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Recherches sur le diagnostic precoce de Fasdola gigantica
par la technique d'inınıuno-fluorescence chez les ovins

Resuıne: Dans ce travail, nous nous sommes servis, a cet effet, de la methode indirecte
d'immuno-f1uorescence afin de diagnostiquer la distomatose a Fassciola gigantica. Pour notre
experience, douze moutons de raee Akkaraman, ages de 1,5 ans, ont ete utilises. Ces douze
moutons ont ete divises en quatre groupes de nombre egale. Un groupe est garde eomme
temoin. Trois au tre groupes ont ete enfestes par 25, 50 et 75 de metacercaires.

La diagnostie de la maladie n'a ete possible qu'apres 20 jours d'infestation. En cas
positifs, les coupes de parasites presentent de lafluoreseenee specifiquejaune-verte au niveau
de la cuticule et des epithelcs caeea digestives des douves.

Soit pour des diagnoses preeoces, soit pour des titres d'antieorps, on n'a pas constate
de differance significative ch ez les moutons infestes par le nombre varie (25; 50; 75) des me-
tacercaires. Apres le traitement, le niveau obtenu des titres d'anticorps se manifeste decrois-
sance. On observe seulement une legere augmentation transitroire le 40 ieme jour, et on ne
trouve plus de recation positive a partir de ısO i('me jour.

Dans cette recherche que nous avons effectue pour le diagnostie de la distomatose,
la methode indirecte d'immuno-f1uorescence, a notre sens, semble satisfaisante et une tech-
nique süre.

Özet: Bu araştır~ada Fasciola giganlica'nın erken teşhisinde endirekt floresan antikor
tekniği uygulanmıştır. Bu amaç için 1,5 yaşında 12 adet akkaraman koyun kullanılmıştır.
Bunlar üçer koyunluk dört gruba ayrılarak, birinci grup 25, ikinci grup 50, üçüncü grup 75
metaserkerIe enfcste edilip, dördüncü grup kontrololarak bırakılmıştır.

Hastalığın teşhisi enfestasyonun 20 inci gününden itibaren mümkün olmuş, müsbet
vak'alarda parazit kesitinin kütiküli ve barsak epitelieri sarı-yeşil floresans vermiştir. 25;
50 ve 75 adet metaserkerle enfeste koyunlarda gerek erken teşhis gerekse antikor seviyesi
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bakımından önemli bir fark tes!:>ite:li1cmemiştir. Sağıtmayı müteakip koyunların serum ların-
daki antikor seviyesinde düşme, 40 ıneı günde hafifbir yükselme görülmüş, 150 inci günden
itibaren hiç bir müsbet reaksiyon tesbit edilememiştir.

Yaptığımız bu araştırma ilc endirekt fIaresan antikor tekniğinin distomatose'un teş-
hisinde iyi ve emin bir metod olduğu kanısına varılmıştır.

Giriş

Fasciola gigantica yurdumuzda oldukça yaygın olup, daha ziyade
ruminantların karaciğer ve safra yollarında paratzitlenen bir trema-
toddur. Bu parazitin etken olduğu distomatose hayvanlarda kilo kay-
bına, ölümlere ve karaciğerlerinin insanlar tarafından yenilerniyecek
duruma gelmesi dolayısıyla, zaten hayvansal protein açığı büyük olan
mcmleketimizde önemli ekonomik kayıplara sebep olmaktadır. Para-
zitin genç şekilleri karaciğer dokusunda büyük tahribatlara sebep
olduğundan F. gigantica'dan mütevellit ölümler daha ziyade hastalı-
ğın başlangıç safhasında olmaktadır. Bu kayıpların önlenebilmesi
için hastalığın erken devrede teşhis edilip sağıtılmaya geçilmesi gerek-
mektedir. Bu güne kadar fasciolose'un teşhisi dışkı, kan serumunda bazı
karaciğer enzimlerinin tesbiti, serolojik ve alicıjik reaksiyon metodlarıy-
la yapılabilmekte ise de bunlar erken teşhis yönünden fazla bir değer
taşımamaktadıdar.

Son yıllarda [Joresan antikor tekniği ilc gerek virusi ve bakteriyel,
gerekse bazı paraziter hastalıkların teşhisi konusunda yapılan çalışma-
lardan alınan başarılı sonuçlar bizi bu araştırmaya sevk etmiştir.

Floresan antikor tekniğini helmintoloji dalında ilk kez Jackson
(16) uygulamış, olgun Trichinella spiralis'lerde ve larvalarında anti-
genik bölgeleri saptamıştır. Daha sonra bu teknik helmint hastalıkla-
rından; schistosomose ( 2, 20, 22, 23, 24, 28), echinococcose (3, LO).
ascariose (25,27), anguillulose (8), fillarİose (7,13,15,22), dictyocau-
lose (17, 18, 19) ve trichinose (4,5,21)' un teşhisinde uygulanmıştır.

Fasciola hepatica'dan ileri gelen distomatose'un teşhisinde [Joresan
antikor tekniğini ilk defa Thorpe (26) uygulamıştır. Razı araştırmacılar
(1,6, 12, 14, 16, 18,26) antigen olarak genç veya olgun trematod-
ların kesitlerini kullandıkları halde Fraga de Azevedo ve Coelho Rom-
bert (9) miracidiumları kullanmışlardır. Ambroise- Thomas (1), F.
hepatica kesitlerinin özellikle kütiküla, sindirim borusu ve uterus çe-
perinde spesifik [Joresans gördüğünü, Koch (14), antikor teşekkülünün
ve titresinin aynı dozla cnfeste hayvanlar arasında farklılık gösterdiği-
ni bildirmektedir. Yapılan bazı çalışmalarda (14, 16, 18) hastalığın
teşhisinin enfestasyonun ikinci haftasından itibaren mümkün olduğu
belirtilmektedir.
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F. hepatica ilc enfeste şahıslarda sağıtmadan sonraki serolojik de-
ğişmeler incelenmiş, tedaviden sonraki birinci ayda antikor seviyesinin
yükseldiği daha sonra tedricen düşerek 7 inci aydan itibaren antikor
tesbitinin mümkün olmadığı belirtilmiştir (I, 12).

Biz, bütün literatür araştırmalanmıza rağmen fion'san antikor
tekniği ilc F. gigantica'nın teşhisi konusunda bir çalışmaya rastlaya-
yamadık.

Metaryal ve Metod

Araştırmamızda 1,5 yaşında 14 akkaraman koyun ve yine 1,5
yaşında bir dana kullanılmıştır. Hayvanlar denemeye alınmadan ön-
ce çeşitli antelmentiklerle sağıtılarak helmintlerden arıtılmıştır.

Enfestasyon metaryali olarak kullanılan 10 günlük metaserkerler
laboratuvarımızda suni olarak enfeste edilcn Adana orijinli Limnea
auricu!aria'lar dan elde edilmiştir.

Antigen olarak 200 F. gigantica metaserkeri ilc enfestc edilen bir
dananın karaciğerinden toplanan 2 aylık genç 1'. gigantica'lar kullanıl-
mıştır. Trematodlar % 0.9 luk fizyolojik suda 5 defa yıkandıktan
sonra eni, boyu ve derinliği takriben 1 cm. olan rat karaciğerleri par-
çalarına dikine saplanarak bloklar hazırlanmıştır. Bu blokların CO,
gazı ile dondurulmasından sonra Slee marka dondurma mikrotomun-
da 5 mikron kalınlığında kesitler yapılarak !fı.mlara monte edilmiştir.
Kesitler kurutulduktan sonra 5 dakika Carnoy solüsyonunda, 1 dakika
alkol ablsolüde tutularak tesbit edilmiştir.

Konjugat olarak "2356 Bacto-F A Sheep Glohulin Antiglobulin
(Rabbit)" ,kontrol serumları olarak da helmintsiz koyun serumu ve F.
gigantica'ya karşı immun koyun serumu kullanılmıştır. Helmintsiz ko-
yun serumu Be'.rlinVeteriner Fakültesinden temin edilmiş, F. gigantica'-
ya karşı immun serum ise 2 ve i ay ara ilc 20 + 50 + 350 = 420 me-
taserkerle enfeste edilen iki koyundan elde edilmiştir.

Hclmintlerden arıtılmış 12 koyun 3 er hayvanlık 4 gruba ayrıl-
mış, birinci gruba 25, ikinci gruba 50, üçüncü gruba 75 F. gigantica
metaserkeri jelatin kapsüller içinde yutturulmuş dördüncü grup ise
kontrololarak bırakılmıştır. Bu koyunların serumları enfestasyondan
10 gün önce ve enfestastyon tarihinden itibaren her 10 günde bir f1o-
resan antikor tekniği ile muayene edilmiştir.

Enfestasyondan sonraki 130 uncu günde enfeste gruplardan bi-
rer koyun bırakılmış, diğerlerinin kontrol grubundakilerle birlikte
otopsisi yapılıp, karaciğer ve akciğerlerinde bulunan F gigantica'lar
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toplanmıştır. Enfeste gruplardan bırakılan birer koyun 30 mg Ikg
hexachlorophene ile sağıtılıp, lOgünde birserumları endirekt floresan
antikor tekniği ile muayene edilerek, antikor seviyelerinde meydana
gelen değişmeler saptanmıştır.

Endireki Floresan Antikor Metodunun Uygulanması ve Mikroskopta Muayene

Tesbit edilmiş kesitler kurutulduktan sonra lamdaki birinci
kesit üzerine Coons-Buffer (PBS), ikinciye helmintsiz koyun serumu,
üçüncüye F. gigantica'ya karşı immun koyun serumu, dördüncüden

1sonraki kesitler üzerine muayene edilecek serumların 2'

15T2 ye kadar olan dilusyonları konmuştur.

-üzerine serum konmuş kesitler 37°C da rutubetli ortamda 30
dakika inkubasyona bırakılmıştır.

- Rutubetli ortamdan alınan lamlar hafifçe distile su ile yıkan-
dıktan sonra içinde buffer solüsyonu bulunan 3 kap ta 5 er dakika tu-
tularak hafifçe distile sudan geçirilmiştir.

- Lamlar havada kurutulduktan sonra kesitler üzerine konju-
gat konup tekrar 3rC da rutubetli ortamda 30 dakika inkubasyona
bırakılmıştır.

- Rutubetli ortamdan alınan lamlar içinde buffer solüsyonu bu-
lunan 3 kapta 5 er dakika tutulup daha sonra contre - coloration için

Evans blau'nun 1/5000 lik dilusyonunda 10 dakika bekletilmiştir.

- Evans blau'dan çıkarılan lamlar, içinde buffer bulunan 3 kap-
ta 10 ar dakika tutulup distile su ile hafifçe yıkandıktan sonra kurutul-
muş, üzerine 1/9 buffer i gliserin karışımından birer damla konarak
lamelle kapatılıp muayeneye hazır duruma getirilmiştir.

Muayene için Carl Zeiss'in basınçlı civa buharı ihtiva eden (Os-
ram HBO 200) ışık kaynaklı floresan mikroskobu kullanılmıştır.
Mikroskobik muayenede F. gigantica kesitinin kütiküla ve barsak epi-
telinin parlak sarı-yeşil floresans verdiği rat karaciğer dokusunun
kırmızı görüldüğü vak'alar müsbet (Resim 1), hem parazit kesitinin
hem de rat karaciğer dokusunun kırmızı görüldüğü vak'alar ise menfi
(Resim 2) olarak değerlendirilmiştir. Bu değerlendirme; helmintsiz
koyun serumu, F. gigantica'ya karşı immlin koyun serumu ve buffer
solüsyonu ile muamele edilen F. gigantica kesitlerinin gösterdiği reaksi-
yonlarla mukayeseli olarak yapılmıştır.



Floresan Antikor Tekniği tıc Koyunlarda Fasciola ...

Sonuçlar

129

Uygulanan bu teknikle F. gigantica'dan ileri gelen distomatose'un te~-
hisi enfestasyonun 20 inci gününden itibaren mümkün olmu~tur.
Enfestasyondan önce ve enfestasyondan 10 gün sonra yapılan bütün
muayenelerde hiçbir müsbet reaksiyon tesbit edilmediği halde 20 inci
gün yapılan muayenelerde enfeste koyunların ikinci grubundakiler-
den biri hariç diğerlerinin serumları deği~ik dilusyonlarda müsbet reak-
siyon göstermi~lerdir. 20 inci günde menfi bulunan bu koyun 30
uncu günden itibaren müsbet reaksiyon vermiştir. Kontrol koyunla-
rının serumları bütün muayenelerde menfi bulunmu~tur.

25 metaserkerle enfeste birinci gruptaki koyunların titrasyon de-
ğerlerinin geometrik ortalaması 20 inci günde 1/4 olarak tesbit edil-
miş, bu değer 30 uncu günde 1/3 e düşmü~ daha sonra yükselerek 40
ıncı günde 1/5, 50 inci günde 1/16) 60 ve 70 inci günlerde 1/25, 80
inci günde 1/64,90 ve 100 üncü günlerde 1/52, 110 uncu günde 1/64,
120 inci günde 1/80 ve 130 uncu günde 1/52 olarak saptanmı~tır (Gra
fik 1).

50 metaserkerle enfeste ikinci gruptaki koyunların titrasyon de-
ğerlerinin geomertrik ortalaması 20 inci günde 1/4 olarak tesbit edil-
mi~, 30 uncu günde 1/2) 40 ıncı günde 1/3, 50 inci günde 1/8 olarak
saptanmı~tır. Bu değer, grafik 1 de de görüldüğü gibi 90 ıncı günde
i /52 ye, 110 uncu günde i /64 c çıkmı~ 120 inci günde 1/48, 130 uncu
günde i /32 olarak saptanmı~tır.

75 metaserkerle enfeste üçüncü grup koyunların titrasyon değer-
lerinin geometrik ortalaması 20 inci günde i /2, 30 uncu günde 1/3,
40 ve 50 inci günlerde 1/6 olarak tesbit edilmi~, daha sonra tedricen
yükselerek 90 ıncı günde 1/80 olarak saptanmıştır. Bu değer, grafik 1 de
de görüldüğü gibi 100 üncü günden itibaren düşmüş 130 uncu günde
1/25 bulunmuştur.

Enfeste 3 gruptan birer koyun sağıtılarak antikor seviyelerindeki
değişmeler takip edilmiştir. Tedaviden sonraki 10 uncu günde yapılan
muayenelerde her üç koyunun antikor seviyelerinde düşme görülmüş-
tür. Sağıtma gününde yapılan muayenelerde her üç koyun 1/64 dilus-
yonda müsbet reaksiyon gösterdiği halde 10 uncu günde birinci grup-
tan olan koyun i /16, iki ve üçüncü gruptan olan koyunlar 1/8 dilus-
yanda müsb et reaksiyon vermişlerdir. Antikor seviyelerindeki bu düş-
me 30 uncu güne kadar devam etmiş, 30 uncu günde her üç koyunda
da 1/2 bulunmuştur. Daha sonra yükselerek 40 ıncı günde i /8 e çık-
mış, 50' inci günde tekrar i /2 olarak tesbit edilmiştir.; 60 ıncı günde tek-
rar bir yükselme gösteren titrasyon değerleri grafik 2 de de görüldüğü
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gibi hafif iniş-çıkışlar göstererek 140 ıncı günde en düşük seviyeye in-
miş, 150 ve 160 ıncı günlerde menfi bulunmuştur. İkinci gruptan olan
koyun 77 inci günde septisemiden ölmüştür.

Otopsi sonunda: 200 metaserkerle enfeste edilen danadan 121,
20 + 50 + 350 = 420 metaserkede enfeste edilen koyunların birin-
den enfeste edilen metaserker sayısına göre 16 \- 40 + 209 = 265, di-
ğerinden 18 + 28 + 154 = 200 adet F. gigantica toplanmıştır. Dene-
me gruplarında ise; 25 metaserkede enfeste edilen koyunların bi-
rinden 17, diğerinden 23; 50 metaserkede enfeste edilenlerin birin-
den 32, diğerinden 35; 75 metaserkede enfeste edilenlerin her ikisin-
dende 49 ar. adet F. gigantica toplanmış, kontrol grubunda ve sağıtılan
koyunlarda F. gigantica tesbit edilmemiştir.

Tartışma

Floresan antikor tekniği ile Fasciola gigantica'nın teşhisi konusunda
bir çalışma bulunmamasına rağmen F. hepatica ile yapılmış araştırma-
lar mevcuttur (1, 6, 9, 14, 16, 18, 26). Araştırmacılar yaptıkları eks-
perimental enfestasyonlarda hastalığın teşhisinin enfestasyonun 14
üncü gününden itibaren mümkün olduğunu belirtmektedider (14,
16, 18). Biz F. gigantica ile eksperimental olarak enfeste ettiğimiz koyun-
larda hastalığın 20 inci günden itibaren teşhis edilebileceğini saptadık.

Bazı araştırmacılar antigen olarak F. hepatica miracidiumlarını
(9), bazıları ise genç veya olgunlarının kesitlerini (1,612,14,16,18,
26) kullanmışlardır. Biz araştırmamızda genç F. gigantica'ları rat kara-
ciğeri parçalarına saplayarak dondurduktan sonra yaptığımız kesit-
leri kullandık.

Fasciola hepatica ile yapılan araştırmalarda parazitin kesitinde
floresans veren bölgelerin, özellikle kütiküla, kütiküla altındaki hücre
tabakası, barsak kanalı, uterus çeperi ve spermatogenik hücreler ol-
duğu belirtilmiştir (1, 16, 18). Biz, yaptığımız bu araştırmada Fasciola
gigantica kesitlerinin özellikle kütiküla ve barsak epitelinde spesifik
fIoresans gördük (Resim 1).

Ambroise-Thomas (1), Kien- Truong ve arkadaşları (ı 2), endi-
rekt fIoresan antikor tekniği ile, Fasciola hepatica'lı şahısların sağıtıl-
masından sonra, kanlarında mevcut antikor seviyesindeki değişiklikle-
ri araştırmışlardır. Araştırıcılar (1, 12), sağıtımadan sonraki birinci
ayda antikor seviyesinde, sağıtma öncesine nazaran önemli bir yüksel-
me saptamışlar, sonraları ise titrenin düşerek 7 inci aydan itibaren kay-
bolduğunu, "bazı vak'alarda ise düşük titI'elerde bir yıla kadar devam
ettiğini belirtmişlerdir.
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Biz çalı~mamızda antikor seviyesinin sağıtmadan sonraki birinei
ayda, sağıtma öncesine nazaran önemli derecede dü~tüğünü, 40 ıncı
günde biraz yükselip, daha sonraki günlerde hafif ini~ ve çıkı~lar gös-
tererek dü~meye devam ettiğini i40 ıncı günde en düşük seviyeye in-
diğini ve i50, 160 ıncı günlerde kaybolduğunu saptadık. Bizim yaptığı-
mız araştırmada, sağıtmadan sonra koyunlardaki antikor hiçbir zaman
tedavi anındaki seviyeye çıkmamıştır. 40 ıncı günde antikor seviyesin-
de saptanan yükselmenin, Fasciola'ların tahribi ile somatik antigenlerin
serbest kalması neticesi olduğu kanısına varılmı~tır.

Te~his, enfeste 9 koyunun 8 inde enfestasyonun 20 inci, i inde ise
30 uncu gününden itibaren mümkün olmuştur. 25, 50 ve 75 metaser-
kerle enfeste 3 grup koyunda, gerek erken tqhis, gerekse antikor se-
viyeleri yönünden önemli bir fark görülmemiştir. Enfeste koyunlardaki
antikor seviyesi 80 ile 120 inci günler arasında en yüksek değerlerde
bulunmu~tur.

Koyunların deneyselolarak enfestasyonundan önce yapılan, dı~kı
ve endirekt floresan antikor tekniği ile kan muayeneleri, fasciolose yö-
nünden menfi bulunmu~tur. Bu muayenelere göre, koyunların Fasciola
ile enfeste olmadıkları, daha önceden fasciolose geçirmi~ olsalar bile
Fasciola'ya kar~ı antikor ta~ımadıkları saptanmı~tır. Bundan dolayı el-
de ettiğimiz sonuçlar, doğrudan doğruya deneyselolarak yapılan
Fasciola gigantica enfestasyonuna bağlıdır.

Dı~kı muayene metodlarıyle, Fasciola gigantica'nın sebep olduğu
distomatose'un te~hisi ancak prepatent periyodun sonunda yani en-
festasyonun 93- i i 5 inci günlerinde yapılabilmekte iken, endirekt
floresan antikor tekniği ile bu süre 20 gün olmaktadır. Hastalığın bu
teknik yardımıyla erken teşhis edilerek sağıtılmasıyla, sebep olduğu
büyük ekonomik kayıpların önlenmesi mümkün olabilecektir.
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Resim I. Müsbet reaksiyon.
(Photo i . Rcactian positive.)

Resim 2. Menfi reaksiyon.
(Photo 2. Reaction negative.)
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Grafik ı, Enfcste grupların titrasyon değerierinin geometrik ortalaması.
(Tableau i. Moyennes geometriques des titres d'anticorps chez des groupes infestes.)

, ' ..

, .' ',-J.",~.'ı;;
CO' ~;j' ,~L
,y..eJt:'~:'__~ "lı~~ •
150 160 ~ o','

« • GlIıı

Grafik 2. Sağıtma sonrası enfeste koyunların antikor seviyelerindeki değişmeler.
(Tableau 2. Changements sur les titres d'anticorps chez des moutons apres leur

traitement.)
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