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Eozinofilik Sigirlarda Hidatidosis Seropozitifligi

Sami SIMSEK, Ergiin KOROGLU, Armagan Erdem UTUK, Kiirsat ALTAY

Frrat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali, Elaz1g

OZET: Bu ¢alismada, eozinofilik ve eozinofilik olmayan sigirlarda hidatidosis seropozitifligini arastirmak amaciyla 597 sigirdan kan
serumu alinmig ve bunlarin 79’u (%13,2) absoliit eozinofil sayimina gére hipereozinofilik olarak bulunmustur. Hipereozinofilik 79 sigir-
dan 62’sinin (%78,4) Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ile 48’inin (%60,7)’de Indirekt Floresan Antikor Testi (IFAT) ile
hidatidosis yoniinden seropozitif oldugu belirlenmistir. Absoliit eozinofil sayimina gore eozinofilik olmadig belirlenen sigirlar arasindan
rastgele secilen 79 sigirin 38’1 (%48,1) ELISA ile 3471 (%43,1)’de IFAT ile seropozitiflik vermistir. Bu sonuglara gére eozinofilik sigir-
larda hidatidosis seropozitifliginin eozinofilik olmayan gruba gore daha yiliksek oldugu belirlenmis olup, eozinofilik hayvanlarin
hidatidosis yoniinden takip edilmesi yararl olacaktir.

Anahtar Sozciikler: Eozinofilik sigir, hidatidosis, ELISA, IFAT

Seropositivity of Hydatidosis in Cattle with Eosinophilia

SUMMARY: The aim of this study was to investigate the seropositivity of hydatidosis in a group of cattle with and without eosinophilia. Of
the 597 cattle, 79 (13.2%) were found to have eosinophilia with absolute eosinophilic counts. Out of 79 cattle, 62 (78.4%) and 48 (60.7%)
were found to be positive for hydatidosis by ELISA and IFAT, respectively. Out of 79 cattle without eosinophilia, 38 (48.1%) were found to
be seropositive by ELISA and 34 (43.1%) by IFAT. Our data indicated that seropositivity of hydatidosis in cattle with eosinophilia was
higher than the group without eosinophilia and it will be useful to investigate livestock with eosinophilia for hydatidosis.
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GIRIS
Echinococcosis, hem insan hem de evcil hayvanlar etkileyen = olmamasi hastaligin teshisinde sikintilar yaratmaktadir. Hasta-
en Onemli paraziter zoonozlardan birisi olup, 6zellikle az ge-  ligin erken tanisi siiphesiz tedavi sansint da artirmaktadir (1,
lismis tilkelerde kirsal bolgelerdeki insan ve hayvanlarda ol-  3).

duk¢a sik rastlanmaktadir (11). Echinococcus granulosusus
'un erigkinleri kopek, kurt, cakal ve diger kanidelerin ince
bagirsaklarinda, larvasi olan hidatik kist ise koyun, keg¢i, sigir,

Kanda eozinofil artiginin énemli nedenlerinden biri paraziter
hastaliklardir. Deri hastaliklar1 (ekzama, kabarcikli dermatoz),
alerji, diatezik hastaliklar, retikiilo-endotelyaz ve bazi ilaglarla
(kimyasal-antibiyotik, hormonal) tedavi gibi ¢cok degisik ne-
denler ile kanda hipereozinofili gelisebilmektedir. Ancak bu
hastaliklarin ve ilaglarmn etkisiyle gelisen eozinofili genellikle
diizenli degildir ve ortaya ¢ikan eozinofili egrisinin gériinimi
testere disleri seklindedir. Bu dzellikleri ile paraziter olmayan
nedenlerle olusabilen hipereozinofililer paraziter eozinofili-
lerden ayirt edilebilmektedir (18).

domuz ve diger bircok evcil ve yabani memeli hayvanlarin ve
insanlarin basta karaciger, akciger olmak iizere ¢esitli organ ve
dokularinda bulunmaktadir (1, 3). Hidatik kistin meydana
getirdigi hidatidosis, insan ve hayvanlarda yaygin olarak gorii-
len bazen de 6ldiiriicii olabilen bir hastaliktir. Bir¢ok iilkede
yaygin olarak goriilen bu hastalik, Tiirkiye'de de gerek insan
gerek hayvan sagligi, gerekse ekonomik agidan onemli bir
sorun olusturmaktadir. Ozellikle yeni olusmakta olan kistlerin
radyografi ve ultrasonda tespit edilmesi olduk¢a giic olup,  Eozinofilinin muhtemel bir helmint enfeksiyonunun varligina
klinik semptomlarinin ve parazitolojik bulgularinin spesifik  isaret ettigi bildirilmis ve eozinofili gériilen parazit hastalikla-
rinin tanisinin kolay oldugu ifade edilmistir (8, 12). Eozinofil
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Tiirkiye’de ¢iftlik hayvanlarinda hidatidosise karsi olusmus
antikorlar yapilan ¢esitli serolojik caligmalarla arastirilmis;
ELISA ve IFA teknikleri uygulamalarinin kolay ve maliyetle-
rinin diigiik olmasi nedeniyle tercih edilmistir (6, 15, 16). Sigir
hidatidosisinin yayginligin1 belirlemeye yonelik c¢aligmalar
genelde mezbahada kesimin takibine yonelik olup, Dogu Ana-
dolu Bolgesindeki sekiz ilde yiiriitillen ve serolojik temellere
dayali bir caligmada ortalama seroprevalansin ELISA ile
%63,6, IFAT ile %54,9 oldugu bildirilmistir (6).

Bu ¢alismada eozinofil seviyesi ile sigirlarda hidatidosise karst
olusmus antikor diizeyi arasindaki iligkinin aragtirilmasi amag-
lanmustir.

GEREC VE YONTEM

Test Serumlari: Arastirmanin materyalini, 2001 yili igerisin-
de Dogu Anadolu Bdlgesinde bulunan sekiz ilden toplanan
s18ir serumlari ve perifer kan frotileri olugturmustur. Bu amag-
la; Dogu Anadolu Bolgesindeki degisik illerden toplanan 597
adet 1 yasin istiindeki sigir serumu ve bunlara ait perifer kan
frotisi ¢alismaya dahil edilmistir. Bu serumlar degisik yas ve
wktaki sigirlardan vakumlu tiiplere alinan kanlardan ayrilmig
ve kullanilincaya kadar —20 °C’ de muhafaza edilmistir.
Perifer kan frotileri kulak ucundan alinan bir damla kan ile
hazirlanmis, metil alkolde tespit edildikten sonra %5’lik
Giemsa boyasi ile boyanmistir. Biitiin frotiler mikroskopta
incelenmis ve absoliit eozinofil sayis1 belirlenmistir. Kandaki
sekilli elemanlarm sayimi neticesinde; %5 ve alti normal
eozinofili, %6 - 10 aras1 orta derecede eozinofili, %11 ve stii
ise hipereozinofili olarak degerlendirilmistir (14).

Antijen Hazirlanmas:: indirekt Floresan Antikor (IFA) tes-
tinde antijen olarak biitiin protoskoleks antijeni kullanilmustir.
Bu amagla sigirlardan elde edilen hidatik kistli karacigerlerde-
ki fertil kistlerden bir enjektor yardimiyla kist sivist ¢ekilmis,
bir meziirde ¢oktiiriildiikten sonra protoskoleksler serum fiz-
yolojik i¢inde tiiplere aktarilarak her defasinda serum fizyolo-
jik degistirilmek suretiyle 1000 devirde 3 kez 5’er dakika sant-
rifiij edilerek yikanmistir. Son santrifiij isleminden sonra tiip-
lerin iizerindeki sivi ¢ekilerek atilmis ve dipte kalan
protoskolekslerin {izerine %10’luk formol soliisyonu ilave
edilerek 1 ml’de ortalama 5000 protoskoleks olacak sekilde
sulandirilmistir. Uzerine antijen damlatilacak olan lamlar iyice
temizlendikten sonra iizerine elmas uglu kalemle 6 adet daire
cizilmigtir. Daha sonra tiipler icerisindeki protoskoleksler
vorteks ile siirekli karistirilirken ayni anda mikropipetler yar-
dimiyla lamlar {izerindeki dairelere damlatilmis ve bunlar oda
1sisinda kurutulduktan sonra saklama kaplarma konularak
kullanilincaya kadar —20°C’de saklanmistir (15).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) testi i¢in kismi
purifiye kist stvist antijeni hazirlanmigtir. Bu amagla koyun
hidatik kist sivisindan Antijen-B’den zengin fraksiyonlar elde
edilmistir. Bu asamada Oriol ve ark’nin (9) bildirdigi prosediir
takip edilmistir. Oncelikle hidatik kist ile enfekte, fertil bir
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koyun karacigeri laboratuvara getirilmis ve kist sivist gekile-
rek bir meziirde toplanmis ve protoskoleks ve diger partikdille-
rin ¢okmesi i¢in bir siire beklenmistir. Miiteakiben supernatant
almip bir gece +4 °C’de 0.005 M acetate tamponuna (pH=5.0)
kars1 diyaliz edilmistir. Daha sonra kist sivis1 alinarak 15.000
g’de +4°C’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Ustteki stv1 atilip
pelet, 10 ml 0.2 M fosfat tamponunda (pH=8.0) 15 dakika
stireyle sicak su banyosunda kaynatilmis ve +4 °C’de 1 saat
siireyle 20.000 g’de yeniden santrifiij edilmistir. Dipte kalan
pelet atilip Antijen-B’den zengin supernatant porsiyonlara
ayrilarak kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmustir.

Kontrol Serumlari: Mezbahadaki kesim sonras1 muayenede
karacigeri veya akcigerinde c¢ok fazla kist hidatik bulunan,
bagirsaklarinda sestod ve nematod saptanmayan bir sigirdan
alman serum Ornegi IFAT ile yapilan 6n caligmada yiiksek
diliisyonlarda pozitif bulunduktan sonra pozitif kontrol serumu
olarak kullanmilmistir. Negatif kontrol serumu olarak da her-
hangi bir paraziter enfeksiyonun saptanmadigi 5 aylik bir da-
nadan alinan serumun IFAT On g¢alismast yapilarak diisiik
diliisyonlarda negatif oldugu saptanmis ve caligma siiresince
negatif kontrol serumu olarak kullanilmustir.

IFA Testinin Uygulamsi: Test, Ozcel (10) ve Senlik (15)’in
bildirdigi sekilde yapilmistir. Serumlar 1/128 oraninda sulan-
dirllmis, her hayvan i¢in biri kontrol olmak iizere ¢ift cukur
kullanilmistir. Konjugat (Anti-bovine IgG, FITC, Sigma
Immunochemicals Cat. No: F-7887), 1/40 oraninda sulandi-
rilmisg, yikamalar PBS ile yapilmistir. Muayeneden 6nce lam-
lar Evans mavisinin 1/5000’lik soliisyonunda 5 dakika bekle-
tilmis, bunu takiben yikama islemi tekrarlanip kurutulan lam-
lar tizerine 1/9 PBS/gliserin karisimindan damlatilarak lamel
ile kapatilip muayeneye hazir hale getirilmistir. Muayene i¢in
Olympus CX31 marka floresan atagmanli mikroskop kulla-
nilmistir. Mikroskobik muayenede protoskolekslerin tama-
minda yada cevresinde sari-yesil floresan goriilen olgular po-
zitif, protoskolekslerin sari-yesil floresan vermedigi yada kir-
miz1 olarak goriildiigii olgular negatif olarak degerlendirilmis-
tir.

ELISA’nin Uygulanisi: Bu test, Simsek ve Koroglu (16)’ nun
bildirdigi sekilde yapilmistir. ELISA plaginin (Linbro EIA
mikrotitration plate 96 flat bottom Lot No: 805202) her bir
kuyucuguna protein konsantrasyonu 5 pg/ml olacak sekilde
Karbonat/Bikarbonat tamponu ile sulandirilan eriyik antijen-
den 100 upl konularak bir gece +4°C’de bekletilmistir.
Bloklama islemi i¢in 1X PBS ile sulandirilmis %5°lik yagsiz
siit tozu kullanilmigtir. Serumlar 1/50, konjugat (anti-bovine
IgG peroxidase conjugate, Sigma Immunochemicals Cat.
No:A7414) ise 1/1000 oraninda sulandirtlmistir. Yikama ig-
lemleri i¢in %0.1 Tween-20 iceren PBS, sulandirmalar i¢in ise
%0.02 Tween-20 iceren PBS kullanilmigtir. Substrat ve 15
dakika sonra durdurma soliisyonu eklenen pleyt, ELISA
okuyucusunda (Medispec ESR 200 ELISA Reader) 450 nm
dalga boyunda okutulmustur. Plagin ilk ii¢ kuyucuguna negatif
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kontrol serumu konulmus, sonuglar absorbans degerleri olarak
alimmis, negatif kontrollerin absorbans degerlerinin aritmetik
ortalamasi +2 standart sapma (X+2SD) degerinin (esik de-
ger=cut-off) {istii pozitif olarak kabul edilmistir. Standart sap-
ma SPSS 10.1 istatistik programu ile hesaplanmistir.

Istatistiksel Analiz: Verilerin degerlendirilmesinde SPSS 10.1
istatistik programinda Khi-kare (X?) analizi kullamlmstir.

BULGULAR

Bu ¢aligmada kullanilan sigir kan frotilerinin degerlendirilme-
si sonucu eozinofil sayis1 eozinofilik sigirlarda en az %6, en
cok %50 olarak sayilmistir. Eozinofili olmayan sigirlarda ise
absoliit eozinofil sayisinin %6’ nin altinda oldugu belirlenmis-
tir. Perifer kan frotisi incelenen 597 sigirin 79 unun (%13,2)
eozinofilik oldugu saptanmistir. Bu sigirlarin  37’sinde
(%46,8) eozinofil sayisinin %6-10 arasinda, 42’sinde (%53,2)
ise %11 ve iistiinde oldugu belirlenmistir. Absoliit eozinofil
say1st %06-10 arasinda olan 37 sigirin 29’unda (%78,3) ELISA
ile, 20’sinde (%54) de IFAT ile seropozitiflik saptanmigtir.
Bununla birlikte absoliit eozinofil sayis1 %11 ve {istii olan 42
sigirin 33’iinde (%78,5) ELISA ile, 28’inde (%66,6) ise IFAT
ile seropozitiflik saptanmistir. Neticede eozinofilik olarak
degerlendirilen toplam 79 sigirin 62’sinde (%78,4) ELISA ile,
48’inde (%60,7) ise IFAT ile seropozitiflik elde edilmistir.
Kontrol grubu olarak, eozinofil sayis1 %5 ve alt1 olan normal
eozinofilik sigirlar arasindan rastgele segilen 79 sigirin
38’inde (%48,1) ELISA ile, 34’iinde (%43,1) ise IFAT ile
seropozitiflik belirlenmistir (Tablo 1).

TARTISMA

Hidatik kist s1visi, hidatidosisin serodiagnozu i¢in iyi bir anti-
jen kaynagidir. Fertil kistlerin, elde edildigi konagin tiiriine
bakilmaksizin steril kistlere gore; koyun kist sivisinin diger
tiirlerin kist sivilarina gore ve karacigerdeki kistlerin de diger
organlardakine gore daha antijenik oldugu bildirilmistir (7).
Bu nedenle, fertil koyun karaciger kist sivismmin igerdigi
antijenik fraksiyonlarin fazlaligi nedeniyle tercih edilebilecegi
bildirilmistir (7). Yiksek sensitiviteli tekniklerde purifiye
antijenik fraksiyonlarin kullanilmasi ¢apraz reaksiyonlar1 on-
lemekte, purifiye veya kismi purifiye antijenlerin serolojik
calismalarda kullanilmasi Onerilmektedir (4). Bu calismada
ELISA testi icin, fertil hidatik kist ile enfekte bir koyunun
karacigerinden elde edilen kist sivisindan hazirlanan kismi
purifiye kist sivist antijeni kullanilmigtir.

Hidatidosisin, floresan antikor teknigi ile teshisinde antijen
olarak, dondurulmus parazitli doku kesiti, skoleks ve kistik
membranin kullanildig1 ¢aligmalardan olumlu sonuglar alindi-
&1 bildirilmistir (2, 6, 10, 15). Doganay ve ark. (2), IFA testi-
nin koyun hidatidosisinin tanisinda koyun kdokenli
protoskoleksler kullanildiginda %90 sensitivite ve spesifiteye
sahip oldugunu, bu oranlarin insan hidatidosisinde sirasiyla
%80 ve %70 oldugunu, bu nedenle insan hidatidosisinin IFAT
ile tanisinda koyun kokenli protoskolekslerin kullanilmasinin

uygun olmadigini bildirmislerdir. Bu nedenle, bu caligmada
sigir hidatidosisinin IFA testi ile tanisinda antijen olarak sigir
hidatik kistlerinden elde edilen protoskoleks partikiil antijeni
kullanilmigtir.

Tablo 1. Eozinofilik olan ve olmayan sigirlarda hidatidosis

seropozitifligi
Hidatidosis

Swm () Hapansags  FUSAIFAT

n % n % n %
6-10 37 46.8 29 783 20 54
11< 42 532 33 785 28 666
Toplam 79 100 62 784 48  60.7°
Negatif 79 100 38 481" 34 43.1¢

a, b: Ayni siitunda farkli harfler tasiyan gruplar arasindaki fark istatis-
tiksel olarak 6nemlidir (P<0.01); ¢, d: Ayni siitunda farkli harfler
tagtyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05)

Interleukin 3 (IL-3), granulosit-makrofaj stimulasyon faktorii
ve IL-5, eozinofillerin proliferasyon, farklilasma ve fonksi-
yonlar1 iizerinde etkilidirler. Ozellikle IL-5, eozinofillerin
maturasyonunda spesifik etkilere sahiptir (13). Hidatik antijen-
ler tarafindan stimiile edilen lenfositlerden salgilanan IL-5’in
hidatidosisli hayvanlarda eozinofil proliferasyonunu uyardig
ve bunun da hidatid lezyonlara infiltre olarak regresif hidatid
lezyonlarm olusmasina neden oldugu bildirilmistir (13).

Hidatidosiste invazyon doneminde eozinofil seviyesi yiiksek
iken kist olusumu tamamlandiktan sonra normal seviyesine
inmekte ve ancak kistin acildig1 durumlarda tekrar yiikselmek-
tedir (18).

Hidatik kistlerin yavas gelistigi, iclerinde protoskoleks ve
cimlenme kapsiillerini meydana getirmeye baslamalarinin bes
ay1 buldugu bildirilmistir (3). Yine baska kaynaklarda kist
formasyonunun domuzlarda 10-12 ay, koyunlarda 10 ay ile 4
yil arasinda siirdiigii ve kistin yilda 1-5 cm arasinda degisen
oranlarda biiylidiigii belirtilmistir (17). Bu nedenle 6zellikle
ciftlik hayvanlarinda bu kist formasyonu siiresince eozinofil
seviyesinin yiiksek olabilecegi dikkati gekmektedir.

Bu caligmada absoliit eozinofil sayimina gére ELISA testiyle
79 eozinofilik sigirm  %78,4’0 seropozitif bulunurken,
eozinofilik olmayan 79 sigirda bu oran %48,1 olmustur. Bu-
nun yani sira eozinofilik gruptaki seropozitiflik IFAT ile
%060,7 iken eozinofilik olmayan grupta %43,1 olmustur. Ca-
lismada uygulanan her iki test ile de eozinofiliye paralel olarak
seropozitifligin arttig1 saptanmustir.

Sonug olarak, ¢iftlik hayvanlarinda periyodik olarak yapilacak
kan muayeneleri neticesinde eozinofilik olarak belirlenen hay-
vanlarin hidatidosis bakimindan gozlem altinda bulundurul-
masi faydali olacaktir.
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