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HUCRE KULTURUNDE VE FARE PERITONUNDA URETILEN TOXOPLASMA
GONDIi TROFOZOITLERININ SABIN-FELDMAN TESTINDE KULLANILMASI

Cigdem Gongor' » Murat Ozsan™

OZET

Bu calismada, Toxoplasma trofozoitleri Balb-c fare
peritonunda ve hiicre kiiltiiriinde cogaltilmistir. Iki ayri
kaynakta cogaltilan bu trofozoitlerle, anti-toxoplasma
antikorlari yoniinden pozitif ve negatif oldugu bilinen
hasta serumlari Sabin-Feldman testiyle caligilmis ve so-
nuclar birbiri ile uyumlu bulunmustur. Bu nedenle,
hiicre kiiltiirti laboratuvari olan yerlerde Sabin-Feld-
man Testi icin kullanilacak Toxoplasma gondii’ nin
retiminde hiicre kiiltir yénteminin daha uygun olabi-
lecegi diigiintilmiigtiir.

Anahtar kelimeler: Toxoplasma gondii, Sabin-
Feldman testi, Hiicre kiiltdird.

SUMMARY

Use Of Toxoplasma Gondii Trophozoites Grown At Cell

Culture And Mouse Perttoneal Cavity in Sabin-Feldman Test

In this study, viable Toxoplasma trophozoites are
grown in Balb-c mouse peritoneal cavity and cell cul-
ture. Trophozoites from these two orif;ins are studied
by Sabin-Feldman test with anti-toxoplasma antibodies
positive and negative sera and the results are found to
be the same. Therefore, at the units where cell culture
laboratory is available, cell culture method for the
growth of Toxoplasma gondii for Sabin-Feldman test is
thought to be more suitable.

Key words: Toxoplasma gondii, Sabin-Feldman test,
Cell culture.

Toksoplasmosis, zorunlu hiicre ici protozoon olan
Toxoplasma gondii'nin neden oldugu, insanlarin
%15-85'ini infekte eden bir zoonozdur (1,2,3). Bu
hastalik saglkli kisilerde genellikle herhangi bir belirti
vermezken, immiin yetmezlikli sahislarda ve hamile-
lerde ciddi tablolara yol acabilmekte, konjenital tok-
soplasmosise sebep olabilmektedir (4,5). insanlarda
toksoplasmosis bulasi edinsel ve konjenital olmak
tzere iki yolla ortaya ¢tkmaktadir. Edinsel bulas, esas
olarak kedi digkisiyla dis ortama atilan ookistlerin oral
yolla alinmasiyla veya doku kisti iceren etlerin cig ya
da az pismis olarak yenmesiyle meydana gelmektedir
(2,3,6).

Toksoplasmosis tanisinda seroloji, histoloji, kiiltiir
ve PCR gibi ¢ok cesitli teknikler kullaniimaktadir. Sa-
bin ve Feldman tarafindan 1948 yilinda tanimlanan
Sabin-Feldman testi, tiim diinyada referans test olarak
kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde, canl toxop-
lasma trofozoitleri kullanilarak, siipheli serumda anti-
toxoplasma antikorlarinin varhigi arastirilmaktadir
(7,8,9)

Bu galismada, hiicre kdilttiriinde ve fare peritonun-
da dretilen toxoplasma trofozoitleri kullanilarak yapi-
lan Sabin-Feldman test sonuglarinin karsilastiriimasi
amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Serumlar: Bu calismada Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Parazitoloji Bilim Dalina toxoplasmosis stip-
hesiyle gonderilen ve ELISA ve Sabin-Feldman testle-
riyle anti-toxoplasma antikoru pozitif bulunan 10 adet
hasta serumu ile anti-toxoplasma antikoru negatif bu-
lunan 10 adet hasta serumu kullantimistir.

Farelerden T.gondii trofozoitlerinin elde edilmesi:
Balb-c cinsi laboratuvar fareleri 2.5-5 X 10° olacak se-
kilde hazirlanmig T. gondii trofozoitleri ile intraperito-
neal olarak infekte edilmistir. Bu farelerden ii¢ giin
sonra periton sivisi alinarak ikiye ayrilmistir. Bu sivinin
bir kismi mikroskop alaninda ortalama 40 trofozoit
olacak sekilde sulandirilmis ve Sabin-Feldman testin-
de kullaniimistir. Diger kismina 200mg/ml sefotaksim,
150mg/ml gentamisin eklenerek 37°C’de 30 dakika
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bekletildikten sonra 2500 rpm/dk’da 5 dakika santriftij
edilmis ve sedimentteki trofozoitlerden hiicre kiiltiir-
ne ekim yaptlmistir (11).

Hiicre kiiltiirii ve T. gondii tiretimi: Bu arastirma-
da Vero hiicre kiiltiirii kullanilmigtir. Hiicreler 75 cm?
kiltir siselerinde, %10 Fetal Calf Serum igeren Dul-
becco’s MEM icinde retilmistir. Monolayer hale ge-
len flasklara 10° T. gondii trofozoiti eklendikten sonra
1 saat 37°C’de bekletilmis ve bu stire sonunda stird(ir-
me besiyeri eklenen flasklar 37°C’lik CO,'li etiive ko-
nulmustur. Flasklar her giin kontrol edilerek hiicrele-
rin %80-90'inin parcalandigi gorildiigiinde kiiltiir si-
visi alinmis, 2500 rpm/dk’da 5 dakika santrifiij edil-
mis, sedimentteki trofozoitlerle Sabin-Feldman testi
calistlmistir (11,12,13).

Sabin-Feldman testi: Bu calismada Lelong ve Des-
mont tarafindan modifiye edilmis Sabin-Feldman test
yontemi uygulanmustir (8). Hiicre kiiltiriinden ve fare
peritonundan elde edilen toxoplasma trofozoitleriyle
pozitif ve negatif serumlar ayr ayri ¢alisilmistir. Se-
rumlar 1/4, 1/16, 1/64, 1/256, 1/1024 olacak sekilde
sulandirilmigtir. Bir damla sulandirilmig hasta serumu
lizerine, bir damla toxoplasma trofozoiti igeren sivi ve
iki damla aktivator konulmus. 37°C’deki su banyosun-
da 30 dakika inkiibe edilmis ve sonuglar lam lamel
arasi preparat hazirlanarak faz kontrast mikroskopun-
da incelenmistir. Parlak ve kenarlari belirgin goriinen
toxoplasmalari iceren preparat sulandirimlari negatif,
toxoplasmalarin kararmis ve grandlli bir gortiniim al-
digi preparat sulandirimlart da pozitif olarak degerlen-
dirilmistir.

Sekil 1. Vero hiicre kiiltiiriinde 2. Giinde hiicre icindeki

Toxoplasmalarin goriintimii
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BULGULAR

Toxoplasma hiicre kiiltiirii: Giinlik yapilan mik-
roskopik degerlendirmeler sonucunda, Vero hiicre
kiiltirtinde toxoplasma inokiilasyonunu izleyen 2.
Giinden itibaren hiicrelerin icinde trofozoitler tespit
edilmistir (Sekil 1 ve 2). Toxoplasmalarin cogalmasina
bagli total hiicre harabiyeti inokiilasyonu izleyen 4.
Giinde saptanmistir.

Sabin-Feldman testi: Her iki kaynaktan elde edilen
toxoplasma trofozoitleri ile anti-toxoplasma antikoru
pozitif serumlarla ayri ayri yapilan Sabin-Feldman
testlerinin sonuclari ayni titrelerde pozitif gortintii ver-
mislerdir (Sekil 3). Anti-toxoplasma antikoru negatif
serumlarda da her iki kaynaktan alinan toxoplasma
trofozoitleri ile negatif goriintii elde edilmistir (Sekil4).

TARTISMA

Toxoplasmosis’in teshisinde ok cesitli teknikler
kullaniimaktadir. Serolojik teknikler icinde 1948 yilin-
dan itibaren kullanilmaya baslanan Sabin-Feldman
testi referans laboratuvarlarda uygulanan bir yontem
olmustur (14). Boya testinin 1952 yilinda Lelong ve
Desmont (10) tarafindan modifiye sekli olan lizis testi,
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Bilim
Dali laboratuvarinda uzun yillardir uygulanmaktadir.
Sabin-Feldman testinde kullanilan canli organizmalar
fare peritonunda veya hiicre kiiltirtinde gogaltilarak
elde edilebilmektedir. Fareden fareye pasajlarla to-
xoplasmalarin canliliginin stirdtiriilmesi laboratuvarda
stirekli bir hayvan tnitesinin bulundurulmasi zorunlu-
luguna ve cok fazla sayida hayvan tiiketilmesine ne-
den olmaktadir. Bu da sadece toxoplasma teshisi igin

Sekil 2. Vero hiicre kiiltiriinde 3. Giinde hiicre icindeki ve
disindaki Toxoplasmalarin gortinimdi




Cigdem Giingor, Murat Ozsan 3

Sekil 3. Sabin-Feldman testinde anti-toxoplasma antikor pozitif
gorunt

kullanilabilecek, pahali olmasa da emek ve yer gerek-
tiren bir durum ortaya koymaktadir. Cesitli amaclara
yonelik olarak kullanilan hiicre kiiltiir laboratuvari bu-
lunan birimlerde, toxoplasma (retiminin hiicre kiiltii-
riiyle yapilmasinin ek bir yiik getirmeyecegi aciktir.
Calismamizda fare peritonu ve Vero hiicre kiiltiirii
olmak tizere, iki farkli kaynaktan elde edilen toxoplas-
ma trofozoitleri, Sabin-Feldman testinde kullanilmis-
tir. Her iki kaynaktan alinan toxoplasmalarla, daha
onceden anti-toxoplasma antikoru pozitif ve negatif
oldugu bilinen hasta serumlari ile yapilan Sabin-Feld-
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