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MODIFIYE TRIPSIN TEKNIGI ILE SIGIR KASLARINDAN SARCOCYSTIS KiST-
LERININ iZOLASYONU

Miifit Toparlak*

Isolation of sarcocystis cysts from bovine muscles by using modified trypsin
digestion technique.

Summary: In this study, a modified trypsin digestion lechnique was
described. In it, 15 g meat sample was taken after the coarse connective lissue,
or mucous membrane, was removed. Afterwards, 11 was cul into small pieces
(approximately 2-3 cm in long), mixed in 50 ml of 0.2 % solution of trypsin
in PBS (Phosphate Buffered Saline) PH 7.4 and stirred slowly at 21-22 °C
Jor 18 minutes with a magnetic stirrer. The mixture was then sieved through a
tea strainer to 100 mi centrifurge tube. This tube was filled to the 100 ml mark
with PBS, centrifuged at 1000 x g for 7 minutes. The 90 ml of supernatant
Sluid was decanted and 0.6 ml 1 %, CuSo, solution was added on the residue.
After shaking, one drop of solution was taken and examined under the micros-
cope for the presence of cycts.

With this method tested on 195 meat samples, lots of intact sarcocylis
cysts (microcysts) could be isolated in a short time and they could be used for
morphological examination in order to identify the spectes.

Ozet: Bu calismada modifiye bir tripsin teknigi tarif edildi. Bu teknik-
te, dnce alman et Grnedinin iizerindeki bagdoku veya mukozmembranlar uzaklas-
tirtldy ve bundan 15 gr alindi. Bu sekilde hazirlanan et, kiigiik pargalara bo-
lindiikten sonra (yaklagik 2-3 cm wzunlukta) PH’si 7.4 olan PBS (Fosfat
Buffer Soliisyonu) ile hazirlanmig 50 ml %, 0.2’lik tripsin soliisyonunun igine
atildr ve manyetik karigtincr ile 21-22 °C da 18 dakika yavasca karistirilda.
Kargim daha sonra bir ¢ay siizgecinden 100 ml *lik bir santrifiij tipine siiziil-
dii. Bu tiip 100 ml isaretli yerine kadar PBS ile doldurulduktan sonra dakikada
1000 devirde 7 dakika santrifijje edildi. Tiipiin iizerinden 90 ml gekildi ve geriye
kalan kisim dizerine 0.6 ml %, Vlik CuSo, soliisyonu eklendi. Tiip ¢alkalan-
diktan sonra bir damla alinarak, kistler yoniinden mikroskop altinda incelendi.

* Yrd. Doc. Dr. Yiiziincu Yil Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim
Dali, Van.
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Yiizdoksanbes adet et irnedi iizerinde denenen bu metotla kisa siire iginde
ok sayida biitinligii bozulmamis sarcocytis kisti (maikrokist) izole edilebildi
ve bunlar iizerinde tiir tayinleri igin gerckli morfolojik incelemeler yapilabildi.

Giris

Sarcocystis’ler (Protozoa, Apicomplexa) hakkindaki = bilgiler
1970’lerden bu yana ¢ok artmigtir. Bu patogenik parazitler genig bir
yayilisa sahip olup, hemen hemen tim kasaphk hayvanlarda goril-
mektedir. Sarcocystis’ler arakonakg¢i olarak kullandiklar herbivor
ve omnivor hayvanlarin ¢izgili kaslarinda {oesophagus, kalp, diyaf-
ram ve diger iskelet kaslari) kistler meydana getirmektedirler. Bu kist-
lerin gerek biiyiikliikleri gerekse kist duvarlarinin morfolojik 6zcllikleri
Sarcocystis tiirline gére degismekte ve kistlerin gozle goériilebilecck
kadar buyiik olanlarma makrokist, gorillemiyenlerine mikrokist adi
verilmektedir. Bu kistlerin iginde de muz scklinde zoitler bulunmak-
tadir.

Kasaplik hayvanlarda sarcocystosis’in teshisi ya otopside kas-
larda bulunan kistlerin veya igindeki zoitlerin gorilmesiyle (1,2,3)
vada canh hayvanlarda kanda bu parazitlere kargi meydana gelmig
antikorlarin varhgimin ortaya konulmasiyla {2) yapilmaktadir.

Gut (1), sigir, koyun ve domuzlarda Sarcocystislerin kas dénem-
lerinin aranmasinda direk makroskobik baki, stercoskopi, trisinoskopi
ve tripsin metotlarini kullanmig ve bunlar arasinda en etkili ve giivenilir
olanmin tripsin metodu oldugunu bildirmistir. Arastiricimin (1) tarif
ettigi tripsin tekniginde herbiri 10 gr agirhginda olan 3 ocsophagus
ornegi alinmig, bunlar kiiciik pargalara boliindiikten sonra PH’s1 7.4
olan PBS ile hazirlanmig, %, 0.25’lik tripsin soliisyonunda 20-25 °C
da 30 dakika bekletilmis, karigim santrifijje edilip, PBS ile yikandik-
tan sonra c¢okiintil zoitler yoniinden incelenmigtir. Aymi aragtiricr (1)
ayrica tripsin metodunun giivenilir ve etkili olmasina ragmen zaman
alici olusuna ve bu metodun o6zcllikle taze et materyalinde iyl sonug
verdigine, donmus ve bayat ct orneklerinde ise uygulanamadigina
dikkati ¢ekmigtir.

Koyunlarda sarcocystosis’in teghisinde makroskobik, mikroskobik,
(et orneklerinden alinan histolojik kesitlerde kistlerin aranmasi sek-
linde) ve serolojik yéntemleri kullanan O’donoghuc ve Ford (2), trip-
sin metodunun kullanildigi durumlarda Sarcocystis kistlerinin par-
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calandiginu ve ancak kistlerden serbest kalan zoitlerin goriilebildigini
dolayisiyla kistler Gzerinde epidemiyolojik galismalarda tiir tayinleri
icin gerckli morfolojik incelemelerin yapilmasimin miimkiin olmadi-
g1 bildirmiglerdir.

Saito (3), sigir sarcocystosis’inin teghisini kalp kasindan aldigt
kiiciik parcalart (2x5x0,5 mm biyiikliikte) istten aydinlatmali bino-
culer disscksiyon mikroskobu altinda inceleycrek yaptigini, bu durum-
da kistlerin kiiciik, beyaz cisimcikler olarak goriildigini bildirmis,
ayrica bu metotla kistlerin disscksiyon ignesi yardimi ile kaslardan ko-
laklikla ayrilabildigini ve bunlarn titr aywrimlart igin morfolojik ince-
lemelerde  kullanilabildigini belirtmistir. Bu  6zclliklerinden  dolay1
da kendi metodunun diger metotlardan daha ustiin oldugunu iddia
etmigtir (3).

Bu caliymada, tripsin metodu modifiye edilerck biitinlGgu
bozulmamis Sacrcocystis kistlerinin ctlerden izolasyonu ve bunlarin
identifikasyon caligmalarinda kullanilabilmeleri saglanmistir.

Materyal ve Metot

Bu caligmada, Gut (1) tarafindan tarif edilen tripsin tcknigi mo-
difiye cdilmis olup, modifikasyon tripsinin PBS i¢indcki konsantras-
yonu, et érncklerinin igine auldig soliisyonun isist ve burada kalig
siiresi iizerinde yapilmistir. Ayrica ct Srnekleri atldigi solisyonun
icinde hareketsiz birakilmayip karigtirnlmig ve santrifiij iglemi sonunda
izole edilen kistlerin tripsin ctkisi ile morfolojik ozclliklerinin bozul-
mast %, 1’lik CuSo, soliisyonu kullanilarak onlenmigtir.

Otuzdokuz adet sigirdan alinan (her siginn masseter, boyun,
intercostal, diyafram ve oesophagus’undan olmak iizere 5 bolgesin-
den) toplam 195 et 6rnegi lizerinde denenen bu metot agagida ayrin-
tilar1 ile agiklanmigtir.

Incelenceck ot érnekleri geride sadece kassal kisimlar kalincaya
kadar iizerinde bulunan yabanci doku pargalarindan iyice temizlen-
mistir. Oesophagus mukozast isc tamamen styrilmigtir. Organlarin
geride kalan bu kassal kisimlarindan 15%er gramlik tartimlar yapilmig
ve bunlar yaklastk 2-3 cm boyunda kiigiik pargalara boliinmiigtiir.
Bu arada 250 ml cam bir behere PH’s1 7.4 olan 50 ml PBS konulmus
ve icinde 100 mg tripsin (1:250, Difco no 0 152-15) iyice eritilerck
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% 0.2’lik bir solisyon elde edilmistir. Elde edilen bu tripsin solisyo-
nunun 1sist, 181 ayarll mekanik bir kargtinicnun yardinu ile yavag
yavag karigtirilmak suretiyle 21-22 °C a ayarlanmustir. Daha 6nce hazir-
lanmis olan et 6rnegi beher igindeki bu soliisyonun i¢ine atilmis ve 18
dakika manyctik karigtiricryla ¢ok yavag bir sekilde karigtinilmugtir,
Karigtirma siiresi sonuna kadar soliisyonun i1sist 21-22 °C da sahit
tutulmugtur. Karigtirma siiresince beher igine konulan bir termometre
yardimi ile 1s1 siirckli kontrol altinda tutulmustur. Bu termomeire
ayrica karistirma sirasinda et parcalarinin birbirlerine yapisip, beherin
merkezinde toplanmalarini ve hareketsiz kalmalarini énlemistir. Ka-
ristirma siiresi sonunda beherdeki igerik bir ¢ay slizgecinden 100 ml
lik bir santrifij tipine siiziilmis, izerine tip doluncaya kadar {100
ml ¢izgisine kadar) PBS cklenmis ve dakikada 1000 devirde 7 dakika
siive ile santrifiije edilmistir. Santrifiij sonunda bir pipetle diptcki tor-
tu oynaulmadan dsttcki sividan geriye 10 ml kalincava kadar ¢ekilmig
ve bunun dzerine 9%, I'lik CuSOy soliisyonundan 0.6 mi konulmugtur.
Tiipe yavas yavas dairescl harcketler yapurilarak CuSO,in tiipteki
sivinin her tarafina yayilmast saglanmig, daha sonra bundan bir pi-
petle bir miktar sivi ¢ekilerek 1am iizerine konulmus, iizeri lamelle
kapatildiktan sonra 15tk mikroskobunda 8xi0 bhiytitmede kistler
aranmistir.

Bulgular

Modifiye tripsin tekniginin kullanidmasi ile sigir kaslarindan
kisa siirede, ¢ok sayida Sarcocytis kisti {mikrokist) biitiinligi bo-
zulmadan ve morfolojik 6zelliklerinin incelenmesine imkan vereccck
sekilde izole cdildi.

Izolasyon igin en iyi st derecesi 21-22 “C ve karistirma siiresi
18 dakika olarak belirlendi. Bu 1s1 ve siirenin altindaki degerlerde clde
edilen kist sayisinda dikkati ¢ekecek bir sckilde azalmanin, istiindeki
degerlerde ise kistlerde parcalanmanin meydana geldigi gorildii.

Santrifiij islemi sonunda CuSo, solisyonunun kullanilmadig:
durumlarda izole edilen kistlerin duvarlarinda kisa siirede erime ve
bunu takiben de pargalanma sekillendi. Bu soliisyonun kullanilmasi
halinde ise kistlerde uzun siirc herhangi bir morfolojik degisiklik g6-
riilmedi.

Bu teknikle hem taze hemde kokusmus ct érneklerinden kistler
izole edilebildi.
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Tartisma ve Sonug

Sarcocystosis’in teshisinde en ctkili ve giivenilir yontem olarak
bildirilen tripsin tekniginde kistler par¢alanmakta dolayist ile bunlar
izerinde morfolojik incelemelerin yapilmasi mimkiin olamamakta-
dir (1, 2}. Kistlerin morfolojik yonden incelenmeleri amaciyla daha
¢ok zaman ve emck isteyen farkh metotlar kullanilmaktadir (2, 3).

Ayrica Gut (1) tarafindan tarif cdilen tripsin metodu sadece
taze ct materyalinde pozitif sonu¢ vermekte, bayat ve donmug ctlerde
ise kullamlamamaktadir. Bu ¢aligma ile ortaya konulan modifiye trip-
sin teknigi ile bu engellerin biiyiik bir kismi ortadan kaldirilmis olup,
kisa siirede cok sayida biitiinligd bozulmamis kistin  (mikrokist)
izolasyonu ve bunlarin morfolojik yénden incelencbilmeleri saglan-
migtir. Bundan ayri olarak bu teknikle taze ct materyalinin yani sira
kokusmus ctlerden de kist izolasyonunun mimkiin oldugu goérilmiisg-
tir. Gut (1) tarafindan tarif cdilen tripsin metodu géz 6niinc alin-
diginda kistlerin izolasyonunda tripsin miktarmin, ctlerin icinde
bulundugu soliisyonun isisinin, karigtirma siiresinin ve santrifj iglemi
sonunda konulan CuSo, solisyonunun énemli rol oynadiklar1 goriil-
mektedir.

Sonug olarak, modifiye tripsin teknigi sarcocystosis’in teshisinin
vanisira kistlerden tiir tayinlerinin yapilmasina da imkan vermek-
tedir. Bu bakimdan sarcocystosis ile ilgili yapilacak cpidemiyolojik
galismalarda kullamlmasi g6z ardi edilemiyecck bir metotdur.
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