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Kopeklerde Taenia hydatigena enfeksiyonunun indirekt floresan
antikor testi (IFAT) ve enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)
yontemi ile teghisi*
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Ozet: Bu caligmada Taenia hydatigena olgunlarindan hazirlanan antijenler kullanilarak kopeklerde T. hydatigena enfeksi-
yonunun erken teshisinde IFAT ve ELISA yontemlerinin gegerliliginin aragtiriimas: amagtanmistir. Tki ayhik kopeklerden enfeksiyon
(6 kopek) ve kontrol (3 képek) olmak tizere iki grup olusturulmugtur. Enfeksiyon grubundaki képekler, Cysticercus tenuicollis kist-
leri (5-7adet) yedirilerek enfekte edilmistir. Her iki gruptan ¢alisma éncesinden baglanarak, ¢aligma siiresince her hafta kan ve diski
Ornekleri alinmigtir. Enfeksiyon grubunda kopeklerin tiimii digkilarinda halkalar goriildiikten sonra, nekropsi yapilarak
bagirsaklarinda bulunan T.hydatigena’lar toplanmistir. IFAT i¢in T hydatigena halkalarindan kesit antijeni, ELISA i¢in somatik anti-
jen hazirlanarak serum 6rnekleri iki yontemle test edilmistir. IFAT da, ilk pozitif reaksiyonlar enfeksiyondan 2 hafta sonra gézlen-
mig, en yiitksek antikor titreleri 8-12. haftalarda tespit edilmis, enfeksiyon grubundaki kdpeklerin serumlarimin yiiksek sulandirmalar-
da bile pozitif reaksiyon verdigi, ancak diisiik sulandirmalarda kontrol grubundaki kopeklerin serumlarimin da yanlis pozitif reaksi-
yonlar verdigi gozlenmistir. ELISA’da ilk pozitif reaksiyonlar, enfeksiyondan 3 hafta sonra gézlenmistir. Genelde antikor titreleri
diigiik diizeylerde tespit edilmigtir. Enfeksiyon ve kontrol grubundan elde edilen verilerin, istatistiksel analizinde, gruplar arasindaki
farkiihigin istatistiksel agidan 6nemli oldugu saptanmmstir (p<0,05). Kontrol grubunda képeklerin higbirinde yanlis pozitif reaksiyon
gozlenmemistir. Kopeklerde T. hydatigena enfeksiyonunun teshisinde, IFAT’in daha spesifik testlerle desteklenmesi, ELISA igin
purifiye antijenlerin kullanilmas1 gerektigi belirlenmigtir.
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Diagnosis of Taenia hydatigena in dogs with indirect fluorescence antibody test (IFAT) and enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA)

Summary: In this study, it was aimed to research the validity of IFAT and ELISA methods on dogs for early diagnosis of
Taenia hydatigena infection by using mature 7. hydatigena antigens. From two month-old puppies, two groups of dogs were estab-
lished as an infection (6 dogs) and control (3 dogs) groups. The dogs. in infection group, were infected with Cysticercus tenuicollis
cysts (with 5-7) by oral route. Before and during the study, blood and fecal samples were collected every week from both groups.
After T. hydatigena proglottid had been seen in the faeces of all dogs, in the infection group, T. hydatigena parasites were collected
from small intestines of these dogs necropsied. Cross-section antigen of T. hydatigena proglottid was prepared for IFAT, and soma-
tic antigen was prepared for ELISA, and all serum samples were tested by both methods. By IFAT method, first positive reactions
were observed two weeks after the infection. The highest antibody titres were found in 8th-12th week, blood sera of the dogs in infec-
tion group have given positive reaction at even high dilutions, but at low dilutions, blood sera of the dogs in control groups have given
false positive reactions. By ELISA method, first positive reactions were observed after 3 weeks from the infection. In general,
although antibody titres were found at low levels, in the datum obtained from the infection and the control groups, the difference
between in two groups were found to be statistically significant (p<0.05). False positive reaction has not been observed in the dogs
of control groups. It has been found that IFAT should be supported with more specified tests in the diagnosis of T. hydatigena in dogs
and for ELISA, prufied antibody should be used.

Key words: Diagnosis, Dog. ELISA, IFAT, Taenia hydatigena

lanilmas1 zaman alict oldugu gibi bazi kopeklerde yan

Giris .

Taenia hydatigena bagta kopek olmak tizere kurt,
¢akal, tlki gibi karnivorlarin ince bagirsaklarinda
yasamaktadir. Taenia cinsi sestod enfeksiyonlarinin son
konaklarda teshisi, genellikle arecoline hydrobromide
kullanilarak veya dogrudan hayvanlardan elde edilen
diskilarin makroskobik ve mikroskobik olarak incelen-
mesi ile vapilmaktadir. Arecoline hydrobromide kul-

* Aymt baglikl1 doktora tezinden 6zetlenmigtir

etkilere neden olabilir.- Mikroskobik muayene yontem-
ler1 kolay, hizli sonug veren, ucuz yontemlerdir. Ancak,
taenia yumurtalarinin morfolojik olarak isik mikroskobu
ile ayrimlart mimkin degildir (11). Bu nedenle son
yillarda kopeklerde taenia cinsi sestodlarin teghisinde
alternatif teknikler gelistirilmistir (3,4,11). Turkiye’'de
kopeklerde olduk¢a yaygin oldugu bildirilen (1.5,21)
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T. hydatigena’nin larvast olan Cysticercus tenuicollis’e
ise kesim sirasinda sikhkla rastlanmakta olup, karaciger
gocleri doneminde 6nemli ekonomik kayiplar meydana
getirmektedir (2,17,22).

Képek parazitleri izerinde yapilan caligmalar,
genellikle zoonoz 6zelligi gosterenler iizerinde
yogunlagmig olup 7. hydatigena ile ilgili ¢aligmalar
olduk¢a simirlidir. Taenia hydatigena gibi sonkonakda
onemli bir etki olusturmayan, ancak arakonak canlilarda
hastahiklara yol acabilen parazitler iizerinde fazla
arastirma yapilmamig olmast geri kalmug ve gelismekte
olan iilkelerde olayin ekonomik boyut potansiyeli
nedeniyle eksikliktir.

Bu calismada T. hydatigena olgunlarindan
hazirlanan antijenler kullanilarak kopeklerde enfeksi-
yonun erken teshisinde (halkalar atilmaya baglamadan
once) IFAT ve ELISA yontemlerinin gecerliliinin
aragtirilmast amaclanmstir.

Materyal ve Metot

Bu calismada, 2 aylik sokak kopeklerinden 6 kdpek
(1 erkek 5 dist) enfeksiyon grubu ve 3 kopek (hepsi
erkek) kontrol grubu olarak ayrilmistir. Caligmaya
baglamadan ©nce, her iki gruptaki hayvanlar helmintolo-
jik agidan muayene edilmis ve olusabilecek ¢apraz reak-
siyon riskini ortadan kaldiriimak amaciyla, antelmentik-
lerle (im.0,2 mg/kg Vilmectin-VILSAN kullanimindan
3 giin sonra oral 5 mg/kg Paratak Plus Topkim-TOP-
KAPI) sagaltilmustir. Sagaltimin etkili olup olmadiginm
gdzlemek agisindan ilag uygulanmasindan 1 hafta sonra
tiim kopeklerin digki bakilan tekrarlanmig, negatif bulu-
nan kopeklere uygulanan ilaglarin etki siirelerinin sona
ermesi i¢in 3 hafta beklenerek, Ankara’nin Kazan Tlgesi
Belediye Mezbahasi’nda kesilen koyunlardan elde
edilen C. tenuicollis’ler canhilik kontrolleri yapildiktan
sonra enfeksiyon grubundaki kopeklerden 5’ine 5’er,
kistlerin kii¢iik olmasi sebebiyle 1’ine 7 adet kiyma
i¢inde yedirilerek enfeksiyon olusturulmustur.

Enfeksiyon  grubundaki  tiim  kopeklerin
diskilarinda T. hydarigena halkalar goriildiikten 3 hafta
sonra kopeklerin nekropsisi yapilmus, olgun parazitler
toplanmugtir.

Enfeksiyon grubundaki kopeklere Kistlerin
yedirilmesinden 1 hafta once baglanarak, caligma
siiresince her hafta tiim hayvanlardan diizenli olarak kan
ve diski drnekleri alinmigtir. Kan 6rneklerinden serum-
lar gikarilmig, ¢alismada kullamlmak tizere —20°C’de
muhafaza edilmigtir. Digki ornekleri ise alindiklarr giin
incelenmigtir.

Caligma siiresince gruplardaki hayvan sayilari,
hayvanlarin bakim ve beslenmesi, ¢alismaya alinmalar
ve cikanlmalari, ¢aligma siiresince yapilacak iglemler
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi 31.10. 2000
tarih ve 12 nolu Etik Kurul Karar ile Deney Hayvanlari
Yonetmeligi Kriterlerine gore yapilmustir.

Nekropsi sonucu elde edilen parazitlerden IFAT
icin kesit antijeni, ELISA i¢in somatik antijen
hazirlanmig ve serumlar IFAT (16) ve Gasser’in Oneri-

lerine uygun olarak (kisisel goriisme) ELISA yér}'temiyle
incelenmisgtir. |
Calismada IFAT sonugla‘mmn ista;tistiksel
degerlendirmesinde geometrik ortalamalar, ELISA yon-
teminde, cesitli haftalarda enfeksiyon ve kontrol|gruplan
arasindaki farkhiliklarin karsilagtirilmasinda, |"Mann-
Whitney U Testi" kullanilmistir. EJnfeks1y0n gtubunda,
enfeksiyon oncesi hafta ile diger haftalar arasindaki ikili
kargilagtirmalarda, "Wilcoxon Eslestirilmis Iki Ornek
Testi"nden yararlaniimugtir. ELISA‘ referans test olarak
kullanithip, IFAT'in  sensitivite ve |

splaesifitesi
belirlenmistir.

Bulgular :
Caligma oncesinde enfeksiyon ve kontrol grubunda
bulunan kopeklerin digkl yoklaJmasmda 6 I kopegin
diskisinda Toxocara canis yumurtasx tespit edilmesine
ragmen, antelmentik uygulamasindan sonra d1§k1 yokla-
malarinda, hicbir parazit veya gelisme dénemin!e rastlan-
mamustir. Enfeksiyon grubundaki| kopeklerin jprepatent
stireleri ve nekropsi sonuglart Tablo 1’de verilmigtir.
IFAT’ da gebe halkalardan yapilan k;esitlerde,
uteruslar ile yumurta ve testis| hiicrelerinin parlak
sarimtrak-yesil renk verdigi durumlar pozitif I (Sekil 1)
olarak, kirmizi veya mat gri renk verdigi !durumlar
negatif (Sekil 2) olarak degerlend1Lr11m1§t1r. Kolpeklerden
alinan kan orneklerinin IFAT ile Ivermi§ oldullharl reak-
siyonlar ve geometrik ortalamalar Taplo 2’de
verilmistir. |

Tablo 1. Enfeksiyon grubunda prep:'atcnt siireler ve nekropsi
sonuglari.

Table 1. Prepatent periods and results of necropsy in infection
group |

Prepatent siire Yedilrilen

Kopek no Nekropside

(Hafta) C.tenuicollis  eldé edilen

sayisi T.hydatigena

sayiim

1 12 5 4
2 13 5 4 i
3 12 5 4 ‘
4 13 5 4 |
5 11 7 4 i
6 12 5 3 |
I

ELISA’da negatif kontrol s‘erumunun 492 nm’deki
absorbans degeri 0,076, standart ’sapmam (SD) da 0,0062
olarak saptanmugtir. Esik degeri |(cut-off) negatlf kontrol
serumunun absorbans degerine|2 SD ekleqlerek 0,088
olarak belirlenmistir. Enfeksiyon ve kontrc;l grubunda
ELISA ortalamalan ve standart sapmalari $ekil 3 ve 4’te
verilmistir. Enfeksiyon grubu [ile kontrol lcrubundaki
kopeklerden elde edilen verilerin istatistikse]l analizinde
gruplar arasinda enfeksiyondan sonraki ilk haftadan
itibaren ¢aligma sonuna kadar anlaml1 bir farklilik tespit
edilmigtir (p<0,05). Enfekmyo‘n grubundaki képeklerin
enfeksiyon 6ncesi hafta ile diger haftalar arqsmdakl ikili

karsilagtirmalarinda istatislikéel olarak 3. haftadan
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Tablo 2. Kopeklerden alman kan rmeklerinin IFAT ile vermis olduklar reaksiyonlar ve geometrik ortalamalari.
Table 2. The reactions and geometrical mean of the blood samples collected from dogs by IFAT

Haftalar Enfekte kopek no GO Kontrol képek no GO
) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
EO. - - - - - - - - - N .
2 - - 172 172 - 172 172 - 1/4 - 1/4
3 1/4 1/4 1/8 1/8 172 1/4 1/5 - - - -
4 1/8 1/32 1/32 1/16 172 1/16 1/13 - - 1212
5 1/64 1/8 1/16 1/32 1/8 1/32 120 - 12 - 172
6 1/128 1/64 1/8 1/64 1/32 1/64 1/45 172 - - 172
7 1/256 1/32 1/64 1/128 1/128 1/128 17100 - - - -
8 1/256 1/128 1/128 1/128 1/256 1/256 1/181 - - - -
9 1/64 17256 1/256 1/256 1/128 1/256 1/181 - - 172 12
10 1/256 1/256 1/256 11256 1/64 1/64 1/161 - - - -
11 1/256 1/64 1/256 1/32 1/32 1/128 1/91 - - - -
12 1/128 1/128 1/64 1/256 1/32 1/128 1/100 - - - -
13 1/32 1/32 1/32 11256 1716 1/32 1/40 172 12 - 172
14 1/16 1/16 1/16 1/32 1/8 1716 1/16 - - - -
15 1/8 1/8 1/16 1/32 178 1/8 1/11 - 172 - 12

E.O. : Enfeksiyon oncesi, E: Enfeksiyon haftasi, GO: Geometrik ortalama

Sekil 2. IFAT da negatif reaksiyon.

Figure 2.Negative reaction with IFAT
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Sekil 3. Enfeksiyon grubunda ELISA ortalamalar: ve standart

Sekil 1. [FAT da pozitif reaksiyon. sapmalar. o
Fieure 1 Positive reaction with IFAT Figure 3.The mean value of ELISA and standard deviations in
g .
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Sekil 4. Kontrol grubunda ELISA ortalamalan ve standart sap-

malar.

S?kil 2. lFAT’Qa ncgati‘f reak.siyon. Figure 4. The mean value of ELISA and standard deviations in
Figure 2 Negative reaction with I[FAT control group
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itibaren 4. ve 10. hafta diginda anlamh bir farklilik belir-
lenmigtir.

ELISA referans test olarak kullanildiginda IFAT m
sensitivitesi %100, spesifitesi ise % 41,02 olarak belir-
lenmigtir.

Tartisma ve Sonug

Taenia hydatigena’nin prepatent siiresini Neveu-
Lemaire (12) 8-12 hafta, Giiraip (8) 10-12 hafta, Soulsby
(20) 51 giin, Deplazes ve ark. (4) 57-71 giin olarak
bildirmiglerdir. Bu ¢aligmada ise kopeklerde prepatent
siirenin 11-13 hafta arasinda degistigi tespit edilmistir.
Bu siire Neveu-Lemaire (12) ve Giiralp (8)’in kaydettigi
siireler ile benzerlik gostermigtir. Parmeter ve ark. (13)
kopeklerde T. hydatigena’mn biyiime ve gelismesine
populasyon yogunlugunun etkilerini incelemisler, hay-
vanlara 5 sistiserkten fazla sistiserk yedirildiginde hem
parazit sayisimn hem de bilyiikligiiniin etkilendigini
bildirmislerdir. Bu ¢aligmada hayvanlara yedirilen sisti-
serk sayilan arasinda biiyiik bir farklilik olmamakla bir-
likte, 7 sistiserk yedirilen - kopekten toplanan
T. hydatigena sayisimn ve biiyiikliklerinin 5 sistiserk

yedirilen dier hayvanlardan elde edilen T.hydatige- -

na’lardan daha az olmas: Parmeter ve ark. (13)’nin sap-
tamalarini animsatmisgtir. : »
IFAT ve ELISA yontemlerini cesitli sestod enfek-
siyonlarinin tamsinda kullanan arastiricilar (6,9,19)
IFAT ile en erken 5-28. giinlerde, ELISA ile 14-35. giin-
lerde, genellikle 2. haftadan itibaren bu enfeksiyonlarin
tanilarinin yapilabilecegini bildirmislerdir. Bu ¢aligmada
da IFAT ile en erken enfeksiyon sonrasit 2. haftada,
ELISA ile 3. haftada antikorlar tespit edilebilmis,
degerlendirmeye alinan parazitin sestod olmasi, bu ben-
zer sonuglara ulagmamuzda etkili olmustur. Deneysel
olarak enfekte ettikleri kopeklerde Echinococcus granu-
losus antikorlarint IFAT ile teshis eden Singh ve Dhar
(19) enfeksiyondan 5 giin sonra tespit edilen antikorlarin
50. giinde pik seviyeye ulastigim bildirmislerdir.
Antikor titresinin 50. giinde en yliksek olmasinin sebebi-
ni, gelisimini tamamlamis olan yumurta sayisinin bu
zamanda artmasi olarak bildirmislerdir. Bu ¢aligmada
da, enfeksiyonun 2. haftasindan itibaren antikorlar tespit
edilebilmis, bu titre 8.-12. haftalar arasinda pik seviyeye
ulagmustir. En yiiksek antikor titrelerinin bu haftalar
arasinda olmasi konusunda Singh ve Dhar (19)'mn
gorislerine katilmaktayiz. Parazitsiz ortamda yetigmis
kopekler ile monospesifik olarak sestodlar ile enfekte
edilmis kopeklerdeki serolojik verilerin degerlendirildigi
bir arastirmada (10), hi¢bir képegin antikor titrelerinde

¢ok biiyilk degigimin olmadigi bildirilmigtir. Taenia

hydatigena ile dogal enfekte kopeklerde bu parazite
kars1 olusan antikor yanitlarini inceleyen Jenkins ve ark
(11) da enfekte ve enfekte olmayan kopekler arasinda
biiyiik bir fark olmadigint ve zaman zaman kanda bulu-
nan antjenlerin antikorlari baglamas: nedeniyle yanlig
negatif sonuglarin alindigim bildirmislerdir. Gasser ve
ark. (7) dogal enfekte kopeklerde E.granulosus’un
teshisi amaciyla protoskoleks ve onkosfer antijenlerini

|
I
|
I

kullanarak ELISA yontemini denedikleri bir gaI‘l1§mada,
agir enfekte oldugu bilinen hayvanlarin ELISA yonte-
minde negatif bulunmasinin kanda’ bulunan E.granulo-
sus antijenlerinin antikorlari baglamasmdbn ileri

gelebilecegine dikkat gekmi§lerdi[r. Bu calgmada da
antikor titrelerinin genel olarakj diisiik dujzeylerde
kalmasi, enfeksiyondan sonraki haftalarda elde edilen
yanlis negatif sonuglar, 4. ve 10. !haftalarda b:elirlenen
anlamsizlik arastiricilarin da kaydettigi nedenlere ilgili
olabilir. ;

indirekt Floresan Antikor Testi ve ELISiA yonte-

mini, gesitli sestod enfeksiyonlarmin teshisinde kullanan
aragtiricilar IFAT" i duyarly, EI‘JISA’mn iS(‘% spesifik
sonuglar  verdigini bildirmi§lerd‘iir (3,11,14,15,18,19).
Bu cahigmada da, hem enfeksiyon grubundaki
kopeklerin  kan serumlarinin IFAT ileI yiiksek
sulandirmalarda bile pozitif reaksiyon vermesi, hem de

kontrol grubundaki kopeklerin keym serumlarinm diigiik
sulandirmalarda yanhg pozitif reaksiyon vermesi, buna

karsin ELISA  yonteminde [kontrol grubundaki
képeklerin hi¢ birinde yanhs pozitif reak!siyonlarm
goriilmemesi IFATin duyarl, E;LISA’mn spesifik bir
test oldugunu (ELISA referans tes,lt olarak
kullanildiginda IFAT’in sensitivktesi %100,’spesifitesi
%41 ,02) gostermistir. )

Bununla beraber, bu gahg.m? ile hamrlan!an antijen-

lerin purifiye edilmeden kullaniimasi ve IFAT 1n daha
spesifik teghis metotlariyla desteklenmemesi! durumun-
da, her iki testin de kopeklerde|T. hydatigena enfeksi-
yonunun teshisinde ¢ok hassas ve giivenilir olmadiklar
sonucuna varilmustir. ,

I
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