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KOYUNLARDAKİ PARAMPHİSTOMUM CERVİ SCHRANK,
1790 ENFEKSİYONUNUN İMMUNOPEROKSİDAZ VE ıNDİ.
REKT FLORESAN ANTİKOR TEKNİKLERİYLE KARŞILAŞ.

TIRMALI TEŞHİSİ ÜZERİNDE ARAŞTIRMALAR* .,

Metin A1abay* *

Summary: The diagnosis of experimental Paramphistomum cervi
inftctions, in i to i.5year old akkaraman sheep, was investigated comparatively
by using the indirdct immunofluorescence (lFA T) and indiıect immunopero-,
xidase (l!,'LISA) tests.

12 animals w/re usd in this study. Groups I, 2, 3 and 4 (control) re-
ceived 5000, 10000, 150oo and zero P.cırvi metaeereariae, respectively.

Using the lFA T test, speeifie antibodies were firs defeeted by day 14 in
group I at.d 2,m•.d by day IBir, group 3. With the ELISA tıst, speeifie aıilibo-
dies were first deteeted by day IB in all the groups. No signijieanı differenees
inantibody titres were seen among the groups. But group 3 sheep showed a
higher antibody levd than the other groııps by the lFA T test.

At the end of the prepatent period, rheep were treated wiıh an anthelmintie
and tests performed for 2 months. Antibody titres (lFA T test) decreased gra-
dually afler treatment and were too low to be of usefor diagnosis by day 40 ir:
group I and by day 20 in groups 2 and 3. Usiı.g the ELlSA test, antibody levels
were eonsiderably lower than those which oecurred during the prepatent period
in ;)ach of 3 groups.

High rates of false positiZle reactions were seen in both tests in eantrels.
Also, the antibody titres tended to be rather low during all the experiments.
For these reasons; it was eonsidered that both tesıs are not suffieiently reliable
and sensitive for the diagnosis of P.cervi inftetions.

• Bu çal1!jmaTürkiye Bilimsel ve Teknik Araştırma Kurumu tarafından VHAG-
501 Nolu proje ile desteklenmiştir •

•• Dr. med. vet. A.Ü. Veteriner Fakültesi. Parazitoloji Kürsüsü. Ankara-Türkiye.
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Özet: Paramphistomum cervi ile yapayolarak enfekte edilen i - 1,5
.yaşlı akkaraman koyunlarında, bu parazitin teşhisi, indirekt floresan aUikor
(lFA T) ve indirekt immunoperoksidaz (ELISA) testleri iıe karşı.aştıımtıı
olarak araştırılmıştır.

Bu amaçla, üçer hayvanlık dört gruba ayrılan koyunlardan, I. gruba
5°00, 2. gruba 10.000 ve 3. gruba da 15.000 adet P.c.ervi metaserkeri

B'J. amaçla, üçer hayvanlık dö'rt gmba ayrılan koyunlardan, i. gntba
5000, 2. gruba 10.000 ve 3. gruba da 15.000 adet P.cervi wtaserkeri verilmiş
son grup ise kontrololarak bırakılmıştır.

Enfeksiyondan sonra her iki test ile yapılon serolojik yoklamalarda lFA T
/' testi ile en erken, i. ve 2. gruplarda 14. günde, 3. grupta 18. günde ve ELlSA

testi ile tüm gruplarda i 8. günde antikor tesbit edilmiştir.

Değişik so..yıda metaserkerle enftfkte gruplar arasında arıtikor ilüzeyi )'ö-
T.ünden belirgin farklılıklar görülmemiş ancak, 15.000 metaserkerle enfekte
grupta lFAT tôstinde diğer gruplara oranla daha yüksek bir antikor düzl')'i
saptanmıştır.

Prepatel1t süre sonunda enfekte koyunlar sağıtılmış Vf iki ay süre ile testlere
devam edilmiştir. Sağıtımı ideymk ('llfekte hayvanlarda, lFA T testi ar.tikor
titrelerinde giderek düşme görülmüş ve i. grupta 4°., 2 ı'e 3 gruplarda içe 20.
günden itibaren tôşhis içiıı )'etf'rli olmayacak düzeylerde oldukları belirlt!l1miştir.
EL/SA testi f.ir.tikor titreleri ise, her üç grupta da prepatent pf"rycdcı oranla
oldukça düşük diizeylerde seyretmiştir.

Kadrol gnln.. koyunlarında her iki tr'sf.:de düşük sulaı;dırmalarda )'ülcsek
oranlarda )'aT,lış pozitif reaksiy01ılarır. .~öriilmısi ve genel olarak Iiim den~yler
süresince ontikor titrelerinin )lüksek düzeylere erişememesi gibi nedenlerle hn
iki testin de Paramphistomum cervi enfeksiyonlarının teşhisinde hassas ve gü-
venilir olmadıkları kanısına varılmıştır.

Giriş

Koyunlarda, Paramphi;;tomid2.c familyasına bağlı P.c,Tvi'den
ileri gelen pammphistomiasis olayları dünyada oldt:ll\C(ıycı.ygın olup
Asya, Afıika ve Avrupa gibi çeşitli kıtalarda birçok ar<'.ştırıcı,tarafın-
dan bildirilmektedir (2, 3, 5, 9, i 3, i4, 15, 25)'

Yurdumm.da ise P.cervi'nin yayılışı ile ilgili y<ı.Yll1laroldukça
azdır. Güralp (I 2), yurdumuzda Paral11phistomum'ların koyunlarda
en yaygın bulunduğu yerin Eskişehir'c bağlı Çifteler Hardsı olduğunu
ve enfeksiyonun % 57,7-100 arasında değiştiğini kaydetmiştir. Burgu
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(5), aynı yörede P.cervi'nin biyolojisi ile ilgili yaptığı bir çalışım.da
ise enf,~ksiyon oranının ortalama % 80.76 olduğunu saptamıştır.

Son konakçı koyunların enfeksiyonu, P.cervi metaserkerlerinin
ağızdan alınması, duodenumda genç paraziderin kistten çıkmmı,
bunların bir süre burada kalarak beslenip büyümesi ve daha sonra d:!
reticulum yoluyla rumenc gelip yerleşmesiyle olmaktadır. P:ır ••.zitin
ol~wılarınııı. çoğun:t rcticuluma yakın rumen bölgesinde, rumin ••.! pı:ı.-
piııere tutunmuş şekild.c, bir kısmına rumen boşuğunda, çok azına d'l
rııiculumda rastlanmaktadır (5, 12).

Paramphistomum'ların mmeııde bulun~n olgun şekillerinin fazla
sayıda olsalar d.ahi patojen kabul edilmediği, bunların kommensal
olar<'.k içerikle beslendiği, ince barsaklarda bulunan gerç şekillerinin
ise gerçek parazit olduğu ve konakçının dokusuyla beslendikleri belir-
tilmiştir (7, -12, 13).

,
Klinik olarak, gcnç paratitlerden ileri gelen paramphistomiasis

olaylarında ağır ve sulu bir ishal, ileri zaGyet, ödem, anemi ve ölüm
görülmektedir. Bu parazitlerden ötürü mortalite % 80-go'ı bulabil-
mektedir (I 2).

Koyunlarda, enf,~ksiyondan sonra 7 hafta içinde hemoglGbin,
hematokrit değer, total protein, albümin ve alfa ~lobulin düzeyleriyle,
inorganik fosfor ve demir düzeylerinde bir azalma ve eritrosit ~.ayı-
sında bir düşme görüldüğü bildiıilmiştir (26). Enfeksiyonun ilk döne-
minde ölen hayvanların otopsilerinde ise duedonum ve bazende jeju-
num barsak bezlerinin tahribatı, lenf bezlerinin dejenerasyonu, ka-
taral ve hemorajik yangıJar görüldüğü, yaygın patolojik değişikliklerin
hydropericardium, hydrothorax, karında su toplanması, mcsenterium
ve mcdiastinallcnfbezlerinde ödemler ve karaciğerde yağ infiltrasyon u
olduğu bildiriımekt~dir (ı2).

Histoıojik kesitierde genç takat büyük parazitlerin barsak yüze-
yine tutundukları küçük olanların ise muscularis mucosa tabakasına
kadar gömüldükleri, m'ukoza parçacıklarının Paramphistomum'ların
acetalıulumları içinde olduğu, bu durumdaki parazitlerin nekroz, he-
moraji ve yangılara neden oldukları kaydedilmiştir (I 2, 13).

Paramphistomum 'ların gelişmeleri bütün türlerde birbirine ben-
zemck.tc ve birçok trcmatod'da olduğu gibi tatlısu sümüklülerini ar<1-
konakçı olarak kullanmaktadıdar. P.ccrvi'nin arakonakcısı olan sü-
müklü; Kenya'da Bulinus syngenes ve B.alluaııdi) Irak ve ı\1Isır'da
B.truncatus) Bulgaristan'da Planorlıis planorhis) Hindistan'da Indop-
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lanorbis cxustus, İtalya'da P.planorbis, B.contortus ve B.truncatus,
Almanya'da P.planorbis, Anisus vortex, A.leucostomus, Bathyompha-
lus contortus, Hippeutis complenatus ve Armiger crista olarak bildi-
rilmektedir (2,3,5,9, 18).

Yurdumuzda, Eskişehir yöresinde yapılan bir araştırmada (5),
P.cervi'nin arakonakçı tatlısu sümüklüsünün Planorbis planOl'bis ol-
duğunu belirtilmiştir.

Nath (20), koyunlarda Cotylophoron cotylophorum'un tanısında,
antijen olarak parazitiri alkol veya tuzlu su'daki ekstraktını kullanarak
uyguladığı intradermal allerjik, testtc, çabuk veya geç tipte allerjik
reaksiyonların görülmediğini bildirmiştir. Hoı:ak (I 3) ise, gene ko-
yunlarda P.microbothrium, P.ichikawai, C.cotyloph0rum ve Cali-
cophOl'on calicophorum'un tanısında immatürc paraziderin ve meta~
serkerlerin tuzlu su ekstrakları ilc olgun ve immatüre parazitlcrin al-
koldeki ekstraklarını antijen olarak kullanarak uyguladığı intradermal
allerjik testte, antijenlerin spesifik olmadığını, Fasciola hepatica ve
Schistosoma mattheei gibi parazitlerle enfekte koyunlarında pozitif
reaksiyonlar verebildiğini belirtmiştir. Gene aynı araştırıcı koyunlarda
bu parazitlerin teşhisinde, komplement birleşmesi ve canlı parazit
etrafında serum presipitatları testlerini, antijen olarak olgun ve imma-
türe paratitler kullanarak uygulamış, ancak başarılı sonuçlar aImadığı-
nı bildirmiştir.

Bütün literatür araştırmalanmıza rağmen ELISA ya da IFAT
serolojik tanı yöntemleriyle P.cervi'nin tanısı. konusunda bir çalışmaya
rastlayamadık. Bununla beraber bu tekniklerle diğer hdmintlcr üze-
rinde yapılmış birçok araştırmalar vardır.

Meteryal ve Metod

P.cervi'nin arakonakcısı sümüklüböcekler (P.planorbis), Eskişehir
Çifteler Harasındaki başlıca kanal, akarsu ve su yalaklarından top-
lanmış, su iıc doıu kavanozlar içinde laboratuvara getirilmiştir.

Aynı yörede kesiıen koyunlarda doğal P.cervi enfeksiyonu araş-
tırılmış, laboratuvar çalışmaları için g,~rekli P.cervi yumurtaları ~ağ-
lamak amacı ile enfekte hayvanların rumenlerinden toplaııaı~.P.ccrvi'-
ler, içinde fizyolojik su bulunan kapIal'da kesimin yapıldığı gün labo-
ratuvara getirilmiştir.

Bu P.cervi'lcr 37°C deki etüvde i gece bırakılarak h~ııüz canlı
olan parazitlerin yumurtIaması sağlanmış, ertesi gün bir süzg.::çlcpa-
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razitler yumurtalan içeren sudan aynlmı~tır. Süzgeçteki parazitler
bir blender tarafından iyice parçalanarak tekrar süzülmüş ve parazitin
ut~rusunda bulunan yumurtaların da elde edilmesi sağlanmı~tır. Elde
edilen tüm yumurtalar temizıeninceye kadar birçok defa distile su
iıc yıkanmıştır.

Elde edilen P.cervi yumurtaları, petri kutuları içerisinde 25-26 oC
deki etüve konarak gelişmeye bırakılmış, petrilerin suları gün aşırı
değiştirilerek yumurtalar fırçalanmış ve miracidium gelişimi sık sık
stereomikroskopta izlenmiştir. Miracidiumlann gelişimi genellikle
13-ı5 gün arasında tamamlanmış, içlerinde tam gelişmiş miracidi-
umlar bulunan yumurtalan içeren pctri kutuları, 15° watt'lık ışık
kaynağı altına, 30 cm uzaklığa yerleştirilerek yumurtalar tamamen
boşalıncaya kadar miracidium çıkı~ı mğlanmıştır.

Sümüklüböceklerin yapayenfeksiyonlarında 5-10 miracidium
kullanılmıştır. Miracidiumlar küçük lastik puvarlı bir pipetle sayılarak
alınmış ve hemagIütinasyon levhalarının yuvalarına konmuş, daha
sonra her yuvaya bir adet sümüklüböcek yerleştirilmiştir. Bir gece bu
şekilde miracidiumlarla birlikte tutulan sümüklüböcckler daha sonra
tekrar kaplara alınmıştır.

Laboratuvarda yaklaşık 1--1,5 ay sonİ-Clenfekte sümüklüböcekler-
de scrkerler oluşmuştur. Bu sömüklüböcekler, içi naylon ile kaplanmış
büyük petrİ kutularına alınarak, 15° watt'lık ışık kaynağı altında,
yaklaşık 3° cm uzaklığa konmuş ve serkerIcrİn naylon üzerine kist-
lcnmclcri ~ağlanmıştır.

Araştırmada deney hayvanı olarak 12 adet 1-1,5 yaşlı erkek
akkaraman koyunu kullanılmıştır. Deneme hayvanlarının, bu trema-
tadla ve diğer helmintlerle daha önce enfekte olup olmadığı flotasyon
ve sedİmentasyon dışkı bakıları ilc Lelirlenmİştir. Koprolojik ve sero-
lojik incelemelerden sonra P.cervi ile enfekte olmadıkları anlaşılan
hayvanlar, midc-barsak ve akciğcrnematodları bakımından 20 mg. f
kg. Tetramİsolc ve Dicrocoelium yönünden de 5° mg. fkg. Hetolin
ile sağı tıımışlardır.

Enfeksiyonlarda ya~ları 7-60 günlük olan metaserkerler kulla-
nılmıştır. Metaserkerlerin canlılık kontrolü, aynı gün toplanan me-
taserkerlerin bulunduğu her naylon üzerinden 10 metaserkCl-in lam
ve lamel arasında, mikroskop ta içlerindeki hareketliliğin bulunmasına
bakılarak yapılmıştır. lVIuaycnelcrde canlı bulunan metaserkcl' ora-
nına göre sayımlar yapıldıktan sonra denemeye alınmıştır.
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Enfeksiyon için i 2 deneme hayvanı 3 cr koyunluk 4 grulM aynl-
mı~) birinci gruba 5000) ikinci gruba 10.000 ve üçüncü gruba da
15.000 P.cervi metaserkerleri jelatin kapsülJer içerisinde yutturularak
verilmi~tir. Dördüncü grup ise kontrololarak bırakılmıştır.

Enfeksiyonu izleyerek i 4.günde ve daha sonra her 1günde bir)
her koyundan yaklaşık LO cc. kan örnekleri alınmı~, serumları çıkar-
tılarakherikitcsttede 1/2)'1/4, 1/8) 1/16 ..... 1/256'yakadar~u-
landırmalar yapıldıktan sonra ilk antikor saptanmasına değin indirekt
immunoflo~'esan ve indirekt immunoperoksidaz testlerine tabi tutul-
muştur. Alındığı gün muayeneye tabi tutulmayan ~erumlar -25 oC de
muayene zamanına kadar muhafaza edilmi~lerdir. İlk antikor saptan-
masından sonra 8-11 gün aralıklarla koyunlardan kan alınarak) pre-
patent süre sonuna kadar testlere devam edilmi~tir.

Prepatent süre) sedimentasyon dışkı muayeneleriyle, dışkıda
P.eervi yumurtalarının görülmesiyle belirlenmiştir. Muayenelere 97.
günden itibaren ba~lanmış) prepatent süre i. ve II. gruplarda 108)
III. grupta 106 gün olarak saptanmış, bu süre sonunda hayvanlar
65 mg. /kg. TereIlol ile sağıtılmış ve sağıtımı izleyen 2 ay boyunca
antikor düzeyinde oluşabilecek değişiklikler her iki kstle'de incelen-
miştir. Bu süre sonunda otopsileri yapılan den~y hayvanları parazito-
lojik yönden muayene edilmiştir.

Antijen olarak P. cervi ile enfekte edilen tavşanlardan elde edilen
genç Paramphistomumlar kullanılmı~tır.

'Bu amaçla tavşanlara 200 P.cervi metaserkeri verilmiş) 8-ghafta
sonra tavşanlar otopsi yapılarak ince barsakları açılıp genç Paramp-
Iıistomurnlar) stereomikroskop altında veya çıplak gözle ılık fizyolqjik
su içınde toplanmıştır. Toplanan parazitler eni) boyu ve derinliği yak-
la~ık 0,5 cm. olan rat karaciğeri parçacıklarına dikine saplanarak blok.
lar hazırlanmıştır. Bu bloklar sıvı CÜz gaz ı ile dondurulduktan sonra,
parafilm'le sarılarak -25 oC de difrizde saklanmıştır. Daha sonra bu
bloklardan dondurma mikrotomunda 5 mikron kalınlığında ke:itler
yapİlarak lamlara monte edilmiştir. Bu kesitler 5 dakika Carnoy so-
lusyonunda, üç defa i er dakika alkol absolünde tutularak tesbit edilip
kullanılır.caya dek lam kutuları içinde -25 oC de difrizde saklanmış-
tır.

/

Araştırmada) indirekt immunofloresan testi için Cappel labo-
ratuvarlarının; "13422 Fluoresccin Conjugated IgG Fraction Rabbit
Anti-Sheep IgG" konjugatı) indirekt immunoperoksidaz testi için
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ı~e gene aynı laboratuvarların "I r 483 Peroxidas'2 Conjugated IgG
fraction Rabbit Anti-Sheep IgG" konjugatı kullanılmıştır. Konju-
gatlar eşit miktarda steril distile suyla, sulandırıldıktan sonra o,5ec.
lik tüplere i 00 cr mikrolitre konarak kullanılıncaya dek -25 oC de
difi'izde saklanmıştır.

Kontrol serumJarı olarak, enfekte edilmeksiziiı kontrololarak
bırakılan gruptaki 3 koyunun kan serumları kullanılmıştır.

ELISA testi, Oğuz ve arkada~larının (2 r) ve iFAT t<~stide 1'1-
nar'ın (24) bildirdikbi proscdürlcı'e uygun olarak yapılmıştır.

Sonuçların istatistik değerlendirmelerind.e, her muayenede en-
fckt'2 hcl' gruptaki koyunların antikor titrelerinin geometrik ortala-
maları GMRT-Antilog f (logx) iN formülünden yararlanııarak elde
edilmiş ve tablolarda gösterilmiştir. Burada (x) değişik antikor titre-
lerini, (f) bu titreh.'ri vercn serum sayısını ve (N) toplam muayene
sayısını Wıde etmektedir.

/
Sonuçlar

Teşhis, indir,~kı immunofloresan testinde, P.cervi kesitlerinin
kütikülasının Ve iç organlarının parlak sarı-yeşil flor(~san ren.k vermc-
siyk konmuştur. Negatif durumlarda parazitin kesiti floresan renk gös-
termemiş, rat karaciğer dokusu ile birliktekırmızı bir görünüm ver-
miştir.

İndir,~kt immunoperoksidaz t-;~stind,~ise, parazit 'kesitinin koyu
kahverenkli, rat karaciğer dokusunun çok açık kahverenkli olduğu
durumlar pozitif, buna karşın parazit k,~siti ve karaciğer dokusunun
birl*te çok açık kalıverenkli olduğu durumlar ise negatif olarak de-
ğerkndirilmiştir.

Tablo 3 ve 4- den de görüleceği gibi, kontrol grubundaki koyunlar
tüm deneyler boy~nca ve her iki testte de düşük sulandırmal~rda
büyük ölçüde yanlış pozitif r.~aksiyonıar vermiştir. Bu nedenI.;: pozi-
tif reaksiyonlar için, ELISA testind.e ri r 6, If AT testinde ise r /8 ve
daha yüksek serum dilüsyonla,rının esas alınması gerektiği ortaya çik-
mıştır.

,
,')000 Metaserkerle Eıifckte 3 Koyunun lFA T ve EL/SA Testleri ile Elde

Edilcn Titrasron DeğerlerilıilL Geometrik Ortalamaları:

Bu gruptaki koyıınların IF AT testindeki titrasyon değerlerinin
geometrik ortalaması sağıtım öncesinde e'n erken 14. günde i /8 olarak
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saptanmıştır. Bu titrasyongiderek yükselmiş ve 39. günde i / i '2'olarak
sağıtım öncesi en yüksek ortalamaya erişmiştir. 49. günde ı / ı o olan'
titre, prepatent süreye kadar önemli bir değişiklik gö~;termcden de-
vam etmiş, bu süre sonunda yani ı08.günde i /10 değeri elde edilmiş-
tir (Tablo ı). Sağltımı izleyen ıo.günde ı /ıo olan titre, '20, 3° ve 10.
günlerde ı /8 olmuş ve 40. günden sonraki muayenelerde de menfi
sonuçlar alınmıştır.

Aynı grubun ELISA testi ile elde ediıen antikor titrelerinin geo-
metrik ortalaması, sağıtım önce~inde en erken ı 8.günde ı / ı 6 olmuş-
tur. Bu titre 39.günde i 150 ile en yüksek değerc ulaşmıştır. 59, 7° V(:

80.günlerd.~ ı 13'2 olan titrasyon, prepatcnt süre sonunda yani ı08.
günde ı /ıo olarak saptannll~tır ('Tablo ı). Sağıtım sonrası IO.gündc
i /10 olarak belirlenen titrasyon, daha sonraları hafif yükselmeleı
göstererek son muayene günü olan 60.günde i /ı6 ile sonuçlanmıştır
(Tahlo '2).

Yukarda belirtilen değerler, 5°00 metaserker ilc yapılan enfek-
siyonda, IFAT t.;:sti, sağıtım öncesinde, antikor düzeyinin \:ok az yük-
seldiğini ve güvenilir bir teşhis olanağı sağlamadığını göstermiştir.
Sağltımı izleycn 4.0.günden sonraki muayenelerde ise antikor titresinin
ı /8 in altma düştüğü yani negatif sonuçların alındığı görülmüştür.

ELISA t'2Sti ise IFAT'a oranla; daha yüksek dilusyonlarda pozi-
tif reaksiyonlar vermiş olmakla beraber titrenin yüksek düzeyleıc
ulaşmadığı, sağıtım sonrasında ise oldukça düşük düzeylerde kaldığı
görülmüştür. Bu da bize bu grupta antikor düzeyinin çok fazla art-
madığını ve her iki testin de teşhis için uygun olamayacaklarını gös-
termektedir.

ı0.000 Metasakede Eıifekte 3 KOJ'lI1ll1nIFA T re EL/SA Testleri ile

Elde Edilen Titrasyon Delerlerinin Geometrik Ortalamaları:

Bu gruptaki koyunların IF AT testindeki titrasyon değerlerinin
geometrik ortalaması, enfeksiyonu izleyen ı4.günde ı /ı'2 olarak tesbit
edilmiştir. ı 8 ve '29.gü~lerdc en yüksek titrasyon ı / i 6 olarak bulun-
muştur. '2g.günden sonra 7o.güne kadar i / ı c- ı / ı '2 arasında değişen.
titre, 80 ve 88.günlerde ı /8 ve prepatent peryod sonunda da ı LG ola-
rak saptanmıştır (Tabls> ı). Sağıtım sonrası ıo ve '2o.günlerde ı /8
titr'2si elde edilmiş, sonraki muayenelerde ise çok düşük titrcler, yani
menfi sonuçlar elde edilmiştir (Tablo '2).

Aynı koyunlar ELISA testinde enfeksiyondan i 8 gün sonra ı / 16
titrede pozitif reaksiyon vermişlerdir. Daha sonra titre yükselerek



Tablc ı. 5000, 10.000,15.000P.ccrvimetascrkcriile enfektegruplarda prepatent süreye kadar saptanan antikor titreleri.

15.000metaserkerleenfektegrup

1/8 1/161/16 1/12 1/64 1/321/32 1/40

10.000metaserkedeenfektegrup5000metaserkerlcenfektegrup

-- -- -- -- -- -- -- --- ----- -- --- -- -- -- ---- -- -- -- _._- --- -- ---
1/8 1/16 1/8 ı/ıo 1/8 1/8 1/16 ı/ıo 1/8 1/8 1/4 1/6 1/32 1/16 1/8 1/16 106 1/8 1/161/16 1/12 1/64 1/161/32 1/32

39

49

98 1/4 1/161/16 ı/ıo 1/16 1/8 1/32 1/161/8 1/8 1/4 1/6 1/16 1/16 1/16 1/16 98

7°
59

88

80

108

•..
"

~ ] IFAT ELlSA IFAT ELISA t; IFAT ELI SA
~ bD -- c] ,
.- - .;;; !? bO ._\
J2 ~ .'" • .'" '" ~ .'" ~ ."',~... ~f-< ~f-< ~f-< ~f-<];;; ~f-< :ıf-<
~ ~ Koyun no. -e cı::: Koyun no. .D cı::: Koyun no, .D:ı e: Koyun no. .D cı::: ~ 2 Koyun no. -e cı::: Koyun no. -e cı:::
~~ ;::;E E::E •.. ~ E::E:.:5 ;::;E ;::::E

85!l 857 ~ c) c) ~ ~ 868 c) c) 856 870 871 c) c) ~~ ~~ ~ .c) c) ~ '" 859 8601865 c) c) 85~_ 860 865 c) c)

'+ 1/8 1/8 1/8 1/8 - - - 1/16 1/8 1/16 1/12 - - - 14 _ _ _ __

-1-8 ~ ~ 1/8 1/8 -;/16 - 1/161/16 1/16 1/16 1/161/16 1/16 1/16 1/16~ 1/16 18 1/4 1/811/4 lls ~ 1/16~/16 1/16
-- --- --"- -- -- --- -- -- --- -- --- -- -- -- -- -- --- -- -- -- --- 'O - _. _

1/16 1/8 1/8 ı/ıo 1/32 1/321/64 1/401/16 1/161/16 1/161/64 1/64 1/32 1/50 28 1/4 1/3 1/8 1/6 1/64 1/161/16 1/25_- _-- ---0- . _

1/16 1/8 1/16 1/12 1/64 1/321/64 1/501/8 1/161/16 1/121/32 1/64- 1/64 ılso 36 1/4 1/8 1/8 1/6 1/64 1/161/64 1/40____ --,_0 . _

1/8 1/8 1/16 I/LO 1/64 1/161/64 1/40 1/8 1/161/8 I/LO1/32 1/64 1/128 1/64 46 1/161/161/16 1/16 1/64 1/161/32 1/32
-~-- ----- -- -- -- -- -- -- --- -- -- -- --- --- -"- --- -- -- -- --- --- --- -- ---
1/8 1/8 1/16 ı/ıo 1/32 1/161/64 1/321/16 1/161/8 1/121/32 1/32 1/64 1/40 56 1/161/161/16 1/16 1/8 1/81/32 1/25
-- --- -- -- --- --- -- -- -- -- -- ----- -- -- -- -- -- -- -- ------ -- -- ---
1/8 1/8 1/16 I/LO 1/32 1/161/64 1/321/16 1/161/4 I/LO1/32 1/32 1/64 1/40 67 1/321/321/16 1/25 1/64 1/81/32 1/25
-- -- -- --- --- --- -- -- -- --- -- -- -- --- --- --- --- --- -- -- -- --- -- -- ---
1/4 1/8 1/16 1/8 1/32 1/161/64 1/321/16 1/8 1/4 1/8 1/32 1/32 1/64 1/4o 77 1/321/321/32 1/32 1/1281/161/32 1/40-- --- ---- --- -- -- --- -- - - -- -- --- --- -- -- --- --- -- -- ---
1/4 1/8 1/16 1/8 1/161/161/64 1/251/16 1/8 1/4 1/8 1/16 1/16 1/32 1/20 88 1/161/161/16 1/16 1/1281/321/32 1/50-- --- -- -- ------ -- -- ----- -- -- --- -- -- -- --- -- -- -- -- -- -- -- -- ---



Tablo 2. 5000, 10.000ve 15.000P.eervi metaserkerİ ilc enfekte gruplarda sağıtım sonrası saptanan aııtikor titreleri.

5000meta~erkerle enfekte grup 10.000metaserkerlc enfekte grup 15.000metaserketle enfekte grup

ELJSA

860 865

Koyunno.

IFAT

Koyun no.

859 860 865

ELJSA

Koyun no.

IFAT

Koyun no.

ELJSA

Koyun no.

IFAT

Koyun no.

10 1/8 1/16 1/8 I/LO 1/8 1/8 1/16 ı/ıo 1/8 1/8 1/8 1/8 1/64 1/16 1/8 1/20 1/16 1/16 1/161/16 1/16 1/8 1/32 1/16
----- -- -- --- --- -- ---- -- -- -- -- --- -- -- -- -- --- -- -- -- --'- _ .._-
20 1/8 1/8 1/8 1/8 1/16 1/8 1/16 1/12 1/16 1/8 1/4 1/8 1/61 1/16 1/8 1/20 1/8 1/16 1/8 I/LO 1/8 1/16 1/16 1/12---- -- --- --- --- -- -- --- --- -- ----- --- --- -- -- -- --- -- -- -- -- -- ---
3° 1/8 1/8 1/8 1/8 1/16 1/8 1/16 1/12 1/4 1/8 1/4 1/5 1/64 1/16 1/16 1/25 1/4 1/8 1/4 1/5 1/8 1/8 1/16 ı/ıo---- -- --- -- -- -- -- -- -- -- ---_ ..--- -- -- --- -- ---- --- --- --- ----
40 1/8 1/8 1/8 1/8 1/16 1/8 1/32 1/16 1/4 1/8 1/4 1/5 1/128 1/16 1/16 1/32 1/4 1/8 1/4 1/5 1/16 1/8,,1/16 1/12---- -- -- --- --- -- -- --- --- -- -- ------ --- -- ---- --- -- -- -- -- -- ---
50 1/4 1/4 1/8 1/5 1/16 1/16 1/32 1/201/2 1/16 1/8 1/6 1/64 1/32 1/16 1/32 1/4 1/4 1/4 1!4 1/32 1/8 1/16 1/16---- ----- --- --- -- -- -- ------- --- --- -- ---- --- -- -- -- --------
60 1/4 1/2 1/2 1/3 1/8 1/16 1f32 1/16 1/4 1!4 1/4 1/4 1/16 1/32 1/16 1/20 1/4 1/4 1/4 1/4 1f32 1/8 1/16 1/16
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sağıtım öncesi 4g.günde i /64 ile en yüksek değer elde edilmiştir. 59,
7° ve 80.günlerde ise i /40 ile aynı düzeyde kalan titrasyon giderek
düşmüş ve prepatent süre sonunda' i /16 olarak kaydedilmiştir (Tablo
ı). Sağıumdan sonra ıo.günde i (20 olan titrasyon 20-50.günlerde
yükselmeler göstermiş ve son muayenede ise gene i /20 olarak sap-
tanmıştır (Tablo 2).

Yukanda belirtilen değerler, 10.000 metaserkerle enfekte grupta,
IFAT testinde, antikor titresinin, enfeksiyonun 2g.gününe kadar çok
az artmakla beraber genel olarak düşük düzeylerde kaldığını ve g8. ve
ro8.günlerde ise negatif sayılabilecek kadar düştüğünü bu nedenlede
teşhisde başarılı olmadığını göstermektedir. Sağıtım SOnrasıise antikor
titresinin 20.günden başlayarak teşhis için yeterli olmayacak düzey-
lerde olduğu, yani i /8 in altına düştüğü görülmektedir.

ELISA testinde ise sağıtımdan önce 2g-80.günler arasında tit-
renin nisbeten yüksek olduğu ancak gene de titrenin i /64 den daha
yüksek değerlere ulaşmadığı görülmüştür. Sağıtım sonrası ise, sağıtım
Öncesine oranla daha düşük düzeylerde antikor saptanabilmiş, fakat
tamamen negatifsonuçlar alınmamıştır. Bu değerlendirmeler, ELISA
testinin lFA T'a ,oranla daha yüksek bir hassasiyeti olduğunu, ancak
her iki testte de titrelerin çok yüksek düzeylere erişmediğini bu ne-
denlede teşhisde pratik değerleri olmadıklarını göstermektedir.

15.000 Metaserkerle Enfekte Edilen 3 Koyunun /FAT ve EL/SA Test-
leri ile Elde Edilen Titrasyon Değerlerinin Geometrik Ortalamaları:

, 15.000 P.cervi metaserkeri ile enfekte edilen bu gruptaki koyun-
larda, lFA T testi ilc elde edilen titrasyon değerlerinin geometrik or-
talaması, enfeksiyonu izleyen i 8.günde i /5 olmuştur. Daha sonra,
titre giderek yükselmiş ve 80.günde i /32 ile en yüksek düzeye ulaş-
mıştır. Bu düzey, prepatent süre sonuna' kadar düşmeler göstermiş,
sağıtım öncesi son muayene gününde ise i / i 2 olmuştur (Tablo ,i).
Sağıtımdan sonra ıo.günde 1/16 olan titrasyon, 20.günde i /10 ol-
muştur. Bu muayeneden sonraki testlerde antikor titreleri çok düşük
düzeylerde bulunmuştur (Tablo 2).

Aynı grupta ELISA testi, enfeksiyondan i 8 gün sonra i i ı6 tit-
rede pozitif reaksiyonlar vermiştir. 18-ıo8.günler arasındaki diğer
muayenelerde titrelerde bazı iniş çıkışlar gözlenmiş, ancak bu grupta
39.günde i 140 ve 88.günde i 150 olarak en yüksek antikor titrcIeri elde
edilmiştir (Tablo ı). Sağıtımdan sonra, sağıtım öncesine orar:ıla ol-
dukça düşük antikor titrelcri saptanmış, son muayene günü olan
6. günde bu titre i 116 olarak kaydedilmiştir (Tablo 2).
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Yukarıda belirtilen değerler, 15.000 metaserkerle enfekte bu--
grupta, IFAT testinde, antikor titresinin ancak 46.günden itibaren
yükseldiğini ve diğer gruplara oranla bu grupta daha yüksek bir tit-
rasyon görüldüğünü belirtmektedir. Bununla beraber bu grupta da
genel olarak antil~or düzeyi çok yüksek olmamıştır. Sağıtım sonrasın-
da ise 20.günden sonra negatif sayılabilecek yani teşhis için yeterli
olmayan değerler elde edilmiştir.

ELISA testi ise lFA T'a oranla daha yüksek titreler vermiş ol-
makla beraber genede fazla güvenilir bir teşhis olanağı sağlayacak ..
sonuçlar elde edilememiştir. Sağıtımdan sonra ise, sağıtım öncesine
oranla daha düşük antikor titrcleri bulunmuş ve bunlar hep i /16 veya -
daha düşük düzeylerde kalmıştır.

Genel olarak değişik sayıda metaserkerler ile enfekte 3 grupta
da antikor düzeyleri yönünden önemli farklılıklar görülmemiştir.
Ayrıca, özellikle IFAT olmak üzere her iki testte de antikor titreleri
dar sınırlar içinde kalmıştır. Sağıtım- sonraları ise bu antikor titreleri-
nin ~ağıtım öncesine oranla daha düşük bulunmuş olması, parazitlerin
konakcı dışına atılmasının antlkor titrelcrini etkileyerek düşürdüğünü
göstermektedir.

Sonuç olarak, her iki testin de Paramphistomum -cervi enfeksi-
yonlarının teşhisinde güvenilir ve pratik metodlar olmadıkları kanı- •
sına varılmıştır.

Tartışma

IFAT ve ELlSA tekniklerinin çeşitli helmint enfeksiyonları üze-
rinde uygulayan çeşitli araştırıcılar, bu enfeksiyonların en erke~
IFATire 7-28 günde, ELlSA ile ise 14-35 günde, genellikle 2.hafta-
dan itibaren tanılarının yapılabileceğini bildirmişlerdir (I, 4, 6,8,
ıo, ı I, 16, 17, ıg, 21, 22, 23, 24)' Buna benzer şekilde bizim.araştır- .
mamızda da en erken IFAT tekniği ile enfeksiyondan 14, ELISA
tekniği ile ı8 gün sonra antikorlar saptanabilmiştir.

Çeşitli araştırıcılar (2I, 23, 24), Fasdola gigantica, F.hepatica
ve Toxocara canis ile farklı dozlarda enfekte hayvanlar üzerine -uygu-
ladıkları her iki testte de, antikor oluşumu ile enfektif doz arasında
bir ilişkinin bulunmadığını ve farklılıklar göstermediğini belirtmişler-
dir. Bu araştırmada da her iki testte de 5, i o ve 15.000 metaserkerle
enfekte gruplar arasında gerek erken teşhis ve gerekse antikor düz~yi
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yönünden önemli "farklılıklar olmadığı belirlenmiştir. Ancak 15.000
metaserker ile enfekte gruptaki hayvanlar IFAT testinde, prepatent
süre boyunca diğer gruplara oranla biraz daha yüksek bir antikor
düzeyi göstermişler, buna karşın aynı grubun ELISA değerleri ile
diğer gruplar a~asında önemli farklılıklar belirlenememiştir.

Tınar (24), IFAT tekniği ile F.gigantica'lı koyunların sağıulma-
sından sonra antikor düzeyindeki değişiklikleri araştırmıştır. Araştırıcı
sağıtım sonrası antikor düzeyinde düşme görülerek i 50.günden .iti-
baren negatifsonuçlar aldığını bildirmiştir. Oğuz ve arkadaşları (21),
F.hepatica ile yaptıkları çalışmada sağıtımı izleyen 14.haftadan iti-
baren IFAT ve 18.haftadan-itibaren de ELISA testi ile negatifreaksi-
yonların görüldüğünü belirtmektedirler. Biz P.cervi ile enfekte ko-
yunların sağıtılmasından sonra kanlarında antikor düzeyinde oluşan
değişmeleri incelediğimizde, antikor düzeyinin her iki testtc de, sağı-
tım öncesi peryoduna oranla düşük düı:eyIcrde olduğunu gördük.
ELISA testinde her üç grupta da son muayenelerde düşük düzey-
lerde de olsa müsbet reaksiyonlar görülmüştür. Ancak IFAT testinde
5000 metaserkede enfekte grupta 4o.günden, 10.000 metaserkerle
enfekte grupta 20.günden ve 15.000 metaserkerle enfekte grupta da
gene 20.günden sonra negatif sayılabilecek sonuçlar alınmıştır.

P.cervi ile enfekte koyunlarda ELISA ya da IFAT teknikleri
kullanılarak yapılmış bir çalışmaya rastlanmamıştır. Ancak, Paramp;'
histomidae familyasına bağlı türlerden olan Cotylophoron cotylopho-
rum'la deneysel ve doğal enfekte koyunlar üzerinde serolojik çalışma-
lar yapan Nath (20), antijen olarak parazitlerin alkol veya tuzlu su-
daki ekstraklarını ~ullanarak uyguladığı intradermal testlerde çabuk
ya da geç tip reaksiyonların görülmediğini bildirmiştir. Horak (ı3),
sığır ve koyunlardaki P.microbothrium, P.ichikawai, Cotyophoron
cotylophorum ve Calicophoron calicophorum enfeksiyonlarında olgun
parazitleri veya ekstraktlarını antijen olarak küllanarak; intradermal
allerjik, kompleman birleşmesi ve canlı parazit etrafında serum pre-
sipitatları testlerini uygulamış ve bu t~stlerden hiç birinin koyunlarda
paramphistomiasis'in teşhisine yardımcı ve pratik metodlar olmadığı-
nı belirtmiştir. Yapılan bu araştırmada ise her nekadar antikor sap ta-
nabilmiş ise de, kontrol hayvanlarında düşük sulandırmalard'a yüksek
oranda yanlış pozitif reaksiyonlar görülmesi ve genel olarak antikor
titreIerinin yüksek düzeylerde olmaması (özellikle lFA T'ta) neden-
leriyle her iki testin de P.cervi enfeksiyonlarının teşhisinde hassas ve
güvenilir teşhis metodları olmadıkları kanısına varılmıştır.
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Tablo 3. Kontrol grubu hayvanlarınındeneylersüresincegöster-
dikleriantikor titrcleri.

•.. Kontrol grubu
'"ı::-o ı::>.,::ı IFAT ELISA"V; bO

"".;:m Koyun no. Koyun noı:: •.•
~ ı::

~ 867 86g 872 867 86g 872
--- --- --- --- --- ---

14 1/4 - - - - -
--- --- --- --- --- --- ---

18 1/2 1/2 1/2 1/4 - 1/4
--- --- --- --- --- --- ---

29İ - 1/2 1/2 1/8 1/2 1/4
---- --- --- --- --- --- ---

39 1/4 1/2 1/4 1/16 1/8 ı/4
-_.- --- --- --- --- --- ---

19 1/2 1/4 1/4 1/8 1/2 1/4
--- --- ---- --- ---- --- ---

59 1/4 1/2 1/4 1/4 1/4 1/8
--- --- _.-- --- ___ o --- ---

7° 1/4 1/2 - 1/16 1/8 1/2
--- --- --- --- --- --- ---

80 - 1/4 1/4 1/4 1/8 1/4
--- --- --- --- --- --- ---

88 1/4 - 1/2 1/4 1/4 1/2
----'- --- --- --- ._-- --- ---

g8 1/4 1/8 1/2 1/8 1/2 1/2
--- --- --- --- --- --- ---

108 - - 1/2 - 1/2 1/8
Sağıtım sonrası.

ıo 1/2 1/4 - 1/4 1/2 1/8
-.--- ---- ---- ---- ---- --------

'20 1/4 1/4 1/2 1/8 1/4 1/8
--- --- --- --- --- --- ---

3° 1/4 - 1/4 1/8 1/16 1/8
---- ---- ---------- --- - ----- ----

4° 1/4 1/4 ı/2 1/4 1/4 1/4
--- --- '--- --- --- ---

5° 1/8 1/2 1/4 1/4 1/4 1/4
--- --- --- --- --- --- ---

60 1/4 1/2 1/4 1/2 1/2 1/4

Tablo 4. Kontrol grubu hayvanlarında deneyler süresince
saptanan yanlışpozit.ifreaksiyonlar(% olarak)..

Serum
Sul. IFAT ELISA
1/2 80.3 90. i

1/4 49.0 7°.5
1/8 3.9' 31.3
1/16 - 5.8

85
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