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Effect of Fasciola hepatica on Repeat Breeding Problem of Cows

Summary

Frequency of Fasciola hepatica infections

66 of 120 (55%) cows with repeat breeding were seropositive for F. hepat
assay (ELISA). In control group without repeat breeding, 45

ive whereas 35 (43.75 %) were seronegative.
difference (p>0.05) in terms of seropositivity of F. hepatica

be seronegative by enzyme linked immunosorbent
of 80 (56.25%) cows were found to be seroposit
revealed that there was no statistically significant
between with and without repeat breeding cows.

in cows with repeat breeding was investigated. Resul

ts indicated that
ica whereas 54 (45%) were found to

These results
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Ozet

Bu ¢alismada dol tutmayan ineklerde Fasciola hep
toplam 120 hayvandan elde edil

en serum ornekleri Enzyme linked immuno

atica enfeksiyonunun sikhif aragtirilmstir. DOl tutmayan

sorbent assay (ELISA) ile
%45) seronegatif bulunmustur. Kontrol grubu

incelenmistir. Bu érneklerin 66’s1 (%55) seropozitif, 54’ii ise (
80 inegin 45’inde (%56.25) F. hepatica’ya Karst

olarak test edilen dél tutmama probleminin goriilmedigi toplam
43.75) ise bu parazite karg

seropozitiflik belirlenmis ve 35’inde (%
gore, dol tutan ve tutmayan gruptaki ine
edilememistir (p>0.05).

Anahtar Kelimeler: Fasciola hepatica, do] tutmama, E

Giris

Fasciola hepatica hemen her iilkede goriilen,
koyun, kegi, Sigir gibi gevisenlerde yaygin olarak
bulunan, ozellikle sigir  ve koyunlarda ciddi
ekonomik kayiplara neden olan bir parazittir (6,12).
F. hepatica’nin yolagtig1 fasciolosis akut donemde
zellikle koyun ve kegilerde ani 6liim, abdominal
agn ve asites, subakut dénemde hemorajik anemi ve
ani kilo kaybi, kronik dénemde ise et, siit, yapagi
kaybi, dol verimi diisiikliigi ve is giicl kaybina yol
agmaktadir (3). Geng sigirlar koyunlar gibi duyarli
olup agir enfeksiyonlar élimle sonuglanirken,
erginlerde verim kayiplar ortaya ¢ikmaktadir (3).

etistiriciliginde dol tutmama onde gelen
problemlerden birisi olarak degerlendirilmektedir (1).
Bu problemin ortaya cikmasindan sorumlu en dnemli
nedenler; erken embriyonik dliimler, fertilizasyonun
sekillenmemesi ve hormonal dengesizliklerdir (1).

Sigir y

Disi hayvanlarda hormonal dengesizliklere sebep
olan etkenlerden birisi de fasciolosistir. Karacigerde

klerde F.hepatica seropozi

antikorlara rastlanmamigtir. Bu bulgulara
itifligi agisindan istatistiki bir fark tespit

LISA, inek, ES antijeni

patolojik bozukluklara yol agan karaciger kelebekleri
ve benzeri etkenler steroid hormon metabolizmasini
bozmakta ve neticede Ureme fonksiyonlannin
bozulmasina sebep olmaktadir (9). Progesteronun
yetersiz salimmunin dol tutmama ile yakin iliskisi
oldupu tespit edilmistir. Gebe ve gebe olmayan fertil
ineklerdeki plazma progesteron seviyesinde 16. giine
kadar farklihk goriilmedigi, buna ragmen dol
tutmayan ineklerde plazma progesteron
konsantrasyonunda diizensizlikler oldugu
belirlenmistir (1). Deneysel olarak F. hepatica
metaserkerleri ile enfekte edilen ineklerde serum
progesteron seviyesinin enfekte olmayan kontrol
grubuna gore daha diisiik oldugu, bu diizensizligin
fasciolosis ile baglantili olabilecegi ileri striilmiigtiir
9).

Fasciolosisin teshisinde kullamlan geleneksel
metod, enfeksiyonun prepatent déneminden sonra
digkida yumurta goriilmesi ve sayimina dayal direkt
tan1 metodudur. Bu metod, hafif enfeksiyonlar: tespit
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edememekte ve parazitli hayvanlar negatif olarak
bilinen hayvanlar igin  yeni enfeksiyon kaynadi
olmaktadirlar (14).

[ndirekt  immunoenzimatik  tam  teknikleri F.
hepatica enfeksiyonunun erken  tamsmda - oldukga
Snemlidic (14), Ekskresyon/sekresyon (ES) antijeni
Kullamlarak yapilan indirekt-ELISA ile sifirlardaki
deneysel enfeksivondan sonraki g ile beginei haftada
enfeksivonu tespit etmek miimkiin olmaktadir (11).
Yapilan dedisik calismalarda ELISA'nin
fasciolosisin serolojik tamisinda olduk¢a uygun bir
test oldugu belirlenmigtir (16).

Bu ¢ahsgma, dol tutmayan incklerde F. hepatica
seropozititliginin -+ ELISA  ile  belirlenmesi  ve
seropozitiflik ile ddl tutmama arasindaki iliskinin
ortaya konmasi amaciyla yapilnugtir.

Materyal ve Metot

Serum Ornekleri: Bu calismada F. hepatica
antikorlan ydniinden test edilen serum omekleri
Elazig yoresindeki yaglan 2-10 arasinda degisen 200
inckten toplanmustir. Bu ineklerin 120 tanesi daha
dnce en az bir defa dogum yapnus, seksiiel sikluslart
diizenli olan ve fertil bir boga veya suni tohumlama
ile en az U¢ kez tohumlanmasina ragmen gebe
kalmayan hayvanlardan olugmustur. Geri kalan 80
inek ise gebelik problemi olmayan ineklerden kontrol
amach olarak segilmistir. Kan alinan biitiin incklerin
ultrasonografik, rektal ve vaginal muayeneleri
yapilmi§ ve anamnez bilgiler: alinmugtir.

Antijen  Hazwlanmasi:  Ekskresyon/sekresyon
(ES) antijeni hazirlamak amaciyla mezbahanede
kesimi yapilan F. hepatica’hh bir sigirin karacigeri
laboratuvara getirilmigtir. Canli  F. hepatica’lar
karacigerden toplanip ii¢ kez 15’er dakika 37 °C’deki
distile su ve ii¢ kez de 15’er dakika 37 °C’deki 0.01
M PBS ile yikanmistur. Karacigerden ¢ikanlan
toplam 60 adet parazit 50 ml PBS iginde 37 °C’de alt1
saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda altta kalan
kisim athp siipernatant 10000 rpm’de 30 dakika
santrifiij edilmigtir. Santriftij islemini takiben altta
kalan pelet atilmug, Gstteki siv1 0.2 pm gapli filtreden
gegirilmis, ierisine protein koruyucusu olarak 5 mM
EDTA ve SmM Sodyum Azid katilarak porsiyonlara
aynlip kullamlincaya kadar -20 °C’de saklanmustir.
Antijenin protein konsantrasyonu Lowry ve ark.
(10)’na gore belirlenmistir.

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA):
ELISA’da antijen olarak sigir karacigerindeki F.
hepatica’lardan  hazirlanan Ekskresyon/sekresyon
(ES) antijeni kullamlnugtir. Deney Santiago ve ark.
(15)'na gore yapilnustir. Antijen, karbonat tamponu
(PH 96) ile 12 mgml olacak sekilde
sulandinlmigtir.  Bu  solusyondan 96 kuyucuklu
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ELISA plaklarinin (Deltalab) her ku_yl.lcuguna ,1 00 Hl
konulmus ve antijenin baglanmasi igin +4 °C’de bir
gece bekletilmigtir. Bunu takiben % 0.1 Tween 20
iceren PBS ile bir kez yikama iglemi yapllmjstlr. Bu
caligmada, hem kuyucuklarda bos kalan bolgelcrm
kapatilmasi  hem  de sigirlarda FL hepatica
proteinlerine  karst olusabilecek  baglanmalarin
engellenmesi amactyla bloklama solusyonu“olarak
1X PBS ile sulandinlmmg % 5'lik yagsiz sut tozu
kullamilnustir. Bloklama agamasini takiben, lk'l kez
yikama iglemi yapilmis ve %0.02 Tweep 20 igeren
PBS ile 1/200 oraninda sulandirilan her bir test serum
rneginden iki aynt kuyucuga 100%er pl birakilmusgtir.
inkiibasyon (37°C’de 1.5 saat) ve yikamalardan
(%0.1 Tween 20 iceren PBS ile 5 kez) sonra,
kuyucuklara %0.02 Tween 20 igeren PBS ile 1/10000
oraminda sulandinlan peroksidaz enzimiyle igaretli
rabbit anti-bovine IgG’leri (Sigma Co. St. Louis,
MO, USA, Cat no: A7414) ilave edilmigtir.
Inkiibasyon ve yikamalan takiben 100 pl substrat-
kromojen solusyonu (%0.03 H,O, ve 0.5 mg/ml O-
phenylendiamine igeren 0.1 M sitrat-fosfat tamponu)
eklenmistir. Oda 1sisinda karanlik ortamda 15 dakika
beklendikten sonra kuyucuklara 1 N H,SO, eklenerek
renk reaksiyonu durdurulmugtur. Kuyucuklardaki
absorbans degerleri ELISA okuyucusunda (Medispec
ESR 200, Awareness Technology Inc., Palm City,
FL) 450 nm dalga boyunda okutulmustur. Bu
calismada negatif kontrol serumu olarak li¢
kuyucukta iki-ig ayhk buzagilardan alinan serum,
pozitif kontrol serumu olarak ise mezbahanede
kesimi takip edilen fasciolosisli bir sifinn serumu
kullanilmigtir.  Negatif ~ kontrol  serumlarinin
absorbans degerlerinin aritmetik ortalamasinin  +3
stan.d.art sapma (X+3SD) degerinin (cut-off) iistii
pozitif olarak kabul edilmistir.

Dsl tutmama ile F. hepatica seropozitifligi
arasinda 1h$k1ﬁ'bulunup bulunmadigi SPSS istatistik
progranunda x~ (ki kare) testi ile belirlenmistir,

Bulgular

Bu c¢alismada incelenen hayvanlarin  ELISA
bulgular tablo 1’de verilmistir, Buna gore, ELISA ile
test edilen toplam 200 serum Omeginin 111 tanesinde
(%55.5) F. hepatica antikorlari saptanmigtir. Dol
tutmayan ineklere ait 120 serum omeginin 66’sinda
(%55) F. hepatica antikorlan saptanirken, bu
problemin  goriillmedigi 80 inege it s’emm
omeklerinin ise 45' (%56.25) bu antikorlar
yoninden pozitif bulunmustur. D&l tutmama
problemi olan inekler ile bu tiir problemi olmayan
kontrol grubu ineklerde belirlenen  seropozitiflik

oranlart arasinda istatistikse] & .
olarak :
farkhilik saptanmamustir (p>0.05), onemli bir
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Tablo 1. Calismada incelenen hayvanlarin ELISA bulgular:
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D81 Tutmayan (n=120)

Kontrol (n=80)

F.hepatica (+) F.hepatica (-)

F.hepatica (+) F.hepatica (-)

n % n % n Y% n %
66 55.00 54 45.00 45 56.25 35 43.75
Tartisma

‘P*a:cc"iola hepatica, birgok iilkede sigr, koyun ve
kegi gibi gevisenlerde yaygin olarak bulunmakta olup
daha az sikhikla da insanlarda parazitlenmcktedir.
Ozellikle sigir ve koyunlarda énemli ckonomik
kayiplara yol agtigi bilinmekte olup (6,12), siir ve
mandalarin distomatosise yakalanma oraninin %50,
verim kayiplarinin ise %5 oraninda oldugunu
bildirilmistir (4). Bu ¢alismada test edilen toplam 200
sigir serum Ornegindeki seropozitiflik %55.5 olarak
tespit edilmis, sigirlarda belirlenen bu yiiksck oran
dikkat ¢ekici bulunmustur.

Fasciola hepatica’nin evcil ruminantlarda énemli
verim disiikligline yolagtigi, genellikle subklinik
enfeksiyon sonucu istahin kayboldugu, gidalarin
sindiriminin azaldig1, normal metabolik ve hormonal
proseslerin bozuldu@u bildirilmis, buna baglh olarak
da verim kayiplan ile birlikte enfekte hayvanlarin
meralan parazit yumurtalan ile kontamine ettigi iddia
edilmistir (2,5,7).

Fasciola hepatica’mn geng siiriilerde biiylimeyi
yavaglattigi, diivelerde pubertay:r geciktirdigi ve
yetiskin hayvanlarda da Ostrusu uzatarak fertilite
{izerinde olumsuz etkiler olusturdugu belirtilmigtir
(8). Fasciolosis ile enfekte andstruslu ve dol
tutmayan ineklerin enfekte olmayan hayvanlara gore
onemli derecede diisiik kan hemoglobin seviyesine
sahip olduklari gériilmiig, enfekte hayvanlardaki total
serum proteini  seviyesi de normalden dusiik
bulunmusgtur (8). Bu sonuglara gére merada otlayan
hayvanlarda goriilen anostrus ve dol tutmama gibi
infertilite problemlerinin en onemli nedenlerinden
birinin de F.hepatica olabilecegi ileri strllmustir

(8).
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