A.U. Veteriner Fakiiltesi Genel Parazitoloji ve Helmintoloji Kiirsiisii
Prof. Dr. Nevzat Giiralp

FLORESAN ANTIKOR TEKNIGI ILE KOYUNLARDA FAS-
CIOLA GIGANTICA’'NIN ERKEN TESHISI UZERINDE
ARASTIRMALAR*

Recep Tinar**

Recherches sur le diagnostic précoce de Fasciola gigantica
par la technique d’immuno-fluorescence chez les ovins

Résumé: Dans cc travail, nous nous sommecs servis, a cet effet, de la méthode indirecte
d’immuno—fluorescence afin de diagnostiquer la distomatose & Fassciola gigantica. Pour notre
expérience, douze moutons de race Akkaraman, agés de 1,5 ans, ont été utilisés. Ces douze
moutons ont été divisés en quatre groupes de nombre ¢gale. Un groupe est gardé comme
témoin. Trois autre groupes ont été enfestés par 25, 50 ct 75 de métacercaires.

La diagnostic de la maladie n’a ¢été possible qu’aprés 20 jours d’infestation. En cas
positifs, les coupes de parasites présentent de lafluorescence spécifique jaunc-verte au niveau
de la cuticule et des épithéles caeca digestives des douves.

Soit pour des diagnoses précoces, soit pour dcs titres d’anticorps, on n’a pas constaté
de différance significative chez les moutons infestés par le nombre varié (25; 50; 75) des mé-
tacercaires. Aprés lc traitement, le nivcau obtenu des titres d’anticorps se manifeste décrois-
sance. On observe seulement unc légére augmentation transitroire le 40 iéme jour, et on ne
trouve plus de récation positive A partir de 150 i¢me jour.

Dans cette recherche que nous avons effectué pour le diagnostic de la distomatose,
la methode indirecte d’immuno-fluorescence, a notre sens, semble satisfaisante et une tech-

nique sure.

Ozet: Bu ara;tlr‘mada Fasciola gigantica’nin erken teshisinde endirekt floresan antikor
teknigi uygulanmistir. Bu amag igin 1,5 yasinda 12 adet akkaraman koyun kullanilmastir.
Bunlar iicer koyunluk dért gruba ayrilarak, birinci grup 25, ikinci grup 50, tginci grup 75
metaserkerle enfeste cdilip, dérdiincii grup kontrol olarak birakilmstir.

Hastaligin teshisi enfestasyonun 20 inci giininden itibaren miimkiin olmus, misbet

vak’alarda parazit kesitinin kiitikiila ve barsak cpitelleri san-ycsil floresans vermistir. 25;
50 ve 75 adet metaserkerle enfeste koyunlarda gerek erken teshis gerekse antikor scviyesi
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bakimindan 6nemli bir fark tesbit cdilememistir. Sagitmayt miiteakip koyunlarin scrumlarin-
daki antikor seviyesinde disme, 40 1inct gunde hafif bir yiikselme gériilmis, 150 inci giinden
itibaren hig bir misbet reaksiyon tesbit edilememistir.

Yaptigimiz bu arastirma ile endirekt floresan antikor tekniginin distomatose’un teg-
hisinde iyi ve emin bir mctod oldugu kamsina varilmistir.

Giris

Fasciola gigantica yurdumuzda oldukca yaygin olup, daha ziyade
ruminantlarin karaciger ve safra yollarinda paratzitlenen bir trema-
toddur. Bu parazitin ctken oldugu distomatose hayvanlarda kilo kay-
bina, olimlere ve karacigerlerinin insanlar tarafindan yenilemiyecek
duruma gelmesi dolayisiyla, zaten hayvansal protein agig1 biiyik olan
memleketimizde énemli ckonomik kayiplara sebep olmaktadir. Para-
zitin geng sekilleri karaciger dokusunda biiyik tahribatlara sebep
oldugundan F. gigantica’dan miitevellit 6limler daha ziyade hastal-
gin baslangic safhasinda olmaktadir. Bu kayiplarin 6nlenebilmesi
i¢in hastaligin erken devrede teshis edilip sagitilmaya gecilmesi gerck-
mektedir. Bu giine kadar fasciolose’un teshisi diski, kan serumunda baz:
karaciger enzimlerinin teshiti, serolojik ve allerjik reaksiyon metodlarny-

la yapilabilmekte ise de bunlar crken teshis yoniinden fazla bir deger
tagimamaktadirlar,

Son yillarda [loresan antikor teknigi ile gerek virusi ve bakteriyel,
gerekse bazi paraziter hastahklarin teshisi konusunda yapilan galigma-
lardan alinan bagarili sonuglar bizi bu arastirmaya sevk etmistir.

Florcsan antikor teknigini helmintoloji dalinda ilk kez Jackson
(16) uygulamis, olgun Trichinella spiralis’lerde ve larvalarinda anti-
genik bolgeleri saptamiguir. Daha sonra bu tcknik helmint hastalikla-
rindan; schistosomose ( 2, 20, 22, 23, 24, 28), echinococcose (3, 10).
ascariose (25, 27), anguillulose (8), fillariose (7, 13, 15, 22), dictyocau-
lose (17, 18, 19) ve trichinose (4, 5, 21)’ un teshisinde uygulanmgtir.

Fasciola hepatica’dan ileri gelen distomatose’un teshisinde florcsan
antikor teknigini ilk defa Thorpe (26) uygulamistir. Baz1 aragirmacilar
(1, 6, 12, 14, 16, 18, 26) antigen olarak geng veya olgun trematod-
larin kesitlerini kullandiklar: halde Fraga de Azevedo ve Coclho Rom-
bert (9) miracidiumlart kullanmiglardir. Ambroise-Thomas (1), F.
hepatica kesitlerinin 6zellikle kiitiktla, sindirim borusu ve uterus ge-
perinde spesifik floresans gordiigini, Koch (14), antikor tesekkiiliiniin
ve titresinin aymi dozla enfeste hayvanlar arasinda farklihk gésterdigi-
ni bildirmektedir. Yapilan baz1 ¢aliymalarda (14, 16, 18) hastaligin
teshisinin enfestasyonun ikinci haftasindan itibaren mimkiin oldugu
belirtilmektedir.
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F. hepatica ile enfeste saluslarda sagitmadan sonraki serolojik de-
gismeler incelenmis, tedaviden sonraki birinci ayda antikor seviyesinin
yiikseldigi daha sonra tedricen diiserck 7 inci aydan itibaren antikor
tesbitinin miimkiin olmadi belirtilmigtir (1, 12).

Biz, biitiin literatiir arastirmalarimiza ragmen floresan antikor
teknigi ile F. gigantica’nin teshisi konusunda bir caliymaya rastlaya-
yamadik.

Metaryal ve Metod

Aragtirmamizda 1,5 yaginda 14 akkaraman koyun ve yine 1,5
yasinda bir dana kullamlmistir. Hayvanlar dencmeye alinmadan on-
ce cesitli antelmentiklerle sagiularak helmintlerden antilmigtir.

Enfestasyon metaryali olarak kullanilan 10 giinlik metaserkerler
laboratuvarimizda suni olarak enfeste edilen Adana orijinli Limnea
auricularia’lar dan elde edilmistir.

Antigen olarak 200 F. gigantica metaserkeri ilc enfeste edilen bir
dananin karacigerinden toplanan 2 aylik geng F. gigantica’lar kullanil-
migtir. Trematodlar % 0.9 luk fizyolojik suda 5 defa yikandiktan
sonra eni, boyu ve derinligi takriben 1 cm. olan rat karacigerleri par-
calarina dikine saplanarak bloklar hazirlanmigtr. Bu bloklarin CO.
gaz1 ile dondurulmasindan sonra Slec marka dondurma mikrotomun-
da 5 mikron kalinligida kesitler yapilarak lamlara monte edilmistir.
Kesitler kurutulduktan sonra 5 dakika Carnoy soliisyonunda, 1 dakika
alkol ablsoliide tutularak tesbit edilmigtir.

Konjugat olarak “2356 Bacto-FA Sheep Globulin Antiglobulin
(Rabbit)”’ kontrol serumlar: olarak da helmintsiz koyun scrumu ve F.
gigantica’ya kargl immun koyun scrumu kullamiimistir. Helmintsiz ko-
yun serumu Berlin Veteriner Fakiiltesinden temin edilmis, F. gigantica’
ya kargl immun scrum isc 2 ve 1 ay ara ile 20 + 50 + 350 = 420 me-
taserkerle enfeste cdilen iki koyundan elde edilmistir.

Heclmintlerden aritilmig 12 koyun 3 er hayvanlhik 4 gruba aynl-
mug, birinci gruba 25, ikinci gruba 50, iiglincii gruba 75 F. gigantica
metaserkeri jelatin kapsiller iginde yutturulmug dérdiincii grup ise
kontrol olarak birakilmigtir. Bu koyunlarin serumlar1 cnfestasyondan
10 giin 6nce ve enfestastyon tarihinden itibaren her 10 giinde bir flo-
resan antikor teknigi ile muayene edilmigtir.

Enfestasyondan sonraki 130 uncu giinde enfeste gruplardan  bi-
rer koyun birakilmig, digerlerinin kontrol grubundakilerle birlikte
otopsisi yapilip, karaciger ve akcigerlerinde bulunan F gigantica’lar
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toplanmigtir. Enfeste gruplardan birakilan birer koyun 30 mg/kg
hexachlorophene ile sagitihp, 10 giinde bir serumlar1 endirekt floresan
antikor teknigi ile muayenc edilerek, antikor scviyelerinde meydana
gelen degigmeler saptanmistir.

Endirekt Floresan Antikor Metodunun Uygulanmast ve Mikroskopta Muayene

Tesbit edilmis kesitler kurutulduktan sonra lamdaki birinci
kesit iizerine Coons-Buffer (PBS), ikinciye helmintsiz koyun serumu,
Ugunciiye F. gigantica’ya karst immun koyun serumu, dérdiinciiden

Do I . 1 1
sonraki kesitler iizerine muayene edilecek serumlarin —, ——,..

27 47
1 .
=73 Ye kadar olan dilusyonlar1 konmustur.

—Uzerine serum konmug kesitler 37°C da rutubetli ortamda 30
dakika inkubasyona birakilmistir.

— Rutubetli ortamdan alinan limlar hafif¢e distile su ile yikan-
diktan sonra iginde buffer soliisyonu bulunan 3 kapta 5 er dakika tu-
tularak hafifce distile sudan gegirilmistir.

— Lamlar havada kurutulduktan sonra kesitler lizerine konju-
gat konup tekrar 37°C da rutubetli ortamda 30 dakika inkubasyona
birakilmigtir.

— Rutubetli ortamdan alinan lamlar i¢inde buffer soliisyonu bu-
lunan 3 kapta 5 er dakika tutulup daha sonra contre - coloration igin

Evans blau’nun 1/5000 lik dilusyonunda 10 dakika bekletilmigtir.

— Evans blau’dan ¢ikarilan lamlar, i¢inde buffer bulunan 3 kap-
ta 10 ar dakika tutulup distile su ile hafifce yikandiktan sonra kurutul-
mug, Uzerine 1/9 buffer | gliserin karigimindan birer damla konarak
lamelle kapatilip muayeneye hazir duruma getirilmistir.

Muayene igin Carl Zeiss’in basingli civa buhari ihtiva eden (Os-
ram HBO 200) ik kaynaklhi floresan mikroskobu kullanilmstir.
Mikroskobik muayenede F. gigantica kesitinin kiitikiila ve barsak cpi-
telinin parlak sari-yesil floresans verdigi rat karaciger dokusunun
kirmuzi gorildiga vak’alar miisbet (Resim 1), hem parazit kesitinin
hem de rat karaciger dokusunun kirmizi gériildiigii vak’alar ise menfi
(Resim 2) olarak degerlendirilmigtir. Bu degerlendirme; helmintsiz
koyun serumu, F. gigantica’ya kargt immun koyun serumu ve buffer
soliisyonu ile muamele edilen F. gigantica kesitlerinin gosterdigi reaksi-
yonlarla mukayescli olarak yapilmigtir.
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Sonuglar

Uygulanan bu teknikle F. gigantica’dan ileri gelen distomatose’un tes-
hisi enfestasyonun 20 inci giiniinden itibaren miimkiin olmugstur.
Enfestasyondan énce ve cnfestasyondan 10 giin sonra yapilan biitiin
muaycnelerde higbir miisbet reaksiyon tesbit edilmedigi halde 20 inci
giin yapilan muayenelerde cnfeste koyunlarn ikinci grubundakiler-
den biri harig digerlerinin serumlar degisik dilusyonlarda miisbet reak-
siyon gostermiglerdir. 20 inci giinde menfi bulunan bu koyun 30
uncu giinden itibaren miisbet reaksiyon vermigtir. Kontrol koyunla-
rinin serumlari biitiin muayenelcrde menfi bulunmugtur.

25 metaserkerle enfeste birinci gruptaki koyunlarin titrasyon de-
gerlerinin geometrik ortalamasi 20 inci giinde 1/4 olarak tesbit cdil-
mis, bu deger 30 uncu giinde 1/3 e diigmiig daha sonra yiikselcrek 40
mnct giinde 1/5, 50 inci giinde 1/16, 60 ve 70 inci giinlerde 1/25, 80
inci giinde 1/64, 90 ve 100 iincii giinlerde 1/52, 110 uncu giinde 1/64,
120 inci giinde 1/80 ve 130 uncu giinde 1/52 olarak saptanmigtir (Gra
fik 1).

50 metaserkerle enfeste ikinci gruptaki koyunlarn titrasyon de-
gerlerinin geomertrik ortalamas1 20 inci giinde 1/4 olarak tesbit edil-
mis, 30 uncu giinde 1/2, 40 ina1 giinde 1/3, 50 inci giinde 1/8 olarak
saptanmigtir. Bu dcger, grafik 1 de de gérildigi gibi 90 inc1 glinde
1/52 ye, 110 uncu giinde 1 /64 ¢ ¢ikmig 120 inci giinde 1/48, 130 uncu
giinde 1/32 olarak saptanmustir.

75 metaserkerle enfeste iiglincii grup koyunlarin titrasyon deger-
lerinin geometrik ortalamast 20 inci giinde 1/2, 30 uncu giinde 1/3,
40 ve 50 inci giinlerde 1/6 olarak tesbit edilmis, daha sonra tedricen
yiikselerek 90 1nc1 giinde 1/80 olarak saptanmigtir. Bu deger, grafik 1 de
de goriildiigii gibi 100 iincii giinden itibaren diismiig 130 uncu giinde
1 /25 bulunmustur.

Enfeste 3 gruptan birer koyun sagitilarak antikor seviyelerindeki
degismeler takip edilmistir. Tedaviden sonraki 10 uncu giinde yapilan
muayenelerde her ii¢ koyunun antikor seviyelerinde diigme gorilmiig-
tiir. Sagitma giiniinde yapilan muayenelerde her ii¢ koyun 1/64 dilus-
yonda miisbet reaksiyon gésterdigi halde 10 uncu giinde birinci grup-
tan olan koyun 1/16, iki ve iigiincii gruptan olan koyunlar 1/8 dilus-
yonda miisbet reaksiyon vermiglerdir. Antikor seviyelerindeki bu diis-
me 30 uncu giine kadar devam etmis, 30 uncu giinde her ii¢ koyunda
da 1/2 bulunmugtur. Daha sonra yiikselerck 40 inc1 giinde 1/8 e ¢ik-
mus, 50'inci giinde tekrar 1/2 olarak tesbit edilmigtir., 60 inc1 giinde tek-
rar bir yiikselme gésteren titrasyon degerleri grafik 2 de dc  goriildtigu
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gibi hafif inig-cikiglar gostererck 140 mncr giinde en digsik seviyeye in-
mis, 150 ve 160 inc1 giinlerde menfi bulunmugtur. Ikinci gruptan olan
koyun 77 inci giinde septisemiden Glmugtiir.

Otopsi sonunda: 200 mctaserkerle enfeste edilen danadan 121,
20 4 50 + 350 = 420 metaserkerle enfeste edilen koyunlarin birin-
den enfeste edilen metaserker sayisina gore 16 - 40 -+ 209 = 265, di-
gerinden 18 + 28 + 154 = 200 adet F. gigantica toplanmistir. Dene-
me gruplarinda ise; 25 metaserkerle enfeste edilen koyunlarin bi-
rinden 17, digerinden 23; 50 mctaserkerle enfeste edilenlerin birin-
den 32, digerinden 35; 75 metascrkerle cnfeste edilenlerin her ikisin-
dende 49 ar. adet F. gigantica toplannus, kontrol grubunda ve sagitilan
koyunlarda F. gigantica tesbit cdilmemistir.

Tartisma

Floresan antikor teknigi ile Fasciola gigantica’nin teghisi konusunda
bir ¢aliyjma bulunmamasina ragmen F. hepatica ile yapilmig arastirma-
lar mevcuttur (1, 6, 9, 14, 16, 18, 26). Arastirmacilar yaptiklan cks-
perimental enfestasyonlarda hastaligin teshisinin enfestasyonun 14
incii giniinden itibaren mimkiin oldugunu belirtmektedirler (14,
16, 18). Biz F. gigantica ile cksperimental olarak enfeste etti§imiz koyun-
larda hastaligin 20 inci giinden itibaren teghis edilcbilecegini saptadik.

Bazi aragtirmacilar antigen olarak F. hepatica miracidiumlarini
(9), bazilar ise geng veya olgunlarinin kesitlerini (1, 6 12, 14, 16, 18,
26) kullanmiglardir. Biz aragirmamizda geng F. gigantica’lan rat kara-
cigeri pargalarina saplayarak dondurduktan sonra yaptigimz kesit-
Ier1 kullandik.

Fasciola hepatica ile yapilan aragtirmalarda parazitin kesitindc
floresans veren bélgelerin, zellikle kiitikiila, kiitikilla altindaki hicre
tabakasi, barsak kanali, utcrus geperi ve spermatogenik hiicreler ol-
dugu belirtilmistir (1, 16, 18). Biz , yaptigimiz bu aragtirmada Fasciola
gigantica kesitlerinin ozellikle kiitikilla ve barsak epitelinde spesifik
floresans gordik (Resim 1).

Ambroise-Thomas (1), Kien-Truong ve arkadaglar1 (12), endi-
rekt floresan antikor teknigi ile, Fasciola hepatica’lh gahslanin sagitil-
masindan sonra, kanlarinda mevcut antikor seviyesindeki degisiklikle-
ri aragtirmiglardir. Aragtiniailar (1, 12), sagiimadan sonraki birinci
ayda antikor seviyesinde, sagitma dncesine nazaran énemli bir yiiksel-
me saptamiglar, sonralari ise titrenin diigerek 7 inci aydan itibaren kay-
boldugunu, bazi vak’alarda ise diisiik titrelerde bir yila kadar devam
cttigini belirtmislerdir.
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Biz ¢aliymamizda antikor scviyesinin sagitmadan sonraki birinci
ayda, sagitma 6ncesine nazaran onemli derecede distiigiinii, 40 nc
giinde biraz yiiksclip, daha sonraki giinlerde hafif inig ve gikiglar gos-
tererek diigmeyc devam ettigini 140 ncr giinde en disiik seviyeye in-
digini ve 150, 160 1inc: giinlerde kayboldugunu saptadik. Bizim yapugi-
miz aragtirmada, sagitmadan sonra koyunlardaki antikor higbir zaman
tedavi anindaki seviyeye ¢itkmamuistir. 40 1nct giinde antikor seviyesin-
dc saptanan yiikselmenin, Fasciola’larin tahribi ile somatik antigenlerin
serbest kalmas1 neticesi oldugu kanisina varilmigtir.

Teshis, cnfeste 9 koyunun 8 inde cnfestasyonun 20 inci, I inde ise
30 uncu giintinden itibaren miimkiin olmustur. 25, 50 ve 75 metaser-
kerle enfeste 3 grup koyunda, gerek erken teshis, gerekse antikor se-
viyeleri yoniinden énemli bir fark gériilmemistir. Enfeste koyunlardaki
antikor seviyesi 80 ile 120 inci giinler arasinda en yiiksek degerlerde
bulunmugtur.

Koyunlarin deneysel olarak cnfestasyonundan énce yapilan, digk:
ve endirckt floresan antikor teknigi ile kan muayencleri, fasciolose yo-
niinden menfi bulunmugtur. Bu muayenelcre gére, koyunlann Fasciola
ile enfeste olmadiklari, daha 6énceden fasciolose gegirmis olsalar bile
Fasciola’ya kargt antikor tagmadiklan saptanmigtir. Bundan dolay: el-
de ettigimiz sonuclar, dogrudan dogruya deneysel olarak yapilan
Fasciola gigantica cnfestasyonuna baghdir.

Diski muayene metodlaniyle, Fasciola gigantica’nin sebep oldugu
distomatose’un teshisi ancak prepatent periyodun sonunda yani cn-
festasyonun 93-115 inci giinlerinde yapilabilmekte iken, endirekt
floresan antikor teknigi ile bu siire 20 giin olmaktadir. Hastaligin bu
teknik yardimiyla erken teshis cdilerck sagiilmasiyla, scbep oldugu
biiyiik ekonomik kayiplarin énlenmesi miimkiin olabilecektir.
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Resim 1. Misbet reaksiyon.
(Photo 1. Réaction positive.)

Resim 2. Menfi reaksiyon.
(Photo 2. Réaction négative.)
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Grafik 1. Enfeste gruplarin titrasyon degerlerinin geometrik ortalamasi.
(Tableau 1. Moyennes géometriques des titres d’anticorps chez des groupes infestés.)
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Grafik 2. Sagitma sonrasi enfeste koyunlarin antikor seviyelerindeki degismeler.

(Tableau 2. Changements sur les titres d’anticorps chez des moutons aprés leur
traitement.)
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