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KOBAYLARDA TRICHOSTRONGYLUS VITRINUS ENFEKTIF LARVASININ
GELISMESINE IRRADIYASYONUN ETKIiSI VE BU PARAZITE KARSI
IRRADYE ASI DENEMES]

Metin Alabay*

The effect of gamma irradiation on the development of infective larvae of Tric-
hostrongylus virtinus in guinea pigs and irradiated vaccine trial against this
parasite.

Summary: Infective larvae of T. vitrinus were treated with gamma
radiation doses of 20.000, 40.000, 60.000, 80.000 and 100.000 rads. The
effect of these treatments was studied by administration of the larvae to groups
of guinea pigs which were slaughtered and examined 14 days later together with
guinea pigs that had beed given normal larvae. Inactivation by gamma irradiati-
on was manifested by a reduction in the total number of worms recovered post
mortem, the survival of more females than males and a greatly reduced produc-
tion of eggs by the females. '

A group of guinea pigs which 24 days earlier had received larvae irradi-
ated with a dose of 60.000 rads was challenged with 5000 normal larvae and
the immunity stimulated by irradiated larvae was investigated. Control animals
and a group of guinea pigs which had been given a dose of normal larvae 24
days earlier were challenged at the sametime. A strong immunity was observed
in all groups which had received the primary dose of either irradiated or normal
larvae.

Ozet: T. vitrinus enfektif larvalar: 20.000, 40.000, 60.000, 80.000
ve 100.000 rad dozlarda gamma irradyasyona tabi tutulmus, ve rradyasyo-
nun bu larvalarin gelisimine etkisi kobaylarda denenmigtir. Normal ve irradiye
edilmis larvalar kobaylara verildikten, 14 giin sonra hayvanlar oldiriilerek
toplanan parazitler saymugtir. Gamma irradyasyonun, otopside elde edilen
toplam parazit sayisim azalths goriilmigtiir. Elde edilen parazitlerin de daha
gok digi parazit oldudu, erkek parazit sayisimn azaldifr, ayrica disi parazit-
lerin yumurta dretiminin de onemli olgide diistigii gozlenmigtir.

* Dr.med.vct. A U. Veteriner Fakiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Ankara.




M. ALABAY

24 giin once 60.000 rad dozda irradiye edilmis 5000 larva verilen kobay-
lar 24. giinde 5000 normal larva ile tekrar enfekte edilerek, irradiye larvadan
gelisebilecel: immunite arastinlmigtir. 24 giin once normal larva ile enfekte bir
grup kontrol hayvanlare ile daha once hig enfekte edilmeyen differ bir grup
kontrol hayvanlar da 24. giinde normal larva verilerck enfekic edilmiglerdir.
Birincil doz olarak irradiye veya normal larvalar verilen her iki grupta da
kuvvetli bir immunite geligtigi gozlenmigtir.

Giris

Sigirlarda Dictyocaulus viviparus’a karsi radyasyonla atteniic cdi-
lerek hazirlanan Dictol giiniimiizde parazitlere karg uygulanan tek
asidir. Bu ast 20 yil énce kullanilmaya baglanmug ve diinyada 12 mil-
yonun iizerinde hayvan agilanmustic (11). Evcil hayvanlarin gesitli
diger helmintlerine kars: irradiye edilmis larva agilariyle iimit verici
sonuglar clde edilmesine ragmen, bu aglar ¢esitli nedenlerle uygula-
maya konulamamistir (7).

Cesitli Trichostrongylidac tiirlerine kargi irradiyasyonla zayf-
latilmis larva uygulamasiyla korunma saglanmugtir. Once ¢aligmalar
koyunlarda Haemonchus contortus tzerinde olmustur. Bu dencmelerde
en az 7 aylk koyunlar, 40.000-60.000 rad dozlar ile zayiflatilmig
10.000 enfektif H. contortus larvasinin bir veya iki oral dozu ile agilan-
muslardir. Koyunlarda oldukga ctkili goriilen bu agt, 5-12 haftalik
kuzularda ve merinos ki hayvanlarda basarisiz olmugtur (1,9).
Ayrica yapilan son cahigmalar koyunlarin hemoglobin tipinin H.
contortus enfeksiyonuna karsi konakgi reaksiyonunu ctkileyebilecegini
de gostermigtir (1).

Smith ve arkadaslari (10), 60.000 rad dozda irradiye edilmis ve
4 hafta aralikla verilen iki doz 10.000 Ostertagia circumcincta cnfektif
larvalaninin koyunlarda tekrar enfcksiyona kargt cok hafif bir direng
olusturdugunu hildirmektedirler.

Irradiye edilmis 20.000 Trichostrongylus colubriformis larvalariyla
15 giin arayla g doz olarak aglanan g-10 ayhk merinos koyunlarda
% 97-99 arasinda tekrar enfcksiyona (challenge) karsi direng olus-
tugu, ancak ayn direncin g aylik kuzularda ya hig ya da gok az olus-
tugu goézlenmistir {4,5). '

Aragtirilan literatiir arasinda irradiye larva kullanilarak Tric-
hostrongylus vitrinus ile yapilan bir ¢aligmaya rastlanilmamstir. Bu
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caligmanin amaci; kobaylarda, irradiyasyonun enfektif T. wvitrinus
larvalarmin gelisimine tesirini ve irradiye 7. vitrinus larvalarmm jm-
munojenik etkilerini aragtirmaktir.

Materyal ve Metot

Bu arastirma icin gerekli olan gok miktarda larva, sadece T.
~ vitrinus ile tck tiirde enfekte bir koyun diskisindan elde cdilmistir.
Onbes saatlik bir periy otta toplanan tiim diski kiigik plastik kaplara
yaklagik 50 g./kap seklinde konarak 22-23°C’lik ctiive yerlestirilmis
ve burada 10 giin brrakilmistir. Bu siire sonunda kaplar alinarak tizer-
lerine 1k ¢esme suyu cklenmis ve bu halde bir saat kadar beklen-
mistir. Daha sonra, kaplardaki diskilar kaba bir sizgegten gegirilmig
ve larvalari iceren siiziintii bir kapta toplanmistir. Bu kap 4°C’deki
buzdolabinda 1 saat tutularak larvalarin inaktif hale gegip kabin di-
binde toplanmast saglanmugtir. Buzdolabindan bu siirc sonunda
gikartilan kab igerisindeki sivinin Gst kismi dipten 1 cm. mesafc ka-
lincaya dek dokiilerck dipte yogun olarak larvalar iceren swv1 bira-
kilmugtir. Bu sivi, bir ucu agik diger ucuna filtre kagidi takilmig silin-
dir bigiminde plastik bir boru igine dékiilmiig ve bir boruda 37°C’de
su igeren bir kaba yerlestirilerek larvalarin akuf hale gelerek filtre
kagidindan gegmeleri saglanmistir. Bu saycde kirli pargaciklar filtre
kagidinda kalmis ve temiz, berrak bir larval siispansiyon elde cdil-
mistir,

Yukarida bildirilen teknikle clde edilen larvalarn érnekleme
yolu ile sayimlart yapilmigtir. Bu larvalarin bir kismi kontrol hayvan-
larini enfekte etmek icin ayrilmis diger kismi ise 50 curie giictindeki
Co% kaynag kullanilarak 5000 larva/ml. konsantrasyonunda irra-
diye cdilmistir.

Denemelerde kullanilan normal veya irradiye larvalar, iizeri
plastik kapli bir kaniil ve enjektdr kullamlarak kobaylara agizdan
verilmistir.

Tim aragurmada, Old English ve Dunkin Hartley irklarna
bagli, 2-3 aylik crkek ve disi 49 kobay kullamilmigur.

Calisma iki bolimden olusmustur. Ilk olarak kobaylarda T. vit-
rinus’un gelisimine larval irradyasyonun ctkisi araghrnilmgtir. Bu
amacla 30 kobay 5’er hayvandan 6 gruba aynimsur. Bu gruplardan
biri kontrol grubu olarak birakilmg, diger 5 gruptaki hayvanlar isc
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20.000, 40.000, 60.000, 80.000 ve 100.000 rad dozda irradiye edilen
5000 larva ile enfekte cdilmistir. Tiim gruplardaki hayvanlar 14 giin
sonra otopsi edilerek elde edilen parazitler sayilmastir.

Arastirmanin ikinci boliimiinde ise kobaylarda irradiye edilmis
T. vitrinus larvalarinin immunojenik etkisi incelenmigtir. Bu deneme-
de 19 kobay 6, 7 ve 6’sar hayvandan olusan g gruba aynlmistir (Grap
F.G.H). Grup F’deki hayvanlar sadece 24.giinde 5000’er normal
larva ile enfekte cdilmigtir. Grup G’deki hayvanlar ise 6nce 5000’er
normal larva ile enfekte cdilmisg, 24. giinde hayvanlara tekrar 5000’er
normal larva verilmistir. Son grup olan Grup H’deki hayvanlara
arastirmanin baginda 60.000 rad dozda irradiye edilen 5000’er larva
verilmis, 24 giin sonra gruptaki hayvanlar 5000’er normal larva ile
tekrar enfekte edilmistir. Tiim gruplardaki hayvanlar 8. giinde 6ldii-
riilerck otopsi yapilmig ve ince barsaklardaki parazitler toplanarak
sayllmigtir.

Hayvanlarin otopsisi yapildiktan sonra ince barsaklar gikarla-
rak bir makas yardimiyla agilmig ve parazitlerin barsaktan kolayca
aynlabilmesi icin 9% 1’lik HCI solusyonundan hazirlanan 9% r’lik
pepsin’e konmugstur. Bu sivida 1 saat kadar 37-38°C’de bekleyen
barsaklar daha sonra ¢ikarihp 2 parmak arasinda siyrnilmig ve bu
suretle kalan parazitlerin de clde edilmesi saglanmistir. Bu parga-
zitleri iceren siviya % 5 formol eklencrek mikroskopta inceleninceye
dek saklanmistir,

Bulgular

a) Kobaylarda T. vitrinus’'un gelismesine larval irradiyasyonun
ctkisi:

Post-mortem incelemeler sonunda alinan sonuglar Tablo 1’de
ozctlenmistir. Elde cdilen parazit sayisi bakimindan kobaylar ara-
sinda oldukca genis varyasyonlar bulunmasina ragmen, genel olarak
larval irradyasyon dozu artisina bagl olarak otopsiden clde cdilen
parazit sayismin azaldifi gorilmistir. Toplanan parazitlerin de
daha ¢ok disi oldugu, crkek parazit sayisinin azaldigi ve bu disilerin
de uteruslarindaki yumurta sayisinin irradyasyon dozu artist ile ters
orantih olarak azaldigi, 60.000 rad ve daha yiiksek dezlardaki irra-
dyasyonlarda disilerin uteruslarinda hig yumurta bulunmadig goz-
lenmigtir.




Tablo 1: Kobaylarda T.vitrinus’un geligmesi tizerine farkh dozlardaki

gamma irradyasyonun etkisi.

14. ginde otopside clde edi-

Larva(yi'zz:erllcn len parazitler Tg;)::;at.n
Gruplar (rad olarak) Dist Erkck sayist
Kontrol
grubu
1 [ 5 - 5
2 » 325 260 585
3 ” 25 20 45
4 ” 50 35 85
5 ’ 400 315 715
Ortalama 161 126 287
Grup A
1 20.000 365 160 525
2 » 200 110 310
3 » 40 10 50
4 ? 555 280 835
5 ” 320 145 465
Ortalama 296 141 437
Grup B
1 40.000 100 25 125
2 ” 50 10 6o
3 * 8o 10 go
4 » 105 15 120
5 ? 220 75 295
Ortalama 1t 27 138
Grup C
1 60.000 50 - 50
2 ” 25 - 25
3 » 120 10 130
4 1 65 — 65
5 ? 45 1o 55
Ortalama 61 4 65
Grup D
1 80.000 20 - 20
2 3 15 _ 15
3 3 - - —_
4 2 75 - 75
5 ” 45 - 45
Ortalama 31 - 31
Grup E
1 100.000 45 - 45
2 b2 5 _- 5
3 ! 30 - 30
4 ” 10 - 10
5 i 20 - 20
Ortalama 22 ~ 22

* Denemede her kobaya 5000 larva verilmigtir,
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b) Kobaylarda irradiye cdilmis T vitrinus larvalarinin immuno-
jenik etkisi:
Normal ve 60.000 rad dozda irradiyc edilmis 5000 T. vitrinus |

larvasi kullanilarak enfekte edilen hayvanlarda immunite aragunl-
mistir (Tablo 2).

Ik dozdan 24 giin sonra tiim hayvanlar 5000 normal T. itrinus -
larvasi ile tekrar enfekte edilmis ve 14 giin sonra da tiim hayvanlara
otopsi yapilmgtir. Otopside elde edilen parazit sayilar: tablo 2’de
gosterilmistir. A

Ay miktar larva verilen kobaylardan elde edilen parazit sayi-
larinda oldukg¢a ¢ok varyasyonlar bulundugu gézlenmistir. Bununla
beraber, irradiye larva kullanilmasi sonucu normal larva ile tekrar
enfeksiyona (challenge) karst kuvvetli bir direng olustugu agik olarak
belirlenmistir. Benzer direng normal larva ile iki kez enfekte cdilen
grupta da goérillmugtir. Ancak bu grupta inhibe olmug larva sayisinin
diger gruba oranla daha fazla oldugu saptanmistir. Yine’de aragtir-
mada oldukga az sayida dency hayvani kullanilmasi, normal ve irra-
diye edilmis larvalarin immunize edict ctkilerini karsilagurma ola-
nagim azaltmaktadir.

Tartigma ve Sonug

Paraziter nematodlara kargt immun reaksiyon uyarmada irra-
diyc cdilmis enfektif larvalarmm kullanimi, parazitin imrhunolojik
aktivitesini bozmayan fakat onun normal gelismesini énleyecck rad-
yasyon dozunun segimine baglidir (6,7). Bu aragtirmanin itk bélii-
miinde bu dozun saptanmast igin enfektif 7. zitrinus larvalarn 20.000,
40.000, 60.000, 80.000 vc¢ 100.000 rad dozlarda irradiye cdilmistir.
Gamma irradyasyonun, dozla ters orantih olarak clde edilen parazit
sayisini azalttigi gorilmistiir. Yani, radyasyon dozu arttik¢a otop-
side elde cdilen parazit sayisi de azalmigtir. Ozellikle 80.600 ve 100.000
rad dozlarda hi¢ crkek parazite rastlanmamistir. Bu rad dozlarin
enfektiviteyi ¢ok azalttift ve bu nedenle’de parazitin immunolojik
artivitesini bozabilecegi diisiiniilerek bagisiklikla denemesi olan aras-
tirmanin ikinci bélimiinde irradiyasyon igin 60.000 rad doz uygun
bulunmustur.

Arastirmanin ilk bolimiinde, irradiye edilen enfektif larvalar-
dan gelisen parazit sayistnin dozla baglantli olarak azaldig ve elde

cdilen parazitlerin de cerkekten daha ¢ok disi oldugu gozlenmistir.
’
AN




Tablo 2: Kobaylarda normal

ve iradiyce edilmis 7T.uitrinus larvalarindan gelisen direng.

Otopside elde edilen parazit sayist (38.giin)

Immunize edi- Larvaya Larva ile tek-
ci larva dozu verilen doz rar enfeksiyon 4.donem Disi y Erkek
Gruplar (1.enfeksiyon) | (rad olarak) (24.giin) larvalar parazitler parazitler Toplam
Grup F
A - - 5000 - - 15 15
2 - - » - 565 535 1100
3 - - » - 100 135 235
4 - - ” 70 - - 70
5 - - » - 95 105 200
6 - - " - 755 520 1275
Ortalama 11.6 252.5 218.3 482.5
Grup G
1 5000 ? 5000 45 - - 45
: ; ; g s : s | e
3 » » » 3 - _ 3
4 20 20
5 » 2 ” 5 — _ 5
6 2 b2l k2] 60 — — 60
7 bR ”» " 30 - — 30
Ortalama 60.7 0.71 0.71 62.1
Grup H
1 5000 60.000 5000 10 - - 10
k2] » bl - - 2
i 2 b3 bR 22 — - E
* ’ [T} I3 6 - - 6
4 ” 2 ” o - - 9
5 5 5
6 ’ ” ”» 10 - — 10
Ortalama 19.1 - - 19.1
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Bu fenomen sigirlarda irradiye Oesophagostomum radiatum’la galsan
Riek ve Keith (8) ve kobaylarda irradiye Trichostrongplus colubriformis
ile ¢alisan Gordon ve arkadaslari (2) ile Gregg ve arkadaglar1 (3)
tarafindan da gozlenmistir.

~ Ayrica, gene radyasyon dozunun artigi ile yumurta igeren disi
parazit sayisinda bir azalma oldugu, 60.000 rad ve daha yiiksek doz-
lardaki irradyasyonlarda isc digilerde hi¢ yumurta bulunmadig
gozlenmistir. Bu durum irradiye T.colubriformis’le yapilan aragtirma
sonuglarina benzerlik gostermektedir (2,3).

Irradiye larva kullandiktan sonra tekrar verilen normal larva-
larla enfeksiyona karsi kuvvetli bir direng olugmustur. Benzer direng
normal larvalarla iki kez enfekte cdilen grupta da gorilmistir. Nis-
beten az sayida dency hayvani kullanildigindan normal ve irradiye
edilmis larvalarin immunize cdici giiclerini karsilagtirma olanagi bu
aragtirmada miimkiin olamamugtir.
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