç. Bu çalışmada, deneysel ve antijen sağlamak amaçlı olarak yapılan Robinson ve Locke-

Egg-Serum (LES) besiyerlerindeki kültürlerinde, sıcaklık, CO2 ve pH değişikliklerinden oluşan 

farklı fiziksel koşulların Entamoeba histolytica trofozoitleri üzerine etkilerinin belirlenmesi 

amaçlanmıştır. Yöntem. Subkültürleri Robinson ve LES besiyerinde 35,5 ºC‟ de standart etüvde 

inkübe edilerek sürdürülen E. histolytica Bangladeş suşu kültürlerine paralel olarak 37,5 ºC‟ de ve 

%5 CO2‟li etüvde inkübasyon koşulları araştırılmıştır. Ayrıca pH 6,5 ve 7,5 olan besiyerlerinde 

yapılan kültürlerde in vitro çoğalma özellikleri izlenmiştir. Bulgular. Trofozoitlerin 37,5 ºC‟ de 

canlılığını koruduğu ancak daha yavaş çoğaldığı gözlenmiştir. %5 CO2‟li etüv ile standart etüv 

arasında ise belirgin bir fark saptanamamıştır. pH değişiklerinde ise 4. günde besiyerinde canlı 

parazit kalmadığı belirlenmiştir. Sonuçlar. E. histolytica‟nın üretilme koşullarında farklılıklar 

denendiğinde en fazla pH değişikliğinden etkilendikleri, %5 CO2‟li etüvün E. histolytica 

inkübasyonunda standart etüvün yerine kullanılabileceği görülmüştür.  
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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 35.5ºC in Robinson and LES media, incubation 

conditions for the 37.5ºC and %5 CO2 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 37.5ºC 

trophozoites were able to survive but reproduction rate was decreased. Five percent CO2 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 CO2 incubator can be used instead of standard incubator for incubation. 
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Giriş 

Entamoeba histolytica, Sarcodina sınıfında yer alan bağırsak yerleşimli amipler arasında 

patojen olan tek türdür. Neden olduğu hastalık (Amebiyaz) çok eski çağlardan bu yana 

bilinmekle birlikte etkeni ilk kez 1873 yılında Losch tarafından kronik dizanterili bir 

hastanın dışkısında belirlenmiştir [1, 2].  

Entamoeba türlerinin çoğaltılmasında 80 yılı aşkın süredir besiyerleri kullanılmaktadır. 

Bu besiyerleri ksenik (difazik ve monofazik) ve aksenik sistemler olmak üzere iki gruba 

ayrılır. Parazitin belirlenmeyen bir flora ile birlikte çoğaltıldığı ksenik besiyerleri ilk kez 

Boeck ve Drbohlav tarafından 1925 yılında difazik yumurta slantı kullanılarak 

başarılmıştır [3]. Günümüzde Robinson, Dobell ve modifiye LES besiyeri dışkıdan 

parazitin izolasyonu amacıyla sıkça kullanılmaktadır [4]. Balamuth, Jones's medium ve 

TYSGM-9 E. histolytica için geliştirilen monofazik besiyerleridir. Bununla birlikte, bu 

besiyerlerinden Robinson ve Diamond TYSGM-9 besiyerleri daha yaygın 

kullanılmaktadır [5]. Aksenik besiyerlerinde ise parazit başka canlı hücreler olmadan 

çoğaltılır. Diamond‟ın [6] 1961 yılında aksenik kültürde paraziti çoğaltması parazitin 

biyokimyasının ve hücre biyolojisinin anlaşılmasında en önemli dönüm noktası olmuştur. 

Günümüzde en sık tercih edilen aksenik besiyerleri Diamond‟ın [6] 1978 yılında ortaya 

çıkardığı TYI-S-33 ve YI-S‟dir. Ayrıca ilaçların teröpatik etkilerinin araştırılmasında ve 

serolojik tanıda kullanılabilecek antijenlerin hazırlanmasında parazitin çoğaltılması 

önemlidir. Aksenik kültürler elde edebilmek için kistlerin ekim öncesi penicilin ve 

streptomycine gibi antibiyotiklerle bakterilerden arındırılması gerekir. Protozoon kültürü 

uygulama zorluğu nedeniyle rutin tanı laboratuvarlarında genelde tercih edilmez. 

Referans laboratuarlardan kültürün tanıdaki başarı oranı %50–70 olarak bildirilmektedir 

[3]. Kültür ve zimodem analizi ise hastalığın endemik olduğu bölgelerde doğru 

epidemiyolojik verilerin elde edilmesi açısından önemlidir [5]. Çünkü E. histolytica ile 

morfolojik olarak ayırt edilemeyen apatojen iki tür de (Entamoeba dispar ve E 

moshkowskii) bağırsakta yerleşebilmektedir [7].  

Bu çalışma ile E. histolytica‟nın in vitro kültürlerindeki çoğalması üzerine sıcaklık, pH, 

CO2‟nin etkisi değerlendirilerek parazit için optimum koşulların belirlenmesi ve kültürün 

devamlılığının sağlanması amaçlanmıştır. 

Gereç ve yöntem 

Patojenik E. histolytica Bangladeş suşu Robinson ve LES besiyerlerine alınarak çoğaltıldı 

[8]. Başlangıçta 3 günde bir yapılan pasaj daha sonra 4 ve son olarak 6 günde bire 

çıkarıldı. LES besiyerinde parazit çoğaltılırken direkt mikroskobi ve antijen testi negatif 

olan bir miktar dışkı örneği de besiyerine eklenerek 2 günde bir pasaj yapıldı. Robinson 

besiyerinde antibiyotik çözeltisi Erythrocin® (Actavis) kullanıldı.  

Kültürün devamlılığını etkileyebilecek faktörler pH, sıcaklık ve anaerobik koşullar 

değiştirilerek optimizasyon çalışmaları gerçekleştirildi. Parazit canlılığı “trypan blue dye 

exclusion” yöntemiyle saptandı. Lam üzerine alınan bir damla kültür örneğine aynı 

miktarda %0,5‟lik trypan blue eklendi ve iki dakika sonra bir lam alanındaki boya alan ve 

almayan trofozoitler ışık mikroskobu (Nikon® Eclipse E200) altında sayıldı.  

Rutin pasajlarla paralel olarak parazit 37,5°C‟de ve %5 CO2„li etüvde inkübe edildi. 

Pasajlarda besiyeri içeriği, pasaj süresi ve inokulum miktarı aynı tutuldu. 0,5 ml besiyeri 

inokulum olarak kullanıldı. %5 CO2„li etüvün sıcaklığı da rutin pasajlarla 

karşılaştırılabilmesi için 35,5°C‟ ye ayarlandı.  

Besiyeri içeriğinin pH‟sı 6,5, 7,0 ve 7,5 olarak ayarlandı ve bu besiyerlerinde parazit 3 

kere inkübe edildi. Ayrıca mikroplaklara pH‟sı 6,5, 7,0 ve 7,5 olan çalışma çözeltisi ve 

parazit eklendi, trofozoitlerin canlılık durumları 75 dakika takip edildi.  

Verilerin istatistiksel değerlendirilmesinde “SPSS for Windows 13.0” paket programı 

kullanıldı. Sayısal veriler Mann-Whitney U testi ile istatistiksel olarak değerlendirildi. 
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Bulgular 

 Robinson besiyeri kullanılarak E. histolytica kültürü 35,5 ºC‟ de standart bakteriyolojik 

etüvde halen devam ettirilmektedir. Günümüze kadar 150‟nin üzerinde alt kültür 

yapılmıştır. Normal sıcaklıkta, 37,5ºC‟ de ve %5 CO2„de inkübe edilen E. histolytica 

kültürlerinde canlılık oranları aşağıdaki şekilde bulunmuştur (Tablo 2). Sonuçlar 

istatistiksel olarak değerlendirildiğinde standart besiyerinde çoğalmanın 37,5ºC‟ dekine 

göre anlamlı ölçüde yüksek olduğu (p<0,05) ancak %5 CO2 ile arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark olmadığı bulunmuştur (Tablo 1 ve 2) (p>0,05). 

Tablo 1. Kontrol ve paralel olarak 37.5 ºC’de yapılan kültürlerdeki canlı parazit yüzdeleri. 

 35,5°C 37,5°C 

Subkültürler % % 

1 97,0 72,0 

2 100,0 78,0 

3 96,7 72,4 

4 100,0 63,7 

5 99,7 94,5 

6 97,4 58,7 

7 95,5 76,0 

8 100,0 50,8 

9 58,4 50,0 

10 68,9 52,5 

11 70,6 58,3 

12 70,0 66,7 

13 74,7 47,5 

14 90,7 54,2 

15 100,0 58,6 

 

Tablo 2. Kontrol besiyerinde ve %5 CO2’li etüvde yapılan kültürlerdeki canlı parazit 

yüzdeleri. 

 Normal etüv %5 CO2 

Subkültürler % % 

1 97,0 93,5 

2 100,0 96,6 

3 96,7 93,4 

4 100,0 95,6 

5 99,7 99,6 

6 97,4 95,4 

7 95,5 97,2 

8 100,0 96,8 

9 58,4 57,9 

10 68,9 76,0 

11 70,6 68,0 

12 70,0 73,4 

13 74,7 73,1 

14 90,7 87,2 

15 100,0 95,4 

 

pH‟sı 6,5 ve 7,5 olan Robinson besiyerleri dördüncü gün incelendiğinde E. histolytica 

trofozoitleri gözlenmemiştir. Yüksek ve düşük pH‟lar parazitin canlılığını olumsuz 

etkilemiştir. Ayrıca, in vitro yapılan çalışmada pH‟sı 6,5, 7,0 ve 7,5 olan çalışma 

çözeltisinde parazitin canlılık yüzdeleri aşağıdaki gibi bulunmuştur (Tablo 3). 
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Tablo 3. Farklı pH’larda E. histolytica’nın canlılık yüzdeleri. 

Süre pH 6,5 pH 7,0 pH 7,5 

 % % % 

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 85,3 68,4 

75. dakika 23,5 80,0 75,0 

 

Tartışma 

Dışkıdan E.histolytica/dispar trofozoitlerinin enkistasyonunda ve çoğaltılmasında LES en 

uygun besiyeri olarak bilinmektedir. Bunun yanı sıra ksenik besiyerlerinden Robinson 

besiyeri de yaygın olarak kullanılır [3]. Parazitolojik kültürler genellikle moleküler ve 

biyokimyasal çalışmalar için kaynak oluşturmak ve antijen sağlamak amacıyla yapılır. 

Bunların başında da izoenzim analizi ile tür ayrımının yapılması gelir [9].  

Patojenik “E. histolytica Bangladeş suşu” çalışma kapsamında LES ve Robinson 

besiyerlerinde çoğaltılmıştır ve iki besiyeri arasında fark olmadığı görülmüştür. Robinson 

besiyeri pasaj aralığının uzun olması nedeniyle tercih edilebilir ancak içeriği LES 

besiyerine göre daha karmaşıktır. Sterilizasyon sonrasında besiyeri içeriklerinden pirinç 

unu 6-7 ay (oda sıcaklığında), BR besiyeri 21 gün (35,5 ºC) ve pepton 15 ay (+4ºC) 

saklanabilir. Saklama süresinin uzun olması maliyeti ve işgücünü azaltmaktadır. 

Trofozoit sayısı Robinson besiyerinde 4. günde maksimuma ulaşmaktadır. Besiyerinin 

besleyici özelliğinin azalması ve bakteriyel toksinlerin artmasına bağlı olarak sonraki 

günlerde sayı hızla düşmektedir [3]. Ancak 6-7. gündeki pasajlardan da olumlu sonuçlar 

alınabilmiştir. Logaritmik faza ulaşma süresi kullanılan besiyerine göre farklılık 

göstermektedir [10]. Karbonhidrat kaynağı olarak pirinç unu uzun yıllardır 

kullanılmaktadır ayrıca soya fasülyesi de kültürde başarıyla kullanılabilmiştir [11]. 

Bakteri-amip dengesi ve nişasta kaynağının parazitin fagosite edebileceği boyutlarda 

olması önemlidir [3]. Ancak besiyerinde kullanılan pirinç unu cam yüzeye yapıştığından 

parazitin gözlenmesinde sorun yaratmaktadır [12]. Trofozoitler pirinç ununun etrafında 

yoğun şekilde çoğalmaktadır bu nedenle inokulumun buradan alınması önemlidir.  

E. histolytica‟nın aksenik kültürü CO2 gerektirir ve H2 ile çoğalması inhibe edilebilir 

ayrıca parazit gaz fazındaki %5 O2„i tolere edebilir [13]. Anaerobik bir protozoon olan E. 

histolytica‟nın virulansı CO2 ye bağlı olarak değişmektedir [14]. Çalışmada parazitin 

çoğalması açısından CO2‟li etüv ile normal etüv arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

fark bulunamamıştır. Bunun başlıca nedeni parazitin zaten anaerobik bir ortam olan 

tüplerin dip kısmında çoğalması ve yüzeysel CO2 veya O2 den etkilenmemesi olabilir.  

Parazitin besiyerinde verimli şekilde çoğaltılabilmesi için sıcaklık ve pH nın önemli rol 

oynadığı görülmüştür. Robinson besiyerinde parazitin uygun çoğalma koşulları 35.5ºC ve 

37ºC olarak bildirilmektedir [3, 8]. Ayrıca, parazitin eritrositelere bağlanarak 

fagositozunda ve kemotaksisinde pH ve diğer iyonların konsantrasyonlarının etkili olduğu 

bildirilmiştir [15, 16]. Ayrıca, Crithidia sp. ile parazitin monoksenik kültürü için asidik 

ortamın gerekli olduğu bildirilmiştir [17]. Ancak bu çalışmada amip kültürü için nötr 

pH‟nın altındaki kültürlerin olmsuz etkilendiği tespit edilmiştir.  

Sonuç olarak E. histolytica kültürü yapılırken pH ve sıcaklık değişimlerinin kültürün 

devamlılığında önemli olduğu, uygun koşullarda CO2‟li etüvde de parazitin 

çoğaltılabileceği söylenebilir. 
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