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Köpeklerde Taenia hydatigena enfeksiyonunun indirekt floresan
antikor testi (IFAT) ve enzyme linked immunosorbent assay (ELIS'A)

yöntemi ile teşhisi*
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Özet: Bu çalışmada Taeııia hydatigena olgunlarından hazırlanan antijenler kullanılarak köpeklerde T. hydatigena enfeksi-
yonunun erken teşhisinde IFAT ve ELlSA yöntemlerinin geçerliliğinin araştırılması amaçlanmıştır. İki aylık köpeklerden enfeksiyon
(6 köpek) ve kontrol (3 köpek) olmak üzere iki grup oluşturulmuştur. Enfeksiyon grubundaki köpekler, Cysticercus fenuicollis kist-
leri (5-7adet) yedirilerek enfekte edilmiştir. Her iki gruptan çalışma öncesinden başlanarak, çalışma süresince her hafta kan ve dışkı
örnekleri alınmıştır. Enfeksiyon grubunda köpeklerin tümü dışkılarında halkalar görüldükten sonra, nekropsi yapılarak
bağırsaklarında bulunan T.hydafigeııa 'lar toplanmıştır. IFAT için T. hydatigena halkalarından kesit antijeni, ELlSA için somatik anti-
jen hazırlanarak serum örnekleri iki yöntemle test edilmiştir. IFAT'da, ilk pozitif reaksiyonlar enfeksiyondan 2 hafta sonra gözlen-
miş, en yüksek antikor titreleri 8-12. haftalarda tespit edilmiş, enfeksiyon grubundaki köpeklerin serumlarının yüksek sulandırmalar-
da bile pozitif reaksiyon verdiği, ancak düşük sulandırmalarda kontrol grubundaki köpeklerin serumlarının da yanlış pozitif reaksi-
yonlar verdiği gözlenmiştir. ELlSA'da ilk pozitif reaksiyonlar, enfeksiyondan 3 hafta sonra gözlenmiştir. Genelde antikor titreleri
düşük düzeylerde tespit edilmiştir. Enfeksiyon ve kontrol grubundan elde edilen verilerin, istatistiksel analizinde, gruplar arasındaki
farklılığın istatistiksel açıdan önemli olduğu saptanmıştır (p<0,05). Kontrol grubunda köpeklerin hiçbirinde yanlış pozitif reaksiyon
gözlenmemiştir. Köpeklerde T. hydafigena enfeksiyonunun teşhisinde, lFAT'ın daha spesifik testlerle desteklenmesi, ELlSA için
purifiye antijenlerin kullanılması gerektiği belirlenmiştir.

Anahtar kelimeler: ELISA, lFAT, köpek, Taenia hydatigena, teşhis

Diagnosis of Taenia hydatigena in dogs with indirect fluorescence antibody test (IF AT) and enzyme
Iinked immunosorbent assay (ELISA)

Summary: In this study, it was aimed to research the validity of lFAT and ELlSA methods on dogs for early diagnosis of
Taeııia hydatigeııa infection by using mature T. 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 teııuicollis
cysts (with 5-7) by oral route. Before and during the study, blood and fecal samples were collected every week from both groups.
Af ter T. hydatigena proglottid had been seen in the faeces of all dogs, in the infection group, T. hydatigena parasites were collected
from smail intestines of these dogs necropsied. Cross-section antigen of T. hydatigeııa proglottid was prepared for [FAT, 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 week s 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 ELlSA method, first positive reactions were observed after 3 weeks from the infection. [n general,
although antibody titres were found at low Ievels, 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. hydatigeııa in dogs
and for ELlSA, prufied antibody should be used.
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Giriş
Taeııia hydatigena başta köpek olmak üzere kurt,

çakal, tilki gibi kamivariarın ince bağırsaklarında
yaşamaktadır. Taenia cinsi sestod enfeksiyonlarının son
konaklarda teşhisi, genellikle arecoline hydrobromide
kullanılarak veya doğrudan hayvanlardan elde edilen
dışkıların makroskobik ve mikroskobik olarak incelen-
mesi ile yapılmaktadır. Arecoline hydrobromide kul-

* Aynı başlıklı doktora tezinden özetlenmiştir

lanılması zaman alıcı olduğu gibi bazı köpeklerde yan

etkilere neden olabilir. Mikroskobik muayene yöntem-
leri kolay, hızlı sonuç veren, ucuz yöntemlerdir. Ancak,
taenia yumurtalarının morfolojik olarak ışık mikroskobu
ile ayrımları mümkün değildir (ll). Bu nedenle son
yıllarda köpeklerde taenia cinsi sestodların teşhisinde
alternatif teknikler geliştirilmiştir (3,4,1 I). Türkiye'de
köpeklerde oldukça yaygın olduğu bildirilen (1,5,21)
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lerine uygun olarak (kişisel görüşme) ELISA yöntemiyle
incelenmiştir. I. ;. .

Çalışmada lFA T son uçlarının ıstatıstıksel
değerlendirmesinde geometrik ortaıiamalar, ELI~A yön-
teminde, çeşitli haftalarda enfeksiydn ve kontroııgrupıarı
arasındaki farklılıkların karşılaştı~ılmasında, "Mann-
Whitney U Testi" kullanılmıştır. Bnfeksiyon gı'-ubunda,
enfeksiyon öncesi hafta ile diğer haftalar arasın(,aaki ikili
karşılaştırmalarda, "Wilcoxon Eşıbştirilmiş İWj Örnek
Testi"nden yararlanılmıştır. ELISA referans te~t olarak
kullanılıp, IFAT'ın sensitivile ve s1\esifitesi
belirlenmiştir. :

i

Bulgular i
Çalışma öncesinde enfeksiyOliI ve kontrol i~rubunda

bulunan köpekleri n dlŞkl yokl~masında 6 i köpeğin
dışkısında Toxocara can is yumurtası tespit e(hlmesine

i i

rağmen, antelmentik uygulamasından sonra dış'kı yokla-
malarında, hiçbir parazit veya geldme dönemide rastlan-
mamıştır. Enfeksiyon grubundakil köpeklerin iprepatent
süreleri ve nekropsi sonuçları Tablo 1'de verilı.l1iştir.

IF AT' da gebe halkalardad yapılan kesitlerde,
uteruslar ile yumurta ve testisi hücrelerinin parlak
sarımtrak-yeşil renk verdiği durumlar pozitif LI (ŞekiII)
olarak, kırll11z1 veya mat gri rJnk verdiği. durumlar
negatif (Şekil 2) olarak değerlendihlmiştir. Köbeklerden
alınan kan örneklerinin IFAT ile rermiş oldu*ları reak-
siyonlar ve geometrik ortalamaları Tablo 2'de
verilmiştir. i:
Tablo I. Enfeksiyon grubunda prep~tent süreler ,Lenekropsi
sonuçları. i i
Table I. Prepatent periods and results of necropsy lininfection
group i!

yedJilen Neı~opside
C.teı\uicollis eld\~edilen

isayısı T.h~daıigena
i sayıısı

i
12 5 4 i
13 5 4 i
12 5 4 i
13 5 4
II 7 4 !
12 5 3 :

ELISA'da negatif kontrol Jerumunun 4~2 nm'deki
absorbans değeri 0,076, standart Isapması (SD;)da 0,0062
olarak saptanmıştır. Eşik değeri I(cut-off) neg.atifkontroı
serumunun absorbans değerine 2 SD ekıerterek 0,088

i
olarak belirlenmiştir. Enfeksiyon ve kontreil grubundai i
ELISA ortalamaları ve standart sapmaları Şe/<j]3 ve 4'te
verilmiştir. Enfeksiyon grubu lile kontrol Igrubundaki
köpeklerden elde edilen verilerin istatistikse,! analizinde
gruplar arasında enfeksiyondah sonraki Ük haftadan
itibaren çalışma sonuna kadar ahlamlı bir fa~klılık tespit
edilmiştir (p<0,05). Enfeksiyoh grubundak~ köpeklerin
enfeksiyon öncesi hafta ile diğe~ haftalar ardsındaki ikili
karşılaştırmalarında istatistik~el olarak :a. haftadan

i
i
i

i
i

Materyal ve Metot
Bu çalışmada, 2 aylık sokak köpeklerinden 6 köpek

(i erkek 5 dişi) enfeksiyon grubu ve 3 köpek (hepsi
erkek) kontrol grubu olarak ayrılmıştır. Çalışmaya
başlamadan önce, her iki gruptaki hayvanlar helmintolo-
jik açıdan muayene edilmiş ve oluşabilecek çapraz reak-
siyon riskini ortadan kaldırılmak amacıyla, antelmentik-
lerle (im. 0,2 mg/kg Vilmectin-VİLSAN kullanımından
3 gün sonra oral 5 mg/kg Paratak Plus Topkim-TOP-
KAPI) sağaltılmıştır. Sağaitırnın etkili olup olmadığını
gözlernek açısından ilaç uygulanmasından 1 hafta sonra
tüm köpeklerin dışkı bakıları tekrarlanmış, negatif bulu-
nan köpeklere uygulanan ilaçların etki sürelerinin sona
ermesi için 3 hafta beklenerek, Ankara'nın Kazan İlçesi
Belediye Mezbahası 'nda kesilen koyunlardan elde
edilen C. tenuicollis'ler canlılık kontrolleri yapıldıktan
sonra enfeksiyon grubundaki köpeklerden 5'ine 5'er,
kistlerin küçük olması sebebiyle i 'ine 7 adet kıyma
içinde yedirilerek enfeksiyon oluşturulmuştur.

Enfeksiyon grubundaki tüm köpekleri n
dışkılarında T. hydatigena halkaları görüldükten 3 hafta
sonra köpeklerin nekropsisi yapılmış, olgun parazitler
toplanmıştır.

Enfeksiyon grubundaki köpeklere kistlerin
yedirilmesinden i hafta önce başlanarak, çalışma
süresince her hafta tüm hayvanlardan düzenli olarak kan
ve dışkı örnekleri alınmıştır. Kan örneklerinden serum-
lar çıkarılmış, çalışmada kullanılmak üzere -20°C'de
muhafaza edilmiştir. Dışkı örnekleri ise alındıkları gün
incelenmiştir.

Çalışma süresince gruplardaki hayvan sayıları,
hayvanların bakım ve beslenmesi, çalışmaya alınmaları
ve çıkarılmaları, çalışma süresince yapılacak işlemler
Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi 31.10. 2000
tarih ve 12 nolu Etik Kurul Kararı ile Deney Hayvanları
Yönetmeliği Kriterlerine göre yapılmıştır.

Nekropsi sonucu elde edilen parazitlerden IFAT
için kesit antijeni, ELISA için somatik antijen
hazırlanmış ve serumlar IFAT (16) ve Gasser'in öneri-
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T. hydatigena'nın larvası olan Cysticercus tenuicollis'e
ise kesim sırasında sıklıkla rastlanmakta olup, karaciğer
göçleri döneminde önemli ekonomik kayıplar meydana
getirmektedir (2,17,22).

Köpek parazitleri üzerinde yapılan çalışmalar,
genellikle zoonoz özelliği gösterenler üzerinde
yoğunlaşmış olup T. hydatigena ile ilgili çalışmalar
oldukça sınırlıdır. Taenia hydatigena gibi sonkonakda
önemli bir etki oluşturmayan, ancak arakonak canlılarda
hastalıklara yol açabilen parazitler üzerinde fazla
araştırma yapılmamış olması geri kalmış ve gelişmekte
olan ülkelerde olayın ekonomik boyut potansiyeli
nedeniyle eksikliktir.

Bu çalışmada T. hydatigena olgunlarından
hazırlanan antijenler kullanılarak köpeklerde enfeksi-
yonun erken teşhisinde (halkalar atılmaya başlamadan
önce) IF AT ve ELISA yöntemlerinin geçerliliğinin
araştırılması amaçlanmıştır.
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Tablo 2. Köpeklerden alınan kan örneklerinin IFAT ile vermiş oldukları reaksiyonlar ve geometrik ortalamaları.
Table 2. The reactions and geometrical mean of the blood samples collected from dogs by IFAT

Haftalar Enfekte köpek no GO Kontrol köpek no GO

2 3 4 5 6 7 8 9E.Ö.
E
i
2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/4 1/4
3 1/4 1/4 1/8 1/8 112 114 1/5
4 1/8 1/32 1132 1/16 112 1116 1113 112 1/2
5 1164 1/8 1/16 1132 118 1/32 1/20 1/2 1/2
6 1/128 1164 1/8 1164 1/32 1/64 1/45 1/2 1/2
7 11256 1/32 1/64 1/128 11128 11128 1/100
8 1/256 1/128 1/128 1/128 11256 1/256 1/181
9 1164 ]/256 1/256 ]/256 1/128 11256 1/181 1/2 1/2
LO 11256 1/256 1/256 1/256 1/64 1/64 11161
ii 1/256 1/64 1/256 1/32 1132 1/128 1191
12 1/128 11128 1/64 11256 1/32 1/128 1/100
13 1/32 1/32 1/32 1/256 1/] 6 1132 1/40 112 1/2 1/2
14 1116 1/16 1116 1/32 1/8 1/16 1/16
iS 1/8 1/8 1/16 1/32 1/8 1/8 1/11 1/2 112

E.Ö. : Enfeksiyon öncesi, E: Enfeksiyon haftası, GO: Geometrik ortalama

ŞekiII. lFA T' da pozitif reaksiyon.
Figure 1.Positive reaction with IFAT

Şekil 2. lFA T'da negatif reaksiyon.
Figure 2.Negative reaction with IFAT

Şekil 2. !FAT'da negatifTeaksiyon.

Fih'Ure 2.Negative ceaction with IF AT
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Şekil 3. Enfeksiyon grubunda ELlSA ortalamaları ve standart
sapmalar.
Figure 3.The mean valuc of ELlSA and standard deviatians in
infection group
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Şekil 4. Kontrol grubunda ELlSA ortalamaları ve standart sap-
mal ar.
Figııre 4. The mean value of ELlSA and standard deviatians in
control group
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itibaren 4. ve 10. hafta dışında anlamlı bir farklılık belir-
lenmiştir.

ELISA referans test olarak kullanıldığında lFA T'ın
sensitivitesi %100, spesifitesi ise % 41,02 olarak belir-
lenmiştir.

Tartışma ve Sonuç
Taenia hydatigena'nın prepatent süresini Neveu-

Lemaire (12) 8-12 hafta, Güralp (8) 10-12 hafta, Soulsby
(20) 51 gün, Deplazes ve ark. (4) 57-71 gün olarak
bildirmişlerdir. Bu çalışmada ise köpeklerde prepatent
sürenin 11-13 hafta arasında değiştiği tespit edilmiştir.
Bu süre Neveu-Lemaire (12) ve Güralp (8)'in kaydettiği
süreler ile benzerlik göstermiştir. Parmeter ve ark. (13)
köpeklerde T. hydatigena'nın büyüme ve gelişmesine
populasyon yoğunluğunun etkilerini incelemişler, hay-
vanlara 5 sistiserkten fazla sistiserk yedirildiğinde hem
parazit sayısının hem de büyüklüğünün etkilendiğini
bildirmişlerdir. Bu çalışmada hayvanlara yedirilen sisti-
serk sayıları arasında büyük bir farklılık olmamakla bir-
likte, 7 sistiserk yedirilen' köpekten toplanan
T. hydatigena sayısının ve büyüklüklerinin 5 sistiserk
yedirilen diğer hayvanlardan elde edilen T.hydatige-
na 'lardan daha az olması Parmeter ve ark. (13)'nın sap-
tamalarını anımsatmıştır.

IFAT ve ELISA yöntemlerini çeşitli sestod enfek-
siyonlarının tanısında kullanan araştırıcılar (6,9,19)
!FAT ile en erken 5-28. günlerde, ELISA ile 14-35. gün-
lerde, genellikle 2. haftadan itibaren bu enfeksiyonların
tanılarının yapılabileceğini bildirmişlerdir. Bu çalışmada
da IFAT ile en erken enfeksiyon sonrası 2. haftada,
ELISA ile 3. haftada antikorlar tespit edilebilmiş,
değerlendirmeye alınan parazitin sestod olması, bu ben-
zer sonuçlara ulaşmamızda etkili olmuştur. Deneysel
olarak enfekte ettikleri köpeklerde Echinococcus granu-
losus antikorlarını lFA T ile teşhis eden Singh ve Dhar
(19) enfeksiyondan 5 gün sonra tespit edilen antikorların
50. günde pik seviyeye ulaştığını bildirmişlerdir.
Antikor titresinin 50. günde en yüksek olmasının sebebi-
ni, gelişimini tamamlamış olan yumurta sayısının bu
zamanda artması olarak bildirmişlerdir. Bu çalışmada
da, enfeksiyonun 2. haftasından itibaren antikorlar tespit
edilebilmiş, bu titre 8.-12. haftalar arasında pik seviyeye
ulaşmıştır. En yüksek antikor titrelerinin bu haftalar
arasında olması konusunda Singh ve Dhar (l9)'ın
görüşlerine katılmaktayız. Parazitsiz ortamda yetişmiş
köpekler ile monospesifik olarak sestodlar ile enfekte
edilmiş köpeklerdeki serolojik verilerin değerlendirildiği
bir araştırmada (lO), hiçbir köpeğin antikor titrelerinde
çok büyük değişimin olmadığı bildirilmiştir. Taenia
hydatigena ile doğal enfekte köpeklerde bu parazite
karşı oluşan antikor yanıtlarını inceleyen Jenkins ve ark
(ll) da enfekte ve enfekte olmayan köpekler arasında
büyük bir fark olmadığım ve zaman zaman kanda bulu-
nan antjenlerin antikorları bağlaması nedeniyle yanlış
negatif sonuçların alındığını bildirmişlerdir. Gasser ve
ark. (7) doğal enfekte köpeklerde E.granulosus'un
teşhisi amacıyla protoskoleks ve onkosfer antijenlerini

i
i
i

i
i
i

i i

kullanarak ELISA yöntemini denedikleri bir çahşmada,
ağır enfekte olduğu bilinen hayvaJların ELIS+ yönte-
minde negatif bulunmasının kandal bulunan E.granulo-
sus antijenlerinin antikorları Jağlamasındhn ileri
gelebileceği ne dikkat çekmişlerdJ. Bu çalış~nada da
antikor titrelerinin genelolarak! düşük dü~eylerde
kalması, enfeksiyondan sonraki hhftalarda eı4e edilen
yanlış negatif sonuçlar, 4. ve 10./haftalarda b;elirlenen
anlamsızlık araştırıcıların da kaydettiği nedenlere ilgili

olabil.ir. . . I. I.
lndırekt Floresan Antıkor Testı ve ELISiA yönte-

mini, çeşitli sestod enfeksiyonların~n teşhisinde; kullanan
araştırıcılar !FAT'ın duyarlı, E~ISA'nın is~ spesifik
sonuçlar verdiğini bildirmişlerd~r (3,1l,14,p,18,19).
Bu çalışma. da da, hem enfiıeksiyon grı'ubundaki
köpekleri n kan serumlarının IFAT ile yüksek
sulandırmalarda bile pozitif reaksiyon vermdi, hem de
kontrol grubundaki köpekleri n kln serumlarıhın düşük
sulandırmalarda yanlış pozitif relksiyon verdJesi, buna
karşın ELISA yönteminde Ikontrol grubundaki
köpeklerin hiç birinde yanlış pozitif reaklsiyonların
görülmemesi IFAT'ın duyarlı, ELISA'nın sbesifik bir
test olduğunu (ELISA referans teslt olarak
kullanıldığında lFAT'ın sensitivitesi %100, i spesifitesi
%41,02) göstermiştir. i .

Bununla beraber, bu çalışma ile hazırlanlan antijen-
lerin purifiye edilmeden kullanılması ve IEtl T'ın daha
spesifik teşhis metotlarıyla destJklenmemesil durumun-
da, her iki testin de köpeklerde IT. hydatige)ıa enfeksi-
yonunun teşhisinde çok hassas \Legüvenilir (~lmadıkları
sonucuna varılmıştır. ii

i
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