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Trichinella spiralis’in in vivo Siganlarda Olusturulmasi

Tonay INCEBOZ, Soykan OZKOC, Ciler AKISU

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali, Inciralti, Izmir

OZET: Trichinella spiralis eriskinleri ile bagirsaklarda, larvalar ile ayni konagn ¢izgili kaslarinda yerleserek enfeksiyona neden olan
bir parazittir. Trisinella larvalar1 bulunduran ¢ig veya iyi pismemis enfekte etler yenildiginde kistten ¢ikan larvalar bagirsaktan kan ve
lenf damarlarina girerek kan dolagimina karisirlar. Genellikle iskelet kaslarina gelerek gelisimlerini siirdiiriirler. Bu ¢alismada; Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir. Trichinella spiralis‘in deneysel olarak Wistar albino
tiiri sicanlarda elde edilmesi ve pasajlama islemleri sirasinda dikkat edilmesi gereken noktalar ortaya konmustur. Bu islemler sirasinda
siganlarin viicudundaki anatomik olarak hangi kaslarinda Trichinella spiralis larvalarinin daha yogun oldugu arastirilmistir. Ayrica, in
vivo sus pasajlart yapilarak ilag, immiinolojik ve serolojik inceleme yontemlerinde kullanilmak iizere antijen elde etme gibi ¢alismalara
temel olusturmasi amaglanmistir.

Anahtar Sozciikler: Trichinella spiralis, in vivo

In vivo Development of Trichinella spiralis in Rats

SUMMARY: The causative agent is Trichinella spiralis which lives in the intestines in adult form or in skeletal muscles in larval form.
After ingestion of raw or undercooked infected meat that contains larvae of trichinella, these larvae enter the blood and the lymphatic
circulation. They usually settle in the skeletal muscles and develop further. This study was conducted in the Department of Parasitology
of the Dokuz Eylul University, School of Medicine. The aim of this experimental study was to develop Trichinella spiralis in vivo
experimentally using Wistar albino rats. It was also found that Trichinella spiralis can be experimentally developed in the Rattus
norvegicus species of rodents, and it is possible to use the obtained Trichinella spiralis larva’s for numerous purposes, in particular for
supplying the antigens required for serological diagnosis of the disease. In addition, we investigated the range of the the skeletal muscles
in which the causative agent, Trichinella spiralis, lives in larval form.
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GIRIS

Trichinella spiralis eriskinleri ile bagirsaklarda, larvalar ile
ayni konagin ¢izgili kaslarinda yerleserek enfeksiyona neden
olan bir parazittir. Insan enfeksiyonu i¢in kaynak enfekte do-
muz ve at etleridir. Trichinella larvalar bulunduran ¢ig veya
iyi pismemis domuz ve at etleri yenildiginde larva bagirsakta
kistten ¢ikar ve 24-48 saatte olgunlasir(10, 16). Disiler bagir-
sak mukozasinda derinlere go¢ ederek burada larvalarini dogu-
rur. Larvalar kan ve lenf damarlarina girerek kan dolagimina
karisirlar. Viicudun degisik doku ve bosluklarina gegerler.
Sonugta ¢ogunlukla iskelet kaslarma gelerek gelisimlerini
stirdiiriirler. Larvalarin kaslarda yol agtig1 klinik tablo eriskin-
lerin bagirsaklarda sebep oldugu semptomlardan daha ciddidir.
Bagirsakta c¢ok sayida parazit bulundugunda siddetli bir
kataral yang: ile ishal ve sindirim kanalindaki kanamaya bagl
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olarak koyu renkte diski goriiliir. Bu hastalikta saptanabilen
klinik belirtiler gastro-intestinal yakinmalara ek olarak ates,
yiz ve goz kapaklarinda
konjunktivada, retinada kanamalar, deri dokiintiileri, adale

0dem, kornea g¢evresinde,
agrilari, solunum sikayetleri, gégiis agrilari, larvalarin beyini
tutulumu yapmasi sonucu gelisen bas agrilari, bag donmesi,
kulak ¢inlamasi gibi sinir sistemi belirtileri, asmn zayiflik,
miyokard yetmezligi olarak sayilabilir (16).

Deney hayvanlarindan sigan iizerinde gergeklestirilen deneysel
calisma ile Trichinella spiralis ‘in yasam dongiisiinde larvala-
rinin memelilerde hangi kaslarda Trichinella spiralis larvalari
daha yogun yerlestiginin arastirilmasi amaglanmugtir.

GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma; Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel
Arastirmalar etik kurulu miisaadesi alindiktan sonra baslan-
mis, ¢alisma etik kurallara uygun olarak gergeklestirilmistir.

Deney hayvam se¢imi: Bu ¢alisma Dokuz Eyliil Universitesi
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Tip Fakiiltesi Aragtirma Anabilim Dalinda
Trichinella spiralis’ e duyarli oldugu bilinen saglikli 8-12
haftalik, 10 adet disi Wistar albino (eriskin, yaklasik 100-120
gr) tiirii siganlar secilmistir (3, 8, 12, 13, 14, 17).

Deneysel

Enfeksiyon ve sistemik reaksiyon, deney hayvaninin arastir-
madan ¢ikarilma kriteri olarak belirlenmistir. Deney hayvanla-
rma herhangi bir immun supresyon, 6zel bir diyet uygulan-
mamistir.

Calisanlarin Trichinella spiralis ile enfekte olmus kaslardan
korunabilmesi i¢in steril kosullarda ve gilivenlik kabininde her
tiirlii dokularin goze ve yiize sigramasi halinde zarar vermesin
diye yiizii ve gozii birlikte koruyan maske takilarak steril cer-
rahi eldiven ile ¢aligilmistir.

Trichinella spiralis larvalarimn temini: Italya’da bulunan
Laborotory of Parasitology Instituto Superiore di Sanita, Viale
Regina Elena 299, 00161 Rome, Italy Trichinella referans
merkezinden istenerek elde edilmistir.

Kaslardaki larvalarin canliliklar1 mikroskop ile arastirilarak
Trichinella spiralis larvalar ile enfekte kaslar enfekte edilecek
hayvanlara porsiyonlara boliinerek verilmistir. Bu islem sira-
sinda, artan enfekte kaslar, laboratuvar personelinin ve diger
deney hayvanlarimin enfekte olmamalari igin, nce +80 °C’de
1 saat, sonra -30 °C’de 1 hafta tutulmus daha sonra enfekte
¢op kismina atilmigtir.

In vivo deneyin hazirlanmasi: Trichinella spiralis larvalar
bulunan kas pargalari, steril ortamda her bir hayvan i¢in 74500
larva igerecek sekilde, bir petri kabi igerisine dikkatli bir se-
kilde aliir. Trichinella spiralis ile enfekte edilecek olan 10
adet disi Wistar albino tiirli siganlar bir giin dnceden a¢ biraki-
lir ve ayr1 ayn kafeslere alinir. Onlerine 74500 larva iceren
etler konarak yemeleri beklenir. Her bir kafes tek tek kontrol
edilerek yemeyen var ise yeniden enfekte etler hazirlanarak

sunulur. Daha sonra hayvanlarin kaslarinda 20 -25 giin igeri-
sinde larvalarmn yerlesmesi beklenir(9).

Trichinella spiralis in vivo elde edilmesi: Trichinella spiralis
ile enfekte edilmis 10 adet disi Wistar albino tiirii siganlar 45-
60 giin sonra muayene edilerek enfekte oldugu kanaati olus-
tuktan sonra dislokasyon ile dldiiriilerek, laboratuvar kosulla-
rinda, (laminar flow) iginde, ekstremitelerinden flasterle tespit
edildikten sonra karin bdlgesi list tarafta kalacak sekilde yatiri-
larak, karninin st kismi dezenfekte edilir. Batin linea alba
cizgisi iizerinde kas ve deri kesilir. Batindaki parazit lokali-
zasyonu ve kitlesi makroskobik ve mikroskobik olarak incele-
nir. Daha sonra enfekte dokular steril kosullarda petri kabina
alinarak buradan alinan her 6rnekten 3 adet hazirlanan prepa-
ratlar mikroskopta, dil, maseter, deltoid, diyafragma, her iki 6n
ve arka ayaklarinda bulunan kaslardan necropsi yapilarak
mikroskobun X10, X20 ve X40’lik biiylitmede incelenerek
Trichinella spiralis larvalar1 olup olmadigina kontrol edilir(9).
Trichinella spiralis larvalarinin kaslardaki yogunlugunun aras-
tirilmast i¢in X 10 ‘luk biiyiitmede her kastan alinan 6rnekler,
hazirlanan preparatlar ile incelenir.

Ayrica, bu hayvanlardan elde edilen larvalardan E/S antijeni
ile serolojik yontemler kullanilarak hastalarin tanisi konulmak
tizere kullanilmigtir(15, 17).

BULGULAR

Trichinella spiralis larvalar ile enfekte edilmis hayvanlarin
yaklagik bir hafta sonra ishal olduklari, ishal olan hayvanlarin
disk1 muayenelerinde makroskobik olarak sart sulu, mikrosko-
bik olarak da larvalar goriildiigii saptannustir. Trichinella
spiralis ile enfekte edilen siganlarin digkilarindan yaklagik 7.
vel0. giin iginde alinan digki 6rnekleri mikroskop altinda ince-
lendiginde, enfekte olup olmadigi saptanabilir. Siganlar, 2.
haftadan itibaren tiiylerinin dokiildiigii, seyreklestigi, sarardigt

Tablo 1. Sicanlarin farkl: viicut bélgelerindeki kaslardan alinan 6rneklerdeki Trichinella spiralis larvalarinin
yogunlugunun karsilastirilmasi

Ornek Ah- Dil Cigneme Omuz

Diyafragma

nan Kaslar M linguae M. masater M. deltoides M. diafragmaticus On ayaklar Arka ayaklar
Enfekte .. . R . - g ..
Hayvan No Alman kas érneklerindeki, mikroskop alanindaki (X10 biiyiitme) Trichinella spiralis larva sayisi
1 5-6 5-6 5-6 5-6 3-4 3-4
2 34 3-4 3-4 3-4 1-2 Goriilmedi
3 1-2 1-2 1-2 1-2 1 1
4 3-4 1-2 1-2 1-2 - -
5 8-10 8-10 8-10 8-10 5-6 3-4
6 5-6 5-6 2 5-6 2-3 2-3
7 8-10 3-5 3-5 8-10 2 5
8 10 25-30 10 20-25 10 8
9 5-6 3-5 4 8-10 4 3
10 10 35 10 35 10 8
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gozlenmistir. Asirt derecede zayifladiklari, hareketlerinin ya-
vasladigi, aniislerinin asir1 derecede biiyiidiigii tespit edilmis-
tir. Morfolojik olarak 2. haftadan sonra bir¢ok deformitelere
neden oldugu, hatta bir sicanda (daha sonra biitlin kaslarinda
cok miktarda larva saptanan sican) 2 hafta boyunca aksak
yliriidiigii daha sonra bir siire sonra ylirliyiisii nispeten diizel-
digi gorlilmiistir.

Sicanlar, Trichinella spiralis larvalan ile enfekte edildikten
45-60 giin sonra Once eter ile isleme tabi tutulduktan sonra
serebral dislokasyon ile 6ldirilmiistir. Daha sonra hayvanla-
rin viicudunun daha 6nceden belirlenen kaslarindan alinan kas
orneklerinde larva yogunlugu arastirilmigtir. Bunun igin her
kastan alinan 6rnekten 3’er adet hazirlanan preparat, herhangi
bir islem yapilmaksizin mikroskobun X10 ‘luk biiyiitmesinde
incelenerek Trichinella spiralis larvalarinin sayilarinin ortala-
malar1 alinmigtir.

Siganlarin farkli viicut bolgelerindeki kaslarindan alinan 6r-
neklerde mikroskobik bakida (X10 biiylitmede) Trichinella
spiralis larvalarinin yogunluk oranina bakildiginda, en ¢ok
maseter ve diyafragma kasi oldugu saptanmigtir.

Calismamiz; deney hayvanlarindan elde edilen Trichinella
spiralis larvalarinin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, ya-
sam dongiilerinin egitim amach incelenmesi, ila¢ ¢aligmalari,
antijen elde edilmesi gibi ¢alismalar i¢in ortam saglanmasi
i¢in sus siirdiriilmesidir.

TARTISMA

Bir¢ok aragtirmada; paraziter hastaliklarin tanisini, parazitlerin
yasam evrelerini, ila¢ arastirmalari, yeni direkt ve indirekt tan
yontemlerini geligtirebilmek i¢in deneysel hayvan modelleri
ortaya konmustur (2, 4, 5-7, 11, 15, 18).

Trichinella spiralis sugunun in vivo siirdiiriilmesinde onemli
puf noktalar1 vardir. Enfekte edilmis hayvanlar, mutlaka deney
hayvanlar1 boliimiinde ayr1 bir yerde tutulmalidir. Trichinella
spiralis in vivo yontemlerle hem siganlarda hem de farelerde
rahatlikla gelistirilebilir(1-12). Bu Kas biyopsisi ile alinan
ornekte kas icinde kistlesmis Trichinella larvalarinin gosteril-
mesi hastaligi baglangicindan 2-3 hafta sonra alinan kas bi-
yopsilerinden elde edilebilir. Ancak pasajlama isleminin sican-
larda siirdiiriilmesinin diger deney hayvanlarina goére daha
avantajli olduguna inanmaktayiz. Bunun avantajlari, sicanlar
farelere gore daha iri hayvan oldugu i¢in daha fazla larva elde
edilecegi i¢in daha fazla antijen elde edilmesi miimkiin olmak-
tadir. Larvalarin alinmasini takiben genelde iki hafta sonra
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) yontemi ile
parazite spesifik Immunglobiilinler belirlenebilir (3, 14, 15).
Diger yandan ise, daha 6nceki deneyimlerimize gore; siganlar
farelere gore Trichinella spiralis ‘e daha duyarli oldugu i¢in
enfekte edildiginde sag kalim orani daha yiiksek oldugu go-
rilmiistir (15).

Enfekte kaslarm mikroskop ile incelenerek larva yogunlugu ve

hareketleri mutlaka incelenmelidir. Enfekte kaslar, miimkiin
oldugu kadar bekletilmeden pasajlama iglemi yapilmalidir.

Enfekte kaslardaki Trichinella spiralis larvalarinin yogunlugu
incelendikten sonra pasaj yapilacak hayvana kaslardaki larva
yogunlugu dikkate alinarak, ornegin sicanlar ic¢in ortalama
74500 larva icerecek sekilde hesaplandiktan sonra verilmeli-
dir. Bunun nedeni si¢anlarin kaslarindaki larva yogunlugunun
en yliksek tutulmasiyla antijen elde ederken hayvanlarin her
birinden daha fazla miktarda larva, dolayisiyla antijen elde
edilmis olacaktir. Bu durumda daha az deney hayvami telef
edilmis olacaktir. Pasaj yapilacak hayvana Trichinella spiralis
larvalarinin en yogun bulundugu maseter ve diyafragma gibi
kaslardan verilmesi uygun olacaktir.

Deney hayvanlar1 enfekte edildikten sonra her giin gozlenmeli
ve muayene edilmelidir. Sicanlarin genel durumu g6z Oniine
alinarak 4-5 hafta i¢inde yeniden pasajlama islemi yapilmalidir.
Pasaj yapilmast sirasinda enfekte kaslarin kullanilmayan kisim-
lar1 ¢ok dikkatli bir sekilde toplanarak derin dondurucunun gii-
ciine gore, eger -15 °C ise 4 hafta, -30 °C ise 1 hafta saklanmast
gerekmektedir(8). Bu siire i¢inde enfekte kaslardaki Trichinella
spiralis larvalarmin olebilecegi diistiniilmektedir.

Sonug olarak; Trichinella spiralis larvalarinin in vivo siirdii-
riilmesi sirasinda susun kaybedilmemesi i¢in en {ist diizeyde
itina gosterirken, kaslarin en yiiksek diizeyde larvalar ile
enfekte edilmeye calisilmasi gerekmektedir. Diger yandan ise
enfekte deney hayvanlarinin enfekte kaslarin kullanilmayacak
kisimlarinin giivenli bir sekilde yok edilmesi konusunda ¢ok
dikkatli davranilmalidir.
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