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KOYUNLARDAKI PARAMPHISTOMUM CERViI SCHRANK,
1790 ENFEKSIYONUNUN IMMUNOPEROKSIDAZ VE iND1-
REKT FLORESAN ANTIKOR TEKNIKLERIYLE KARSILAS-
" TIRMALI TESHISI UZERINDE ARASTIRMALAR*

Metin Alabay**

Summary: The diagnosis of experimental Paramphistomum  cervi
infections, in 1 to 1.5 year old akkaraman shecp, was investigated comparatively
by using the indirect immunofiuorescence (IFAT) and indirect 2mmunopero-
xidase (ELISA) tests.

12 animals were used in this study. Groups 1, 2, 3 and 4 (control) re-
ceived 5000, 10000, 15000 and zero P.c.rvi melacercariae, respectively.

Using the IFAT test, specific antibodies were firs detected by day 14 in
group 1 ard 2, ard by day 18 2. group 3. With the ELISA lest, specific antibo-
“dies were first detected by day 18 in all the groups. No significany differences
in antibody titres were seen among the groups. But group g sheep showed a
higher antibody level than the other groups by the IFAT est.

At the end of the prepatent period, sheep were treated with an anthelmintic
and tests performed for 2 months. Antibody titres (IFAT test) decreased gra-
dually afier treatment and were too low to be of use for diagnosis by day 40 ir
group 1 and by day 20 in groups 2 and 3. Usirg the ELISA test, antibody levels
were considerably lower than those which occurred during the prepatent period
in cach of 3 groups.

High rates of false positive reactions were seen in both tesis in controls.
Also, the antibody titres tended to be rather low during all the experiments.
For these reasons, it was considered that both lests are not sufficiently reliable
and sensitive for the diagnosis of P.cervi infections.

* Bu caligma Turkiye Bilimsel ve Teknik Aragtirma Kurumu tarafindan VHAG-
501 Nolu proje ile desteklenmigtir,
** Dr. med. vet. AU, Veteriner Fakiiltesi. Parazitoloji Kiirsiisit. Ankara-Tirkiye.
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Ozet: Paramphistomum cervi ile yapay olarak enfekie edilen 1-1,5
yasly akkaraman koyunlarinda, bu parazitin teshisi, indirekt floresan artikor
(IFAT) ve indirekt immunoperoksidaz (ELISA) testlert tie karsuastumeu
olarak. aragtirdmugtar.

Bu amagla, iiger hayvanlik dort gruba ayrilan koyunlardan, 1. gruba
5000, 2. gruba 10.000 vc 3. gruba da 13.000 adet P.cervi metaserkeri

By amagla, diger hayvanlik dirt gruba ayrilan koyunlardan, 1. gruba
5000, 2. gruba 10.000 ve 3. gruba da 15.000 adet P.cervi metaserkeri verilmiy
son grup ise kontrol olarak birakilmastir.

Enfeksiyondan sonra her iki test ile yapilon serolojik yoklamalarda IFAT
testi ile en erken, 1. ve 2. gruplarda 14. giinde, 3. grupta 18. giinde ve ELISA
testi ile tim gruplarda 18. giinde antikor tesbit edilmistir.

Degisik sayida metaserkerle enfekte gruplar arasinda antikor diizey yi-
riinden belirgin farklliklar gorilmemis ancak, 15.000 metaserkerle enfekie
grupta IFAT testinde diger gruplara oranla daha yiiksek bir antikor diizeyi
saptanmagtar. '

Prepatent siire sonunda enfekte koyunlar sagulalms ve ki ay siire ile testlere
devam edilmigtir. Sagitimy izleyerek enfekte hayvanlarda, IFAT testi antikor
titrelerinde giderek diigme goriilmiis ve 1. grupta 40., 2 ve 3 gruplarda ice 20.
giinden itibaren teshis igin yeterli olmayacak diizeylerde olduklary belirlermagtir.
ELISA testi antikor titreleri ise, her ii¢ grupta da prepatent perycda oranla
oldukga diisiik diizeylerde seyretmigtir.

Kovtrol gribv. koyunlarinda her iki tesic de disiik sulandirmalarda yiksek
oranlarda yanlis pozitif reaksiyonlarin gériilmesi ve genel olarak tiim dencyler
siiresince antikor titrelerinin yiiksek diizeylere erigememest gibi nedenlerle her
iki testin de Paramphistomum cervi enfeksiyonlarimn teshisinde hassas ve gii-
venilir olmadiklar: kanisina vardmgtir.

Giris

Koyunlarda, Paramphistomidae familyasina hagh P.cervi’den
ileri gelen paramphistomiasis olaylarn diinvada oldikca yaygin olup
Asya, Afijka ve Avrupa gibi gesitli kitalarda birgok aragtinia tarafin-
dan bildirilmektedir (2, 3, 5, 9, 13, 14, 15, 25)-

Yurdumuzda ise P.cervi’nin yayilist ile ilgili yaymlar olduk¢a
azdwr. Giiralp (12), yurdumuzda Paramphistomum’larin koyunlarda
en yaygm bulundugu verin Eskigehir’e bagh Cifteler Harast oldugunu
ve enfcksiyonun %, 57,7-100 arasinda degistigini kaydctmigtir. Burgu
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(5), aynt yorede P.cervi'nin biyolojisi ile ilgili yaptigi bir ¢aligmada
isc enfeksiyon oraninin ortalama %, 80.76 oldugunu saptamugtir.

Son konak¢i koyunlarin enfeksivonu, P.cervi metaserkerlerinin
agizdan almmasi, duodenumda geng parazitlerin kistten ¢ikmas,
bunlarin bir siirc burada kalarak beslenip biiyiimesi ve daha sonra da
reticulum yoluyla rumene gelip verlesmesiyle olmaktadir. Parazitin
olgunlarinin ¢oguna reticuluma yakin rumen bélgesinde, ruminal pa-
pillere tutunmus sekilde, pbir kisnuna rumen bogugunda, ¢ok azina da
reticulumda rastlanmaktadir (5, 12).

Paramphistomum’larin rumende bulunan olgun sekillerinin fazla
sayida olsalar dahi patojen kabul cdilmedigi, bunlarin kommensal
olarak igerikle beslendigi, ince barsaklarda bulunan gerg sekillerinin
isc gergek parazit oldugu ve konakgmin dokusuyla bheslendikleri belir-
tilmistir (7, 12, 13).

Klinik olarak, geng¢ parazitlerden ilcri ge]en\ paramphistomiasis
olaylarinda agmr ve sulu bir ishal, ileri zafiyet, 6dem, anemi ve 6liim
goriilmektedir. Bu parazitlerden &tiirii mortalite % 80-90’1 bulabil-
mcktedir (12).

Koyunlarda, enfcksiyondan sonra 7 hafta iginde hemoglobin,
Liematokrit deger, total protein, albiimin ve alfa globulin diizeyleriyle,
inorganik fosfor ve demir diizeylerinde bir azalma ve eritrosit sayi-
stnda bir diisme goriildiigi bildirilmistir (26). Enfeksiyonun ilk déne-
mindc 6len hayvanlarin otopsilerinde isc duedonum ve bazende jeju-
num barsak bezlerinin tahribati, lenf bezlerinin dejenerasyonu, ka-
taral ve hemorajik yangilar goriildiigii, yaygin patolojik degisikliklerin
hydropericardium, hydrothorax, karinda su toplanmasi, mesenterium
ve mediastinal lenf bezlerinde édemler ve karacigerde yag infiltrasyonu
oldugu bildiritmektedir  (12).

Histolojik kesitlerde geng fakat bilyiik parazitlerin barsak yiize-
yine tutunduklan kiiciik olenlarn ise muscularis mucosa tabakasina
kadar gomiildiikleri, mukoza pargaciklarinin Paramphistomum’larin
acctabulumlan iginde oldugu, bu durumdaki parazitlerin nekroz, he-
moraji ve yangilara neden olduklar: kaydedilmigtir (12, 13).

Paramphistomum’larin gelismeleri biitiin tiirlerde birbirine ben-
zemekic ve birgok trematod’da oldugu gibi tathsu siimiikliilerini ara-
konakg1 olarak kullanmaktadirlar. P.cervi’nin arakonakcist olan sii-
miikli; Kenya’da Bulinus syngenes ve B.alluaudi, Irak ve Misir’da
B.truncatus, Bulgaristan’da Planorbis planorbis, Hindistan’da Indop-
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lanorbis exustus, Italya’da P.planorbis, B.contortus ve B.truncatus,
Almanya’da P.planorbis, Anisus vortex, A.lecucostomus, Bathyompha-
lus contortus, Hippeutis complenatus ve Armiger crista olarak bildi-
rilmektedir (2, 3, 5, 9, 183).

Yurdumuzda, Eskisehir yoresinde yapilan bir aragtirmada (5),
P.cervi’nin arakonakgi tathsu siimiikliisiiniin Planorbis planorbis ol-
dugunu Dbelirtilmigtir.

Nath (20), koyunlarda Cotylophoron cotylophorum’un tanisinda,
antijen olarak parazitin alkol veya tuzlu su’daki ekstraktin kullanarak
uyguladigt intradermal allerjik, testte, gabuk veya geg tipte allerjik
reaksiyonlarin gorillmedigini bildirmigtir. Horak (13) ise, gene ko-
yunlarda P.microbothrium, P.ichikawai, C.cotylophorum ve Cali-
cophoron calicophorum’un. tamsinda immatiire parazitlerin ve meta-
serkerlerin tuzlu su ckstraklari ile olgun ve immatiire parazitlerin al-
koldeki ekstraklarini antijen olarak kullanarak uyguladig: intradermal
allerjik testte, antijenlerin spesifik olmadigini, Fasciola hepatica ve
Schistosoma mattheei gibi parazitlerle enfekte koyunlarinda pozitif
reaksiyonlar verebildigini belirtmigtir. Gene ayni aragtiricl koyunlarda
bu parazitlerin teshisinde, komplement birlesmesi ve canh parazit
ctrafinda serum presipitatlar: testlerini, antijen olarak olgun ve imma-
tiire parazitler kullanarak uygulamig, ancak basarilt sonuglar almadigi-
m bildirmistir.

Biitiin literatiir aragtirmalarimiza ragmen ELISA ya da IFAT
serolojik tan1 yontemleriyle P.cervi’nin tanist konusunda bir caligmaya
rastlayamadik. Bununla beraber bu tekniklerle diger helmintler Gze-
rinde yapilmig bir¢ok arastirmalar vard:r.

Meteryal ve Metod

P.cervi’nin arakonakcis: siimiiklibocekler (P.planorbis), Eskigehir
Cifteler Harasindaki baghca kanal, akarsu ve su yalaklarindan top-
lanmus, su ite dolu kavanozlar igindc taboratuvara getirilmistir.

Ayn1 yorede kesilen koyunlarda dogal P.cervi enfcksiyonu aras-
tirilmug, laboratuvar galigmalars igin gerekli P.cervi yumurtalar: sag-
lamak amaci ile enfekte hayvanlarin rumenlerinden toplanan P.cervi’-
ler, iginde fizyolojik su bulunan kaplardzi kesimin yapildig: giin labo-
ratuvara getirilmistir.

Bu P.cervi’ler 37°C dcki ctiivde 1 gece birakilarak hentiz canh
olan parazitlerin yumurtlamasi saglanmag, ertesi giin bir stizgegle pa-
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razitler yumurtalan igeren sudan ayrilmigtir. Stzgecteki parazitler
bir blender tarafindan iyice parcalanarak tekrar siizillmiis ve parazitin
uterusunda bulunan yumurtalarin da elde edilmesi saglanmgtir. Elde
cdilen tiim yumurtalar temizieninceye kadar birgok defa distile su
ite yikanmigtir,

Elde edilen P.cervi yumurtalar, petri kutular igerisinde 25-26°C
deki ctiive konarak gelismeye birakilmig, petrilerin sulan giin agir
degistirilerek yumurtalar fir¢alanmig ve miracidium gelisgimi sik sik
stereomikroskopta izlenmistir. Miracidiumlanin gelisimi gencllikle
13-15 glin arasinda tamamlanmis, i¢lerinde tam gelismig miracidi-
umlar bulunan yumurtalan igeren petri kutular, 150 watt’lik ik
kaynag altina, 30 ¢cm uzakliga yerlestirilerek yumurtalar tamamen
bosalincaya kadar miracidium gikist saglanmugtir,

Siimiikliboceklerin yapay enfcksiyonlarinda 5-10 miracidium
kullanilmigtir. Miracidiumlar kiigiik lastik puvarli bir pipetle sayilarak
alinmis ve hemagliitinasyon levhalarinin yuvalarina konmus, daha
sonra her yuvaya bir adet siumiikliibécek yerlestirilmistir. Bir gece bu
sekilde miracidiumlarla birlikte tutulan siimiikliibécekler daha sonra
tekrar kaplara alhinmugtir.

Laboratuvarda yaklagik 1--1,5 ay sonia enfektc siimiiklithscckler-
de serkerler olugmugtur. Bu sémiiklitbécckler, i¢i naylon ile kaplanmig
biiyiik petri kutularina alinarak, 150 watt’lik 1tk kaynagi altinda,
yaklagik 30 cm uzakliga konmus ve serkerlerin naylon iizerine kist-
lenmeleri saglanmgtir.

Arastirmada dency hayvani olarak 12 adet 1-1,5 yash crkek
akkaraman koyunu kullanilmistir. Dencme hayvanlarinin, bu trema-
todla ve diger helmintlerle daha 6nce cnfekte olup olmadig: flotasyon
ve sedimentasyon digki bakilari ile belirlenmigtir. Koprolojik ve sero-
lojik incelemclerden sonra P.cervi ile enfektc olmadiklart anlagilan
hayvanlar, mide-barsak ve akciger nematodlar: bakinundan 20 mg. /
kg. Tetramisole ve Dicrocoelium yéniinden de 50 mg. /kg. Hetolin
ile sagitumislardir. '

Enfeksiyonlarda yaglar1 7-60 giinliik olan mctascrkerler kulla-
nilmigtir. Metaserkerlerin canhlik kontrolii, ayni giin toplanan me-
taserkerlerin bulundugu her naylon {izerinden 10 metaserkerin lam
ve lamel arasinda, mikroskopta iglerindcki hareketliligin bulunmasina
bakilarak yapilmigtir. Muayenelerde canli bulunan metaserker ora-
nina goére sayimlar yapildiktan sonra denemeye alinmistir.
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Enfeksiyon i¢in 12 deneme hayvani g er koyunluk 4 gruba ayril-
mus, birinci gruba 5000, ikinci gruba 10.000 ve iigiincii gruba da
15.000 P.cervi metaserkerleri jelatin kapsiiller igerisinde yutturularak
verilmigtir. Dordiincii grup ise kontrol olarak birakilmistir.

Enfeksiyonu izleyerek 14.giinde ve daha sonra her 4 giinde bir,
her koyundan yaklagik 10 cc. kan érnckleri alinmi, serumlar gikar-
tilarak her iki testtede 1/2,.1/4, 1/8, 1/16 .. ... 1/256’ya kadar su-
landirmalar yapildiktan sonra ilk antikor saptanmasina degin indirckt
immunofloresan ve indirekt immunoperoksidaz testlerine tabi tutul-
mustur. Alindig1 giin muayeneye tabi tutulmayan serumlar —25°C de
muayene zamanina kadar muhafaza edilmiglerdir. Ilk antikor saptan-
masindan sonra 8-11 giin araliklarla koyunlardan kan alinarak, pre-
patent siirc sonuna kadar testlere devam edilmistir.

Prepatent siire, sedimentasyon diski muayeneleriyle, diskida
P.cervi yumurtalarinin gériilmesiyle belirlenmistir. Muayenclere g97.
giinden itibaren baslanmug, prepatent siirc I. ve II. gruplarda 108,
III. grupta 106 giin olarak saptanmis, bu siirc sonunda hayvanlar
65 mg. kg. Terenol ile sagiilmiy ve sagitimi izleyen 2 ay boyunca
antikor diizeyinde olusabilecek degigiklikler her iki testle’de incelen-
mistir. Bu siire sonunda otopsileri yapilan densy hayvanlan parazito-
lojik ‘yénden muaycne edilmistir.

Antijen olarak P. cervi ile enfekte edilen tavsanlardan clde edilen
geng Paramphistomumlar kullanilmigtir.

‘Bu amagla tavsanlara 200 P.cervi metaserkeri verilmis, 8-9 hafta
sonra tavsanlar otopsi yapilarak ince barsaklart agilip geng Paramp-
histomumlar, stereomikroskop altinda veya ¢iplak gézle 1lik fizyolojik
su i¢inde toplanmistir. Toplanan parazitler eni, boyu ve derinligi yak-
lagik 0,5 cm. olan rat karacigeri pargaciklarina dikine saplanarak blok-
lar hazirlanmistir. Bu bloklar sivi CO, gazi ile dondurulduktan sonra,
parafilm’le sarilarak —25°C de difrizde saklanmigtir. Daha sonra bu
bloklardan dondurma mikrotomunda 5 mikron kalinhginda ke:itler
yapilarak lamlara monte cdilmistir. Bu kesitler 5 dakika Carnoy so-
lusyonunda, ii¢ defa 1 er dakika alkol absoliinde tutularak tesbit edilip
kullanilincaya dck lam kutular: iginde —25°C de difrizde saklanmis-
tr. :

Aragtirmada, indirekt immunoflorcsan testi i¢in Cappel labo-
ratuvarlarimin; “13422 Fluorescein Conjugated IgG Fraction Rabbit
Anti-Sheep IgG” konjugati, indirekt immunoperoksidaz testi igin
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ise gene aymn laboratuvarlarin “11483 Peroxidas: Conjugated IgG
Fraction Rabbit Anti-Sheep IgG” konjugatt kullanilmigtir. Konju-
gatlar csit miktarda steril distile suyla.sulandirildiktan sonra o,5cc.
lik tiiplere 100 er mikrolitre konarak kullamilincaya dck —25°C de
difrizde saklanmigtir,

‘Kontrol scrumlart olarak,. enfekte edilmeksizin kontrol olarak

birakilan gruptaki 3 koyunun kan serumlar1 kullamilmigtir.
ELISA testt, Ofuz ve arkadaglaninin (21) ve IFAT testi de Th-
nar’mn (24) bildirdiklzri prosedirlere uygun olarak yapilmistir,

Sonuglanin istatistik degerlendirmelerinde, her muaycnede en-
fcktz her gruptaki koyunlarin antikor titrelerinin geometrik ortala-

malart GMRT-Antilog f (logx) /N formiiliinden yararlannarak clde’

edilmis ve tablolarda gosterilmistir. Burada (x) degisik antikor titre-
lerini, ([) bu titreleri veren serum sayisini ve (N) toplam muayene
sayisi ifade etmektedir,

/
Sonuglar

Teshis, indirekt immunofloresan testinde, P.cervi kesitlerinin
kiitikiilasinin ve i¢ organlarimin parlak sari-yesil floresan renk verme-
siyle konmustur. Negatif durumlarda parazitin kesiti florcsan renk gos-
termemis, rat karacier dokusu ile birlikte kirmizi bir gériinim ver-
mistir, _

Indirekt immunoperoksidaz tsstinde ise, parazit kesitinin koyu
kahverenkli, rat karaciger dokusunun ¢ok agik kahverenkli oldugu
durumlar pozitif, buna kargin parazit kesiti ve karaciger dokusunun
birlikte gok agik kahverenkli oldugu durumlar ise ncgatif olarak de-
ger l“nd1r11m1§t11

Tablo g ve 4 den dc gériilecegi gibi, kontrol grubundaki koyunla.r
tiim deneyler bovunca ve her iki testte de disiik sulandirmalarda
biyiik olgiide yanly pozitif reaksiyonlar vermigtir. Bu nedenle pozi-
tif reaksiyonlar i¢in, ELISA testinde 1/16, IFAT testinde i ise 1/8 ve

daha yiiksek scrum diliisyonlarinin csas alinmasi gerektigi ortaya ¢ik-

mistir.
5000 Metaserkerle Enfekte 3 Koyunun IFAT ve ELISA Testlen zle Elde
FEdilen Titrasyon Degerlerinin. Geometrik Ortalamalar: :

Bu gruptaki koyunlarin IFAT testindeki titrasyon degerlerinin
geomctrik ortalamas sagitim 6ncesinde en erken 14. giinde 1 /8 olarak

o
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saptannugtir. Bu titrasyon giderek yiiksclmis ve gy. giinde 1 /12 olarak

sagittm oncesi en yiiksek ortalamaya erigmistir. 49. giinde 1/10 olan~
titre, prepatent siireye kadar énemli bir degisiklik gostermeden de-

vam etmis, bu siire sonunda yani 108.giindc 1/10 degeri clde edilmis-

tir (Tablo 1). Sagitimi izleyen 10.giinde 1 /10 olan titre, 20, 30 ve 40.

giinlerde 1/8 olmus ve 40. glinden sonraki muayenclerde de menfi

sonu¢lar alinmigtir,

Ayni grubun ELISA testi ile elde edilen antikor titrelerinin geo-
metrik ortalamasi, sagitim éncesinde en crken 18.giinde 1/16 olmugs-
tur. Bu titre gg9.giinde 1 /50 ilc en yiiksek degere ulasmigtir. 59, 70 ve
8o.giinlerds 1/32 olan titrasyon, prepatent siirc sonunda yani 108.
giinde 1/10 olarak saptannustir (Tablo 1). Sagitim sonrasi 10.giinde
1/10 olarak Dbelirlenen titrasyon, daba sonralari hafif yiikselmeler
gostererck son muayene giinii olan 6o.giinde 1/16 ile sonuclanmgtir
{Tabhlo 2).

Yukarda beclirtilen degerler, 5000 metaserker ile yapilan enfek-
siyonda, IFAT testi, sagitim éncesinde, antikor diizcyinin ¢ok az yiik-
scldigini ve giivenilir bir tcghis olanagi saglamadigin gostermistir.
Sagitimt izleyen 4o.giinden sonraki muayenelerde ise antikor titresinin
1/8 in altina diistiigii yani negatif sonuglarin alindig1 gorillmustiir.

ELISA tasti ise IFAT’a oranla. daha yiiksck dilusyonlarda pozi-
tif reaksiyonlar vermis olmakla beraber titrenin yiiksck dizcylere
ulagmadig, sagium sonrasinda isc oldukga diisiik diizeylerde kaldig
gorilmiistiir. Bu da bize bu grupta antikor diizeyinin ¢ok fazla art-
madigini ve her iki testin de teshis igin uygun olamayacaklarim gos-
termektedir.

10.000 Metaserkerle Enfekte 3 Koyunun IFAT ve ELISA Testleri ile

Elde Edilen Titrasyon Degerlerinin Geometrik Ortalamalar: :

Bu gruptaki koyunlarin IFAT testindeki titrasyon degerlerinin
gcometrik ortalamasi, enfeksiyonu izleyen 14.giinde 1 /12 olarak tesbit
cdilmigtir. 18 ve 29.giiﬁlcrdc en yiiksck titrasyon 1/16 olarak bulun-
mustur. 29.giinden sonra 7o.giine kadar 1/1c~1/12 arasinda degisen |
titre, 80 ve 88.giinlerde 1/8 ve prepatent peryod sonunda da 1/6 ola-
rak saptanmugtir (Tablo 1). Sagiim sonrast 10 ve 20.giinlerde 1/8
titresi clde cdilmis, sonraki muayenclerde isc ¢ok diigiik titreler, yani
menfi sonuclar clde edilmistir (Tablo 2).

Ayni koyunlar ELISA testinde enfeksiyondan 18 giin sonra 1/16
titrede pozitif rcaksiyon vermiglerdir. Daha sonra titre yiikselerek




Table 1.

‘

5000, 10.000, 15.000 P.cervi metaserkeri ile enfekte gruplarda prepatent siireyc

kadar saptanan antikor- titreleri.

5000 metaserkerle enfckte grup

10.000 metaserkerle enfekte grup

15.000 metascrkerle enfekte grup

.
: :§o IFAT ELISA IFAT ELISA g IFAT ELISA
7 g L@ e _ . R L@l
;E 5 Koyun no. _.: E Kovun no. ": % Koyun no. .§ g Koyun no. ég :E g Koyun no. .x::_ E Koyun no. .é Eﬂ;
852 | 857 | 868 S B 852 | 857 | 868 RS 856| 870 | 871 RS 856| 870 | 871 JCICI R 859 | 86o| 865 SRS 859 | 860} 865 SO
14 | 1/8(1/8 11/8 | 1/8 ] - - - - [1/16] 1/8 {1/16 I/TQ -1 - - - _;4— - - - - - |- -
18 (1/811/8 T/B_—x/? 1/16 1/161/16—1/—1?5 1/16| 1/16(1/16| 1/16(1/16 1/16 1/16 | 1/16| 18 | 1/4 |1/8 | 1/a| 1/5 | 1/16 |1/16 1/16( 1/16
29 _1/16 1/8 ;8— 1/10| 1/32 | 1/32(1/64| 1/40(1/16] 1/16/1/16| 1/16|1/64 1/64 1/32 | 1/50| 28 | 1/4 (1/8 | 1/8| 1/6 | 1/64 516:/; 1/25
39 | 1/16] 1/8 x—/-xf_S 1/1;7/6: 1/3211/64| 1/50 1/8 | 1/16(1/16] 1/12|1/32| 1/64] 1/64 | 1/50| 36 1/4 1/8 | 1/8| 1/6 | 1/64 I—/1_6 1/64 1/40
49 | 1/8 1/?;/16 1/10| 1/64 | 1/16(1/64] 1/40(1/8 1/16|1/8 | 1/10(1/32| 1/64| 1/128 1/641 46 | 1/161/16)1/16| 1/16 | 1/64 |1/16|1/32| 1/32
E 1/8 [ 1/8 [1/16| 1/10| 1/32 | 1/16|1/64| 1/32|1/16] 1/16 1/8 | 1/1241/32| 1/32) 1/64 | 1/40| 56 | 1/16[1/16{1/16] 1/16 | 1/8 | 1/8 ;?:; 1/25
7 1/8 | 1/8 [1/16| 1/10| 1/32 1/16% 1/32|1/16 1/161/4 | 1/10[1/32| 1/32| 1/64 | 1/40| 67 | 1/32 1/32|1/16| 1/25 | 1/64 | 1/8|1/32| 1/25
X 1/4 | 1/8 |1/16] 1/8 | 1/32 | 1/16(1/64| 1/32(1/16] 1/8 |1/4 | 1/8 1/32| 1/32| 1/64 | 1/40| 77 | 1/32(1/32[1/32| 1/32 | 1/1281/16{1/32| 1/40
E 1/4 | 1/8 1/116 1/8 | 1/16 | 1/16/1/64( 1/25(1/16 1/8 1/4 | 1/8 T/—xg_x/lﬁ 1/32 | 1/20| 88 | 1/16|1/16/1/16] 1/16 | 1/128[1/32|1/32| 1/50
?t; 1/4 | 1/16{1/16| 1/10| 1/16 | 1/8 (1/32| 1/16(1/8 | 1/8 |1/4 1/6 11/18| 1/16| 1/16 | 1/16] 98 | 1/8 {1/16(1/16| 1/12 | 1/64 |1/32|1/32| 1/40
Tog 1/8 | 1/16{ 1/8{ 1/10[ 1/8 | 1/8 |1/16| 1/10(1/8 | 1/8 /4 [ 1/6 [1/32| 1/16] 1/8 | 1/16] 106 | 1/8 |1/16]1/16| 1/12 1/64 1/16 1/32| 1/32




Tablo 2. 5000, 10.000

ve 15.000 P.cervi metaserkeri ile enfekte gruplarda sagitim sonras: saptanan antikor titreleri.

5000 metaserkerle enfekte grup

10.000 metaserkerle enfekte grup

15.000 metaserkerle enfekte grup

g 5 IFAT ELISA IFAT ELISA IFAT ELISA

£ 5| : & 5 s 7 £ & 5 7 s f
,;:'p Koyun no. "é E Koyun no. '.é % Koyun no. 'g g Koyun no. ? é Koyun no. ’g 024 Koyun no. "E E
1852 | 857] 868 5 852 | 857| 868 3 856 | 870] 871 ©3 856 | 870 | 871 ©.0 859] 860 | 865 °85 859 | 860 | 865 ©o
10 | 1/8 [1/16] 1/8 | 1/10 | 1/8 | 1/8] 1/16| 1/10 | 1/8 | 1/8| 1/8| 1/8 | 1/64 | 1/16 | 1/8| 1/20 ;1_6 1/1.6 1/16| 1/16 | 1/16 | 1/8 {1/32| 1/16
20 ) 1/8 1/8 | 1/8 | 1/8 | 1/16 | 1/8| 1/16| 1/x2 | 1/16{ 1/8| 1/4| 1/8 | 1/64 | 1/16 | 1/8] 1/20 | 1/8] 1/16 | 1/8] 1/10 | 1/8 | 1/16 [1/16| 1/12
30 | 1/8 |1/811/8 | 1/8 | 1/16 | 1/8| 1/16| 1/12 | 1/4 | 1/8| 1/4] 5/5 | 1/64 | 1/16 |1,/16| 1/25 | 1/4| 1/8 | 1/4] 1/5 | 1/8 | 1/8 |1/16] 1/10
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/g |1/4 ] 1/8 | 1/5 | 1/16 {1/16| 1/32| 1/20 | 1/2 |1/16| 1/8| 1/6 | 1/64 | 1/32 |1/16| 1/32 | /4] 1/4 | 1/4| 1/4 |'1/32 | 1/8 |1/16] 1/16
_(i;— 1/4 1/211/2 | 1/3 | 1/8 1/16 1/32| 1/16 | 1/4 | 1/4| 1/4] 1/4 | 1/16 | 1/32 [1/16] 1/20 | 1/4] 1/a | 1/4l 5/4 | 1/32 1 1/8 |1/16] 1/16
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sagitim oncesi 49.giinde 1/64 ile en yiiksek deger elde edilmigtir. 59,
70 ve 8o.glinlerde ise 1/40 ile aym diizeyde kalan titrasyon giderek
diigmiis ve prepatent siire sonunda 1/16 olarak kaydedilmistir (Tablo
1). Sagitmdan sonra 1o.giinde 1/20 olan titrasyon 20-50.giinlerde
yiikselmeler gostermig ve son muayenede ise gene 1/20 olarak sap-
tanmigtir (Tablo 2).

Yukarida belirtilen degerler, 10.000 metaserkerle enfekte grupta,
IFAT testinde, antikor titresinin, enfeksiyonun 29.giiniine kadar ¢ok
az artmakla beraber genel olarak diigiik diizeylerde kaldigini ve g8. ve
‘108.giinlerde ise negatif sayilabilecek kadar diistiigiinii bu nedenlede
teshisde bagarili olmadigini gostermektedir. Sagitim sonrasi ise antikor
titresinin 20.giinden baslayarak teshis igin yeterli olmayacak diizey-
lerde oldugu, yani 1/8 in altina diistiigii goriilmektedir.

ELISA testinde isc sagitimdan énce 29-80.giinler arasinda tit-
renin nisbeten yiiksck oldugu ancak gene de titrenin 1/64 den daha
yiiksek degerlere ulagmadig goriilmiigtiir. Sagitim sonras: ise, sagitim
oncesine oranla daha diisiik diizeylerde antikor saptanabilmis, fakat
tamamen negatif sonuglar alinmamigtir. Bu degerlendirmeler, ELISA
testinin IFAT’a oranla daha yiiksek bir hassasiyeti oldugunu, ancak
her iki testte de titrelerin gok yiiksek diizeylere erismedigini bu ne-
denlede teshisde pratik degerleri olmadiklarini géstermektedir.

15.000 Metaserkerle Enfekte Edilen § Koyunun IFAT ve ELISA Test-
leri ile Elde Edilen Titrasyon Dederlerinin Geometrik Ortalamalar :

15.000 P.cervi metaserkeri ile enfekte edilen bu gruptaki koyun-
larda, IFAT testi ile clde edilen titrasyon degerlerinin geometrik or-
talamasi, enfeksiyonu izleyen 18.giinde 1/5 olmugstur. Daha sonra,
titre giderck yiikselmis ve 8o.giinde 1/32 ile en yiiksek diizeye ulas-
mugtir. Bu diizey, prepatent siire sonuna kadar diigmeler gostermis,
sagitim Oncesi son muayene giiniinde ise 1/12 olmustur (Tablo 1).
Sagitimdan sonra r1o.giinde 1/16 olan titrasyon, 20.giinde 1/10 ol-
mustur. Bu muayeneden sonraki testlerde antikor titreleri ¢ok diigiik
diizeylerde bulunmustur (Tablo 2).

Ayni grupta ELISA testi, enfeksiyondan 18 giin sonra 1/16 tit-
rede pozitif reaksiyonlar vermi§tir 18-108.glinler arasindaki diger
muayenelerde titrelerde bazi inis ¢ikiglar gézlenmis, ancak bu grupta
39.glinde 1 /40 ve 88.giinde 1 /50 olarak en yiiksek antikor titrcleri elde
edilmigtir (Tablo 1). Sagiimdan sonra, sagitim éncesine oranla ol-
dukga diigiik antikor titreleri saptanmig, son muayene giinii olan
6. giinde pu titre 1/16 olarak kaydedilmistir (Tablo 2).
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Yukarida ‘belirtilen degerler, 15.000 metaserkerle enfekte bu™
grupta, IFAT testinde, antikor titresinin ancak 46.giinden itibaren
ylikseldigini ve diger gruplara oranla bu grupta daha yiiksck bir tit-
rasyon gorilldiiginii belirtmektedir. Bununla beraber bu grupta da
genel olarak antikor diizeyi ¢ok yiiksek olmamugtir. Sagitim sonrasin-
da ise 20.giinden sonra negatif sayilabilecek yani teshis igin yeterli
olmayan degerler elde edilmigtir.

ELISA testi ise IFAT’a oranla daha yiiksek titreler vermis ol-
makla beraber gencde fazla giivenilir bir teshis olanag: saglayacak.
sonuglar elde edilememistir. Sagitimdan sonra ise, sagitim oncesine
oranla daha diigiik antikor titreleri bulunmug ve bunlar hep 1/16 veya
daha diigiik diizeylerde kalmugstir.

Genel olarak degisik sayida metaserkerler ile enfekte 3 grupta
da antikor diizeyleri yoéniinden onemli farkliliklar gériilmemistir.,
Ayrica, dzellikle IFAT olmak iizcere her iki testte de antikor titreleri
dar sinrlar iginde kalmugtir, Sagitiny sonralan ise bu antikor titreleri-
nin sagitim éncesine oranla daha diisiik bulunmus olmasi, parazitlerin -
konakct digina atilmasimin antikor titrelerini etkllcyerek du§urdugunu
gostermektedir.

Sonug olarak, her iki testin de Paramphistomum cervi cnfeksi-
yonlarinn teshisinde giivenilir ve pratik metodlar oImadlklan kani- |
sina vanlmistir, -

Tartigma

IFAT ve ELISA tckniklcrinin gesitli helmint enfeksiyonlar: iize-
rinde uygulayan gesitli aragtiricilar, bu enfeksiyonlarin en erken
IFAT ile 7-28 giinde, ELISA ile ise 14—35 giinde, genellikle 2.hafta-
dan itibaren tamilarimin yapilabilecegini bildirmislerdir (1, 4, 6, 8,
10, 11, 16, 17, 19, 21, 22, 23, 24). Buna benzer sckilde bizim aragtir-
mamizda da en erken IFAT tcknigi ile enfeksiyondan 14, ELISA
teknigi ile 18 giin sonra antikorlar saptanabilmigtir. .

Gesitli aragtiricilar (21, 23, 24), Fasciola gigantica, F.hepatica
ve Toxocara canis ile farklt dozlarda enfekte hayvanlar iizerine uygu-
ladiklar: her iki testte de, antikor olugumu ile enfektif doz arasinda
bir iligkinin bulunmadigini ve farklihiklar géstermedigini belirtmigler-
dir. Bu aragtirmada da her iki testte de 5,10 ve 15.000 metaserkerle
enfekte gruplar arasinda gerek erken teshis ve gerekse antikor diizeyi .




84 - Metin Alabay ) ’ -

yéniinden 6nemli farkhiliklar olmadigt belirlenmistir. Ancak 15.000
metaserker ile enfektc gruptaki hayvanlar IFAT testinde, prepatent
siire boyunca diger gruplara oranla biraz daha yiiksck bir antikor
diizeyi gostermigler, buna karsin aynt grubun ELISA degerleri ile
diger gruplar arasmda énemli farkliliklar belirlenememistir.

_ Tinar (24), IFAT teknigi ile F.gigantica’h koyunlarin sagitilma-

sindan sonra antikor diizeyindeki dcgisiklikleri aragtirmgtir. Aragtirici
sagitim sonrast antikor diizeyinde diigme goriilerek 150.giinden iti-
baren negatif sonuglar aldigint bildirmistir. Oguz ve arkadaglar (21),
F.hepatica ile yaptiklar1 gahymada sagitimi izleyen 14.haftadan iti-
baren IFAT ve 18.haftadanitibaren de ELISA testi ile negatif rcaksi-
yonlarin goriildiigini belirtmektedirler. Biz P.cervi ile enfekte ko-
yunlarin sagitilmasindan sonra kanlarinda antikor diizeyinde olusan
degismeleri inceledigimizde, antikor diizeyinin her iki testte de, sagi-
tim oncesi peryoduna oranla digiik diizeylerde oldugunu gordik.
ELISA testinde her ii¢ grupta da son muayenelerde ditsiik diizey-
lerde de olsa miisbet reaksiyonlar goriilmiistir. Ancak IFAT testinde
5000 metaserkerle enfekte grupta 40.giinden, 10.000 metaserkerle
enfekte grupta 20.giinden ve 15.000 metaserkerle enfekte grupta da
gene 20.giinden sonra ncgatif sayilabilecck sonuglar alinmugtir. '

P.cervi ile enfekte koyunlarda ELISA ya da IFAT teknikleri
kullamilarak yapilmis bir ¢aligmaya rastlanmamigtir. Ancak, Paramp-
histomidae familyasma bagh tiirlerden olan Cotylophoron cotylopho-
rum’la deneysel ve dogal enfekte koyunlar izerinde serolojik galigma-
lar yapan Nath (20), antijen olarak parazitlerin alkol veya tuzlu su-
daki ekstraklarim kullanarak uyguladifa intradermal testlerde gabuk
ya da geg tip reaksiyonlarin goriilmedigini bildirmistir. Horak (13),
sigir ve koyunlardaki P.microbothrium, P.ichikawai, Cotyophoron
cotylophorum ve Calicophoron calicophorum enfeksiyonlarinda olgun
parazitleri veya ckstraktlarint antijen olarak kullanarak; intradermal
allerjik, kompleman birlesmesi ve canh parazit ctrafinda serum pre-
sipitatlar testlerini uygulamis ve bu testlerden hig birinin koyunlarda
paramphistomiasis’in teshisine yardimer ve pratik metodlar olmadigi-
m1 belirtmigtir. Yapilan bu aragtirmada ise her nekadar antikor sapta-
nabilmis ise de, kontrol hayvanlarinda diisiik sulandirmalarda yiiksek
oranda yanlig pozitif reaksiyonlar goriilmesi ve genel olarak antikor
titrelerinin yiiksek diizeylerde olmamasi (6zellikle IFAT’ta) neden-
leriyle her iki testin de P.cervi enfeksiyonlarinin teshisinde hassas ve
giivenilir teghis metodlar1 olmadiklari kanisina varilmigtir,
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Tablo 3. Kontrol grubu hayvanlarinin dencyler siiresince goster-

dikleri antikor titreleri.

g__g Kontrol grubu
F% TFAT ELISA
< 3
Sk Koyun no. Koyun no
% {7867 | 869 | 872 | 867 | 869 | 872
14 1/4 - - - - -
18 1/2 1/2 1/2 1/4 - 1/4
—E - 1/2 1/2 1/8 1/2 1/4
Tse | t/a | 2 | va | 16| 1/8 | v
19 1/2 1/4 1/4 1/8 1/2 1/4
59 1/4 ) 1/2 1/4 ;/4 ) 1/4 1/8
70 —1/4 —1/2 - 1/16 1/8 1/2
80 - /4 | /4 | /& | 1/8 | 1/4
88 1/4 - 1/2 1/4 1/4 1/2
98_“ 1/4 ——1/8 ’1/2 1/8 /2. | 1/2
108 - - 1/2 - i/2 | 1/8
Sagitim sonrast.
10 1/2 1/4 ~ 1/4 1/2 1/8
__;o_ 1/;— ——1_/;—_ 1/2 I/-S;_ 1/4 1/8—
30 1/4 - 1/4 1/8 | 1/16 | .1/8
T | e | e | e | i/ e | s
so | 8 | w2 | e | a/e | 1/s | 1/s
60 1/4 1/2 1/4 1/2 1/2 1/4

Tablo 4. Kontrol grubu hayvanlarinda deneyler siiresince
saptanan yanlys pozitif reaksiyonlar (% olarak).-

Serum

Sul. IFAT | ELISA
1/2 80.3 9o.1

1/4 49.0 | 70.5
1/8 3.9 | 31.3

1/16 - 5.8
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