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GiRi$S VE AMAC

Protozoonlarnin  kiltird, cesgitli  beslyerlerinde protozoonun
Ozelliklerine uygun olarak yapilmaktadir. Her protozoon igin klasiklesmis
b\esiyenlerinin ku,ll(;,nlmr yaninda, her gegen giin yeni, daha elverigli ve eko-
nomik besiyerleri de kullanima girmektedir.

iyl bir kiiltir ortami organizmanin beslenme, blylime ve lUreme
gibi gesitli fonksiyonlarini gergeklestirmesine uygun olmalidir.

Soya fasulyesinden hazirlanan besiyerleri, mikrobiyolojik ¢ca-
lismalarda uzun yillardan beri kullaniimaktadir. Mikrobiyolojide baktert ve
mantarlarin  Gretilmesinde, besinlerin mikrobiyolojik koniroli]nde bu tir
besiyerlerinin kullanimi artik rutin islemlere girmistir (5, 18).

Bilindigi gibi soya fasulyesi besleyici dederi oldukca vyiiksek
bir bitkidir. Kapsadidi protein ve yag miktan, tiiriine, yetistigi yere ve daha
. bagka kosullara gbre degismektedir. Ortalama %50 protein iceren soya
unu oldukca ucuz bir protein kaynagidir. Soya ununun 1 kilosunun fiyati
U'kemizde 9 lira, saf proteinin kilosunun fiyati da 20 lira civarindadir. Bu
fiyatlarin, %20 protein iceren sigir eti fiyatlari ile karsilastinidiginda cok

ucuz o'dudu goriilmektedir (11). ,



Bugine kadar soya fasulyesinden hazwlanm besiyerlerinde
prOtozoonIofrm' kiltirlerinin yapildigini gbésteren herhangi bir yayina rast-
lamadik. Bakteriyoloji ve Mikolojide gittikce genis kullanim alani bulan
soyadli beslyerlerinin Protozoolojide de denenmesi gerekir diye disindik.
Bu nedenle de galismamizda, gerek parazit gerekse parazit olmayan cegitli
protozoonlarin kiiltiirinde soya fasulyesinden haznrladugjlmlz besiyerlerini

kullanip kullanamiyacagimizi arastirdik.



GENEL BiLGILER

Baokteriyoloji ve protozoolojide kullanilan besiyerleri, Gretilmek
ya da kiltird yapimak istenen organizmaya goére degisik yapidadiriar.
Bunlardan bir kismi rutin amaglarda kullamiimak {izere hazirlanan ve temel
besin maddelerini iceren besiyerlerdir. Bu tip besiyerleri fazla 6zellik tagi-
madiklan halde, digerleri karmagik madde ve ozellikleri bir arada icerirler.
ikinci tip besiyerleri daha cok kdiltliri yopilan organizmalarin = biyo-
kimyasal 6zelliklerini saptomada kullanilir.

Rutin olarak kullanilan besiyerlerinde temel madde olarak kar-
bon ve azot kayna§i olan organik maddeler yaninda, sodyum, fosfor, kii-
kirt, demir, potasyum gibl anorganik maddelerde bulunmalidir. Kat ve
yan kati ortamlar i¢in agar gibi katilastirma maddeleri eklemek gereklidir.
Kiiltiirlerde kolay iiremeyen mikroorganizmalarin (Gretiminde kullanilan
besiyerlerinde temel maddelere ek olarak aminoasitler ve vitaminler gibi
biliyime faktorlerine de gereksinme vardir (4, 5, 20).

Besiyerlerindeki organik madde gereksinimi protein ve karbonhidrat-
larla saglanir. Bunlar bitkisel ve hayvansal kaynakl olabHir. Hayvansal
kaynaklar arasinda et, balik, kazein, felatin, keratin sayiabilir. Bitkisel
kaynaklar arasina ise yer fishdi unu, soya unu, pamuk tohumu, aycicedi
tohumu bu'unur. Bazen de belirli mikroorganizmalar besiyerlerinde protein

kaynagr olarak kullanihr {20). '
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Yurdumuzda mikrobiyoloji rutin laboratuvarlaninda hazirlanan
besiyerleri doviz karsildi yurt disindan ithal edilerek hazirlanmaktadir.
-Gerek saglik ve gida kontrollerinde gerekse egitim faaliyetlerini siirdiiren
universite, hastane ve cesitli saglik ve arastirma kuruluglarmin kullandik-
lar: beslyerlerinin miktarlar distinilrse, bunun ekonomimize getirdidi yiik
daha lyi anlasilir. Ulkemiz kosullari geregi son yillarda dogan zorunlu-
luklar da ar%tmcnlarl bu konuda arastirmaya itmektedir.

Yurdumuzda 1950 yilindan bashyarak Ozellikle bakteriyoloji
alaninda yeni besiyerleri denenmistir. (")rneé‘in vinas, melas, fabrika artigs
bazi besin maddeleri, soya, aycicegi, balik ve pamuk tohumu kiispeieri
gibi gesitli maddeler arastiricilar tarafindan yeni besiyerleri hazirlamada
.denenmis ve bdylece bu konuda diga bagimhiidin ortadan kaldinimasina
cahsiimigtir (1, 11, 20).

Ayrica defibrine sidir kani, pankreasla hazmettirilerek -veya
dogrudan kullanilarak yo do pigirilmek suretiyle besiyerleri hazirlamada
kullunllmlstl;' (5, 17).

Balik hidrolozi ile de beslyerleri hazirlanmis ve rutin caligmalor-
da gram negotif badirsak bakterilerinin tamisinda basarnyla kullaniimig-
tir (21).

Mikrobiyolojide ilk defa soyadan besiyeri hazirlayan ve kuta-
nan Didlak Marie (1905) dir. Daha sonra Kata (1914) bu tip besiyerlerini

kullanmigtir (16).
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Protein orani yliksek ve cok degerli besleyici 6zellikleri bulunan
soya, mikroorganizmaiarin ireme ortam: olarak son derece elveriglidir
ve bakteriyolojik besiyerlerinin yapiminda kullanimaktadir.

Soya fasulyesi (Glicina hispina) baklagiller familyasindan bir
cok tirti bulunan bir bitkidir. Kuzey Cin, Japonya ve Hindistan’da ¢ok
eskiden beri yetigtiriimektedir. Protein ve yad bakimindan oldukea zengin
bir besin maddesidir. Tirline ve yetisti§i yere gbre kimyasal icerigi degi-
sikiik gosterebilir. Genel olarak soyada ortalama %40.5 (%24 den %60a
kadar) protein, %19.5 (%14 ila %25) yagd, %29 ekstraktif azotsuz maddeler
%5 selliiloz ve %6 mineral maddeleri bulunmaktadir. Nisasta miktan diger
baklagillere kiyasla ¢ok azdir. Bu yiizden diyabetiiler icin degerli bir gida
‘maddesidir (16).

Soyada ayrica, A, B, C, D, E vitaminleri ve sistin triptofan, met-
hionin, arginin, histidin, lizin, treonin, alanin, tirozin, valin, izoldsin, fenil-
alanin, 18sin, sistein gibi aminoasitler bulunur. Bunlardan bagka, allan-
toinaz, amilaz, askorbikaz, ko-enzim Q, sitokrom C, glikosidaz, hekso-
kinaz, laktik dehidrogenaz, peroksidaz, fosfataz, fosforilaz, transaminazlar,
{ireaz ve iirikaz gibi enzimler de bulunur. Ureaz soyada coktur, bu yiizden
soyanin sulandinimis sekli kanda ve idrarda Grenin varhgini ortaya c¢ikar-

mak Icin reaktif tarzinda kullaniir (5, 16).
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Cetin ve arkadaslar yaptiklan bir arastirmada Propionibacte-
rium freundenreichii susu ile By, vitaminini fermantasyonla elde etmek icin
en iyi verimi soya fasuiyesi kiispesi ile hazirladiklari besiyerlerinden 'sa’gla-
diklaring bildirmisierdir (6).

Son yapilan aragtirmalardan bir digerinde de Cetin ve arkadas-
lari scya fasuiyesi ve kispesinden hozirladiklorr cesitli besiyerlerinde
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Haemophylus parahaemolyticus,
a-hemclitik streptococcus ve cesitli gram pozitif basillerin remelerini
incelemislery’ - ve o'umlu sonuclar almlslardlr (5).

Yurdumuzda mikrobiyoloji q’lomnda yapilan bu cesit arastir-
malarda soya fasulyesinden ho'zwlcndn besiyerlerinde genellikle bakteri-
lerin Uretimi  denenmistir. Bu tiir besiyerlerinde parazitlerin Gremeleri
{izerinde cahema yaprdigina dair herhangi bir yayina rastlayamadik. Ancak,
gerek parazit gerekse parazit olmayan proto'zdonl‘arm bir cogunun cesitli
besiyerlerinde kiilttrleri yapilmistir.

Calismamizda kullandigimiz protozoqnlardan Entamoeba his-
tqutl%’nm kiiltiirinde” en cok kullanilan ortam Boeck ve Drbohlav'in
1925 de uygulomayd koydugu Locke-egg-serum (LES) ortamidir ve Locke
soliisyonu, yumurta ve serum fizyolojik icerir. Ayni aragtiricilar ayrica Locke
egg-albumin (LEA) ortamim da E. histolytica’nin kiltiriinde kullanmiglar-
dir. Bu ortamda, Locke-soliisyonu, insan serumu ve kristalize yumurta

albumini bulunur (8, 10, 13, 19).
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Daha ileriki yillarda E.histolytica’nin kultlrd icin yeni ortamlar
uygulandi. 1967 de Neal, 1968 de Taylor ve Baker monoksenik( monoxenic)
ve aksenik (axenic) ortamlar hazirlamislardir. Bu arada Diamond 1961 de
aksenik bir ortam, 1968 de de TP-S-1 adli sivi bir ortam hazirlamigtir.
TP-S-1 ortami, trypticase, panmede, glukoz, L-cysteine monohidrokiorid,
askorbik .asit, sodyum klorid, potasyum fosfat-monobazik, potasyum fos-
fat-dibazik, distile su, inaktive at serumu ve vitamin karnigimi igerir. Dia-
mond yine 1868 de bu ortama benzerlik gosteren TTP-S, TTY-SB, TTY-6
ortamlarini da uygulamaya koymustur (13, 19).

Trichomonas’in  kiltiriinde kullanilan ortamiar protozoonun
tirine gobre ce$itlilik gosterir. Calismamizda fare duodenumundan Srnek
aldik. Literatiirde farelerde varligi bildirilen Trichomonas tird Tritri‘cho-
monas muris'dir (13). Bu tiuriin kiltiriniin yapildigi ortamlar hakkinda
aynintili bilgilere rastiiyamadik.

Calismamizda kuliondigimiz protozoonlardan Chilomastix mes-
nili'nin kiltiird icin de bircok: besiyeri denenmistir. Ornegin Hogue 1921 de
sivi Locke sollisyonu ve yumurta ortamint (Liquid Locke-Egg-Medium)
kullanmistir. 1940 yilinda Jirovec ve Rodova’nin kullandigi Ringer soliis-
yonu ve serum ortami (Ringer-serum-medium); Ringer soliisyonu ve at
serumu igerir. 1936 yilinda Westphal monofazik sivi bir ortam &nermistir.

1947 yilinda ise Wenrich, Losffler Serum Ringer ortami (Loeffler serum-
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Ringer medium} nu bildirmigtir. Hogue 1933 de (Serum water-saline-me-
dium) nu, Hibler 1960 da (Cecal exract serum mediumu) nu hazirlamiglar-
dir (13, 19).

Giardia intestinalis’in kultiri igin itk tammlanan besiyeri ise
Karapetyan'in hazirladigr besiyeridir (Medium No: 1). Afa$t|r|c1 bu ortamda
Hank’s tuz sollisyonu, civciv embriyo 6zeti ,inaktive insan veya at serumu
ve et ozeti kullan_migtir. 1971 de Soloviev ve arkadaslari bu ortama jelatin
ekliyerek ve serum konsantrasyonunu daha distirerek yeni bir ortam ha-

zirlamiglardir. Daha sonra ayni aragtiricilar, ortamdan civeiv embriyo ézetini -
kaldirarak bunun Giardia intestinalis’in bliyimesinde rol oynamadigini
ortaya koymus oldular (13).

1970 de Meyer ayni protozoonun kdiltiri icin M-3 besiyeri
cdmdd karmasik bir ortam, 1976 da da olumlu sonu¢ aldigi HSP-1 besiyeri
adh diger bir ortam bildirdi (13, 19).

iskembe protozoonlonnin kiiltiirii oldukca zordur. Bunlarin
kuttard icin tuz solGiyonlarr (ki bunlarin gesitli tipleri vardir; érnegin Hun-
gate, Co'eman, Caudatum, Simplex tipleri gibi), iskefnbe sivist, kuru ot tozu,
nigasta (piring veya bugday), gaz (CO, ve %95 N,+%5 CO,) kullanimig-
tir (18).

Ara$t|nc1|‘azr cesitli iskembe protozoonlar: i¢in bu maddelerden

be'irli oranlarda kullanarak farklh besiyerleri hazirlamiglardir {19).
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GEREC VEYONTEM

Callsmamizda agagida belirtilen arag, gere¢ ve drnekler kul-
lanilmistir:

1- Cam m@lzeme : Besiyer.lerin‘in hazirlanmasinda ve kiiltiirlerin
incelenmesinde basta kiiltir tipleri (16-1.5 cm) olmak (izere, balon, erlen-
mayer, fam, lamel gibi normal laboratuvar malzemesi kutlanildi. Tlapler
ve balon gibi malzemeler iyice yikandiktan sonra: damitik suyla calkalandi,
pamuklandi ve pastér firninda 175°C de 1 saat steril edildikten sonra
kullanidi.

Il - Ornekler : Kiiltiir calismalarimizda Cumhuriyet Universitesi
Tip Fakiltesi Hastanesi Parazitoloji rutin laboratuvarimiza gelen hastalar-
dan saglanan diski 6rneklerin§ kullandik.

Bu drneklerin numaralar ve kendilerinde mikrobiyolojik ir;xce-
lemeler sonucu saptanan protozoon tilﬂerf sunlardir:

a) Ornek 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ve 10 da sadece Enfomoeba histolytica kistleri,
Ornek 2 de E.histolytica kistlerine ek olarak Giardia intestinalis kistleri,
ornek 9 da ise yine Ehistolytica’ya ek olarak Chilomastix mesnili
trofozoitleri vardi.

b} Sivas mezbahasindan elde ettigimiz sigir iskembesindeki kamgili ve
kirpikli protoozonlar,

c) Deney hayvani olarak kullandi§imiz farelerin duodenum ve cekumlarin-

daki Tritrichomonas trofozoitleri drnek olarak kullanildt.
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Il - Besiyerleri ; Parazitoloji rutin laboratuvarimiza gelen hasta-
lardan saglanan diski Grneklerini hazirladigimiz besiyerlérine ekiik. Besi-
yerleri agsagida verildigi sekilde hazirlandi.

1. Soya fasulyesinden besiyerierinin hazirlanisi : Mersin'den getirttigimiz
soya faéulyesinden kati ve sivi soya clmak Uzere 2 tip besiyeri
haziriadik.

A — Kati Soya Besiyeri (KSB) :

— 200 gm soya fasulyesi 1slatildi; 120°C de 20 dakika sureylé otoklav .
veya didikil tencerede pisirildi. Sonra tel siizgecten ezilerek siizildi
ve siizlintliye 1 It damitik su eklendi.

— Tekrar gazlibezden ve siizgec kagidindan birkac kez siiziildiikten
sonra serum fizyolojik kondu (1:3), pH 7.2 ye ayarland, |

— Elde edilen slispansiyona %1.5 ofanmda agar eklenip otoklavda steril
edildi. Otoklavdan cikarilinca sogumadan tiplere dagitildi ve tipler 30° lik
yatiklikto donmaya birakildi.

— Daha sonra tlplere steril kogullarda agagida belirtilen steril tampon
¢ozeltisinden 5 er cc eklendi. \

Her tipe ekimden 6nce 3-4 adet steril piring tanesi kondu.

B — S Soya Besiyeri (SSB) :

Kati Soya besiyeri gibi hozirlandi, fakat agar eklenmedi. Tip-
lere dagitildiktan sonra her bir tiipe 5 er cc tampon cozelti ve 3-4 adet

steril piring tanesi eklendi.
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2. LES (Locke-egg-serum) besiyeri . (Boeck ve Drbohlov'in modifiye edil-

mis difazik ortami) (8, 10, 13, 19):
Bu besiyeri 6zellikle E.histolytica’nin kiiltiirinde kontrol ama-
ctyla kullanilimistir.
— Dért tavuk yumuriasi 50 cc Ringer sollisyonuyla siispansiyon hali-
ne getirildi.
— Sispansiyon kalin bir tiilbent veya birka¢ katli gazli bezden birkac
kez slzuldd.
— Daha sonra 5 mi halinde tliplere dagitildi ve 30° - 45° lik: bir yotik-
likta, otoklavda, 80°C ye kadar cikan isida katilastinid.
— Her tiipe yaklasik 5 cc fosfat tamponlu serum fizyclojik veya nor-
mal serum fizyolojik eklendi.
Tipler 20 dakika 121°C de sterilize edildi ve soguduktan sonra her
tipe 3-4 adet steril piring tanesi eklendi.
— Kullanilincaya kadar buzdolabinda saklandi ve ekimden Once ben
maride 37°C ye kadar 1sitildi.
IV — Tampon Cozeltisi : Kiiltiir calismalanmizda kullandigimiz
besiyerlerinin hazirlaniginda agadidaki tampon cdzelti steril edildikten

sonra kullanilmigtir.
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Fosfat tamponlu serum fizyoclojik (pH: 7.0) (8,10,13,19)-

% 0.85 lik serum fizyolojik-  ............ 450cc
M/ 15 KH,PO,  ............ 19¢cc
M / 15 NagHPO,  ceeeeee..ee. 31ce

M /.15 KH;PO, (in hazirlanig :

KH.PO, ... 9.07 gram

Damitik sU  ....eeeenineens 1000 cc
M / 15 NazHPO, Un hazirlanigi : |

Na.HPO, ...oeels 9.46 gram

Damitik su  ...coveenennes 1000 cc

V — Ekimlerin Yapiis1 : Esas calismamiza gegmeden Once

bir 6n calisma yapip, soyadan hazirladidimiz -besiyerlerimizin o6zellikle
E.histolytica’nin k{ltiiri yéniinden sonu¢ verip vermiyecegini aragtirdik.
Bu arastirmamizdan olumlu sonug¢ alinca caligmalarimiza asagida belir-
tilen ekimlerle devam ettik.
A — Diski Orneklerinden Ekimler : Direkt mikroskobik Incelemede
protozoon kistleri gorilen 10 digki 6rnedi ayrt ayri hem pirincli kat
soya besiyerine hem de LES'e ekildl. 1-5 numarali &rneklerden ayn
zamanda piringsiz kati soya ve piringli sivi soya besiyerlerine de ekim
yapildi. Ekimden 6nce beslyeri bulunan tiiplere steril kosullarda bokteri
tiremesini baskilamak icin, 1000 U/ml olacak gekllde Peniclllin G ek'endi.

Ekim yapilan tiipler 37°C lik etivde inkiibe edi'diler.
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Digki &rnekleri herhangi bir igleme tabi tutulmadan 6ze ile
dogrudan besiyerlerine ekildi. On calismamizda hem digkidan direkt
hem de LES besiyerlnde aktif hale gecmis trofozoltlerden ekimler yapil-
didinda her iki ekimde de soyal besiyerlerihde olumlu sonu¢c ahlindidin-
dan bu gekilde ekime devam edildi.

B — iskembe Materyalinden Ekimler : Sivas mezbahasindan sagdladigimiz
sidir iskembesindeki kamcili ve kirpikli protozoonlardan, piringli kati soya
besiyerine ve kontrol igin de LES besiyerine (2 ser tiip) ekim yapildi ve yine
48 saatlik bir inkiibasyondan sonra sonuclar degerlendirildi.

C — Fare Sindirim Sistemi Materyelinden Ekimler : Fare duodenum ve
cekumilarindan elde ettigimiz Tritrichomonasli materyelden pirincli- kati
soya besiyerine ve LES besiyerine (g%er tiip) ekim yapildi ve sonuglar
incelendi.

VI — Kiiltiir Sonugclorinin Degerlendirilmesi : Yukaridaki ma-
teryellerden yapilan l;ﬁ‘ltiirler 48-72 saatlik aralarla kontrol edildl ve
gerektidinde yeni besiyerlerine pasaj yapildi. Kdilttirlerin okunmast icin
herbir kiiltir tlplnden steril kosullarda ©6rnek alindi ve protozoonun'
tireyip tiremedigi mikroskop altinda arastirildi. Gerekli kontroller yapildik-
"tan sonra her bir tiipten yeni besiyerlerine 1 -2'cc aktarilarak pasaj ya-pp_ldr.
inokilasyon miktarinin bu kadar fazla olusu &zellikle E.histolytica’nin

gereksinme duydugu anaeroblk ortamin ko'ayca saglanmasi icindi.
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BULGULAR

On calismamizda elimizdeki érnekler dncelikle LES besiyerine
ekilerek durumlari gézlendi. E.histolytica kistlerinin bulundugu digki érnek-
teri hi¢ bir isleme tabi tutulmadan direkt olarak LES besiyerine ekildiginde
kiltirlerde 48-72 saat sonra canli E.histolytica trofozoitleri gorildi.,

Kati ve sivi soya besiyerlerine E.histolytica kistleri saptanan
diskilardan direkt ekimin yaninda LES besiyerinde dreyen trofozoitlerden
de ekimler yapmamizin amaci bu besiyerlerinde E.histolytica kistlerinin
acilip aciimadigini aragtirmak ve trofozoitleri gézlemekti.

incelemelerimizde her iki durumda da soyal besiyerlerinde canh
trofozoitler gdzlendi. Bu yiizden esas calismamiza bagladifimizda ekimleri
digkilardan direkt olarak yaptik.

E.histolytica kistlerini iceren 10 digki érnedinin LES besiyerinde
yapilan kiltirlerinde biri haric (Ornek 10) hepsinde ekim tiiplerinde aktif
E.histolytica trofozoitleri gézlendi. Her ornekten dretilen E.histolytica
torofozoitleri ayri bir sus olarak tanimlandi. Ekim tiipiinden yaptian birinci
kér pasajda negatif olan onuncu émekte de trofozoitler gorildi.

LES besiyerinde 10 drnekten yapilan kiltir ve pasajlarin
sonuglan tablo | de goésterilmigtir.

LES besiyerine ekildigi sekilde, pirincli kati soya besiyerine de
ekilen 10 érnekle elde edilen bulgular Tablo 1 de verilmigtir. Bu besiye-

rinde de biri hari¢ (6rnek 3) her bir digki érnedinden ekim tiplinde treme
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olmus ve bu lreme pasajlarloc devam ettirilmistir (Sekil 1 ve 2). Ekim
tipiinde reme g‘o‘zler;emem‘is olan 6rnek 3 den yapilan birinci kér pasajda
aktif hareketli E.histolytica trofozoitleri gorilmistr.

Tablo Il de piringsiz KSB ve piringli SSB'ne yapilan ekimlerde
elde edilen bulgular verilmistir. Bu besiyerlerine basta da belirtildigi gibi
10 6rnekten sadece besinden ekimien yapildi.

Pirincsiz kah soya besiyerine yapllan besg ekfmdexn sadece
ikisinde ekim tiipiinde E.histolytica trofozoitleri gézlendi, ilk ekim sonucu
bdyle olmasina karsin daha sonra yapilan pasajlarin irncelen:meéinde
bes érnekteki E.histolytica kistleri piringsiz kati soya besiyerinde de acil-
mis ve trofozoit haline gegmislerdir.

Pirincli sivi soya besiyerine yapilan bes ekimin biri haric (or-
nek 2) dordiinde de E.histolytica trofozoitleri goriildii. Fakat ornek ikinin
yapilan pasajlarinda da herhangi bir trofozoit uremesi‘xgbrulmedi.

Kiltiirlerin incelenmesinde saprofit mantarlann varhidi veya
asirt bakteri Gremesi so'ptandlgmdo sonu¢ kontaminasyon olarak deger-
lendirildi. Bu kontaminasyonlar besiyerlerine ekilen érneklere baslangigta
hicbir iglemin uygulanmamis olmasina bagii olabilir.

LES besiyerine fare duodeum ve g¢ekumundan elde ettigimiz
canh trofozoit halindeki cesitli protozoonlar (Tritrichomonas, Giardia ve
amipler) ekildiginde 48-72 saat sonraki kontrollerde olumsuz sonugclar

e'de edildi. Ayni érnekler piringli kati soya ve piringli sivi soya besiyerine
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ekildiginde ozellikle pirincli kati soya besiyerinde aktif hareketli Tritric-
homonas trofozoitleri gézlendi.

Kati ve sivi soya besiyerlerine Giardia intestinalis kistleri
iceren digkilardan direkt ekim yaptigimizda kistlerin 4 pasaj siiresince
(9 giin) morfolojik olarak bozulmadan kaldiklan fakat frofozoit haline
dénismedikleri gorildi.

LES, piringli KSB ve SSB'Inde Chilomastix mesnili kistleri ve
trofozoitleri ancak kisa bir siire pasaj yapilarak incelenebildi. Cﬁi‘lomqstix
mesnili kistleri bu besiyerlerinde acilmadilar. Fakat aktif trofozoit seklinde
ekim yapildiginda bu protozoon soyal besi ortamlarinda 3 pasaj (yoklasik
7 gln) canh ka'di.

Sidir iskembesinden elde ettigimiz kirpikli ve kamgili protozo-
onlar hem LES besiyerine hem de soyall besiyerierine direkt olarak ekildi.
Ayni materyelde amip trofozoitleri de bulunmaktaydi. LES besiyerinde
urememelerine karsin soyall besiyerierinde bu kamgili ve kirpikli protozo-
onlar 2 pasaj (yaklagik 4 giin) hareketli olarak goriindiiler sonra hareket-
leri durdu. Amip trofozoitleri ise her 48 saat de bir pasaj yapilarak yaklastk
3 hafta siireyle izlendiler ve bu siire icinde her kiiltiirde canli trofozoltler
g6z'endi (Tablo H1). Bu amiplerin soyali besiyerierindes iyi bir sekilde lre-
dikleri ve kist olusturduklar gdz'endi. Kist morfoloji'erine gére bunlar

Aranthamoeba grubu amipler olarak tanimland: (Sekil 3).



Tritrichomonas iceren fare duodenum ve cekum materyali
LES, piringli kati soya besiyerine ve piringli sivi soya besiyerine ekildigin-
de, LES besiyerlerinde Tritrichomonos trofozoitleri gézleyemememize kargin
6ze~!|ik>le- piringli kati soya besiyerlerinde olumlu sonuglar aldik. Piringli kati
soya. besiyerindeki trofozoitler sekil 4de gérillmektedir. Piringli sivi soya
besiyerinde ise olumlu sonu¢ alinamadi. Bu caligma ile ilgili sonu(;lar

Tablo IV de verilmistir.
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$ekil 1 — Pirincli Kati soya besiyerinde treyen Entamoeba histolytica
trofozoiti  (ekto ve endo-plazmanin bariz olarak ayril-
masi okla gosterilmistir).

&

Sekil 2 — Pirincﬂ kati soya besiyerinde treyen bir baska suﬁnm-
meeba histolytica trofozoit_inin gériniimi (ok yalanc

ayagl gostermektedir).
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Sekil 3 — Pirincli kati soya besiyerinde sigir iskembesinden (retilen
Acanthamoeba  grubu amibin ve kistlerinin gorinima.
A- Kist, B- Trofozoit

' ‘, s > " - - 7 $ | ;. 4 "
,.\Cé; : i~ LN X

» [ o= - & % 4 | & (¥ i X

Sekil 4 — Piringli kati soya besiyerinde fare duodenum ve ¢cekumundan

Uretilen Tritrichomonas muris’in gériinimd.
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Tablo Il — Digki érneklerinin Ekildigi Piringsiz KSB ve P.SSB Besiyer-

lerinde Saptanan Bulgular.

Ornek ) .
Pasqj 2 3 4
Ekim E E+G — — —
a A
f Py E E+G K E E
é P E E+G E E E
& Ps E G K E E
P, K K K K E
Ps E K K K K
Ekim E G E E E
% P: E G E E E
Y_) Ps E G K E E
©
£ Ps E G K E E
= -
Py K K K K E
Py E K K K K
E : Entamoeba histolytica trofozoitieri goérilenler
G : CGiardia intestinalis trofozoitleri géralenier
P : Pasaij
K : Kontaminasyon

(—) : Ureme goriilmeyenler.
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TARTISMA

Basta' protozoonlar olmak lizere parazitlerin kiiltirleri iize-
rindeki calismalar 6zellikle son yitlarda yogunluk kazanmigtir. Bunu
Taylor ve Baker'in editorliglini yaptiklan ve parazitlerin in vitro kiltir
yéntemleriyle ilgili yapl{:,lanm on yil arayla yenilemelerinden ve diger
yayinlarindan da izlemek olasidir (1-7,13,17-22). Arastiricilarin bu ydndeki
calismalan sonucu hem sitma parazitleri gibi protozoonlarin  kiltlri
gerceklesmis ve hem de bircok yeni kiltir ortamlan (besiyerleri) gelig-
tirilmistir (19, 22).

Bilindigi gibi herhangi bir parazitin kilturini yapmanin amaci
cok yonludar. Faust ve Russell’a gére bu amaclar asagidaki noktalarda
toplanir (10).

1. Hostalik etkeninin kesin tanisina gitmek amaciyla diger yéntemlere
ek olarak ya da yalniz olarak kiltir ydntemine bas vurulur.

2. immunolojik calismalarda kullanilan antijenleri bol miktarda hazirla-
mak amaci ile etkenin kiltiirine caligilir.

3. Klinik materyelin  kolayca sdglanamadigi ya da yetetli olmadigi
durumda &§retimde kullanmak amact ile kiltir yapilmasi istenir.

4, Deney hayvanlarinin inokiilasyonunda ku‘llomlocpk bir kaynak saglamak
icin etkenin klltlirl yapihr.

5. Kiiltir yéntemleri in vitro ilag denemelerinde de yararhdir.

6. Organizma'arin fizyolojilerini incelemek icin de onlanin  killtiirlerine

calisilir,
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Kultir caligmalarinin parazitlerin biyokimyalarinin ve patojenite-
lerinin aydinlatiimasinda da yararl oldugu aciktir. |

Kiltir caligmalaninda  baglangicta paraziti in vitro ortamda
tretmeyi bagarmak ve bu is Icin elverigli ortami bulmak esastir. Fakat
ileri agamalarda amag In vitro olarak paraziti aksenik ve tam anlamda ya-
pay bir ortamda (iretebilmektir. Clinkii biyokimyasal 6zellikleri ve patoje-
nite deneyleri icin bu tip kiltlr idealdir.

Fakat her zaman aksenik kiltlirii yapmak olasi degildir. Akse-
nik klltirleri elde edebilmek icih fiziksel ve kimyasal yéntemlerin (6rne-
gin bulagh materyeli defalarca steril isotonik sollisyonlarda  yikamak,
santrifiij etmek v.b.) yaninda mikro-izolasyon yontemleri de kullaniimakta-
dir. Ayrica, besiyerlerine antibiyotikler eklemek veya ekimden o6nce 6rnek-
leri hidroklorik asitle muamele etmek gibi yollar da izlenebilir.

Tek hiicreli parazitler arasinda kiltiri Gizerinde en fazla calisma
yaptlanlardan  biri  hic giphesiz E. histolyticadir.  Locke soliis -
yonu, yumurta ve serumdan olugan difazik LES besiyeri bu parazitin
kultiriinde kuflanilan klasik bir ortamdir. LES kadar yaygin kutlaniimamig
olsgﬂa yine klasik besiyerlerinden sayl.lan LEA da (Locke sollisyonu, yu-
murta ve albumin) bu tip bir kiiltir ortamidir (8, 10, 13, 18). Faust tara-
findan LES besiyerleri modifiye edilerek yani Locke yerine Ringer so-
lusyonu konularak kullanilmistir (8, 10).

Calismamizda soya fasulyesinden  hazirladigimz besiyerle-
rini protozoonlarin kiltiiriinde kullanip kullanamiyacagimizi aragtirdik. Bu

amacla 6zel olarak getirttigimiz soya fasulyesinden bakteriyolojik ve
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mikolojik caligmalarda kullanilan besiyerlerine benzer ortamlar hazir-
ladik.

Hozirladigimiz bu besiyerlerinde (reyip Uremedigini aragtirmok
icin de parazitik protozoon olarak E.histowytica’yl sectik. Clnkli bu para-
zitin Uredigi LES besiyerini Faust'un modifiye ettigi sekliyle laboratuvar-
mizin olanaklariyle hazirlamamiz ve tanik besiyeri olarak kullanmamiz
clasiydt.

Soyadan  hazirladi§imiz besiyerlerini 6nce kati ve sivi diye
ikive daha sonra da herbirini kendi aralarinda piring tanesi eklenip
eklenmemesine gére piringli ve piringsiz diye tekrar ikiye ayirdik. Sonug-
ta e'imizde 4 tip besiyeri cdustu. Bunlardan katt soya besiyeri difazik
bir ortam olmasi nedeniyle LES besiyerine benzemektédir. Habuki SSB
monofaziktir.

LES besiyeri Locke sclisyonu, yumurta ve serum icerirken,
soyadan hczirladigimiz  besiyerlerinin temeli soya fasulyesi ve fosfat
tampoenlu serum fizyolojiktir. Bu ortama KSB de agar eklenmigtir.

’C'}n cahsmalanmizda E.histolytica kistlerinin bulundugu digki
drnek'erinden ekim yapilan LES besiyerinde bu parazitin trofozoit duru-
muna gectigini saptadik. Ayni &rneklerden direkt ekim yapilan KSB ve
SSB de de bu parazitin trofozoitleri gérildi. E.histolytica trofozoitleri-
nin bu'undugu LES besiyerlerinden KSB ye yaplldn pasajlar sonunda da

bu besiyerinde parazitin (redigi saptondi. Bu nedenle de daha sonraki



caligmalarda soyali  besiyerlerine E.histolytica kfstleri bulunan digk
Srneklerinden direkt ekimler yaptik.

E.histolytica kistlerini iceren dlskr!ahn piring iceren soyal
besiyerlerine ekiminde ekim yapilan tiplerin birk haric hepsinde bu para-
zitin saptanmast kamimizca ¢ok anlamlidir. Ciinkii bu bize denedidimiz
besiyerlerinden  &zellikle piringli KSB'nin kist veya trofozoit halinde
E.histolytica bulunan digkidan parazitin 1zolasyonu icin elvirigli oldugunu
gostermektedir. Sadece tek ekim tiipiinde E.histolytica trofozoitierinin
gérulmemesi fakat yapiian pasajda gériilmesi kanimizea bir gézlem hatosin-
dan kaynaklanmaktadir.

Calismamizda hem olanaklarimiz hem de siiremiz kisith oldu-
dundan maalesef soyali besiyerlerimizde E.histolytica’nin aksenik kiiltii-
rindn yapilip yapiimiyacagr arastiriimamigtir. Fakat bu noktanin aragti-
riimaya deger oldugu kanisindayiz. Eger bdyle bir basariya ulasilirsa
Diamond’'un tamimladidi aksenik kiltir ortamindan ¢ok daha basit ve
ucuz bir ortam bulunmus olaca'ktlr (7, 19).

Arastirmomizda olde ettigimiz bulgularo dayanarak soyadan
hazirladigimiz besiyerinin E.histolytica’nin kiiltliriinde son derece elve-
rigli oldugunu séyleyebiliriz. ister agar eklenmesiyle katilagtinimis olsun

isterse sivi halinde olsun besiyerlerine steril piring tanelerinin eklenmesi



bu parazitin remesini stimile etmistir. Bu da plrlm.; veya piring ununun
E.histolytica’min kiltiirindeki 6nemine isaret eden yaymlaré uymaktadir
{9, 13, 19).

Kiiltirlerin incelenmesinde kist halinde ekilen E.histolytica’nin
LES besiyerinde 48 saat sorra trofozoit haline géctigi saptand. ik pasaj-
larda trofozoitlerin oldukca biylk ve karakteristik g('irﬁnilmde olduklar fa-
kat ilerlemis pasaijlarda ise kiglldiikleri ve tipik gériinimden uzaklastiklar:
gozlendi, Ozellikle pirincli kati soyd besiyerﬁnde itk pasajlarda amip
trofozoitleri tam tipik 6zellik gostermemekle beraber Herlemis pasujldrda
ortama adapte oldukca morfolojik yonden tipik gériiniimlerini kazandilar.

Calismamizin  amact bastada belif"j\%;i gibi, soya fosmye
sinden hazirianan besiyerierinin protozoonlarin kiltiiriinde kulaniip kul-
lanilmiyacagini arastirmakt. Bu nedenle, E.histolytica’ya ek olarak genis
capta olmasa da Tritrichomonas muris, Giardia intestinalis, Chilomas-
tix mesnili ve iskerhbe kamgili ve kirpiklilerinin soyal besiyerlerindeki
durumlanni inceledik.

Trichomorias  tirlerinin kultlird icin kullanilan ‘ beslyerleri
Trichomenas'in ¢ok fazla tiri olmasi nedeniyle c¢esitlilik gosterir, Hazir-
lanan bu besiyérlerinde cogdunlukla tripton, pepton, sigir eti ozeti, L-sis-
teine hidrokloride, maltoz, sodyum klorir, damitik su bulunur. Bu ortam-

lora inoktive serum ve antibiyottk de eklenmektedir (4, 13, 14, 19).
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Calismamizda fare duodenum ve ¢ekumundan Gfﬁglrﬁlz Tri-
trichomonas muris’lerin P. KSB, P. SSB ve LES besiyerlerinde Uretilme-
sine calisildl, Tritrichomonas muris, Szellikle P. KSB de oldukca iyi lre-
di. LES besiyerinde bu protozoon icin olumlu bir sonug allnamadl; Fao-
kat P. KSB del yapilan kiiltiirlerinde bilyilk ve oldukca hareketli gekilleri
gbzlendi.

Bu gdzlemimize dayanarak, Trichomonas tiirlerinin kilturlerin-
de de soyali besiyerlerinin degisik modifikasyonlarnin denenmesinin iyl
olacad disiincesindeyiz.

Chilomastix mesnil’nin kiltiirii icin bildirilen besiyerleri Locke
veya Ringer sollisyonu, yumurta ve serum icermektedir (13, 19). 1960 da
da Hibler ve Arkodas;lorl'cekum materyeli ve serum iceren bir bagka besi-
yeri bildirmislerdir (13, 19).

Bizim calismamizda ise Chilomastix mesnili, soyali besiyerle-
rinden piringli KSB de piringli SSB ye oranla daha iyl sonu¢ vermigtir.
Kontrol olarak kullandigimiz LES besiyerinde, gerek bﬁyijklﬁk gerekse
aktif hareketlilik acisindan iyi sonug alinmasina karsilik, hazirladigimiz
beslyerlerinde 7-8 giin gibi kisa bir siire canli kalmislardir.  Kiiltiirlerde
bulundukiar: siire icinde de biiyikliikleri LES besiyerlerindekilere orania
daha ufak goérilmistiir.

Giardia intestina'is’in kiltiirli de yine hem LES besiyerinde hem

de soyali besiyérlerinde denenmistir. Kist halindeki ekimlerden sonra, kist-



ler LEé besiyerinde goriilmemelerine kargin soyali besiyerlerinde pasajlar-
la yaklagik 10 giin siiresince normal gériiniimde kalmiglar fakat trofozoit
haline gecmemiglerdir.

Giardia intestinalis’in kalturd tlk olarak 1960 larda Karapetyan
tarafindan yapiimigtir. Karapetyan infekte insanlardan alinan orneklerden
monoksenik kiiltiirler soyutlamay! bagarmighr. Daha sonralari insan, tav-
san, cingila, kedi ve kobaydan alinan Giardia intestinalis trofozoitlerinden
monoksenik ve aksenik kiiltirler yapilabilmistir (13, 16, 19).

Giardia Intestinalis icin kullamilan kiiltiir ortamlari karmagik ve
zengin besiyerleridir (13, 19). Arastrmalanimizda kullandi§imiz besiyerle-
rine Giardia’nin kist ekimi yapildigi ve literatiirde bildirilenler kadar zengin
ortamlar olmadiklar igin olumiu bir sonuc alinamamigtr. Fakat modifl-
kasyonlar yapilarak soyall besiyerleri Giardia intestinalis’in kiltliriinde
denenebilir.

iskembe protozoonlarinin kilttirlerinin yapilabilmesi icin bircok
arastirmalar yapiimaktadir (13. 19). Bu amagla yapilan caligmalar is-
kembe protozoonlarinin in vitro kiltiirlerinin yapilacagi ortam kosularinin
iskembenin dogal yapisina uygun olmasi gerektigini ortaya cikarmigtir. .

Calismamizda Iskembe protozoonlarini, hem LES besiyerine
hem de pirincli KSB ne ekmistik. LES besiyerinde itk kontrdllerimizde
protozoonlar gériiimemesine karsin pirincli KSB de cok kisa bir siire Kkir-

pikli ve kamet'i protozoon'ara ek olarak amip trofozoitleride goralmistir.
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Amip trofozoitleri bu besiyerlerinde ¢ok tiplk bir sekilde pasajlanabilmis-
v

tir. Kiltirde gozlenen kistlerinin morfolojisinden (Sekil. 4) bu amibin

Acanthamoeba oldugu aciktir. Soyali besiyerlerinin bu grup amiplerin de

dretilmesinde denenmesi yoniinde umut verici oldugu disiincesindeyiz.
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SONUC

Calismamizda kendi hazirladigimiz PKSB ve PSSB’Ier.i Entamo-
eba histolytica, Giardia intestinalis, Chilomastix mesnili, iskembe kamgili
ve Kirpikli protozoonlari ve Tritrichomonas muris’in kiiltirlerinin yapilmasi
icin denenmigtir. Bu protozoonlardan E.histolytica’nin kiltiirinde hazirladi-
{]lmlz'besiyerlerinde basanli sonu¢ elde edildi. Gerek kist, gerekse LES
besiyerinde iiretip trofozoit hale getirdigimiz E.histolytica suglari PKSB ve
PSSB'de liremiglerdir. Piringsiz KSB'de de olumlu. sonuglar alinmigtir. Fakat
PKSB'de oldugu sekilde tipik degildir. Ayrica incelemelerimizde her tip igin
yaptiGimiz incelemelerin pozitif olarak degerlendiriimesinde bir tek pre-
parat bakilmis ve bir tek trofozoit goérilse dahi pozitif olarak degerlendiril-
migtir. Pirincin Gremeyi stimiile edip etmedigini tam olarak aragtirmak igin
daha genis cdh$mal'a‘r yapilabilir,

Giardia intestinalis’in kistlerinden ekim yapiimis ve &kﬁltﬁrles—\
de kistler kisa bir siire pasajlanabilmigtir. Bu siire icinde hazirladigimiz
besiyerleri Giardia intestinalis’in kiiltiiri icin uygun bulunmamigtir.

Chilomastix mesnili trofozoitleri kisa bir silire soyah besiyer-
lerinde canh kalabilmigtir. Bu yiizden Chilomastix icin de hazirladigimiz
besiyerlerinin uygun olmadigimi séyleyebiliriz. Fakat trofozoitler bir siire
bu besiyerlerinde canhi kalabildiklerine gbére ileri caligsmalar yapilabilir.

iskembe kameil ve kirpiklileri ve diger protozoonlarin kiiltiiriinde

hazirladigimiz bestyerlerinde LES besiyerine orania daha iyi sonuglar



elde edilmigtir. Ozellikle Acaintham:oebo: grubu amipler i¢in uygun goriil-
migtar,

Tritrichomonas muris, Soyali besiyerierinde LES besiyerlerine
arania daha iyi Giremis ve daha uzun sire canh kalmigtir. Bu yiizden
besiyerlerimizin Tritrichomonas muris’in kiltird icin uygun oldugu gbé-
risindeyiz.

Bitiin bu sonug ve bulgulardan, huzwladlglmlz besiyerlerinin
&zellikle E.histolytica vé Tritrichomonas mutris icin oldukca elverigli ol-
dugunu ve bu protozoonlarin kiltiirlerinde besiyerlerimizin rutin kullanima

girebilecegini soyliyebiliriz.
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Bu calismada soya fasulyesinden haziriadi§imiz besiyerleﬁn-
de: Entamoeba histolytica, Chilomastix mesnili, Glardia intestinalis,
Tritrichomonas muris, iskembe'kom]clll ve Kirpikli protozoonlarinin kil-
1Urd denenmigtir. Besiyerlerimiz piringli kati soya besiyeri ve piringli sivi
soya besiyeri olmak lizere 2 tiptir ve kontrol besiyeri olarak LES (Locke-
€gg-serum) besiyeri kullaniimistir.

»Bu protozoonlardan, E.histolytica ve Tritrichomonas muris best-
yerlerimizde iyi Gremigtir. Chilomastix mesnili ve iskembe kamcili ve
kirpikli protozoonl(.m kisa bir siire tretilmis, Giardia intestinalis ise
trofozoit haline gecmemis kist halinde kaimistir. Bu yiizden hazirladigimiz
besiyerlerinin E.histolytica ve Tritrichomonas muris’in kiltiriinde kulla-
nilabilecegi, Chilomastix mesnili, Giardia intestinalis ve iskembe kamgili

ve Kirpikli protozoonlan icin simdiki halde elverigli olmadigi gbézlenmistir.
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USING MEDIA PREPARED FROM SOYBEAN FOR PROTOZOA CULTURE

SUMMARY

In this study Entamoeba histolytica, Chilomastix mesnili, Glar-
dia intestinalis, Tritrichomonas muris and Rumen flagellates and clliates
cultures have been subjected to tests in soybean media prepared by us
and their growths investigated.

Two types of media were prepared as hard soybean medium
{with rice) and liguid soybean medium (with rice). The LES (Locke-egg-
serum) was used as the control culture medium,

It has been observed fhat protozoa Entamoeba histolytica and
Tritrichomonas muris displayed a good growth. Chilomastix mesnili and
Rumen flagellates and ciliates multiplied for a short period of time but
Giardia intestinalis did not develop into trofozoit stage and remained in
cystis form. It has,therefore,been considered that the media prepared
by us may be used for the Entamoeba histolytica and Tritrichomonas
muris cultures but are not suitable for Chilomastix mesnili and Rumen

flagellates and cillates for the time being.



42

KAYNAKLAR

1. Aran, N. : Vinas'in besiyeri olarak kullaniima olanaklari. Kiikem Derg.,
3: 24, 1980,
2. Brooke, M. M. : Laboratory diagnosis of amoebiasis. Pro. 6th Int. Cong.
Trop. Med. and Malaria, 3: 369-384, 1958.
3. Brooke, M. M. : PVA-Fixative Technique in the laborato 8? gmusi&
Triangle 4: 326-335, 1960,
4, Cetin, E. T. : Pratik Mikrobiyoloji. 2. Baski Menteg Matbaasi, ist, 1968.
5. Cetin, E.T., Biiget, N., Otiik, G. : Soya fasulyesi ve kispesinden hazir-
lanan besiyerleri. Kiikem Derg., 2: 56-60, 1971.
6. Cetin, E. T., Giirler, B., Bodur, S. : B, vitaminin fermantasyonia elde
edilmesi i¢cin uygun besiyerinin arastiriimasi. Kikem Derg., 1:
25-31, 1978.
7. Diamond, L. S. : A new liquid medium for xenic cultivation of Entamoeba
histolytica and other lumen dwelling prdtozou. J. Parazitol.,
68: 958-959, 1982.
8. Faust, E. C., Beaver, P. C,, Jung, R. C.:' Animal Agents and Vectors of
’ Human Disease. 2nd. ed., Lea and Febiger, Philadelphia. 1262.
9. Faust, E. C., Read, R. T. : Parasitologic surveys in Cali Depariamento.
Dell Valle, Colombia. V. Capacity of Entamoeba histolytica
of human origin to utilize different types of starches in its
metabolism. Ame. J. Trop. Med. Hyg., 8: 293-303, 1959.
10. Faust, E. C., Russell, P. F. : Craig and Faust's Clinical Parasitology.
7th. ed. Lea and Febiger, Philadelphia. 1964,
11, Gokgen, J., Timer, M. : Yadli tohum kispelerinden protein konsantre
ve izolatlannin elde edilmesi olanaklart. TUBITAK-MAE Bes-
lenme ve Gida Teknolojisi Bolimii Yayini - Yayin No:40, MAE
Basimevi Gebze, 1979.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

Jarumilinta, R., Maegraith, B. G. ; Hyaluronidase ' activity in stock
cultures of Entamoeba histolytica. Ann. Trop. Med. Parasito-
togy., 54: 118-128, 1960.

Kreir, J. P. (ed) : Parasitic Protozoa. 2 nci baski Academic Press,
New York, 1978.

Merdivenci, A. : Medikal Parazitoloji pratigi. ist. Univ. Tip Fak. Yayini
No: 61. istanbul 1979.

Merdivenci, A. : Medikal Protozooloji. ist Univ. Tip Fak. Yaymi No: 80,
2nci baski, istanbul 1981.

Palavan, H., Tungman, Z. M. : Soya fasulyesi ve ondan yapilan vasatlar.
Hifsisihha Tec. Biol. Mec., 4: 9-13, 1944

Saygl, G. : Leishmania tropica icin kolay ve ucuz bir besiyeri (Aras-
tirma notu). C. U. Tip Fak. Derg., 5: 109- 110, 1983.

Siirmeli, G., Giina! S. : Soya kiispesi besiyerinin besinlerini.: mikrobiyo-
fojik kontroliinde kullanilabilirliginin arastinimasi. Kiikkem Derg.
6 : 144, 1983.

Taylor, A. E. R., Baker, R. J. (eds), : Methods of Cultivating Parasites
In Vitro. Academic Press, London. 1978.

Topal, S. : Cesitli Tarimsal ve Gida Sanayii artiklarinin mikrobiyolojide
besi_yeri olarak kullanilabilme olanaklarimin - aragtinimas.
TUBITAK-MAE Beslenme ve Gida Teknolojist Bolimi Yayin
No: 58 MAE Basimevi Gebze, 1982.

Unat, E. K. : Baliktan hazirianan besiyerleri Gzerine. Tirk Tip Aleml
Tip Derg., 7: 147-150, 1971.

Unat, E. K. : Tip Parazitolojisi. ist. Univ. Cerr. Tip Fak. Yayim No: 62.
2nci baski. istanbul, 1979.



