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ECHİNOCOCCUS GRANCLOSUS VE E. MVLTİLOCULARtS.tN İN VİTRO
KÜLTÜRÜ

Yılmaz Tiğin ı Şinasi Umur2

In vitro rulture of Erhinororrus granıılosus and E. multilorulııris

Summary: In vitro cl/ltı/re teehniques in parasitology is defined as
the propagatiolZ and deveiopment of parasites or their larvol forms iıı
art(ficial media. Since it prol'ides explanations to same of the questions
in vaccine and drug researclıes, physiological and hiological studies,
diagnosis and disease .rJroteetion in tlze field. tlte interest hme reeenıly
been intensified in the area of in vitro ('ulture techniques.

A brieI history of in vitro culture studies on Echinoeoccus granulosus
and E. multiloeularis is given in this artie/e. Then the basic principles of
in viıro culture, the dillerenı medio lIsed ilZ ıhe studies aııd the results
obtained up to dote have been described. The crilical points iıı in vitro
cıılture sludies have also beeıı noted.

Özet: Bir paraziti veya larva cliinemlerini yapayortamda iiretip
geliştirme olarak ta/llmlanan in vitro kültür .. aşı çalişmalan, ilaç dene-
meleri, biyoh~iide bilinmeyen Iloktalar/ll aÇığa kavuşturulması, koııak
baskısl/N ortadan kaldırarak fizyolojik ve biyokimyasal çalişmalara ola-
nak sağlaması, rutin koruma ve teşhisıe yararlan ııedeniyle .1'011 yillarda
güncellik kazann1/ştlr.

Bu makalede, iıısan ve hayvan sa/ıli/tl/u telulit eden Echinoeoceus
granulosus ve Eo multilocularis'in in vitro kiiltürü ile ilgili kısa bir tarihçe
verildikteıi sonra, in vitro kültürün temel ilkeleri, kullanilan vasatlar ve
şimdiye kadar alman sonuçlar kaydedilmiştir. Aynw in vitro kültürde
dikkat edilmesi gereken noktalar gözdeli g('(irillili.~tir.

i Prof. Dr., A.Ü. Veteriner Fakültesi, Parazitoloji Anabilim Dalı, Ankara.
2 Araş. Gör., A.Ü. Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Ankara.
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Giriş

Canlıdaki ortama benzer yapay bir ortamda bakteri, virus ve pa-
razit gibi canlıların korunması ve geliştirilmesine in vitro kültür denir.

Parazitolojide in vitro kültürün kullanım alanları:

1- Rutin koruma,
2- Kesin konakları kullanmaksızm yumurta ve larvalardan ergin

parazitlerin elde edilmesi,

3- Konak baskısını ortadan kaldırarak parazitlerin her dönemde
biyokimyasal ve fizyolojik incelenmelerine olanak sağlaması,

4- Biyolojik gelişmede temel çalışmalar (özellikle seksuel ve asek-
suel çoğalma),

5- Antijen toplama ve aşı geliştirme çalışmaları,

6- Parazitkrin değişik gelişme dönemlerine karşı çeşitli kimya-
sal madde ve antelmentiklerin denenmesine olanak sağlaması
şeklinde özetlenebilir (9-13, 19).

Bir paraziti yada gelişme dönemlerini in vitro üretip geliştirebil-
mek için parazitin tüm biyolojisi, gereksinim duyduğu biyolojik ortam
tam olarak bilinmeli ve parazit için optimal koşullarda bir ortam hazır-
lanmalıdır. Ayrıca kullanılan araç ve gereçler steril, kimyasal ve orga-
nik maddeler ise bir örnek olmalıdır.

Yıllardır helmintlerin in vitro kültürü ile uğraşılmasına karşın
bakteri, virus ve protozoonlarda sağlanan başarıya ulaşılamamıştır.
Helmintlerin karışık bir yapı ve biyolojiye sahip olması, her gelişme
döneminin farklı fizikokimyasal çevrede bulunması ve buna bağlı
olarak da gereksinim duyduğu besin maddeleri ile tekniğin değişmesi,
bunların in vitro kültürünü güçleştirmektedir. Parazitlerin yaşadığı
konaklarda sahip olduğu koşulların tam olarak bilinememesi, konağın
sağladığı ortam ile besin maddelerinin in vitro sağlanamaması, oluşan
metabolitlerin uzaklaştınlamaması ve teknik zorluklar bu güçlüğü
artırmaktadır. Bu olumsuzluklara karşın, küçüklüğü ve biyolojisinin
iyi bilinmesi nedeniyle insan ve hayvan sağlığı yönünden önemi düşünü-
lerek son yıllarda E. granu/osus ve E., multilocu/aris'in in vitro kültürü
üzerindeki çalışmalar yoğunlaştırılmıştır.

Echinococcus granu/osııs'un in vitro kültürü: Echinococcus gram i-

/osus'un in vitro kültürü ile ilk çalışmalar 1925 yılında başlamış olup,
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ilk yıllarda koyun karaciğerinden elde edilen kistlerin sıvısı, karaciğer
ekstraktı ve koyun, sığrı gibi hayvanlara ait serum içeren ortamlarda
kistleri korumaya yönelik olarak yapılmıştır. Ancak i960'h yıllara
kadar yapılan çalışmalarda önemli bir başarı sağlanamamıştır. Protos-
koleksIerin in vitro ortamda olgunlaşması, yada kistik hale dönüşme-
sinde evaginasyonun önemi anlaşıldıktan sonra gerçek anlamda başarı-
lı çalışmalar yapılmıştır (I 8),

Evaginasyon için protoskoleksler pepsin, tripsin veya pankreatin
ile muamele edilmiş ve evagine larvaların sıvı (monofazik) vasatlarda
kistik şekilde, besleyici maddeler içeren katı (difazik) vasatlarda ise
olgunlaştığı kaydedilmiştir. Aynı ko)uııarda olgun parazitlerin kültürü
denenmişsc de başarı sağlanamamıştır (ı8),

Son yıllarda, E. Rraııu/osus'un in vitre kültürü için Smyth ve Da-
vies'in (16) 1974 yılında geliştirdiği teknik kullanılmaktadır. Bu tekni-
ğe göre (16), steril koşullarda hidatid kistlerden sağlanan taze, canlı
ve aktif protoskoleksler Sodyum taurokolat, antibiyotik ve % 20
vasat içeren Hanks solüsyonunda evagine edilir. Evagine protoskoleks-
\Cr özel bir vasat* kullanılmak üzere, % LOO2, ;;; 5 COı ve % 85 N2

içer~n ortamlarda, O.i ml (yaklaşık 10.000) protoskoleks 20 ml vasat
içeren 300 ml'lik süt sulandırma şi~eleri veya Falcon kaplarında kül-
türe edilir.

Yukarıdaki teknik temelolmak üzere değişik araştırıcılar (4, 12,
15, 16) çeşitli mofidikasyonlar denemişler, fakat önemli bir farklılık
saptayamamışlardır.

Yapılan çeşitli kültür denemelerinde en iyi koşullarda bile in vitro
gelişmenin in vivo gelişmenin gerisinde kaldığı bildirilmiştir (12, 15, 16,
18).

Echinococcus grmlU/osus protoskolekslerinin optimal in vitro ko-
şullardaki ile canlıdaki gelişimi karşılaştırıldığında bazı farklılıklar gö-
rülmektedir. Örneğin;

'" Özel vasatın bileşimi:

Katı vasat: Koagüle sığır serUffiU: 75 oC de 30 -60 dakika bekleterek elde edilir.
Sıvı vasat: Parker, CMRL 1066 veya NCTC 135 vasatlarının birisinden 200 mL.

% 30 glukoz 3.75 ml
% 2 KCl 2.50 ml
% 5 maya ekstraktı 25 ml
Fötal dana serumu veya filtre edilmiş hidatid sıvı 50 ml



778 Y. TiCii\" - Ş. U\IUR

ın vıvo

Segmentasyon 14 gün
İkinci halka.... . . . . . . . . . . . . .. 17 gün
Testis 22 gün
Uterus _ 28 gün
Uterustaki hücreler 32 gün
Uterustaki fertil yumurta 40 gün

ın vitro

15 gün
20 gün
24 gün
31 gün
34 gün

infertil olmaktadır (16)

Protoskoleksler için kuııanılan ortamlarda olgun parazitlerin ge-
lişemediği, ancak köpeklerden elde edilen 20-38 günlük tam olgunlaş-
mamış parazitlerin 37uC de köpek safrası, maya ekstraktı, glukoz ve
antihiyotik içeren Yasat 199 veya Eagle vasatında parazitlerin 6-14
günde seksuel olgunluğa ulaştığı ve infertil yumurta ürettikleri saptan-
mıştır (3, 8).

Smyth (13), F. graııu/osus\ın olgunlaşma süresinin bölge, arako-
nak ve mevsimlere göre değişebildiğini bu nedenle de köpeklere yapı-
lan otopsi zamanının iyi seçilmesi gerektiğini bildirmiştir.

Çeşitli araştırıcılar (2,6 -8, 12, 15, i6). insan, koyun, keçi, sığır,
deve, at ve manda orijinli F. granu/osus protoskolekslerini difazik va-
satda kültüre edince, at orijinliler hariç diğerlerinin seksiicl olgunluğa
ulaşıp infcrtil yumurta ürettiğini, ayrıca bunlar arasında enzimatik
ve biyokimyasal açıdan fark olduğunu (14), buna bağlı olarak da bıın-
ların ayrı suş olabileceğini ve at orijinliterin insanlar için enfektif ola-
mayacağını- öne sürmüşlerdir.

Bazı araştırıcılar (6, 8, 15-] 7), insanlardan alınan kistik materyal-
deki protoskolekslerin in vitro kültüre edilınesiyle protoskolekslerin
orijini hakkında karar verilebileceğini kaydetınişlerdir.

Yumurtalarla yapılan in vitro kültür denemesinde yumurtalardan
onkosfcr çıktığı, onkosferin çapının 4 kat arttığı ve LOgün kadar canlı
kaldığı saptanmıştır (4).

Echinococcus mu/ti/ocu/aris' in in .-itro kü/türü: EclıiııoccoCClls gra-
Ilu!osus'da kuJlanılan in vitro tekniklerin E. II1I1/ti/ocu/aris'de de kul-
lanılabileceği ve vasat olarak sadece sıvı vasata ger~ksinim duyulduğu
bildirilmiştir (13).

Echinococcus mu/ti/ocıı!aris'dc in vitro kültür için kuııanılan pro-
toskolekslerin deneyselolarak enfekte edilen kemiricilerden (Gerbil),
olgun parazitlerin ise köpeklerden otopsi ile 20-21. günlerde alınması
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gerektiği bildirilmiştir (I9). Ayrıca serumsuz doku kültürleı inde üre-
tilen E. mu/ti/ocu/aris protoskolekslerinden sağlanan antij;"nlerin ko-
nak protein1crini içermemesİ nedeniyle alveolar hidatidli hastaların
serolojik tanısında olumlu sonuçlar verdiği kaydedilmiştir (I).

Gerek E. granu/osus, gerekse F. mu/tilocu/aris'in in vitro kültür-
leri arasında farklılık olduğu gibi aynı kültürde gelişen parazitler ara-
sında da fark olduğu ve bu farklılığın in vivo ortamda köpeklerde de
görüldüğü bildirilmiştir (12, 16). Bu olgunun parazitlerin orijinIerin-
deki farklılık ile çevresel ve bireysel farklılıklara bağlı olduğu sanılmak-
tadır. K ültürlerde gelişen parazitler köpeklerde gelişen1cre benzemekle
birlikte daha koyu renkli olmakta, bunun hücrelerdeki lipid kalıntısına
bağlı olduğu öne sürülmektedir. Kültürlerde son halkanın koparak
serbest hale geçmesinin, in vivo ortamda son halkanın arılmasına kar-
şılık geldiği sanılmaktadır (15).

İn vitro kültürde gelişen parazitlerle in vivo gelişen parazitler ara-
sındaki en önemli farklılık, in vitro ortamda fertil yumurta üretileme-
mesidir. İn vivo ortamda bağırsak villuslarının yaptığı basınçla sirru-
sun vaginaya girdiği. böylece döllenme olduğu, oysa in vitro ortamda
bunun başarılamadığı kaydedilmiştir (4, 6, i2, 15, 16, i9). Bununh
birlikte K umaratilake ve Thompson (5) döllenmeyi takiben 35. günde
köpeklerden alınan olgun E. gral1u/oslıs'ların optimal in vitro koşullar-
da fertil yumurta üretebileceklerini öne sürmüşlerse de henüz bu görüş
doğrulanmamıştır.

Yumurtaların infertil olmasına karşın gerek E granu/osus, gerekse
E. mu/ti/oeıı/aris, in vitro ortamda parazit başına in vivo ortamda üre-
tilen yumurtaların % i I'i kadar yumurta yapmaktadırlar (i 9). Tüm
olumsuzluklara rağmen İn vitro ortamda fertil yumurta üretilememe-
sinin, kültürde çalışan insanların sağlığını tehlikeye sokmaması gibi
olumlu bir yararı da bulunmaktadır (J 3, 16, 17, 19).

Sonuç olarak; E. granu/osus ve E. mu/ti/ocıı/aris'i in vitro ortamda
üretebilmek i('İn, parazitlerin in vivo ortamda döllenmesinden sonra
yaklaşık 35. günde köpeklerden alınıp 3rC de, % 5 CO2, % LO 02,
ve 'X) 85 Nı gazı içerw ortamda, E. granu/osus difazik, E. mu/ti/ocu/aris
monofazik vasatda kültüre edilmelidir. Bununla birlikte in vitro üre-
tilen parazitlerin fertil yumurta üretebilmesi ve in vivo üreyen parazit-
lere tam olarak benzemesi için bazı bilinmeyen faktörlerin açığa kavuş~
turulması gerekmektedir.
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