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I. PROJENIN TURKCE VE INGILIiZCE ADI VE OZETLERI

Farkli Toxocara vitulorum Antijenlerinin Elde Edilmesi ve
Enfeksiyona Spesifik Antikorlarin Saptanmasi

Ozet: Bu calismada, Turkiye’de simdiye kadar diski, kolostrum/stt ve
otopsi bakilar ile bildirilen ve hala bazi y6érelerde buzagilarda sorun olabilen
T. vitulorum’un serodiagnozu amaclandi. Toxocara vitulorum’la dogal enfekte
buzag: serumlarinda, hazirlanan biri larva (Ex) digeri olgun (Pe) antijenle
humoral immun yanit arastirildi.

Arastirmanin laboratuar calismalarinda gerekli materyallerin (diska,
kan, parazit) saglanmasi icin 6nce saha calismalarina yogunlasildi ve T.
vitulorum ile enfekte hayvanlar arandi. Degisik 22 ilden; yaslar 0-6 aylik;
halk elinden, 6zel ve resmi kurumlardan; yerli, kualttir irki ve melez; her iki
cinsiyetten 2393 buzagiya ait diski Fulleborn doymus tuzlu su flotasyon
yontemi ile kontrol edildi. Yirmi sekiz o6rnekte (% 1,17) T. vitulorum
yumurtalarina rastlandi. Ankara, Dlzce ve Erzurum illerine ait diskilarda
enfeksiyona rastlandi, resmi kurumlara ait diskilarin hi¢ birinde yumurta
gorulmedi. McMaster teknigi ile gram diski yumurta sayisi en fazla 10250
olarak belirlendi.

Toxocara vitulorum larva (Ex) antijeni hazirlanmasinda; diskidan ve
olgun parazitlerden elde edilen yumurtalar oda sicakliginda gelismeye
birakildi. Larva gelisimi 17-40 glinde tamamlandi. Yumurta kabugu
soyularak, disar1 ¢itkmasi saglanan larvalar 448,4 (452,6-516,6) um boyda
20,1 (14,7-24,6) ym ende o6lculdt. Toxocara vitulorum olgun (Pe) antijeni
hazirlanmasinda; kendiliginden veya ilac verilerek dusuruilen erkek ve disi
parazitler kullanilarak, perienterik sivi cekildi. Elde edilen larvalardan (Ex),
perienterik sividan (Pe) antijenleri secilen yonteme uygun olarak hazirland:.
Spektrofotometre ile (Ex) antijeni icin protein konsantrasyonu 7,5 mg/ml,
(Pe) antijen icin 20,56 mg/ml olarak belirlendi.

SDS-PAGE’le elektroforetik separasyonda (Ex) antijeninde molektler
agirliklar1 14-150 kDa, (Pe) antijeninde ise 12-141 kDa arasinda degisen

protein bantlar elde edildi.
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Toxocara vitulorum (Ex) antijenlerinin negatif serumlarla (4 saha, 3
fétal) immunoblotting analizinde hicbir 6érnekle reaktif bant saptanmazken,
pozitif 6 serumda 14, 35, 56, 63, 68 ve 94 kDa molekul agirligindaki protein
bantlarinin immunoreaktif olduklar1 tespit edildi. 14 kDa’luk bant bazi
orneklerde daha belirgin izlendi. (Pe) antijen ile yapilan immunoblotting
calismasinda negatif serumlarin (2 saha, 4 f6tal) s6z konusu antijenlere
reaktif olmadiklari, pozitif 6 serumun ise tim 6rneklerde 96 ve 110 kDa’luk

2 proteine benzer yogunlukta reaktif olduklari tespit edildi.

Anahtar Kelimeler : Antijen, Buzag, SDS-PAGE, Toxocara vitulorum,
Western Blot.
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Recovery of Different Toxocara vitulorum Antigens and
Detection of Specific Antibodies

Summary: Toxocara vitulorum causes serious problems among calves in
many parts of Turkey. All previous diagnostic approaches for T. vitulorum
infections performed based on faeces, colostrum / milk and post-mortem
examinations. The aim of this study is to prepare two kinds of antigens,
larva extract (Ex) and perienteric (Pe) for serodiagnosis, besides the
advantages of clinical and epidemiological aspects of the disease in its
diagnosis.

This study was initiated by an intensive field work that involved the
collection of materials needed for laboratory examinations (faeces, blood and
parasites). Faecal samples were collected from a total of 2393 calves of both
sexes aged 0-6 months, settled in 22 provinces at public/private and state
farms of different breeds. Then the faecal samples examined in the
laboratory by Fulleborn Flotation Technique using saturated sodium chloride
solution. Twenty eight calves were found positive with T. vitulorum (1,17%)
by the presence of the eggs in their faeces. The infected calves were belonged
to public/private farms at Ankara, Dlizce and Erzurum provinces, while no
infection was found in calves at the State farms. McMaster technique was
performed to determine the parasite egg count per gram of faeces and the
maximum (epg) was found as 10250.

Toxocara vitulorum eggs were recovered from both infected faeces and
the mature parasites for the purpose of larval (Ex) antigen preparation. The
eggs were incubated at room temperature when the larval deveopment was
completed within 17-40 days. The egg shells decorticated and the length and
width of the obtained larvae was measured as 448,4 (452,6-516,6)um and
20,1 (14,7-24,6)um respectively.

Toxocara vitulorum perienteric fluid was recovered from both male
and female parasites that obtained by either the spontaneous explusion of
the parasites or the parasites collected after adminstration of drug.

Proper procedures used for preparation of (Ex) antigen from the

recovered larvae and (Pe) antigen from the obtained perienteric fluid. Protein
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concentration of both antigens was measured by spectrophometer where it
estimated as 7,5 mg/ml for (Ex) and 20,56 mg/ml for (Pe) antigen.

Different protein bands of variable molecular weights which was
estimated as 14-150 kDa for (Ex) and 12-141 kDa for (Pe) antigen recovered
by SDS-PAGE electrophoretic separation.

The negatif serum samples (4 field, 3 fetal) did not show any reaction
bands with (Ex) antigen in the immunoblotting analysis, while the 6 positive
serum samples showed protein bands within the range of 14, 35, 56, 63, 68
and 94 kDa molecular weights. 14kDa moleculer weight band was more
prominent in some samples.

Negative serum samples ( 2 field, 4 fetal) did not react with (Pe)
antigen in the immunoblotting analysis, while all positive 6 serum samples
showed protein bands to 96 and 110 kDa molecular weights with same

reactivity.

Key words: Antigen, Calf, SDS-PAGE, Toxocara vitulorum, Western Blot.



II.AMAC VE KAPSAM

Tropikal ve subtropikal iklim boélgelerinde, az gelismis veya
gelismekte olan ulkelerde, bu arada Turkiye’de zaman zaman ve genellikle
6 aylhktan kiicik buzagilarda problem olan T.vitulorumla ilgili hazirlanan
bu projede; simdiye dek daha c¢ok diski, stit ve kolostrum yoklamalari veya
otopsi bulgular ile Turkiye’de varligi kaydedilen bu parazitin serolojik
teshis olasiliginin ortaya konulmasi amaclanmistir. Serolojik testlerde
uygulamak icin secilen test, stiphesiz 6nem tasimakla birlikte, hazirlanan
antijenlerin de test sonuclarinda etkili oldugu bilinen gercektir. Bazi
antijenlerin serolojik tanida ustinlik tasidigi veya bazi kosullarda
uygulandiginda ustin oldugu bilinmektedir. Bu calismada, biri larva,
digeri olgun parazite ait iki antijen hazirlanmasi, bunlarin protein
analizlerinin yapilmasi ve elde edilecek negatif ve pozitif serumlarla
bunlardan hangilerinin T.vitulorum tanisinda spesifik oldugunu belirlemek
hedeflenmistir. Son yillarda bu konuyla ilgili baz1 ulkelerde calismalar
yapilmaya baslanmis olmakla birlikte, bunlarin cok sinirli olmasi, baz
sonuclarin o6rtiismemesi, Turkiye'de ise bu parazitle ilgili benzer hicbir
calismanin bulunmamasi amaclanan tez projesinin alaninda 6nemli ve
Turkiye icin orijinal oldugunu goéstermektedir. Arastirma sonuclarinin;
T.vitulorum icin ilac¢ verilmesi gereken hayvanlarin ayriminda, ila¢ verilme
zamanini belirlemede, gereksiz ila¢ kullanimini ve bunun sttle atilmasini
engellemede, isletmeye yeni hayvan kabull sirasinda potansiyel enfekte
hayvanlarin ayriminda, enfekte olan, sagaltilan veya kendiliginden parazit-
leri atan hayvanlarin kanlarindaki proteinlerin yorumlanabilmesinde,
sut/kolostrum o6rneklerinin incelenmesinde; diger Toxocara’larla antijenik
yakinligi veya insanlardaki visceral larva migrans olaylarinda
T.vitulorumun payin belirleme konularinda yapilacak calismalara, yararh
olacagi veya ilk basamag teskil edecegi disUnUtlmuistir.

Ote taraftan, antijen hazirlanmasi amaciyla enfekte hayvanlari
bulma, materyal temin etme sirasinda T.vitulorum ‘un yayilisi ile ilgili yeni

bilgilere ulasmak mtimkutin olacak, bilgilerimiz gtincellesecektir.



III. MATERYAL VE YONTEM

Bu proje sahada ve laboratuarda yurutildi. Laboratuar
calismalarinda gerekli materyaller (diski, kan, parazit) Ankara
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 2009-44-202 sayili
karar1 dogrultusunda saglandi. Once saha calismalarina yogunlasildi.

T.vitulorum’la enfekte hayvanlar aranda.

I. Saha calismalari:

Turkiye genelinde 22 ilden, halk elinden, 6zel ve resmi
kurumlardan, yaslar1 0-6 aylk, yerli, kultir irki ve melez, her iki
cinsiyetten 2393 buzagidan, dogrudan rektumdan 3-5 gr diski alindi,
protokol bilgileri eklenerek laboratuara ulasildi (Sekil 1, Cizelge 1 ve
Cizelge 2). Saha calismalar: sirasinda T.vitulorum’la enfekte bulunan veya
laboratuarda disk: bakilari sonucu enfekte oldugu belirlenen hayvanlara
ilk kayit bilgileri ile donulerek laboratuar calismalar ile ilgili materyaller
bunlardan temin edildi.

Laboratuar calismalar: icin gerekli parazitler; enfekte hayvanlarin
100 mg/kg piperazine hexahydrate (Siropar surup-Adeka)la sagaltimi
sonucu veya kendiliginden atilanlarin toplanmas: ile saglandi. Kan
ornekleri ise enfekte ve negatif oldugu kesinlesmis buzagilardan silikonlu

tiplere V. jugularis’ten alindi.

II. Laboratuar calismalari:
Diski muayenelerinde T.vitulorum yumurtalarinin aranmasi ic¢in

Fulleborn Doymus Tuzlu Su Flotasyon Yoéntemi, enfekte bulunan
diskilarda (10x10 buylutmede bir mikroskop sahasinda 0-1 yumurta
gozlenen diskilar hari¢) gram diski yumurta sayisini belirlemek icin ise
modifiye McMaster Yontemi kullanild: (Anon, 1971; Kaya, 2003).
Laboratuar calismalar: icin gerekli T.vitulorum yumurtalar1 enfekte
diskilardan (Sedimentasyon+Flotasyon Yontemleri ile) ve disi parazitlerden

(disseksiyon) toplandi, mantarlasmayi 6nlemek icin sodyum hipoklorit (%
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Sekil 1. Turkiye genelinde diski 6rnegi alinan yerler ve 6rnek sayilari




Cizelge.1. Turkiye genelinde digk: 6rnegi alinan iller ve diskilarin alindig hayvanlarin cinsiyet, irk ve
isletme 6zelligine goére sayisal dagilimi

Diskilarin Sayisal Dagilimi

Cinsiyete Gore Irka Gore isletmeye Gore
Materyal Toplam
ﬁiman R g g -l B g 7] g Resmi Ozel /
° Sayist S 9 : : N 51 5w g % N g % E g > Kurum | Halk eli
s |ss| ElEd| E|Ex| F|BEE| E| &
®w | @8 || a8 w| @ 8 |l adNd]l B )
Adana 107 34 73 107 107
Afyon 39 14 25 12 19 6 2 39
Amasya 101 33 68 101 101
Ankara 248 118 130 202 7 39 248
Antakya 25 16 9 25 25
Aydin 54 23 31 54 54
Burdur 52 26 26 50 2 52
Bursa 299 146 153 151 148 299
Cankin 9 4 5 6 3 9
Diizce 20 9 11 20 20
Erzurum 99 49 50 80 19 99
Eskisehir 97 16 81 97 97
Igdir 276 113 163 155 121 276
Kayseri 37 19 18 37 37
Kirikkale 44 20 24 11 2 10 3 14 1 3 44
Kirklareli 108 32 76 108 108
Kirsehir 49 16 33 49 49
Konya 139 69 70 139 139
Mugla 167 91 76 167 167
Nevsehir 30 8 22 30 30
Samsun 128 48 80 128 128
Sanliurfa 265 112 153 265 265
TOPLAM 2393 1016 | 1377 | 1268 15 | 493 23 | 123 | 156 47 19 | 121 | 128 1736 657




Cizelge.2. Ankara civarinda diski 6rnegi alinan yerler, diskilarin alindig hayvanlarin
cinsiyet ve irk 6zelligine goére sayisal dagilimi

Diskilarin Sayisal Dagilimi
Materyal Alinan Yerler E‘::l:?m Cinsiyete Irka Gore
Sayis1 Gore
ST ] e [
Alaca melez

AU Veteriner Fakiiltesi Klinikleri * 12 6 6 12
Eskisehir yolu 11 S 6 11
Golbasi 10 4 6 10
Golbasi (Bezirhane koyti) 45 25 20 45
Temelli (Cokoéren koyti) ) 2 3 )
Sincan (Yenikent) 23 6 17 23
Kalecik 23 10 13 12 11
Cubuk (Akkuzular koéyti) 15 11 4 15
Cubuk (Sunlu koyt) 14 8 6 14
Altindag (Tatlar koyt) 17 9 8 17
Mamak (Kutludigin koyl) 21 12 9 14 7
Gudul (Yesiloz Gudul koyti) 15 3 12 15
Kalecik (Degirmenkaya koyti) 19 8 11 13 6
Akyurt 7 4 3 7
Kazan (Kiliclar koyti) 11 6 ) 11

Toplam 248 119 | 129 202 7 39

* Ogrenci tatbikatlar1 icin satin alinan veya muayene icin kliniklere getirilen halka ait hayvanlar
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1) damlatildiktan sonra buzdolabinda saklandi. Gerektiginde PBS icine
alinip gelistirildi.

Kanlar sogutmali santriftijde 2000 rpm de 6 dakika santrif(ij
edilerek serumlar c¢ikarildi, kiiciik porsiyonlar halinde -80°C’de saklandai.
Bu projede Western Blot uygulamasinda (Ex) antijeni i¢in pozitif 6, negatif
7 (4 saha, 3 fotal); (Pe) antijeni icin pozitif 6, negatif 6 (2 saha, 4 f6tal)
serum kullanildi. Fétal buzag: serumlar1 Viroloji Anabilim Dalindan temin
edildi.

Toxocara vitulorum larva soluble ekstrakt antijeni (Ex)
hazirlanmasinda Souza ve ark., (2004)’nin daha 6nce Starke-Buzetti ve
ark., (2001)inden alarak wuyarladiklar1 yontem, olgun T.vitulorum
perienterik antijeni (Pe) hazirlanmasinda Ferreira ve Starke-Buzetti
(2005)’'in, Amerasinghe ve ark., (1992) den uyarladiklar1 prosediir bazi
modifikasyonlarla uygulandi.

(Ex) ve (Pe) antijenleri hazirlandiktan sonra 500 ul hacimlerde -
80°C de saklandi. Antijenlerde protein miktar1 spektrofotometre ile
6lctldu. Protein konsentrasyonu (Ex) icin 7.5 mg/ml, (Pe) icin 20,56
mg/ml olarak belirlendi.

SDS-PAGE yo6temi ve Western Immunoblot yénteminde uygulama
ve uygulama ile ilgili soliisyonlar Sambrook ve ark. (1989)a gore
hazirlandi. (Ex) antijeninde 1/1, (Pe) antijende 1/5 sulandirma uygun
bulundu. SDS-PAGE’de belirlenen proteinlerden immunodominant
olanlari, Western Immunoblot yontemi ile belirlendi. Konjugat olarak
antibovine IgG (A8 917-Sigma), protein standardi olarak (SM-1811
Fermantas, Litvanya, Range 10-250 kDa) kullanilda.
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IV. ANALIZ VE BULGULAR

o Degisik 22 ilden, yaslari 0-6 aylk, halk elinden, 6zel ve resmi
kurumlardan, yerli, kalttur irki ve melez, her iki cinsiyetten 2393 buzag
diskisindan 28’inde (% 1,17) T.vitulorum yumurtalarina rastlanda.

e Ankara, Duizce ve Erzurum illerine ait diski Orneklerinde yumurta
saptandi (Cizelge. 3).

Cizelge. 3. Toxocara vitulorum’la enfekte buzagilarin illere, cinsiyet ve irka
gore sayisal dagilimi

Enfekte Enfekte buzag: Enfekte buzagilarin sayisal dagilim
buzagilarin Toplam
bulundugu il disk: Cinsiyete
iller sayis1 | gore Irka gore

sayis1 | (%) si Esmer Esmer Siyah | Dogu

6\ Q melez Alaca | Anadolu
Kirmizisi

Ankara 248 6 2.41 3 3 - - 6 -
Dtizce 20 2 10.00 - 2 - 2 -
Erzurum 99 20 20.20 10 10 16 - - 4

o Enfekte diskilarin ortak 6zelligi yaslar1 0-6 aylik, hepsi halk elindeki, 6zel
isletmelerdeki buzagilara ait olmasidir. Resmi kurumlara ait buzagi
diskilarinda enfeksiyona rastlanmadi.

e Toxocara vitulorum yumurtalar:1 90.5 (78.7103.3) um x 76.4 (68.8-89.5) um
boyutlarda ve kaynaklardaki tanima uygun goézlendi (Sekil. 2).

100um '

Sekil 2. Toxocara vitulorum yumurtasi
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e 10x10 buylUtmede bir mikroskop sahasinda 0-1 yumurta goézlenen 12
diski hari¢, gram yumurta sayist 5925 (2650-10250) olarak belirlendi
(Cizelge. 4).

Cizelge 4. Enfekte buzagilarin gram diski yumurta (epg) sayilari

Enfekte Enfekte | McMaster yontemi Gram diski yumurta
buzagilarin buzagi uygulanan diski sayis1 (epg)
bulundugu iller sayisi1 sayis1 * ort. (min.-mak.)
Ankara 6 4 6075 (3050-9250)
Dtizce 2 2 9850 (9450-10250)
Erzurum 20 10 5080 (2650-8550)
28 16 5925 (2650-10250)

*Flotasyon yénteminde 10x10 biiytitmede bir mikroskop saha-
sinda 0-1 yumurta gorilen digkilarda sayim yapilmadi.

o Gerek diski, gerekse parazitlerden elde edilen T.vitulorum yumurtalarinda
larva gelisiminin PBS iceren petri kutularinda, oda sicakliginda 17-40
gliinde oldugu gozlendi (Sekil.3 ve Sekil.4).

Sekil 3. A-B Toxocara vitulorum yumurta kilttirlerinde es zamanli olmayan gelisim

e Aynmi kultirde bile yumurtalarin hepsinde larvalarin es zamanh
gelismedigi saptandi (Sekil.3).

e (Ex) antijeninin hazirlanmasinda kabugu soyulan ve disart c¢ikmasi
saglanan larvalar 448.4 (452.6-516.6) um boyda, 20,1 (14.7-24.6) um ende
olculdu (Sekil.5 ve Sekil.6).



Sekil .4. Oda sicakliginda Toxocara vitulorum yumurtalarinda gelisim

13



Sekil .5. Toxocara vitulorum yumurtalarindan larva ¢ikisi ve sonikasyon
oncesi larvalar. A-B: Kabugu soyulmus yumurtalar (Yumurta
deformasyonu okla gosterilmistir.) C1,C2,C3: Yumurtalardan larva
cikis1 D: Kabugu soyulmus yumurtalar ve larvalar E-F: Larvalar
G: Bosalan yumurta

14
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Sekil .6. Toxocara vitulorum larvasi

e Saha calismalar1 sirasinda toplanan ve (Pe) antijen hazirlanmasinda
kullanilan T.vitulorum erkekleri 11.0-17.0 cm boyda, 3.5-4.5 mm ende,
disileri 16.0-25.0 cm boyda 4.5-5.0 mm ende 6lctldu (Sekil. 7).

Sekil .7. Disi ve erkek Toxocara vitulorum’lar

e Sonikasyon sonrasi spektrofotometre ile T.vitulorum soluble larva ekstrakt
(Ex) antijeninin protein konsantrasyonu 7.5 mg/ml, perienterik sividan
hazirlanan (Pe) antijenin protein konsantrasyonu ise 20.56 mg/ml olarak
belirlendi.
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e SDS-PAGE sonras: (Ex) antijenlerinin, (Pe) antijenlere oranla sayisal
anlamda cesitlilik gosterdigi tespit edildi.

¢ (Ex) antijenlerinin elektrik seperasyonu sonrasinda 14-150 kDa arasinda
degisen proteinler gézlenirken, (Pe) antijenlerin elektroforetik separasyonu
sonrasinda 12-14’kDa arasinda degisen bantlar elde edildi (Sekil. 8).

1 Z 3
250 - B

130 FY

100 -

70 .

95 — -
-

35 e ‘

25 .

15 —
Sekil .8. Toxocara vitulorum antijenlerinin SDS-PAGE analizi. Hat 1. Genis o6l¢culta

protein marker (Fermentas, Litvanya); Hat 2. Perienterik (Pe) antijen profili; Hat 3.
Ekstrakt (Ex) antijeni profili.

e Toxocara vitulorum (Ex) antijenlerinin nitroseltiloz kagida transfer
edilmesinden sonra negatif oldugu bilinen serum o6rnekleri (4 saha ve 3
fétal) ile immunoblotting analizi sonrasi hicbir 6rnekte reaktif bant tespit
edilmedi.Pozitif olarak calismaya dahil edilen 6 serum 06rnegi ile yapilan
immunoblotting uygulamasi1 sonrasinda ise 14, 35, 56, 63, 68 ve 94 kDa
molekuler agirliktaki protein bantlarinin immunoreaktif olduklar: tespit
edildi. Ozellikle 14 kDa agirliktaki proteine ilgili bant 2 érnekte daha
gucli, 1 o6rnekte ise oldukca zayif olarak goézlendi. Diger tim bantlarin
reaktivite 6zellikleri identik kaydedildi (Sekil. 9).
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Sekil .9. Toxocara vitulorum (Ex) antijenlerine karsi negatif (A) ve pozitif
sigir serumlar (B) ile yapilan Western Blot analizi
A: Hat 1 marker, Hat 2-5 saha, Hat 6-8 fotal negatif serumlar
B: Hat 1 marker, Hat 2-7 pozitif serumlar

17
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e Toxocara vitulorum (Pe) antijenleri ile yapilan immunoblotting calismasi
sonrasinda negatif kontrol serumlarinin (2 saha, 4 fétal) s6z konusu
antijenlere reaktif olmadiklar1 gézlendi. Pozitif serum 6rnekleri (6 adet) ile
yapilan immun boyama sonrasinda tim o6rneklerde 2 adet protein (96 ve
110 kDa) ile benzer yogunlukta reaktif olduklari tespit edildi (Sekil. 10).

Sekil .10. Toxocara vitulorum (Pe) antijenlerine karsi negatif (A) ve pozitif
s1g1r serumlari (B) ile yapilan Western Blot analizi
A: Hat 1 marker, Hat 2-5 fotal, Hat 6-7 saha negatif serumlar
B: Hat 1 marker, Hat 2-7 pozitif serumlar
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V. SONUC VE ONERILER

Geri kalmis ve gelismekte olan tulkelerde, bu arada Turkiye’de
genellikle 6 ayliktan kuiciik buzagilarda Toxocara vitulorum hala sorun
olabilmektedir. Turkiye’de simdiye kadar T.vitulorum digki, kolostrum/stt ve
otopsi bulgularina dayanarak bildirilmistir. Bu projede immunodiagnostik
yaklasimlarin klinik ve epidemiyolojik acidan 6nemli avantajlar1 dikkate
alinarak T.vitulorumun serolojik diagnoz olasiligin1 ortaya koymak
amaclandai.

Laboratuar calismalari icin gerekli materyal (diski, parazit, kan)
temininde 6nce enfekte hayvanlar arandi. Bu amacla halk elinden, 6zel ve
resmi kurumlardan; 0-6 aylik yasta; yerli, kultir irki ve melez; her iki
cinsiyetten 2393 buzagidan alinan diskilar kontrol edildi ve 28’inde (% 1,17)
T.vitulorum yumurtalarina rastlandi. Parazitin Turkiye genelindeki yayilis: ile
ilgili yeni bilgilere ulasilda.

Serodiagnoz amaciyla biri larvaya ait (Ex), digeri olgun parazite ait (Pe)
olmak uzere iki antijen hazirlandi ve bunlarin SDS-PAGE ile elektroforetik
separasyonu yapildi. (Ex) antijeninde 14-150 kDa, (Pe) antijende 12-141
kDa, arasinda molektler agirliklar: degisen proteinler saptanda.

Pozitif ve negatif (saha ve f6tal) oldugu bilinen serum o6rnekleri ile
yapilan immunoblotting analizinde; negatif hicbir 6rnekte reaktif bant
gozlenmemesine karsin, (Ex) antijeni kullanildiginda 14, 35, 56, 63, 68 ve 94
kDa, (Pe) antijen kullanildiginda 96 ve 110 kDa molektl agirlikli bantlar
immunoreaktif olarak kaydedildi.

Allnan sonuclar konuyla ilgili yapilacak calismalarda yararli olacak
veya ilk basamag teskil edecektir. Ozellikle gebe hayvanlarin inhibe larvalar
yonunden kontrolii veya karaciger, akciger gbéc¢cu yapan T.vitulorum
larvalarindan ileri gelen hastaliklarin belirlenebilmesi ileride yapilacak
calismalarda hedef olarak secilmelidir.

Bu calismada serolojik kontrol materyallerinin alinma dénemlerine
bagli olarak 6rneklerde sorgulanan antikorlarin antijen bantlarina affinite /
immunoreaktivitelerin de degiskenlik arz edebilecegi izlendi; bu nedenle
deneysel calismalarla serolojik tani olasiliklarinin detayli bir sekilde

sorgulanmas gerekliligi ortaya konuldu.
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Turkiye’de parazitin mandalardaki yayilis oraninin belirlenmesi; koyun
ve kecilerde ise bulunup bulunmadig: arastirilmasi 6nerilen diger 6nemli

hususlardir.
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VII. EKLER

a) Mali Bilanco ve Aciklamalari
Proje Biitcesi : 30.615 TL.
Proje Siiresi : 10.11.2009-10.05.2011

Makine-Donanim | Ultrasonikator 5.593.20
Bilgisayar 1.439.60 7.032.80
Sarf Malzemesi 55 Kalem Malzeme 12.944.66
Kirtasiye 728.44 13.673.10
Hizmet Alimi - - -
Yolluklar Urfa-Adana 196.00
Kars-Kirklareli-Samsun 856.00
Mugla-Bursa 270.00 1.614.00
Konya-Amasya-Eskisehir 292.00
Makine-Techizat | Nikon mikroskop tamiri 466.10 466.10

Bakim-Onarim

TOPLAM = 22.786.00
ARTAN: 30.615.00 -22.786.00 = 7.829.00 TL.

b) Makine ve Techizatin Konumu ve ilerideki Kullanimina Dair
Aciklamalar

- Ultrasonikatér: Laboratuarimizda bulunmayan bu aletin uygun
goruldiugn takdirde Demirbasa kaydedilmesi istenmektedir.

- Bilgisayar: Laboratuarimizdaki stereomikroskoba monte edilmis,
sistemi tamamlayan konumu nedeniyle, Anabilim Dali Demirbasina
kaydedilmistir.

(Monitér No: 25502010101030204-11, Kasa No: 255020101010104-
11)

c) Teknik ve Bilimsel Ayrintilar (varsa Kesim III’de yer almayan analiz
ayrintilari)
Toxocara vitulorum larva (ES) antijeni yapimina ilgili not:
e CO2 li etiviin bozulmasi
e Onarim sonrasi erken veya ge¢c donemde yasanan tekrarlayan mantar
kontaminasyonlari
e Proje suresi icinde kullanilan serumlardaki nitelik ve nicelik yéntinden
olumsuz degisiklikler
e Alinan 6n sonuclarin tekrarlanmamasi nedeniyle tez 6nerisindeki (ES)
antijeni ile ilgili kisim yoktur.

d) Sunumlar
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e) Yayinlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler

TEZ: 20.05.2011 tarihinde Parazitoloji Anabilim Dali Helmintoloji Doktora
Programi cercevesinde Abdalla Fadlalla AZRUG ‘un “Doktora Tezi”
olarak kabul edilmistir.

% : Aday tarafindan parazitoloji alanindaki iyi bir dergide yayina
donustirilecektir.



