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OZET

Amag: Toxoplasma gondii (T. gondiii) kiiltirlerinde konak-parazit dinamiklerinin arastiriimasi.

Yéntemler: T. gondii, takizoitleri Vero-Eé hiicre kiiltirlerinde 37°C'de, %5 CO,'li ortamda inkiibe edildi. Takizoit ve konak hiicreleri igik
mikroskobisi ile karakterize edildi. Parazitin Greme kinetikleri belirlendi.

Bulgular: Takizoit kilturleri ve parazit icermeyen kontrol Vero hiicre kiltdrleri karsilagtirilarak, takizoitlerin cogalma zamani ve konak hiicrelerin
canliligi saptandi. Kilturlerden toplanan takizoitler daha sonraki arastirmalar igin bir seri haline getirildi. Saflastirnlan parazit serisi, bir katalog
adi altinda, GPK-001 olarak adlandirild.

Sonug: Bu arastirmada, hiicre ici bir parazit olan T. gondii'nin steril sartlar altinda hilcre kiltirlerinde Uretilebilecegini gosterdik. Calismamizda
olusturulan parazit hattinin diger pek cok calismada yararli olacagina ve T. gondii enfeksiyonlarinin biyolojisi ve tedavisi hususunda sorulara
cevaplar sagliyacagina inaniyoruz.

(Turkiye Parazitol Derg 2011; 35: 61-4)
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ABSTRACT

Objective: To investigate parasite-host dynamics in cultures of Toxoplasma gondii (T. gondii).

Methods: T. gondii tachyzoites were incubated in Vero-E6 cell cultures at 37°C, 5% CO,,. Tachyzoites and host cells were characterized by
light microscopy. Growth kinetics of the parasite were determined.

Results: Doubling time of tachyzoites and viability of host cells were determined by comparing tachyzoite cultures and control Vero cell
cultures that were free of parasites. Tachyzoites harvested from cell cultures were established as a line for future studies. Purified tachyzoit
line was named as GPK-001, a catalog name for the line.

Conclusion: In this study, we showed that an intracellular parasite, T. gondii can be produced in cell cultures under sterile conditions. We
believe that the tachyzoite line established in this study would be useful in many other studies and provide answers to questions regarding
biology and treatment of T. gondii infections.

(Turkiye Parazitol Derg 2011; 35: 61-4)
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GiRiS

T. gondii, cesitli memeli ve kus tirlerini enfekte eden hicre ici
parazitik bir protozoandir (1, 2). GinimUzde insan nifusunun
yaklagik %25'i T. gondii ile enfekte olmus durumdadir (3). Parazit
ileri evrelerde insanda élimle sonuclanabilen, hamile kadinlarda
distge yol agan Toxoplasmosis enfeksiyonunun etkenidir (4).
insan yasamina verdigi zararlardan dolay: parazitle ilgili calisma-
lar hiz kazanmustir. T. gondii arastirmalarinda ¢ogunlukla kullani-
lan in vivo yéntemler kadar in vitro ¢caligmalar da énem kazanma-
ya baslamistir. In vitro kiltir sistemleri T. gondii ile yapilan
genetik calismalarda, ilag ¢alismalan ve serolojik testlerin gelisti-
rilmesinde dnemli bir temel olusturmaktadir (5).

Toxoplasma enfeksiyonun baglamasinda, doku kisti bulunduran
et Urlnlerini ¢ig halde tiketmek, ookist bulunduran toprak ve
sular kullanmak baslica sebepler olmakla birlikte (6), kan trans-
flzyonu, organ transplantasyonu ve transplasental yolla enfeksi-
yonamaruzkalmak dasiksik kargilagilmaktadir (7). Transplantasyon
sonrasi hastalarda yapilan klinik calismalarda, 6zellikle kalp trans-
plantlarinda toxoplasmosis’e siklikla rastlanmaktadir (8).

Ana konagi kedigiller olan parazitin, ara konaklari ise kedigiller
dahil butiin memeliler ve kuslardir (9). Parazitin enfeksiyon sira-
sinda gegirdigi 3 formu vardir. Bunlar Takizoit (gruplar halinde
veya tek tek bulunduklar evre), bradyzoit (doku kistlerinde
bulundugu evre) ve sporozoit (ookistlerde, konak diginda) olarak
adlandinlir (10). Parazitin kendine ait cesitli yasamsal yapilan
bulunmasina ragmen takizoit formu hayatta kalabilmek ve ¢oga-
labilmek icin konaga ihtiya¢ duymaktadir. Bu gelisme déneminde
parazit “endodyogeni” yoluyla ikiye bdlinerek hizla cogalir (11).
Parazit hiicrelerde de takizoit formunda gdzlenmektedir.

Toxoplasma aragtirmalarinda ve klinik testlerde fare ya da sican
gibi deney hayvanlan siklikla kullaniimaktadir. Ancak ginimizde
gelistirilmekte olan modern test sistemleri Toxoplasma'nin in
vitro olarak ¢odaltilmasindaki zaruriyeti de ortaya koymaktadir.
Ozellikle, diger mikroorganizmalardan arindinlmis, saf, kalici ve
stregen bir parazit kaynaginin kullanilmasi, T. gondii ¢calismala-
rindan elde edilen sonuglara, gliveni arttirici dnemli bir etkendir.
Ayrica hicre kiltird ile yillarca yeterli sayida takizoid elde etmek
miamkindir (12).

Calismalarimizda hucre kiltirt yontemi kullanilarak yeterli sayi-
da, saf ve kalic bir toxoplasma kaynadi elde edilmesi hedeflen-
mistir. Bu amacla parazitin Gretimi icin hicre kdltar sistemi kuru-
larak, parazit serileri (hatlar) elde edildi, parazitin konak hiicreye
etkisi, morfolojik ozellikleri ve Greme potansiyelleri arastinld.

GEREC VE YONTEM

Vero-E6 hiicre kiiltiirleri

Vero-Eé6 hiicrelerini (ATCC, CRL-1586) tretmek igin kiltlr besiye-
ri olarak %10 fetal sigir serumu, 200 unit/ml penisilin, 200 pg/ml
streptomisin, 0.02mM/ml L-glutamin, 0.01 mM/ml sodyum piru-
vat, 50pM/ml B-merkaptoetanol ile zenginlestirilmis Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Hepsi Gibco®, CA, USA) kul-
lanildi. Vero-E6 hicreleri besi yeri iceren kiltir flasklarina yerles-
tirildikten sonra kdltdr flaskinin tabanini kaplayana kadar 37°C ve
%5 CO,'li etiivde, haftada 2-3 defa besiyeri degistirelerek uretil-
di. Flaskin tabanini tamamen kaplayan hicreler, tripsin-EDTA

solusyonu (Gibco®, CA, USA) ile kaldinldi ve taze besi yeri iceren
yeni flasklara aktarldi. Bu sekilde yapilan seri pasajlamalar ile
Vero-E6 hiicrelerinin devamli kiltirleri gerceklestirildi.

Parazit liretimi

Farede in vivo kosullarda Uretilmis olan T. gondii, Vero-E6é hiicre-
leri konak olarak kullanilarak, seri aktanmlar yoluyla Uretildi.
Baslangista cesitli bakteri ve mantarlar ile kontamine halde mev-
cut olan Toxoplasma gondii, iki kat daha fazla Penisilin-
Streptamisin dozu kullanilarak 20 seri aktarm sonucu, diger
komponent ve bakterilerden temizlenmis hale getirildi.

Fare peritonel sivisindan alinan parazitler DMEM besi yerinde
Vero kilturlerine aktarldi. Saflagtirma iglemi tamalandiktan sonra
iki grup olusturuldu. Bir grup Vero hiicresi, pozitif kontrol olarak
kullanildi ve parazit eklemesi yapilmadan dizenli aktarimlarla
dretildi. Bu Uretim icin hicreler kiltur flaskinin tabanini tamamen
kaplayinca %0.25 tripsin-EDTA ¢ozeltisi kullanilarak tripsinize
edildi. Toplanan hicreler yeni besiyeri ile her flaskta 10° hiicre/ml
hiicre olacak sekilde yeni flasklara aktarildi.

Parazit ilavesi yapilan Vero kilturlerinde, Vero hicrelerinin orani
her flaskta 10° hiicre/ml hiicre olacak sekilde sabit tutuldu. Her
flaskta 2000 takizoit/ml parazit olacak sekilde seri aktanimlar
yapildi. Prazitlerin Greme oranlan dizenli olarak takip edildi.
Parazit ve konak Vero hiicreleri, 12 megapiksel gliclinde kamera-
ya sahip Leica DM 4000B model (Leica, Germany) mikroskop
altinda géruntilendi. Elde edilen gorintiler Leica Application
Suite olarak adlandirlan gériintileme programi kullanilarak ana-

liz edildi.

Parazit canlilig: tayin yontemi

Kultir ortaminda Uretilen takizoitlerin canliidi tripan mavisi ile
boyama yapilarak saptandi. Tripan mavisi ile boyanan takizoitler,
hemositometre ile sayilarak canliliklar hesaplandi.

BULGULAR

Fareye inokile edilmis olan T. gondii fareden elde edilerek in
vitro kiltir ortaminda ¢ogaltildi. Paraziti codaltmak icin Vero-Eé
hiicre serisi (ATCC, CRL-1586) olarak adlandirlan Afrika yesil
maymun bdbrek hiicreleri kullanildi (Resim 1). Elde edilen primer
parazit kiltlrG inverted mikroskopide incelendiginde ortamda
yogun miktarda partikdl tespit edildi. Primer parazit kiltirlerinin
ilerleyen inklibasyon agamalarinda mantar ve bakteri ile kontami-
ne oldugu saptandi (Bulgularda gdsterilmiyor).

Primer kiltlrlerdeki kontaminasyonun giderilmesi ve onlenmesi
icin, baslangig olarak, ylksek penisilin-streptomisin orani bulunan
besiyerleri kullanilarak T. gondii 20 jenerasyon boyunca Uretildi.
Her jenerasyonda antibiyotik iceren taze besiyerine aktarilarak,
bakteri ve funguslardan arinmis olan kiltirler elde edildi. Her
jenerasyon sirasinda elde edilen takizoitler yikanarak 2000 takizoit/
ml yodunlukta prazitin taze besiyerine transferi gerceklestirildi. Bu
islemden sonra, her jenerasyon sonunda, parazitin bir kismi kriop-
rezervasyon kosulari altinda, daha sonraki calismalarda kullanilmak
Uzere saklandi. 20 jenerasyon sonra yapilan kiltirlerden alinan
ornekler zenginlestirilmis agar plaklarina ekilerek bakteri ve man-
tar Uremedigi saptandi (Bulgularda gdsterilmiyor). Boylece her-
hangi bir kontaminasyon gézlenmeyen T. gondii parazit serisi elde
edilmis oldu. Bu seri GPK-001 olarak adlandirild.
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Resim 1. Yesil Afrika maymunu bdbrek hicresi (ATCC, CRL-1586)
olan Vero-E6 hicrelerinin hiicre kiltirinde Gremesi sirasindaki
morfolojik yapisi

T. gondii ireme kinetigi

Vero-E6 hiicreleri (10° hiicre/ml) 25cm? hiicre kiltir flasklarinda
uretildi. GPK-001 serisi takizoitlerinden 2x10® parazit/ml olacak
sekilde kiltir sistemine ilave edildi. Kiltlrler ginlik olarak takip
edildi. Kultlr ortamina birakilan takizoitler birkag saat icinde kul-
tlrdeki Vero-E6 hlcreleri enfekte ederek hiicre icine yerlesti. Bu
agsamada cekilen fotograflarda parazit dig ortamda olmadigin-
dan dolayr gorintilenemedi (Resim 2A). Daha sonra yapilan
takiplerde, ilk dort giin besi ortaminda hig¢ parazite raslanmad.
Besinci glin yapilan sayimlarda kiltlr ortaminda 1.2x10° takizoit/
ml parazit tespit edildi (Resim 2B). Daha sonraki gtinlerde kiltir
ortaminda parazit artigi ve hiicreleri patlatarak hicre disina ¢ik-
masi devam etti. Parazit sayisi onuncu giinde 2.8x10¢ takizoit/ml
olarak artig gdsterdi (Resim 2C). Kiltlrlerde parazit sayisinin agir
artmasina karsin konak Vero hicrelerinin 8lim oranlarinin da
arttigr gozlendi (Resim 2D).

Kiltdr ortaminda Uretilen parazitlerin canlilik analizleri tripan
mavisi boyamasi ile yapildi. Kiltdr ortaminda treyen parazitlerin
canlihgy, ilk 8 giin icinde, %98+2 olarak tespit edildi. Daha sonra-
ki glnlerde kiltir ortaminda artan parazit sayisina, kisith miktar-
da mevcut olan besin miktar ve konak hicre sayisina bagli olarak
parazit canhlginda, zaman i¢inde giderek azalma gdzlendi
(Sekil 1).

Ortalama 10-15 giin igerisinde konak Vero-E6 hiicreleri canlilikla-
rini tamamen kaybetti. Buna bagli olarak parazitlerde de morfo-
lojik degisiklikler gézlenmeye baslandi. Ornegin, takizoit for-
mundaki yay sekilleri yavas yavas kayboldu, bunun yerini daha
hareketsiz ve yuvarlak bir morfolojik yapi aldi. Bu asamadan
sonra, tripan blue ile yapilan parazit sayimlarinda, boyanin para-
zitlerin icine nifuz etmeye bagladigi gozlendi.

TARTISMA

T. gondii teshis ve tedavisinde ¢ok ¢esitli ydntemler bulunmakta-
dir. Bu yontemlerin uygulanmasinda, yapilan kiltdr calismalarinin
énemli yeri bulunmaktadir. Ozellikle teshis amach kullanilan
Sabin-Feldman boya testi, parazitin tespitinde altin standart yon-

Resim 2. Kiltir ortaminda retilen T. gondii takizoitleri ve konak
Vero hicrelerinin Greme kinetigi ve morfolojik &zellikleri. A)
Takizoitler konak Vero hirelerini enfekte ederek bir kag saat icinde
hicre icine yerlesir ve goériinmez hale gelir, B) yaklasik 4 giln
sonunda hicre i¢cinde ¢codalan takizoitler konak hiicreleri patlatarak
disan cikmaya baslar, C) Takizoitler sayica artmaya buna karsin
konak htcreler yagsamlarini yitirerek sayica azalmaya devam eder,
D) Kdltir ortaminda tremis olan milyonlarca takizoit yavas yavas
yasamlarini yitirmeye baslar
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Sekil 1. Kiltir ortaminda Ureyen takizoit canlilik kinetigi

temdir. Bunun disinda ELISA da gecerliligini korumaktadir (13).
Ancak bu testlerin uygulanmasinda kisitlamalar mevcuttur. Zira
bu testlerin uygulanabilmesi icin dizenli olarak T. gondii antijeni
saglanmasi gerekmektedir. Pek ¢ok calismada parazit, 6zellikle
rat ve fare gibi hayvanlardan caligma sirasinda elde edilmektedir.
Hastane ortaminda rahatga kullanilabilecek olan bu testler, hay-
vanlarin hastaneye sokulamamasi ve hastane ortaminda barindi-
rlamamasi gibi dezavantajlar sebebiyle yapilamamaktadir.
Bakteri veya mantar kontaminasyonu icermeyen T. gondii kiltir-
leri in vitro ortamda, parazit hiicre serileri olarak kolayca Uretile-
bilir. Bu calismada elde edilen GPK-001 parazit serisi in vitro
Toxoplasma ¢aligmalari icin dnemli bir kazanimdir.

GPK-001 parazit serisinin hiicre kiltirlerindeki Gretimi sirasinda,
Vero kilturlerinin parazitle enfeksiyonunu takiben ilk dért ginlik
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stre icerisinde kiltlr ortaminda hicbir takizoit formu gézlenme-
mistir. Bunun sebebi sdyle aciklanabilir: T. gondii hiicre i¢i zorun-
lu bir protozoandir. Vero-Eé hicre kiltirine parazit ilavesini
takiben bir kag saat icinde takizoidler hicre icine girerek ¢cogdal-
ma evresine gecer. Takizoidlerin Vero hiicreleri icindeki cogalma
evreleri, aragtirmamizda yapilan kiltirlerde yaklagik 3-4 giin ola-
rak belirlendi. Dolayisi ile takizoitler ilk 4 gtin konak hicre iceri-
sinde kaldigi i¢in kiltir ortaminda tespit edilemedi. Bu sire
sonunda hlcreleri patlatarak sayilar yaklasik bir ka¢ bin kat art-
mis bir sekilde kiltir ortamina ciktilar. Kiltir ortamina ¢ikmig
olan parazitler enfekte olmamis olan Vero hicrelerini enfekte
ederek ¢codalma dénglsine devam etti. Ancak ikinci bes gunlik
strede, kiltir ortamindaki canli Vero hicre sayisi azaldigi icin
parazit Uremesindeki artig yavagladi. Toplam 10-15 glnlik slre
zarfinda, konak hicrelerin tamamen &lmesiyle birlikte parazitle-
rin Greyebilecegdi bir konak hicre ortami kalmadidi icin takizoitler
sporozoit formuna dénismeye basladi. Saadatnia ve ark. (14)
yaptidi calismada benzer konak hiicre ve parazit kinetikleri tespit
edilmistir.

Hucre hatlan ve kiltir metodlan kullanilarak Gretilen T. gondii
serilerinden, serolojik testler, genetik caligmalar ve izolasyon
calismalar igin kolayca antijen elde edilebilir (15). Bu tur in vitro
calismalar T. gondii konusuda aydinlatilamamis olan bilgilerin
anlagilmast icin kullanigli bir yéntem olusturabilir.

Sonug olarak calismalarmizda elde edilen GPK-001 T. gondii
parazit serisi, enfeksiyonun tesghisinin daha az maliyetli hale gel-
mesini saglayacak arastirmalarda kullanisl olabilecegi gibi,
Toxoplasma konusunda diger bir cok arastirma icin de surekli ve
canli T. gondii elde etmeye olanak saglayacak bir caligmadir.

TESEKKUR

Calismanin yaziminda kullanilan kaynaklarin dizenlenmesinde
emedi gegen Gazi Universitesi Immunoloji Anabilim Dal,
Doktora Ogrencisi sayin Emine Yavuz'a tesekkiir ederiz.

Cikar Catismasi
Yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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