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ECHINOCOCCUS GRANULOSUS VE E. MULTILOCULARIS'IN iN VITRO
KULTURU

Yilmaz Tigin! Sinasi Umur?
In vitro culture of Echinococcus granulosus and E. multilocularis

Summary: /n vitro culture techniques in parasitofogy is defined as
the propagation and deveiopment of narasites or their larval forms in
artificial media. Since it provides explanations to some of the questions
in vaccine and drug researches, physiological and biological studies,
diagnosis and disease protection in the field. the interest have recently
been intensified in the area of in vitro culture techniques.

A brief history of in vitro culture studies on Echinococcus granulosus
and E. multilocularis is given in this article. Then the basic principles of
in vitro culture, the different media used in the studies and the results
obtained up to date have been described. The critical points in in vitro
culture studies have also been noted.

Ozet: Bir paraziti veva larva dénemlerini yapay ortamda tretip
gelistirme olarak tammlanan in vitro kiiltir; ast ¢alismalari, ila¢ dene-
meleri, biyolojide bilinmeyen nokialarin agiga kavusturulmasi, konak
baskisini ortadan kaldirarak fizyolojik ve biyokimyasal ¢alismalara ola-
nak saglamasi, rutin koruma ve teshiste yararlari nedeniyle son yillarda
guincellik  kazanmigtir.

Bu makalede, insan ve hayvan saghgini tehdit eden Echinococcus
granulosus ve . multilocularis’in in vitro kiiltiiri ile ilgili kisa bir tarihge
vecildikien sonra, in vitro kiltiiriin temel ilkeleri, kullanilan vasatlar ve
simdiye kadar alinan sonuclar kaydedilmistir. Ayrica in vitro kiiltiirde
dikkar edilmesi gereken noktalar gézden gegirilmistir.
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Giris

Canlidaki ortama benzer yapay bir ortamda bakteri, virus ve pa-
razit gibi canhlarin korunmasi ve gelistirilmesine in vitro kiiltiir denir.

Parazitolojide in vitro kiiltiriin kullanim alanlar:

1- Rutin koruma,
2- Kesin konaklart kullanmaksizin yumurta ve larvalardan ergin
parazitlerin elde edilmesi,

3- Konak baskisini ortadan kaldirarak parazitlerin her dénemde
biyokimyasal ve fizyolojik incelenmelerine olanak saglamasi,

4- Biyolojik gelismede temel galigmalar (6zcllikle seksuel ve asek-
suel ¢ogalma),

5- Antijen toplama ve asi gelistirme calismalarr,

6- Parazitlerin degisik gelisme donemlerine karsi gesitli kimya-
sal madde ve antelmentiklerin denenmesine olanak saglamasi
seklinde o6zetlenebilir (9-13, 19).

Bir paraziti yada gelisme donemlerini in vitro iiretip gelistirebil-
mek igin parazitin tiim biyolojisi, gercksinim duydugu biyolojik ortam
tam olarak bilinmeli ve parazit i¢in optimal kosullarda bir ortam hazir-
lanmalidir. Ayrica kullanilan arag ve geregler steril, kimyasal ve orga-
nik maddeler ise bir ornek olmalidir.

Yillardir helmintlerin in vitro kiiltird ile ugragilmasina karsin
bakteri, virus ve protozoonlarda saglanan basariya ulasilamamgtir.
Helmintlerin karisik bir yapt ve biyolojiye sahip olmasi, her gelisme
déneminin farkh fizikokimyasal ¢evrede bulunmasi ve buna bagh
olarak da gereksinim duydugu besin maddeleri ile teknigin degismesi,
bunlarin in vitro kiiltiiriinii giiglestirmektedir. Parazitlerin yasadigi
konaklarda sahip oldugu kosullarin tam olarak bilinememesi, konagin
sagladig ortam ile besin maddelerinin in vitro saglanamamasi, olusan
metabolitlerin uzaklastirilamamasi1 ve teknik zorluklar bu gigligi
artirmaktadir. Bu olumsuzluklara karsin, kigiikligii ve biyolojisinin
iyi bilinmesi nedeniyle insan ve hayvan saghgt ydniinden &nemi dustinii-
lerek son yillarda E. granulosus ve E. multilocularis’in in vitro kiltliri
tizerindeki galigmalar yogunlastlrxln1i§t|r.

Echinococcus granulosus’un in vitro kiltirii: Echinococcus granu-
Josus’un in vitro kiltiird ile ilk ¢aligmalar 1925 yilinda baslamis olup,
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ilk yillarda koyun karacigerinden elde edilen kistlerin sivisi, karaciger
ekstrakti ve koyun, sigri gibi hayvanlara ait serum igeren ortamlarda
kistleri korumaya yonelik olarak yapilmistir. Ancak 1960’h yillara
kadar yapilan ¢alismalarda &nemli bir basari saglanamamistir. Protos-
kolekslerin in vitro ortamda olgunlasmasi, yada kistik hale dontsme-
sinde evaginasyonun 6nemi anlasildiktan sonra ger¢ek anlamda basari-
Il ¢ahgmalar yapilmistir (18).

Evaginasyon igin protoskoleksler pepsin, tripsin veya pankreatin
ile muamele edilmis ve evagine larvalarin sivi (monofazik) vasatlarda
kistik sekilde, besleyici maddeler igeren kati (difazik) vasatlarda ise
olgunlastigi kaydedilmistir. Ayni kosullarda olgun parazitlerin kiiltiri
denenmissc de basar: saglanamanstir (18).

Son yillarda, F. granulosus’un in vitrc kiiltiiré i¢in Smyth ve Da-
vies’in (16) 1974 yilinda gelistirdigi teknik kullanilmaktadir. Bu tekni-
ge gore (16), steril kosullarda hidatid kistlerden saglanan taze, canh
ve aktif protoskoleksler Sodyum taurokolat, antibiyotik ve 9%; 20
vasat iceren Hanks soliisyonunda evagine edilir. Evagine protoskoleks-
ler 6zel bir vasat* kullanilmak iizere, % 10 O,, % 5 CO, ve % 85 N,
iceren ortamlarda, 0.1 ml (yaklasik 10.000} protoskoleks 20 ml vasat
iceren 200 ml'lik siit sulandirma siseleri veya Falcon kaplarinda kiil-
tlire edilir.

Yukaridaki teknik temel olmak tlizere degisik arastiricilar (4, 12,
15, 16) gesitli mofidikasyonlar denemisler, fakat 6nemli bir farklihk
saptayamanuslardir.

Yapilan gesitli kiiltiir denemelerinde en iyi kosullarda bile in vitro
gelismenin in vivo gelismenin gerisinde kaldig: bildirilmistir (12, 15, 16,
18).

Echinococcus granulosus protoskolekslerinin optimal in vitro ko-
sullardaki ile canhidaki gelisimi karsilastirildiginda bazi farkhhklar go-
rilmektedir. Ornegin;

* (3zel vasatin bilesimi:

Katt vasat: Koagiile sigir serumu; 75 °C de 30 —60 dakika bekleterek elde edilir.
Sivi vasat: Parker, CMRL 1066 veya NCTC 135 vasatlarimn birisinden 200 ml.

%030 gIUKOZ oo e 3.75 ml
% 2 KCl e e 2.50 ml
% 5 maya eKStraKll  .......iiiiiiiiiii i 25 mi

Fotal dana serumu veya filtre edilmis hidatid sivi ... .. 50 ml
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in vivo In vitro

Segmentasyon ................. 14 giin 15 gln
Ikinci halka .................. 17 giin 20 giin
Testis oo 22 giin 24 giin
Uterus . ..oovvee i 28 giin 31 giin
Uterustaki hiicreler ............ 32 giin 34 giin
Uterustaki fertil yumurta . .... 40 giin infertil clmaktadir (16)

Protoskoleksler igin kullanilan ortamlarda olgun parazitierin ge-
lisemedigi, ancak kopeklerden clde edilen 20-38 giinliik tam olgunlas-
manus parazitlerin 37°C de kdpek safrasi, maya ekstrakti, glukoz ve
antibiyotik i¢ercn Vasat 199 veya Eagle vasatinda parazitlerin 6-14
giinde seksucl olgunluga ulastig1 ve infertil vumurta {irettikleri saptan-
mistir (3, 8).

Smyth (13), F. granulosus’un olgunlasma siiresinin bdlge, arako-
nak ve mevsimlere gore degisebildigini bu nedenle de kopeklere yapi-
lan otopsi zamanimn iyi segilmesi gerektigini bildirmistir.

Cesitli arastinnclar {2,6-8, 12, 15, 16). insan, koyun, keci, sidir,
deve, at ve manda orijinli £. granulosus protoskolekslerini difazik va-
satda kiltiire edince, at orijinliler hari¢ digerlerinin scksiie! olgunluga
ulasip infertil yumurta Grettigini, ayrica bunlar arasinda enzimatik
ve biyokimyasal acidan fark oldugunu (14), buna baglh olarak da bun-
larin ayri sus olabilecegini ve at orijinlilerin insanlar igin enfektif ola-
mayacagmr 6ne stirmislerdir.

Bazi arastiricilar (6, 8, 15-17), insanlardan alinan kistik materyal-
deki protoskolekslerin in vitro kiiltiire edilmesiyle protoskolekslerin
orijini hakkinda karar verilebilecegini kaydetmislerdir.

Yumurtalarla yaptlan in vitro kiltiir dencmesinde yumurtalardan
onkosfer ¢iktig1, onkosferin ¢apinin 4 kat arttig1 ve 10 giin kadar canh
kaldig1 saptannustir (4).

Echinococcus multilocularis’in in vitro kiltiirii: Echinoccoccus gra-
nulosus’da kullandan in vitro tekniklerin E. mudtilocularis’de de kul-
lamlabilecegi ve vasat olarak sadece sivi vasata gergksinim duyuldugu
bildirilmistir (13).

Echinococcus multilocularis’de in vitro kiiltiir i¢in kullanilan pro-
toskolekslerin deneysel olarak enfekte edilen kemiricilerden (Gerbil),
olgun parazitlerin ise kopeklerden otopsi ile 20-21. gilinlerde alinmasi
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gerektigi bildirilmistiv (19). Ayrica serumsuz doku kiltirlerinde tire-
tilen E. multilocularis protoskolekslerinden saglanan antijonlerin ko-
nak proteinlerini icermemesi nedeniyle alveolar hidatidli hastalarin
serolojik tamisnida olumlu sonuglar verdigi kaydedilmistir (1),

Gerek E. granulosus, gerekse E. multilocularis’in in vitro kiiltlir-
leri arasinda farklihk oldugu gibi ayni kiiltiirde gelisen parazitler ara-
sinda da fark oldugu ve bu farkhligin in vivo ortamda kdpcklerde de
goriildigi bildiritmistir (12, 16). Bu olgunun parazitlerin orijinlerin-
deki farklilik ile gevrese! ve bireysel farkhiliklara bagli oldugu sanilmak-
tadir. Kiltiirlerde gelisen parazitler kopeklerde gelisenlere benzemekle
birlikte daha koyu renkli olmakta, bunun hiicrelerdeki lipid kalintisia
bagl oldugu 6ne sirilmektedir. Kiiltiirlerde son halkanin koparak
serbest hale gegmesinin, in vivo ortamda son ha]kdnm artimasma kar-
sithk geldigi samlmaktadir (15}

In vitro kiiltiirde gelisen parazitlerle in vivo gelisen parazitler ara-
sindaki en 6nemli farklilik, in vitro ortamda fertil yumurta iiretileme-
mesidir. In vivo ortamda bagirsak villuslarinin yaptig: basincla sirru-
sun vaginaya girdigi. boylcce ddllenme oldugu, oysa in vitro ortamda
bunun basarilamadig: kaydedilmistir (4, 6, 12, 15, 16, 19). Bununla
birlikte Kumaratilake ve Thompson (5) déllenmeyi takiben 35. giinde
kopeklerden alinan olgun E. granulosus’larin optimal in vitro kosullar-
da fertil yumurta iiretebileceklerini 6ne stirmiislerse de heniiz bu goriis
dogrulanmamuistir.

Yumurtalarin infertil olmasina karsin gerek E granulosus, gerekse
E. multilocularis, in vitro ortamda parazit basina in vivo ortamda iire-
tilen yumurtalarin 9 11’i kadar yumurta yapmaktadirlar (19). Tim
olumsuzluklara ragmen in vitro ortamda fertil yumurta iiretilememe-
sinin, kiiltiirde ¢alisan insanlarin saghigini tehlikeye sokmamasi gibi
olumlu bir yarart da bulunmaktadir (13, 16, 17, 19).

Sonug olarak; E. granulosus ve E. multilocularis’i in vitro ortamda
liretebilmek i¢in, parazitlerin in vivo ortamda ddéllenmesinden sonra
vaklagik 35. giinde kopeklerden alimip 37°C de, % 5 CO,, % 10 O,,
ve % 85 N, gazi iceren ortamda, E. granulosus difazik, E. multilocularis
monofazik vasatda kiltiire edilmelidir. Bununla birlikte in vitro tire-
tilen parazitlerin fertil yumurta tretebilmesi ve in vivo lireyen parazit-
lere tam olarak benzemesi i¢in bazi bilinmeyen {aktorlerin agiga kavus-
turulmast gerekmektedir.
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