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At diskisinda Anoplocephala perfoliata yamurtalarinin
saptanmasinda degisik yontem ve soliisyonlarin kantitatif
karsilastiritlmasi
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Ozet: At diskisinda Anoplocephala perfoliata yumurtalarim saptamak amaciyla sedimentasyon ile sedimentasyon+santrifiij-
flotasyon ydntemlerinin kargilastinimas: yapilmigtir. Nekropside A.perfoliata tasimachg: belirlenen atlara ait digkinin 10'ar gramina
5, 10, 25, 50, 100 ve 200 yumurta eklenmistir. Digki drnekleri sedimentasyon ve ii¢ farkli soliisyon (NaCl+ZnCl, d.1.3, ZnSO4 d:1.3
ve doymug sekerlt su d:1.3) kullanilarak sedimentasyon+ santrifiij-flotasyon yontemleriyle veya yontem tekrarlanmalan ile in-
celenmigtir. En fazla yumurta, iki defa tekrarlanan sedimentasyon ile doymus sekerli su soliisyonuyla yapilan sedimentasyon+santrifiij-
flotasyon yonternlerinde bulunmustur,

Anahtar kelimeler : Anoplocephala perfoliata, at, digky, yumurta

Quantitative comparison of various methods and solutions for detecting eggs of Anoplocephala
perfoliata in horse faeces

Summary: Sedimentation and sedimentation+centrifugation-flotation methods for recovery eggs of A.perfoliata from horse
faeces were tested for efficiency and suitability for routine use. Faecal samples were collected from necropsied horses without A. per-
Joliata infected. The tests were done under standardised conditions on 10 g of horse facces contaminated experimentally with 5, 10,
25, 50, 100 and 200 eggs of A. perfoliata. The samples were examined using sedimentation and sedimentation+centrifugation-
flotation methods to use three different flotation solutions (NaCl+ZnCl d:1.3, ZnSO4 d:1.3 and saturated sucrose solution d:1 3).
Significant best rate of recovery was achieved using sucrose solution for sedimentation+centrifugation-flotation method and double

sedimentation.
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Girig

Anoplocephala  perfoliata, tim diinyada atlarin en
yaygin sestodlarindan  biridir (19,22,24). Parazit, fazla
patojen olmamakla birlikte zaman zaman bagirsak u-
kanmasi, ileum ve sekumda ddem, iilserasyon, hipertrofi,
sanct nadiren de dliime yol agabilmekte (9,11,15,24,27),
ancak hastalikta goriilen klinik belirtiler net ve kesin ol-
mamaktadir (22,24). Canli hayvanlarda A. perfoliata ta-
mst temel olarak digkida halka ve yumurtalarin go-
riilmesi, nadiren de serolojik yontemlerle yapilmaktadir
(22). Anoplocephala perfoliata yumurtasimin diski mu-
ayenelerinde taninmasi kolay olmasina karsin digskida her
zaman goritlmemesi teshiste bir eksiklik olusturmaktadir
(11,12,24,31). Tausend (29), ilgili literatiirlere atfen, diin-
yada A. perfoliata'mn yayiisini digks baki sonuglarina
gore %0.7-55, nekropsi sonuglarina gire %1.2-100 olarak
bildirmigtir. Tiirkiye'de disk1 bakisina gire Anoplocephala
sp.'nin atlardaki yayilisi %0.2-20 olarak saptanmstr (1-
3,5.8). Anoplocephala perfoliata enfeksiyonunun sap-
tanmasina yonelik yapilan ¢aligmalarda (12,17,20,26,31),
digki baki yontemlerinden flotasyon yontemi sedimentas-

yon ydntemine gére daha ¢ok tercih edilmistir. Digknt mu-
ayenesinde basit flotasyon yonteminin yanisira santrifiij-
flotasyon teknigi de uygulanmus, soliisyon olarak NaCl,
ZnS0a4, NaCl+ZnSOy4, NaCl+ZnCl,, MgSO4 ve doymus
sekerli su kullanilmigtir (12,16,17,20,21). Parazite ait ES
(excretory,secretory) ve skoleks antijenleri kullamlarak
yapilan ELISA c¢aligmalarinda (14,23) en fazla %68 di-
zeyinde pozitif sonug elde edilmis, ancak sonuglarin disks
baki yontemleri sonuclarina (%7.5-61) gore belirgin bir
iistiinliik tagimadig: belirtilmigtir (12,18,24,31) .

Bu ¢aligmada; digkida A. perfoliata yumurtasin sap-
tamak igin teghiste kullanilan sedimentasyon ile sedimen-
tasyon+santrifiij-flotasyon tekniklerinin ve kullanilan de-
gisik soliisyonlarin kantitatif olarak kargilastirilmasi
amaclanmistir.

Materyal ve Metot
Calismada A. perfoliata gebe halkalarindan elde edi-
len yumurtalar ¢esme suyunda siispanse edilmis, mi-
lilitredeki yumurta sayis1 hesaplanmigtir. Nekropside A.
perfoliata ile enfekte olmadigi belirlenen atlardan top-
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lanan digkilarn 10 gramma 5, 10, 25, 50,I 100 ve 200 yu-
murla eklenmis ve bu iglem her bir uygulama igin 10 kez
tekrartannustir. Disardan yumurta eklefen digkilar se-
dimentasyon ve sedimentasyon+santrifﬁjIlflotasyon (fark-

11 soliisyonlarla) yontemleri ile incelenmistir .

Sedimentasyon yontemi !’

Sedimentasyon, tek ve ¢ift olarak’I yapilmistir. On
gram disk1 6rnegi 1 ml deterjan (Tween-80, Merck) ige-
ren 100 ml ¢esme suyunda hornojenize[I edilmis ve 150
um goz aciklign olan slizgecten 250 ml'lik meziire sii-
ziilmiistir. Meziirde 3 saat beklemex'e birakilan siis-
pansiyonun, siire sonunda dipte 10 ml kalincaya kadar iist
kismi dokiilmiistiir. Kalan 10 ml kisim kiigiik petri ku-
tularinda stereomikroskopta incelenmistir.

Cift sedimentasyonda, meziirde kalan 10 ml iizerine
tekrar 1 ml Tween-80 igeren 90 ml ¢esme suyu ilave edil-
mis ve 3 saal ¢okmeye birakilmistir. Siire sonunda me-
ziirde 10 ml kalana kadar tistteki sivi f"lb'kiilmij§ ve kalan
10 ml bildirildigi sekilde ste-

reomikroskopta incelenmistir . /

kisim yukanda

Sedimentasyon + santrifiij - flotasyo('n yontemi
Flotasyonda kullanilan {i¢ | farkli  soliisyon;
NaCl+ZnCl, (262 gr NaCl+275 gr Zn{'ClﬁlOOO ml distile
su, 20°C' de d:1.3), ZnSO4 (703 gr ZnS0O4.7 H20+1000
ml distile su, 20°C de d:1.3) ve doymus sekerli su so-
lisyonu (550 gr seker+1000 ml distil# su, 20°C de d:1.3)
dur (4). On gram digskn1 1 ml Tweén-80 igeren 100 ml
¢esme suyu ile karigtirlarak 150 pm (sijzgcgten 250 mllik
meziire siiziilmiis ve 3 saat ¢okmeye brrakilmistir. Dipte
10 ml kalincaya kadar iist siv1 at11n11'§, kalan 10 ml kisim
15 mllik santrifiij tiipiinde 1500 devirde 5 dk santrifiij
edilmis ve istteki stvi atilmstir. Sediment bir igne yar-

dimiyla kanigtirnlmug ve lizerine segilen flotasyon so-
|
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liisyonu ilave edilerek 1500 devirde 5 dk tekrar santrifiij
edilmigtir. Santrifijjden sonra tliplin {ist kism1 bombe
oluncaya kadar flotasyon soliisyonu ilave edilmis ve
18x18 lik lamel tiipiin iistiine yerlestirilmitir. Tiipler 15
dk beklemeye birakildiktan sonra lameller alinarak mik-
roskopta incelenmistir. Tekrar tiipdeki siv1 dokiilerek dip-
teki tortu bir igne ile kanstrilms ve tzerine aym flo-
tasyon soliisyonu ilave edilerek tekrar yukarida
belirtildigi gibi santrifiij edilmis ve ikinci lameller in-
celenmistir. Digkiya eklenen yumurtalarin geri toplanma
yiizdesi asagidaki formiile gore hesaplanmigtir (2§).
Geri toplanan yumurta sayisi

Geri toplanma orani (%) : x 100
Eklenen yumurta sayisi ]

Yumurta gruplarina gore yontemler ve solilsyonlar
ile bunlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak Oneway
ANOVA testi ile degerlendirilmistir (28).

Bulgular

Sedimentasyon ve sedimentasyon+santrifiij-flotas-
yon yontemleriyle incelenen digkilardan toplanan or-
talama yumurta sayilan, yizdeleri ve istatistiksel so-
nuglan Tablo 1'de verilmistir.

Sedimentasyon yonteminin iki kez yapilmas: halinde
tek kez yapilana gore genelde daha fazla yumurta top-
lanmistir. Incelenen digki érneklerinde yumurta) sayisinin
az olmast durumunda (5 ve 10 yumurta) lhem se-
dimentasyon ile sedimentasyon+santrifiij-flotasyon yon-
temleri arasinda hem de flotasyonda kullanilan farkh so-
liisyonlar arasinda istatistik agidan onemli bir istiinlik
bulunmanustir (p>0.05). Yumurta sayisinin 25 ve 50 ol-
sedimentas-

dugu orneklerde ¢ift sedimentasyonun
yon+santrifiij flotasyon yoOntemine gore yumurta top-

lanmasinda daha etkin oldugu gézlenmistir [(p<0.001).

Tablo 1. Flotasyon ve sedimentasyon yic")ntcmlcri ile digkidan toplanan A.perfoliata yumurtalarinin sayilari, ylizdeleri ve istatistiksel

sonuglart. |

Table 1. The number of A. perfoliata eggs of faeces recorded and percentage rates of recovery using different solutions for flotation

and sedimentation methods and statistical significance.

E 10 25 50 100 700
Yontemler Solisyonlar n ¥ ; ok ok * *k * *k * *H * ‘ o
ZnCh+NaCl 10 14 0.70.21 10 1x0.33 10.8 2.7+030 8.8 4.4+045 85 8.5+0.77 58 , 11.6x1.01
2 E b E 4D ¢,C 4B oA
Sedimentasyon+ ZnSO4 10 21‘1 1.240.32 .35 3.5+0.22 21.6 5.4+052 158 7.9+£0.56 144 14x£1.06 15.% 31.6+£2.58
Santrifiij - i
Flotasyon | a E a,D,E ¢,C,D b,C ¢, B b, A
Doymug 10 32 1.6+037 26 2.6x026 30.8 7.7+0.53 194 9.7+0.77 28.4 28.4x1.35 41. 82.2+7.05
sekerli su ;
’ a, C a, C b, C b,C a, B a, A
Tek 10 22 112023 29 2.9+0.31 304 7.6£0.63 158 7.9+095 15 15+1.49 8.15 16.3x1.49
Sedimentasyon | aC a, C b, B b, B c, A c,d A
Cift 10 32 16030 33 33:042 38 9.5+0.45 262 13.1+0.78 20.1 20.1£2.12 11|15 23.1+1.68
a, D a, D a, C a, B b, A b,¢c, A

!

1
*#: Toplanan yumurta yiizdesi, **: Toplanan ortalama yumurta sayist, a,b,c,d: Aym stitunda farkl harf tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel

olarak énemlidir, A,B,C,D,E: Aym satirda farkli harf tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir.
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Flotasyonda kullanilan soliisyonlar arasinda doymus se-
kerli su soliisyonunun diger iki soliisyona gore daha
tistiin oldugu ve bu farkliligin 25, 50, 100 ve 200 yumurta
gruplarinda istatistiksel agidan 6nemli bulundugu sap-
tanmsur (p<0.001). Ayrica, doymus sekerli su ile yapilan
sedimentasyon+santrifiij-flotasyon yonteminde 100 ve
200 yumurta grup sonuglan ¢ift sedimentasyon yon-
teminin aym grup sonuglarindan istatistiksel olarak daha
onemli bulunmustur (p<0.001).

Tartisma ve Sonug

Atlarda A. perfoliata tanisinda bazi serolojik testler
denenmis olmasina karsmn, diski bakisi (halka ve yu-
murta) hala en gegerli yontemdir (14,22-24). Ayrica sa-
hada, parazitlere karsi gelistirilen ilaglarin etkinlik dii-
zeylerinin arastinnlmasinda nekropsi bulgulan ile birlikte
diski bakisina ihtiyag duyulmaktadir (24,26).

Anoplocephala perfoliata ile dogal enfekte atlarin
diski bakisinda, diizensiz halka atilimi, yumurtalarin hal-
kalardan her zaman serbest kalmamasi ve gelismemis pa-
razit varlig1 digkida yumurta saptanmasi olasithigini azalt-
maktadir (11,12,24,31). Yapilan ¢alismalarda (16,17,30)
ise disk: bakisinda genelde enfeksiyon oram diisiik bu-
lunurken (%3.1-11), baz1 ¢aligmalarda %15.8 (20) ve
%61 (21) gibi daha yiiksek diizeylerde yayilis sap-
tanmustir.

Disk1 bak: yontemlerinin etkinligi ¢esitli faktdrlere
ilgili olarak degisebilmektedir. Digki sulandirma oram ile
digkidan toplanan yumurta sayisi arasinda bir iligkinin ol-
dufu, digki Srneklerini sulandirma oraminin digki mik-
tarinin en fazla 10-15 kat1 kadar olmasi gerektigi, diska
miktarinin  fazla olmast durumunda, bir miktar yu-
murtanin siizme iglemi sirasinda eleklerde kalabilecegi ve
agi digkn miktariin sedimentasyonda ¢tken madde mik-
tarinda da fazlaliga yol agacag belirtilmistir (7,10). Aras-

tiricilar (17,18,20,21,31) at diskisinda A. perfoliata yu-

murtalarini saptamak i¢in farkls yéntem ve soliisyonlarin
yam sira degisik miktarlarda digkn (3-50 gram) ve so-
lisyonlar (15-100 ml) kullanmiglardir. Bu ¢alismada,
standardizasyonu saglamak i¢in 10 gr digki 100 ml su ile
sulandinlmisgtir.

Sedimentasyon yonteminde sivi iginde kiigitk diska
partikiillerinin topaklandigi, bunlarin sivi iginde dal-
galanmalara yol agabildigi, bir miktar yumurtamn sivimin
farkli bolgelerinde kalabilecegi ve digk: partikiillerine ya-
pisabilecegi belirtilmistir (7). Bu amagla sedimentasyon-
da ¢tken madde miktarim azaltmak ve yumurtalarin daha
iyi goriilebilmesini saglamak amaciyla iki defa se-
dimentasyon yapilmasi, ayrica diskidan yumurtalarin
daha iyi ayrlabilmesi i¢in bazi deterjanlarin kullanilmas:

Onerilmigtir (6,7,13). Bu ¢aismada, Tween-80 ile yapilan
¢ift sedimentasyonda digkidan toplanan yumurta sayisinin

tek sedimentasyona gore daha fazla olmas yukaridaki go-
riigii (7,13) destekler nitelikte olmugtur.

Anoplocephala perfoliata enfeksiyonunun tanisinda
farkly digki baki yontemleri kullamilmustir (12,18,20,21,
31). Digkinmn direkt flotasyonla bakisinin daha az duyarli
oldugu, sedimentasyondan sonra uygulanacak flotasyon
yonteminin yumurtalarin daha kolay goriilmesini sag-
ladig1 belirtilmistir (21,26). Dogal enfekte at digkilariyla
yapilan caligmalarda (18,26,31), sedimentasyon+santrifijj
flotasyon yonteminin tek flotasyon ve sedimentasyon
yontemlerine, santrifiij-flotasyon yonteminin normal flo-
tasyon yontemine gore daha basarili bulundugu bil-
dirilmigtir. French ve ark. (12), at digkisinda yumurtalar
sedimentaston ydntemiyle saptayamadiklarin, flotasyonla
bulduklarint belirtmiglerdir. Williamson ve ark. (31) se-
dimentasyon yonteminin digkida az sayida yumurtay: sap-
tamada daha bagarili oldugunu kaydetmislerdir. Bu ca-
lismada sedimentasyon yonteminin digkidaki az sayida
yumurtay1 saptamada daha iistiin bulunmasi1 French ve
ark. (12)nin c¢alismast ile ters, Williaznson ve ark.
(BD)'nin  sonuglanyla benzer Ayrica, se-
dimentasyon+santrifiij flotasyonun digskida yumurta sa-
yisinn fazla olmasi halinde daha iyi sonu¢ vermesi bazi

olmusgtur.

calismalarin (18,31) bulgulariyla da uyum gostermistir.

Anoplocephala perfoliata veya diger sestod tiir-
leriyle enfekte atlanin diskr bakisinda yiizdiirme so-
liisyonu clarak en ¢ok tercih edilen NaCl olmustur (8,16).
Sodyum kloriir sollisyonu kullanilarak incelenen at dig-
kilarinda Anoplocephala sp. yumurtalan %1.3-3.3 dii-
zeyinde saptamirken (2,3,8,17), atlarda A. perfoliata en-
feksiyonunu Oge (20), NaCl+ZnCl; soliisyonu ile %15.8,
Lyons ve ark. (17) ZnSOy ile %7 saptamigtir . Meana ve
ark. (18), A. perfoliata yumurtalarim flotasyon ydntemi
ile toplamada sollisyonun Onemli olmadigini belirtir-
ken,baz1 ¢aligmalarda (20,21,26), soliisyonun 6nemli ol-
duguna isaret edilmekte, doymus sekerli su soliisyonunun
yumurtalarin digkida saptanmasinda diger soliisyonlardan
daha iistiin oldugu kaydedilmektedir (12,21). Bu ca-
hsmada, flotasyon yonteminde kullamilan soliisyonlar
iginde en fazla yumurta doymus sekerli su soliisyonu ile
toplanmis, bunu ZnSO4 ve NaCl+ZnCl, ile hazirlanan
yiizdiirme soliisyonlar1 izlemis ve alinan sonuglar ilgili
¢aligmalanin (12,21) sonuglanyla paralellik gostermistir .

Sonug olarak; digkidan en fazla yumurta toplanmasi
iki defa tekrarlanan sedimentasyon ile doymus sekerli su
soliisyonuyla yapilan sedimentasyon+ santrifiij-flotasyon
yontemlerinde gézlenmistir.
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