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Farklı Sıvı Besiyerlerinde Trypanosoma cruzi’nin Üreme 
Yoğunluklarının Karşılaştırılması ve Kriyoprezervasyonu 
Comparison of Reproduction Densities in Different Liquid Media of Trypanosoma cruzi and 
Cryopreservation

ÖZ

Amaç: Bu çalışmada Trypanosoma cruzi (T. cruzi) suşunun gerek kültürde canlılık süresi gerekse üreme hızı bakımından en iyi sıvı besiyeri ortamını tespit 
etmek ve çalışılan suşun kriyoprezervasyonunu sağlamak amaçlanmıştır.
Yöntemler: T. cruzi suşu ticari olarak satın alınan RPMI 1640, Medium 199 (M199), Schneider’s İnsect Medium (SİM), Nutrient Broth (NB), Brain Heart 
İnfusion Broth (BHİB) olmak üzere beş faklı sıvı kültür ortamında üreme yoğunlukları bakımından değerlendirildi. Parazit kültürleri gün aşırı olarak 24 
gün boyunca takip edildi. T. cruzi suşunun kriyoprezervasyonu da yapılarak altı ay sonra canlılık durumu test edildi. 
Bulgular: T. cruzi epimastigotlarının NB ve BHİB besiyerlerinde üremediği tespit edildi. İlk 10 günlük veriler incelendiğinde RPMI 1640, M199, SİM 
besiyerlerinde üreme potansiyeli açısından önemli bir fark gözlenmedi. RPMI 1640 besiyeri 12 ile 24’üncü günler arasında en iyi üremenin görül-
düğü besiyeri oldu. Parazitin 18’inci gün itibariyle form değiştirerek amastigot forma dönüştüğü, 24’üncü günde amastigot yoğunluğunun en üst 
seviyeye ulaşarak üremenin durduğu tespit edildi.  T. cruzi suşunun kriyoprezervasyonu sonucunda altı ay sonra T. cruzi suşunun canlılığını koruduğu 
tespit edildi.
Sonuç: T. cruzi suşunun epimastigot formu ile planlanan araştırmalarda öncelikle RPMI 1640 besiyerinin daha sonra M199 ve SİM besiyerlerinin tercih 
edilmesinin uygun olacağı kanısına varılmıştır. Epimastigot formu ile yapılacak çalışmalar için çalışma planının 18. güne kadar, amastigot formu ile ya-
pılacak çalışmalarda ise planlamanın 18. günden sonra yapılmasının uygun olacağı düşünülmüştür. Ayrıca T. cruzi suşunun epimastigot formunun %15 
DMSO yoğunluğunda sıvı azot tankında kriyoprezervasyon yapılarak uzun süre saklanabileceği kanısına varılmıştır.
Anahtar Kelimeler: T. cruzi, epimastigot, chagas, besiyeri, kriyoprezervasyon, Türkiye
Geliş Tarihi: 27.11.2017		  Kabul Tarihi: 07.09.2018

ABSTRACT

Objective: This study aims to determine the optimum liquid medium for the reproduction of Trypanosoma cruzi strains and provide cryopreservation.
Methods: The reproduction density of T. cruzi strain was evaluated in the following five different commercial liquid culture media: RPMI 1640, Medium 
199 (M199), Schneider’s İnsect Medium (SİM), Nutrient Broth (NB), Brain Heart İnfusion Broth (BHİB). Cultures were monitored on every other day for 
a period of 24 days. Cryopreservation of T. cruzi was also performed and viability was tested after six months.
Results: Epimastigotes of T. cruzi were not found to be produced in NB and BHIB media. Significant difference was not observed among the repro-
duction potential of RPMI-1640, M199, and SIM after evaluating the data for the first 10 days. Between days 12 and 24, RPMI-1640 was found to be the 
best reproduction medium. From the 18th day onwards, parasites transformed amastigotes. On the 24th day, the highest level of amastigote amount 
was observed, and reproduction was determined to have stopped. As a result of cryopreservation, it was determined that the survival of T.cruzi con-
tinued after six months..
Conclusion: Thus, the selection of RPMI-1640 medium, followed by M199 and SIM media would be appropriate when studying T. cruzi epimastigotes. 
Studies using epimastigotes should be planned for up to 18 days and for those using amastigotes, it would be appropriate to plan the studies after 
the 18th day. Moreover, T. cruzi can be cryopreserved with 15% DMSO and stored for a long time in liquid nitrogen.
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GİRİŞ

Amerikan Trypanosomiosis’i olarak da bilinen Chagas hastalığı 
(CH), protozoon parazit Trypanosoma cruzi (T. cruzi)’nin neden 
olduğu zoonotik bir hastalıktır. T. cruzi’nin dünya çapında altı mil-
yon ile yedi milyon kişiye bulaştığı tahmin edilmektedir. Hastalık 
21 Latin Amerika ülkesinde endemiktir ve önemli bir halk sağlığı 
problemidir (1). T. cruzi enfeksiyonu zoonoz olduğundan hastalı-
ğın devamı için insan zorunlu bir ara konak değildir. İnsan rastlan-
tısal olarak enfekte olmaktadır. Vektörü Triatoma cinsi Reduviid 
böcekler Amerika kıtasının güney yarısında ve Güney Arjantin’de 
bulunmaktadır. Vektör özellikle hayvan barınaklarında yaşamakta 
ve hayvanları enfekte etmektedir. İnsan enfeksiyonu, vektörün in-
sandan kan emmesi sırasında etkeni dışkı ve vücut sıvılarıyla insa-
na bulaştırması sırasında gerçekleşir. T. cruzi, 150 tür evcil ve vahşi 
memeliden izole edilmiştir (2, 3). CH, her ne kadar vektör kaynaklı 
bir hastalık olarak görülse de özellikle triatomalarla yakın temasta 
olan kırsal kesimlerde oral bulaşmanın gittikçe arttığı görülmek-
tedir. Gıda kaynaklı bulaş, hastalığın yayılmasında önemli bir un-
surdur ve sadece rezervuar barınaklarında değil vektör tarafından 
ısırılma ihtimali düşük olan bölgelerde bile insanlar için bir tehdit 
oluşturmaktadır. Bu durum hastalık prevalansının yüksek olması-
nın nedenlerindendir (4). 

Günümüzde CH’nın tanısına yönelik yeni test kitleri ve tanı yön-
temleri geliştirilmesi büyük önem arz etmektedir. Trypanosoma 
epimastigot formlarının aksenik kültürlerde üretilmesi, hastalık 
tanısının desteklenmesinin yanı sıra, hayvan modelleri dışında 
parazit suşunun devamı için oldukça önemlidir. Parazit kültüvas-
yonu, parazit biyokimyası, immünolojik çalışmalar ve moleküler 
testlerde büyük avantaj sağlamaktadır. Ayrıca parazitin metabolik 
yolları, antijenik değişim mekanizmaları ve hastalığın kontrolü için 
etkin bir ilaç geliştirilmesi gibi diğer önemli konular ile de araştır-
ma yapmayı mümkün kılmaktadır (5).

Bu çalışmada T. cruzi suşunun farklı sıvı besiyerlerinde üreme yo-
ğunlukları araştırılmıştır. Amacımız T. cruzi suşunun gerek kültürde 
canlılık süresi gerekse üreme hızı bakımından en iyi sıvı besiyeri 
ortamını tespit etmek ve çalışılan suşun kriyoprezervasyonunu 
sağlamaktır.

YÖNTEMLER

T. cruzi suşunun sıvı azot tankından çıkarılıp üretilmesi 
Manisa Celal Bayar Üniversitesi Parazit Bankası’nda sıvı azot tan-
kında saklanan American Type Culture Collection (ATCC) 50825 
T. cruzi suşunun epimastigot formu sıvı azot tankından uygun ko-
şullar altında çıkarıldı. Çıkarılan kriyovialler hızlı bir şekilde 25oC’lık 
su banyosunda tamamen çözülene kadar bekletildi. Tüp içeriği 
konik tüplere aktarıldıktan sonra ürün hacminin üç katı oranında 
aynı ısıdaki PBS ile karıştırıldı. 800 rpm de beş dakika santrifüj 
edildi. Süpernatan atıldı. Elde edilen T. cruzi suşu, Novy-MacNe-
al-Nicolle (NNN) besiyerine ekilerek 25oC’de inkübe edildi.

Sıvı kültürlerin hazırlanması ve T. cruzi suşunun üreme potan-
siyelinin değerlendirilmesi

RPMI 1640 (Gibco, USA), Medium 199 (M199, Gibco, USA), Sch-
neider’s İnsect Medium (SİM, Sigma, USA), Nutrient Broth (NB, 
Merck, Germany) ve Brain Heart İnfusion Broth (BHİB, Fluka, 
USA) besiyerleri ticari olarak satın alındı. Her bir besiyeri, kulla-
nım talimatına göre hazırlandıktan sonra ekim yapılmadan önce 

%10 fetal calf serum (FCS), 200 U penisilin/ml ve 0,2 mg strepto-
misin/ml eklenip 25 ml’lik flasklara beşer ml olacak şekilde dağı-
tıldı. NNN besiyerinde üretilen T. cruzi epimastigotları, hazırlanan 
besiyerlerine 105 epimastigot/ml olacak şekilde birer ml eklendi 
ve 25°C’lik etüvde inkübe edildi. Ekimleri yapılan kültür ortamla-
rı 24 gün süre ile gün aşırı epimastigot yoğunlukları bakımından 
değerlendirildi. Değerlendirme, Thoma lamı yardımıyla canlı epi-
mastigotlar sayılarak yapıldı. Ayrıca kültür ortamlarından alınan 
örnekler giemsa ile boyanarak parazitin morfolojik yapısı değer-
lendirildi. Çalışmada beş farklı kültür ortamı değerlendirildi. Her 
kültür ortamı üç tekrarlı çalışıldı. 

T. cruzi suşunun kriyoprezervasyonu
RPMI 1640 besiyerinde üreyen epimastigotların 22’inci günde 
NNN besiyerine yapılan subkültüründe başarılı bir şekilde üre-
diği gözlendi. NNN besiyerinde üreyen epimastigotlar steril fal-
con tüplerine aktarıldı ve 4400 rpm 10 dk +4°C’de santrifüj edildi. 
Santrifüj işleminden sonra süpernatant atıldı ve pellet üzerine 10 
ml fosfat tampon solüsyonu (PBS) eklenerek homojenize edildi. 
Yıkama işlemi üç kez tekrarlandı. Son santrifüjden sonra süperna-
tatn atılarak pellet üzerine 105 ml/epimastigot olacak şekilde PBS 
eklendi. Eepimastigot sayısı thoma lamı yardımıyla mikroskopta 
sayılarak ayarlandı. Hazırlanan epimastigot süspansiyonu üzerine 
%15 Dimetilsülfoksit (DMSO) eklenerek süspansiyon homojen bir 
şekilde karıştırıldı. Süspansiyon kriyo tüplerine aktarıldı ve kriyo 
tüpleri Coolcell kutularına yerleştirilerek -86°C’de bir gece bek-
letildi. Ertesi gün Coolcell kutularından çıkarılan kriyo tüpleri sıvı 
azot tankına aktarıldı. Sıvı azot tankına aktarılan T. cruzi epimasti-
gotları içeren kriyo tüpü altı ay sonra çıkarılarak 25ºC’lik su banyo-
sunda eritildi. Epimastigotların mikroskop altında canlılık ve ha-
reketlilikleri kontrol edildi. Daha sonra NNN besiyerine ekimleri 
yapılarak 25ºC’lik etüv içerisinde inkübasyona bırakıldı.

İstatistiksel Analiz
Çalışmamızdan elde edilen veriler GraphPad Prism (vs6, Califor-
nia, USA) programına yüklenerek verilerin değerlendirilmesinde 
Sidak’s multiple comparisons testi kullanıldı ve yanılma düzeyi 
0,05 olarak alındı.

BULGULAR

Araştırmamızda beş farklı sıvı besiyeri ortamında T. cruzi suşunun 
üreme yoğunluğu 24 gün süre ile test edildi. Araştırma verileri 
incelendiğinde T. cruzi epimastigotlarının NB ve BHİB besiyer-
lerinde üremediği tespit edildi. Gruplar arası ilk 10 günlük veri-
ler incelendiğinde RPMI 1640, M199 ve SİM besiyerinde T. cruzi 
epimastigotlarının üreme potansiyeli açısından aralarındaki fark 
önemsiz bulundu (p>0.05). RPMI 1640, M199 ve SİM besiyerleri-
nin 12’inci gün ile 24’üncü gün arası veriler incelendiğinde RPMI 
1640 besiyerinin diğer besiyerlerine göre T. cruzi epimastigotları-
nın üreme yoğunluğu açısından farkı önemli iken (p<0.05), M199 
ve SİM besiyeri arasındaki fark önemsiz bulundu (p>0.05, Tablo 
1, Şekil 1).

RPMI 1640, M199 ve SİM besiyerinden alınan örnekler giemsa ile 
boyanarak preparatlar hazırlandı ve mikroskobik olarak incelendi. 
Mikroskobik inceleme sonucunda 8’inci ve 18’inci günler arasın-
da bol miktarda T. cruzi epimastigotları görülürken (Resim 1a), 
18’inci ve 20’inci günler arasında bazı epimastigotların amastigot 
formuna dönüştüğü tespit edildi (Resim 1b). Aynı besiyerlerinde 
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20 ve 24’üncü günler arasında amastigot yoğunluğunun arttığı 
görüldü (Resim 1c). Yapılan mikroskobik incelemede 24’üncü 
günden sonra T. cruzi epimastigotlarının kültürlerde hemen he-
men tamamen amastigot forma dönüşerek üremenin yavaşlaya-
rak neredeyse durduğu tespit edildi (Resim 1d).

Sıvı azot tankından altı ay sonra çıkarılan kriyoprezervasyonu ya-
pılan T. cruzi epimastigotlarının NNN besiyerlerinde ürediği göz-
lendi.

TARTIŞMA

Chagas hastalığı Latin Amerika ülkelerinde büyük bir halk sağlı-
ğı problemidir. Özellikle insanların endemik olmayan bölgelere 
göçleri sebebiyle bu hastalık geniş bir alana yayılmıştır. Bu gün 
yıllık 20.000 yeni vaka bildirilmektedir. Hastalık kan ve organ nak-
li, konjenital olarak ve oral yollarlada bulaşabilmektedir (6). Bu 
durumda hastalığın tanısı büyük önem arz etmektedir. Akut fazda 
parazitin mikroskobik olarak saptanmasına dayalı yöntemler ol-
dukça spesifik olmasına rağmen bu yöntemlerle enfekte olduğu 
bilinen kişilerin sadece %20-50’sinde parazit saptanabilmiştir (7).  
Kısa süreli akut fazın ardından kanda parazitemi seviyesi olduk-
ça düşük kronik faz başlar ve bu evrede tanı oldukça zordur (8). 
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Resim 1. a-d. Kültürlerdeki T. cruzi suşunun mikroskobik 
görünümü, Giemsa, x40, a) T. cruzi epimastigotları, b) 18’inci ve 
20’inci günler arasında bazı epimastigotların amastigot formuna 
dönüşmesi, c) 20 ve 24’üncü günler arasında amastigot 
yoğunluğunun artması, d) T. cruzi epimastigotlarının kültürlerde 
hemen hemen tamamen amastigot forma dönüşmesi

Şekil 1. T. cruzi epimastigotlarının sıvı kültürlerde üreme grafiği
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Kronik evrede teşhisin en az iki serolojik test ile gerçekleştirilmesi 
gerekir (9). Klinik olarak şüphelenilen ve mikroskobik inceleme-
lerde parazit saptanamayan olgularda parazit kültivasyonunun 
gerekliliği bildirilmektedir (3). Yapılan bir araştırmada özellikle 
kronik fazın teşhisinde kültivasyonun serolojik (IFT, CFT, HA) ve 
xenodiagnozise göre daha iyi sonuçlar verdiğinden bahsedil-
miştir. Hasta gruplarında yapılan taramalarda serolojik testlerden 
%26, xenodiagnozisden %27,5 oranında pozitiflik saptanırken 
kültivasyon sonrasında bu oranın %55.08 olduğu tespit edilmiştir 
(10). Başka bir çalışmada yine hemokültür, xsenodiyagnoze göre 
daha duyarlı olduğundan bahsedilmiş ancak parazit kültürünün 
rutinde kullanılabilmesi için geliştirilmesi gerektiği sonucuna va-
rılmıştır (11). 

Son yıllarda bazı araştırmacılar, deneysel çalışmaların dışında 
pratikte de kullanılabilecek ve parazitin formunu değiştirmeden 
uzun süre canlılığını koruyabildiği farklı kültür yöntemleri geliştir-
meyi hedeflemişlerdir (5, 12, 13). Ancak yine de bütün çalışmalar-
da uygulanabilecek tek bir protokol oluşturulamayıp çalışmalar 
hala devem etmektedir (12). Yapılan bir çalışmada, yeni bir kültür 
ortamı beş faklı T. cruzi klinik izolatı ile test edilmiştir. Geliştirilen 
kültür ortamına katılan ve LM14 ve LM14B olarak kodlanan mad-
delerin kültür ortamında parazitin morfolojisini 40 pasaj sonrasın-
da bile uzun süre koruduğu bildirilmiştir (12).  Bizim çalışmamızda 
ise T. cruzi suşu RPMI 1640, M199 ve SİM kültür ortamlarında üre-
tildi ve 18’inci günden itibaren üç besiyerinde de parazitin form 
değiştirdiği, amastigot forma dönüştüğü tespit edilmiştir. Kültür-
lerde 24’üncü gün itibariyle parazitin hemen hemen tamamen 
amastigot forma dönüştüğü ve üremenin yavaşlayarak durduğu 
gözlenmiştir. 

Parazit kültürleri, bilimsel çalışmalar için büyük önem arz et-
mektedir. Parazitin aksenik kültürlerde üretilmesi parazit bi-
yokimyası, immünolojik, fizyolojik ve moleküler çalışmalarda 
büyük avantaj sağlamaktadır. Araştırmamızda birbirinden farklı 
beş sıvı besiyeri ortamında T. cruzi epimastigotlarının üreme 
potansiyelleri test edilmiş olup bunlardan ikisinde üremenin ol-
madığı çalışma sonucunda görülmüştür. Çalışmaya alınan diğer 
üç besiyerinde (RPMI 1640, M199 ve SİM) 24’üncü gün sonunda 
en iyi üreme potansiyeli RPMI 1640 besiyerinde görülmüş ve 
üreme potansiyeli açısından M199 ve SİM’e göre anlamlı bir 
fark oluşturmuştur (p<0.05). Bunun yanı sıra çalışmaya alınan 
kültür ortamlarında 18’inci günden itibaren parazitin amastigot 
formunun kültürlerde tespit edilmesi de araştırma bulguların-
dandır.

Protozoon parazitlerin in vivo ve in vitro devamlılığı bazı problem-
leri de beraberinde getirmektedir. Kültürlerde ve model organiz-
malarda belirli aralıklarla yapılması gereken pasajların, büyük bir 
iş gücü gerektirmesinin yanı sıra suşların kaybı, bakteri ve mantar 
kontaminasyonları, parazitin biyolojik ve metabolik özelliklerin-
deki değişmeler bu problemlerden bazılarıdır ve bunların büyük 
bir kısmı kriyoprezervasyon ile önlenebilmektedir (14). Protozoon 
parazitlerin kriyoprezervasyonu ile ilgili birçok çalışma yapılarak 
krioprezervasyonun önemi vurgulanmıştır (15-17). Geliştirilen kri-
yoprezervasyon yöntemleri ile Trypanosoma parazitlerinin 7 yıla 
kadar canlılıklarını koruduğu belirtilmiştir (18). Biz bu çalışmada 
laboratuvarımızda rutin olarak kullandığımız kriyoprezervasyon 
protokolünü belirttik.

SONUÇ

T. cruzi suşunun epimastigot formu ile planlanan araştırmalar-
da bol sayıda epimastigot elde etmek için öncelikle RPMI 1640 
besiyerinin daha sonra M199 ve SİM besiyerlerinin tercih edil-
mesinin uygun olacağı kanısına varılmıştır. Epimasgot formu ile 
yapılacak çalışmalar için çalışma planının 18. güne kadar, amasti-
got formu ile yapılacak çalışmalarda ise planlamanın 18. günden 
sonra yapılmasının uygun olacağı düşünülmüştür. T. cruzi suşu-
nun epimastigot formunun %15 DMSO yoğunluğunda sıvı azot 
tankında kriyoprezervasyonu yapılarak uzun süre saklanabileceği 
görülmüştür. Bu şekilde saklanan parazitlerin gerektiğinde tekrar 
canlandırılarak çalışmalarda başarı ile kullanılabileceği kanısına 
varılmıştır.
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