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ONSOZ

Koyun ve kegi yetistiriciligi diinyanin bir¢ok iilkesinde énem tagiyan bir sektor
olarak  giiniimiizde de onemini korumaktadir. Tiirkiye yaklagik olarak 32 milyon
koyun ve 9 milyon kegi varlii ile Avrupa iilkeleri arasinda 6n siralarda yer
almaktadir. Sayis1 ve dammzlik yonii dikkate alindifinda, Tanim Isletmeleri Genel
Midirlagi’ne baglh ¢iftliklerde yetistirilen koyunlarin, tilke ekonomisi bakimindan

olduk¢a dnemli roller istlendigi goriilmektedir.

Kiigik ruminant yetistiriciligi, dinyanin birgok iilkesinde oldugu gibi
tilkemizde de bir gok sorunla karst kargiya bulunmaktadir. Ozellikle infeksiyoz

hastaliklar, bu sektérde oldukga ciddi ekonomik kayiplara sebep olmaktadir.

Kazedz lenfadenitis koyun ve kegilerde; d6l veriminde azalmaya, deri
kalitesinde bozulmaya, ileri derecede zayiflamaya neden olmasindan dolay: et
veriminde diigmeye ve bazen de gen¢ hayvanlarda 6limlere yol agmaktadir, Tim
bunlar birlikte degerlendirildiginde infeksiyonun koyun yetistiriciliine verdigi
ekonomik zararlar daha iyi anlagilabilmektedir. Avustralya’da pseudotuberkulsisden
kaynaklanan yillik ekonomik kayibin yaklagik 20 milyon dolar oldugu, ABD’de ise
ekonomik kayip agisindan tglinci Onemli infeksiyon oldugu bildirilmektedir.
Infeksiyonun Tirkiye ekonomisine verdigi ekonomik zararin miktarina ait herhangi
bir yazili bildirime rastlaniimamasina ragmen, tilkemizde yapilan baz ¢alismalarda
belli bolgelerde hastahifin yaygin olduSunun vurgulanmis olmasi, infeksiyondan

kaynaklanan ekonomik kaylblh hi¢ de az olmadigim diisiindirmektedir..

Koyunlarda Corynebacterium pseudotuberculosis infeksiyonunun teghisi;
klinik belirtiler, nekropsi bulgulari ve laboratuvar muayenelerini igermektedir.
Kronik bir infeksiyon olan pseudotuberkulosisin teghisinde, klinik olarak goriilebilen
semptomlarin az ve non-spesifik olmasi, hastalifin tamsinda birgok infeksiydz
hastalikta oldugu gibi, direkt ve indirekt yontemlerin uygulanmasini zorunlu
kilmaktadir.
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Kaze6z lenfadenitisin direkt teshisinde materyal olarak genellikle, apse
cidarindan alinan svab Omekleri ile nekropsi sonrasinda alnan apseli dokular
kullamlmakta, izolasyon ve identifikasyon ise yaklagk 1-2 haﬂada
yapilabilmektedir. C. pseudotuberculosis uzun siire dig ortamda canliligini1 korudugu
icin, materyal alimi esnasinda agilan apselerden digan ¢ikan etken diger hayvanlara
da bulasabilmektedir. Boylece, 6zellikle yogun yetistiriciligin yapildig: isletmelerde
bulagma ¢ok daha fazla olabilmektedir. Daha az bulagsma riski tagimasi ve direkt
teshise gore daha kisa siirede sonu¢ vermesi bakimindan bir ¢ok serolojik test,

hastaliin teshisinde uzun yillardan beri kullanilmaktadir.

Kazeoz lenfadenitisin indirekt teshisinde gesitli primer ve sekonder baglanma
testleri kullamlmaktadir. Sekonder baglanma testlerinin gogu, sadece C.
pseudotuberculosis’in ekzotoksinine karst olusan antikorlari saptamaya yoneliktir.
Ayrica bu testlerin 6zgiillik ve duyarliliklaninin da disik oldugu bildirilmektedir.
Pseudotuberculosisle ilgili ¢alismalarda, enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) teknikleri yaklasgtk 20 yildan beri kullanlmaktadir. C.
pseudotuberculosis’in ekzotoksini ve somatik antijenlerine karg1 olusan antikorlar;
ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA teknikleri ile
saptanabilmektedir. Hastaligin teshisinde ticari ELISA kitlerinin bulunmamas
nedeniyle, ELISA reagentler1 rutin laboratuvarlarda hazirlanmakta ve standardize
edilmektedir.

Bu caliymada, koyunlarda C. pseudotuberculosis infeksiyonunun serolojik .
tanisinda; ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA tekniklerinin
standardizasyonlar: yapilarak, bu tekniklerin etkene kargt olusan antikorlarin

saptanmasinda uygulanabilirlikleri arastirildi.

Tez galigmamin yiiriitilmesinde bagta doktora damgmanligimi istlenen sayin
Prof. Dr. Miijgan Izgiir ile arasttrmamin gergeklestiriimesinde yardim ve ilgilerini
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1. GIRIS

1.1, Tamm

Kazeoz lenfadenitis (KLA, pseudotuberkulosis) koyun ve kegilerde Corynebacterium
pseudotuberculosis tarafindan olugturulan, 6zellikle lenf yumrulari ve akcigerler
bagsta olmak iizere difer i¢ organlarda da kapsiilli apselerin olusumu ile karakterize
kronik bir infeksiyondur (Stoops ve ark., 1984; Batey ve ark., 1986; Brown ve
Olander, 1987; Pepin ve ark., 1988).

Tim diinyada yaygin olarak goriilen KLA, et ve yapagt veriminin miktar ve
kalite bakimindan diismesine, fertilitenin azalmasina ve nadiren de olsa Slimlere
sebep olmast bakimindan ekonomik 6nemi fazla olan bir infeksiyondur (Batey ve
ark., 1986; Holstad, 1986a; Alanso ve ark., 1992; Ter Laak ve ark., 1992). Ornegin,
Avustralya’da prevalensi en yilksek infeksiyonlardan biri olan (% 50-54)
pseudotuberkulosisden kaynaklanan yillik ekonomik kayibin yaklagtk 20 milyon
dolar oldugu (Eggleton ve ark., 1991a; Paton ve ark., 1991; Sutherland ve ark., 1992;
Simmons ve ark.,1997), ABD’de ise ekonomik kayip agisindan iglinci onemli
infeksiyon oldugu (Maddy, 1953; Rizvi ve ark., 1997) bildirilmistir.

1.2, Tarihce

C. pseudotuberculosis’e benzeyen bir bakteriyi ilk kez 1888 yilinda Fransiz Veteriner
Hekim Edmond Isidore Etienne Nocard, lenfadenitisli bir stgirdan izole etmistir. Ug
yil sonra Budapeste’de Hugo Von Preisz, bir koyunun bobrek apsesinden benzer
bakteriyi izole etmiy, daha sonra bu bakteri Preisz-Nocard Basili olarak
isimlendirilmistir. Preisz, 1894 yilinda etkeni detayh sekilde tammlayarak
Corynebacterium pseudotuberculosis ovis olarak, Buchanan 1911 yilinda Bacillus
pseudotuberculosis geklinde ve 1918 yilinda Eberson ise bakterinin difteroid
morfolojisini de gostererek Corynebacterium pseudotuberculosis (Preisz) Eberson

seklinde adlandirmiglardir. Bergey ve arkadaslan tarafindan 1923 yilinda etken



Corynebacterium ovis, 1948 yiinda da aym bilim adamlanmin ortak gériisii ile
Corynebacterium pseudotuberculosis olarak isimlendirilmigtir. Giiniimiizde Preisz-Nocard
Basili C. ovis geklinde de adlandinlmasma ragmen, yaygin olarak kabul edilen
isimlendirme C. pseudotuberculosis’dir (Jones ve Collins, 1986; Brown ve Olander, 1987,
Arda ve ark., 1997).

Her ne kadar Fransa’da apse hastalii sendromu olarak isimlendirilen K1.A’in etkeni,
C. pseudotuberculosis ve Staphylococcus aureus subsp. anaerobius birlikte kabul edilseler
de (Pepin ve ark., 1988), yazih literatiirlerin hemen hepsinde etkenin C. pseudotuberculosis
oldugu bildirilmektedir (Brogden ve ark.,1984a; Augustine ve Renshaw, 1986; Brown ve
Olander 1987).

Tiirkiye’de, C. pseudotuberculosis infeksiyonu ile ilgili olarak hastaliin insidensi,
etkenin biyokimyasal 6zellikleri, patogenezisi, allerjik ve indirekt teshis yontemlerini iceren
bazt galigmalar yapimstir (Bogriin ve Berker, 1973; Keskintepe, 1976b; Aydin, 1977,
Erganis ve ark., 1990; Kuyucuoglu, 1995; Kahraman ve ark., 1998; Saym, 1998, Izgiir ve
ark., 1999).

1.3. Etiyoloji

KLA’in etkeni olan C. pseudotuberculosis Gram pozitif, sporsuz, kapsiilsiiz, hareketsiz,
kokoid veya ¢omak formunda, fakiiltatif intraseliiler bir bakteridir (Arda ve ark., 1997,
Simmons ve ark., 1997, Yeruham ve ark., 1997). Diizensiz boyanan graniillere
(metachromatic) sahip olan etken (Jones ve Collins, 1986) boyal preparatlarda ¢it tarzinda
veya gin alfabesi seklinde goriilmektedir (Kwapinski, 1969). Boyutlar 0.5-0.6 x 1.0-3.0
pum arasindadir. Taze kiltiirlerde pleomorfizm gosteren etken, mikroskobik morfoloji
agisindan Corynebacterium diphtheriae ve diger tiirlerle benzerlik gosterir. Apselerden
hazirlanan preparatlarda ise Grarh pozitif, hafif acili gomakgiklar veya kok morfolojisinde
de goriilebilir. Metakromatik graniiller Neisser ve Albert boyama metotlan ile daha iyi
tespit edilmektedir (Jones ve Collins, 1986).



Etken giinimiizde Actinomycetales sinifinin, Actinomycetaceae familyasinin,
Corynebacterium cinsinin, C. pseudotuberculosis tiirii olarak siiflandirilmig olup,
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin diizensiz, spor olugturmayan Gram

pozitif gomaklar seksiyonunda bulunmaktadir (Jones ve Collins, 1986).

Aerobik veya fakiiltatif anaerobik ortamlarda, 37°C’de iyi bir iireme gosteren
etken, kanl agarda 2-4 giinde gevresinde dar bir hemoliz (beta hemoliz) alam olan, 1
mm ¢apinda, yuvarlak, sarnimsi veya gri-beyaz renkte, 6ze ile temasta agar yiizeyinde
kayan, aleve temas ettirildiginde etrafa sagilan koloniler olugturarak iirer (Kwapinski,
1969; Arda ve ark.,1997). Kolonilere ait bu 6zellik hiicre yiizeyinde bulunan lipid
tabakasindan kaynaklanmaktadir, Bazi C. pseudotuberculosis kolonilerinde
merkezden ¢evreye dogru yayilan konsantrik halkalar olugmaktadir. Besiyerlerine
kan, serum gibi zenginlestirici maddelerin eklenmesi ve inkubasyonun CO;’li
ortamda yapilmasi iireme iizerine olumlu etki yapmaktadir. Sivi besiyerlerinde
genellikle dipte uremekle birlikte bazi suslar zamanla yiizeyde pellikiil de
olusturabilir (Arda ve ark., 1997). Proteolitik etkisi olmayan etkenin, biyokimyasal
aktivitesi zayif ve degigkendir (Aydin, 1977; Jones ve Collins, 1986; Brown ve
Olander, 1987). Etken glukoz, galaktoz, maltoz ve mannozu gaz olusturmaksizin
fermente edebilir. Nisasta, trehaloz, arabinoz, laktoz, ksiloz, mannitol, inositol,
salisin ve sukroza etki edemeyen etkenin katalaz ve lireaz aktiviteleri pozitiftir
(Muckle ve Gyles, 1982, Lloyd ve ark. 1990). C. pseudotuberculosis,
Corynebacterium diphtheriae ve Corynebacterium ulcerans’in pirazinamidaz
aktiviteleri pozitif oldugu halde, diger korinebakteri tiirlerinin negatiftir (Muckle ve
Gyles, 1982). C. pseudotuberculosis’in nitrata olan etkisi bakimindan, nitrat pozitif
ve negatif olmak iizere farkh suslari vardir. Koyun ve kegi orijinli suslar genellikle
nitrat negatif, at ve sigir orijinliler ise pozitiftir (Batey, 1986a; Sutherland ve ark,,
1996; Rizvi ve ark., 1997). Dunya’nin degisik bolgelerinden izole edilen 13 farkit
(ABD ve Avustralya’dan 4 koyun ve 4 kegi, Kenya’dan 2 at ve ABD’den 3 sigir)
nitrat pozitif ve negatif suslarn restriction fragment length polymorphism (RFLP) ile
analizinde, suslar arasinda genetik farkhligin oldugu anlagilmistir (Sutherlend ve

ark., 1996). Bununla birlikte nitrat rediiktaz aktivitesi negatif olan suslar, mastitis ve



tlseratif lenfadenitisli sifirlardan da izole edilmistir (Sutherland ve ark., 1993;
Sutherland ve ark., 1996; Steinman ve ark., 1999).

Lloyd ve ark. (1990) 100 adet hayvandan olugan bir kegi siiriisiniin yaklagik
% 30’unda klinik olarak KLA semptomlar: tespit etmiglerdir. Apse igeriklerinden
hazirladiklar: preparatlarda, 1-2 um boyutlarinda, ¢ogunlugu intraseliiler olan Gram
pozitif gomak ve kok morfolojisinde etkenleri gorerek, yaptiklari izolasyon ve
identifikasyon caligmalarinda katalaz, lireaz, maltoz, mannoz ve glukoz aktiviteleri
pozitif; nitrat, arabinoz, galaktoz, salisin ve trehaloz testleri negatif olan etkenin C.

pseudotuberculosis oldugunu ifade etmislerdir.

Iglerinde 1950 yilindan 6nce izole edilen 1 adet susun da bulundugu toplam
26 adet kegi orijinli C. pseudotuberculosis susu ¢esitli 6zellikleri yoniinden tekrar
incelenmigtir. Yirmi bes susun tamaminin katalaz, iireaz, mannoz ve maltoz
aktiviteleri pozitif bulunurken; nitrat reditktaz, arabinoz, ksiloz, trehaloz, galaktoz,
mannitol, salisin ve inositol test sonuglari da negatif bulunmustur (Muckle ve Gyles,
1982). Yetmis koyun ve 7 kegi orijinli C. pseudotuberculosis suslarinin gogunun aym
morfolojik, kiiltirel ve biyokimyasal ozellikler gosterdigi ve glukoz, maltoz,
galaktoz ile sakkaroz aktivitelerinin pozitif oldugu; hidrojen silfid, indol, Voges-
Proskauer, litmuslu siit ve jelatini eritme yeteneklerinin negatif oldugu; suslarin
sadece ikisinin metil red pozitif sonu¢ verdigi bildirilmistir (Aydmn, 1977).
Keskintepe (1976a) biyokimyasal ozelliklerini inceledigi 85 adet C.
pseudotuberculosis susunun hepsinin glukoz, galaktoz, maltoz, trehaloz, leviiloz,
mannoz ve dekstrini gaz olugturmaksizin fermente ettigini; hi¢ birinin mannitol,
laktoz, ksiloz, rafinoz, ramnoz, dulsitol, salisin, arabinoz ve inositole etki etmedigini;
katalaz testinin biitiin suslarda pozitif, indol ve jelatin testlerinin ise negatif oldugunu

ifade etmistir.

Koyun ve kegi orijinli C. pseudotuberculosis suslan arasinda biyokimyasal
aktivite bakimindan 6nemli farkliliklarin olmadigi bildirilmektedir (Sutherland ve
ark., 1996).



Korinebakterilerin hiicre duvannda esas yapisim mikolik asidin olugturdugu
kalin bir lipid tabakasi (Hard, 1975; Brown ve Olander, 1987) ve bu tabakaya ilaveten
gesitli polisakkaritlerle birlikte peptidoglikan tabakada diamino ve mesodiamino pimelik
asitler de bulunmaktadir (Ayers, 1977; Batey, 1986a). Ekstrakte edilebilen lipid tabakast
bakterinin canlihigimi devam ettirebilmesi bakimindan zorunlu bir “yapt degildir. Bu
komponent, bir virulens faktorii olarak goérev yapmakta ve etkenin konak savunma
hiicrelerinin fagositik etkisinden korunmasina yardimci olmaktadir (Ayers, 1977, Batey,
1986a; Brown ve Olander, 1987).

1.4. Epizootiyoloji

Ozellikle tropikal ve subtropikal bolgeler basta olmak tizere diinyann birgok
bolgesinde gorillen KLLA, koyun ve kegi populasyonunun yogun oldugu bolgelerde daha
sik gorilmektedir (Holstad, 1986a; Leamaster ve ark., 1987; Schreuder ve ark., 1994;
Pepin ve ark., 1997). Saglikh siiriiye hasta bir hayvanmn girmesinden yaklagik 2-3 yil sonra
siiriiniin 6nemli bir boliimii infekte olmaktadir (Rizvi ve ark., 1997). Infeksiyonun siiritye
bir kez bulastiktan sonra eradikasyonunun oldukg¢a gii¢ oldugu bildirilmektedir (Brown ve
ark., 1986).

Cogu ilkelerde koyun ve kegilerde infeksiyonun prevalensinin % 50-60 arasmnda
degistigi (Lloyd, 1994), Avustralya’da 3 yasin iizerindeki koyunlarda % 54 (Sutherland
ve ark., 1992), ABD’nin bat: eyaletlerindeki koyunlarda % 42.4 (Stoops ve ark., 1984),
Bati Avustralya’da yabani kegilerde % 7.8 (Batey ve ark., 1986), Urdiin’de 1-3 yash
Awassi koyunlannda % 15.3 (Al Rawashdeh ve Al Qudah., 2000), Norveg’te kegilerde
% 8-61 oraninda oldugu (Lund ve ark., 1982a), hastalifin bazi Avrupa iilkelerinde
Avustralya ve ABD’de oldugu kadar yogun gorildiga ifade edilmektedir (Lloyd,
1994). Serolojik yontemlerle yaplan bir ¢alismada, Giiney Alberta’da agisiz
Rambuillet, Suffolk, Finn, Dorset ve Romanov wki koyunlarda insidensin % 50-94
arasinda degistigi ifade edilmistir (Stanford ve ark., 1998). Tiirkiye’de ise infeksiyonun
iilke yada bazi bolgeler bakimindan yaygin oldugu bildirilmigtir (Argun, 1951; Aydimn,
1977, Muz ve ark., 1995).



Infeksiyon Avusralya, Fransa, Ispanya, italya, isveg, Romanya, Almanya,
Yeni Zelanda, Arjantin, Uruguay, Sili, Giney Afrika, ABD, Sudan, Misir ve
Norveg’te eskiden beri goriilmesine ragmen (Maddy, 1953; Awad, 1960; Kuria ve
Holstad, 1989b; Ellis ve ark., 1991; Schreuder ve ark., 1994; Zaitoun ve Bayoumi,
1994); Hollanda’da 1984 (Dercksen ve ark., 1996), Ingiltere’de ise 1990 yilinda
(Rizvi ve ark., 1997, Scott ve ark., 1997) rapor edilmigtir.

C. pseudotuberculosis koyun ve kegiler basta olmak iizere at, sigir, geyik,
deve, domuz ve bufalolarda da infeksiyonlara neden olmaktadir (Wisecup ve ark.,
1964; Zhao ve ark., 1995; Afzal ve ark., 1996; Yeruham ve ark., 1997). Etken,
atlarda ulseratif lenfangitis (Aleman ve ark., 1996), insanlarda lenfadenitis (Peel ve
ark., 1997) ve diger hayvanlarda da suppuratif lezyonlar olusturmaktadir (Knight,
1978; Batey, 1986a;, Muckle ve ark., 1992).

Steinman ve ark. (1999), Israil’de sigirlarda, 1991 yilinda oldugu gibi 1998
yilinda da C. pseudotuberculosis’in neden oldugu bir ilseratif lenfangitis olgusu
rapor etmiglerdir. Dana, diive ve ineklerden olugan toplam 603 adet hayvanlik bir
siiriide, prokain penisilin tedavisine cevap vermeyen, ayaklarin korona, karpus ve
tarsus bolgelerinde olusan iilseratif lenfangitisli 34 hayvandan izole ettikleri bakteriyi
API sistemi ile inceleyerek, etkeni nitrat rediktaz aktivitesi negatif olan C.

pseudotuberculosis olarak identifiye etmiglerdir.

C. pseudotuberculosis ihfeksiyonlannda bulagma direkt ve indirekt olmak
tzere iki gekilde meydana gelmektedir (Brown ve Olander, 1987). Direkt bulagma
daha ¢ok ¢esitli nedenlerle olusan deri yaralarindan olmaktadir. Bundan dolayr KLA
bir yara infeksiyonu olarak da nitelendirilmektedir (Uysal ve ark., 1993). Bu yaralar
arasinda en Onemlisi kirkim yaralandir (Serikawa ve ark., 1993; Zaitoun ve
Bayoumi, 1994). Kuyruk kesme, kastrasyon ve diger yaralarla da bulagma soz
konusudur. infekte hayvanlara ait apse igerikleri, siit ve diski ile gevreye yayilan
etken dis ortamda uzun siire canli kalabilmektedir. Direkt giines 1s1§ina duyarl olan

bakterinin golgede 20 haftadan daha uzun bir sire canli kaldigt bildirilmektedir



(Schreuder ve ark., 1994). Kontamine kaniil, toz, toprak, saman, ot, kasagi, banyo
sular1 ve gegsitli fomitlerle de indirekt bulagma s6z konusudur (Lund ve ark., 1982b;
Holstad, 1986a; Dercksen ve ark., 1996; Arda ve ark., 1997). Bulagsmada kara
sinekler ve artropotlarin da rolii oldugu saptanmstir (Braverman ve ark., 1998).
Etkenin viicuda sindirim, solunum ve saglam deriden de girebildigi bildirilmektedir
(Zaitoun ve Bayoumi, 1994; Rizvi ve ark., 1997).

Infeksiyona duyarlilik bakimindan disi ve erkek koyunlar arasinda herhangi
bir farkin olmadig ifade edilmistir. Ancak infeksiyonun prevalensi ile yag arasinda
Onemli bir iligki bulunmaktadir. Siit kuzular1 ve bir yagina kadar olan hayvanlarda
morbidite digiktir. Bir yagindan sonra 30. aya kadar morbidite orani kirkim yaralar
ile iligkili olarak artmaktadir (Lund ve ark., 1982a; Zaitoun ve Bayoumi, 1994).

1.5. Patogenezis

Pseudotuberkulosisin patogenezisi tam olarak agiklanamamakla birlikte, hastaligin
olusumunda iki temel faktoriin rol oynadig1 diigiiniilmektedir. Bunlardan birincisi,
etkenin konak savunma hiicrelerinin litik etkisinden korunmastna yardimeci olan lipid
tabakast, ikinci ise bir permeabilite faktorii gibi fonksiyon yaparak, bakterinin
viicutta yayilmasina yardimei olan ekzotoksinidir (Ayers, 1977; Brown ve ark., 1986;
Brown ve Olander, 1987; Pepin ve ark., 1991; Simmons ve ark., 1997). Farelerde
yapilan caligmada, bir grup fareye etken verilerek tim viicutta apseler sekillendigi
halde, cesitli yontemlerle inaktive edilmis ekzotoksin verildiginde ise lokal steril
apselerin olustugu goérilmistir. Bu sonuglardan lipid tabakamin piyojenik faktor,
ekzotoksinin de permeabilite faktori olarak apse olusumunda rol aldiklarinin

anlagildig: bildirilmigtir (Brown ve Olander, 1987).

Pasajlarla olusturulan atteniiasyon, lipid tabakamn incelmesine neden
olmaktadir. Sitotoksik etkisi Mycobacterium tuberculosis’e gore daha zayif olan
korinebakteriyel lipid tabakanin, adjuvant 6zelliginin de olmadig: ifade edilmis, fazla
miktarda kobaylara verildigi durumlarda ise sistemik bir toksisite olusturmaksizin,

sadece lokal lezyonlar olusturdugu bildirilmistir (Batey, 1986a).



Kloroform-metanol ekstraksiyon yontemi ile lipid miktar: belirlenen 25 farkl
izolatla farelerde yapilan ¢alismada, suslarin sahip oldugu lipid miktan ile
olusturduklar: apselerin say1r ve buyiklikleri arasinda bir iliskinin oldugu tespit
edilmigtir (Brown ve Olander, 1987).

C. pseudotuberculosis’in fakiiltatif intraseliiler bir bakteri olmasinda, lipid
tabakanin da etkisi oldugu bildirilmektedir (Yeruham ve ark., 1997). Bakteri,
makrofajlar tarafindan alindiktan sonra bu hiicreler igerisinde ¢ogalmaya devam
eder. Bir siire sonra makrofajlar pargalanir ve etken serbest kalir. Serbest kalan
bakteriler dolasimda bulunan dier fagositik hiicreler tarafindan alinarak siklus
tekrarlanir. Tekrarlanan bu fagositoz siklusunun, koyunlarnn pseudotuberkulosisinde
niiks eden lezyonlarin olugmasina neden oldugu bildirilmistir (Ayers, 1977; Batey ve
ark., 1986; Brown ve ark., 1986; Brown ve Olander, 1987; Yeruham ve ark., 1997).

Lipid tabakanin hastalifin serolojik teshisinde otoaglitinasyonlara neden
oldugu bildirilmigtir (Holstad, 1986a). Lipid tabaka dikkate alindiginda;
korinebakteriler, mikobakteriler, nokardialar ve rhodokoklar (CMNR grup) birlikte
siniflandirilmaktadir (Brown ve Olander, 1987).

Bitin C. pseudotuberculosis suglan, fosfolipaz D (PLD, fosfatidilkolin
fosfatidalhidrolaz) olarak da bilinen giiglii bir ekzotoksin sentezlemektedir (Batey,
1986a; Brown ve Olander, 1987; Eggleton ve ark., 1991c). Lipid tabaka ile birlikte
PLD, etkenin virulens faktorleridir (Pepin ve ark., 1988; Muckle ve ark., 1992).
Protein yapida olan ekzotoksin, membran sfingomiyelinin yapisin1 bozarak damar
permeabilitesini artirmak suretiyle, etkenin viicuda giri yerinden bolgesel lenf
yumrulart ve i¢ organlara yayilmasina yardimci olmaktadir. PLD’nin yayilmada
diger bir fonksiyonu da noétrofillerin etkenin oldugu bolgeye mobilizasyonunu
engellemek suretiyle, opsonizasyonu kismen de olsa sinirlandirmasidir (Yozwiak ve

Songer, 1993).



Doty ve ark. (1964), 105 koyun, 9 keci, 6 at ve 1 bogadan izole ettikleri
toplam 121 adet C. pseudotuberculosis susuna ait ekzotoksin orneklerini, kros-
notralizasyon testi ile incelediklerinde, tim toksin &rneklerinin antijenik olarak

benzer olduklarim tespit etmiglerdir.

Molekil agirhg: 13.5-40 kDa arasinda olan ekzotoksin (Egen ve ark., 1989),
bakterinin daha ¢ok sitoplazmasindan olmak {izere hiicre duvarindan da
sentezlenmektedir (Brown ve Olander, 1987). Etkene ait supernatantlardan elde
edilen PLD’nin; dermonekrotik etkisi yaninda, yiikksek dozlarda kobay, fare, tavsan
ve koyunlar igin letal etkisinin de oldugu bildirilmigtir (Brown ve Olander, 1987,
Egen ve ark., 1989; Muckle ve ark, 1992). PLD, 6nemli bir hiicre yiizeyi
komponenti olan sfingomiyelinin yapisint bozarak, seremidfosfat ve koline
yeterlidir (Ayers, 1977, Brown ve Olander, 1987). Is1 (60°C’de 10 dk, 37°C’de 2
hafta, 25°C’de 3 ay), asidik pH (pH < 5) ve formolle inaktive olan PLD’ye karst
immun yanit olusmaktadir (Ayers, 1977, Jones ve Collins, 1986; Brown ve Olander,
1987).

Muckle ve ark. (1992), C. pseudotuberculosis’in tim hiicre antijenlerini
sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforesis (SDS-PAGE) ile analiz ederek,
molekiil agirhiklan 5-200 kDa arasinda degisen, 7 farkli protein profili tespit
etmislerdir. Bu kompleks profillerin coomassie blue ile boyanmasinda, major
proteinin 31.5 kDa’luk protein oldugu saptanmistir. Daha sonra 31.5 kDa’luk major
protein, NaCl ekstraksiyon ve fast-protein liquid chromatography gel filtration ile
purifiye edildiginde bu proteinin; sfingomiyelinaz, fosfolipaz C ile sinerjik hemoliz
ve dogal infekte koyun serumlari ile reaksiyon verdigi gorilmistir. Bu proteinin
molekiil yapist (N-terminal uglarindaki amino asit sekanslar) ve immunojenik
aktivitesi nedeniyle, C. pseudotuberculosis’in PLD’si ile identik oldugu, bdylece
humoral bagisiklikta nemli rollere sahip oldugu, ag1 hazirlanmasinda ve serolojik

teshiste kullanilabilecegi bildirilmigtir.
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Kromotografik yontemler, presipitasyon ve iyon degigimi gibi degisik
tekniklerle purifiye edilebilen C. pseudotuberculosis ekzotoksini, recyling isoelectiric
focusing (RIEF) ile de purifiye edilerek olusan triinin elektroforezi yapildiginda,
31.7 kDa’lik bantin majér protein oldugu tespit edilmistir. Bu bant kati faza
aktanlarak infekte kegi serumlan ile igaretlenebildigi gibi, Rhodococcus equi’nin
fosfolipaz C’si ile sinerjik hemolitik aktivite de gosterdigi gorulmistir. Sonug olarak
purifiye PLD’nin, C. pseudotuberculosis ile ilgili patogenezis ¢aligmalarinda, as
hazirlanmasinda ve enzim kullamlarak yapilan in vivo ve in vitro teshis
. yontemlerinde kullanilabilecegi ifade edilmistir (Egen ve ark., 1989). Braithwaite ve
ark. (1993), C. pseudotuberculosis’in tiim hiicre ve ekzotoksin antijenlerini once
SDS-PAGE, sonra da immunoblot tekniklerle inceleyerek, hem somatik antijenlere

hem de ekzotoksine kars1 infekte hayvanlarda antikor sentezlendigini bildirmislerdir.

In vitro ortamlarda koyun eritrositlerini tek basmna belirgin sekilde lize
edemeyen PLD (Yozwiak ve Songer, 1993), Corynebacterium equi’nin ekzotoksini
(fosfolipaz C) ile koyun eritrositlerini uygun kosullarda lize edebilmektedir (Egen ve
ark., 1989; Muckle ve ark., 1992). Toksinlerin bu 6zelliklerinden yararlanilarak,
PLD’ye karst olusmus antikorlarin ortaya konulmasi amaciyla sinerjik hemoliz
inhibisyon (SHI) testi gelistirilmistir (Knight, 1978; Brown ve Olander, 1987).
Ekzotoksin, koagulaz pozitif stafilokoklarin beta-lizin aktivitelerini inhibe
etmektedir. Boylece etkenin identifikasyonunda kullamlan CAMP  testi
gelistirilmigtir (Ayers, 1977, Brown ve Olander, 1987).

1.6. Semptomlar

Kronik bir infeksiyon olan pseudotuberkulosisde, yiizeysel lenf yumrularimn
apselesmesine kadar gegen siirede dikkat cekici klinik bir bulgu sekillenmemektedir
(Stoops ve ark., 1984; Brown ve ark., 1986; Brogden ve ark,, 1990). Infeksiyon
eksternal (deri) ve internal (visceral) form olmak iizere iki sekilde olusmaktadir
(Batey, 1986b; Brown ve Olander, 1987, Leamaster ve ark., 1987, Zaitoun ve
Bayoumi, 1994).
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Eksternal formda mandibular, preskapular, retrofarengial, parotit, prefemoral
ve mamarial (superfisial, inguinal) lenf yumrularinda agnisiz siskinlikler olusur.
Cheesy gland olarak da (Hodgson ve ark., 1992) isimlendirilen kazedz 6zellikteki
apseler; merkezde kuru, yesilimsi beyaz renkte, kokusuz bir irin kitlesi ve kitleye
stkica bagli kapsuladan olusur. Zamanla yeni kapsulalar olusarak apseler lamelli bir
kitle halini almaktadir. Apselere 6zgii bu yap1 6zelliginin KLA igin tipik oldugu
bildirilmektedir (Stoops ve ark., 1984). Zamanla disar1 agilan apselerden yesilimsi
renkte, koyu kivamda ve kokusuz bir irin akmaktadir (Ayers, 1977, Arda ve
ark.,1997). Infekte lenf yumrusu bolgesinde bulunan killar genellikle dokiilmektedir
(Zaitoun ve Bayoumi, 1994).

Hastalifin visceral formunda ise mediastinal ve bronsial lenf diigiimlerinin
etkilenmesi ile akcigerlerde lezyonlar gekillenmektedir. Akcigerlerin etkilenmesinde
bulagma daha gok solunum yolu ile olup, agrili bir dksiiriikle birlikte burun akintisi
dikkat gekmektedir. Akcigerlerden bagka karaciger, bobrekler ve diger i¢ organlar da
etkilenmektedir (Ayers, 1977, Augustine ve Renshaw, 1986; Brogden ve ark., 1990;
Simmons ve ark., 1997). Internal formda prognozun daha endise verici oldugu
bildirilmigtir (Brown ve ark., 1986). Bu form, koyunlarda dol verimi ve dél verim
yasimn digmesine, prematire dogumlarla birlikte asiri derecede zayiflamaya da
neden olmasindan dolay:r hastalik, zayif koyun sendromu olarak da
isimlendirilmektedir. Olimler de daha gok bu formda gorilmektedir (Gates ve ark.,
1977; Ellis, 1988; Paton ve ark., 1988; Brogden ve ark., 1990). Infeksiyonda
zayiflamanin bir nedeninin de tiimér nekrozis faktor (TNF) oldugu bildirilmistir. Bu
monokin, koyunlarin gerek deneysel gerekse dogal korinebakteriyel
infeksiyonlarinda  pulmonal pyograniilomlarin  olugmasiyla lokal olarak
sentezlenmeye baglar. Zamanla tim viicuda yayilarak kageksi tablosunun olugmasina
yardimci olur (Hodgson ve ark., 1992; Serikawa ve ark., 1994; Ellis ve ark., 1995).
Apselerin yerlestigi organlara gore solunum gigligi, pneumoni, ataksi ve topallik
gibi klinik bulgular dikkat gekmektedir (Brown ve Olander, 1987).

Koyunlarda daha sik goriilmekle birlikte kegilerde de meme dokusuna

yerlesen etken, burada kazedz odaklarin olugmasina ve supramamal lenf
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yumrularinin  apselesmesine neden olmaktadir. Bu durum siit veriminin azalmasina,
apselerin meme bezlerine agilmasi sonucu siit kuzularinm zayif gelismesine ve septisemi
sonucu Oliimlerine de sebep olabilmektedir (Brogden ve ark., 1990; Dercksen ve ark.,
1996; Arda ve ark., 1997).

Pseudotuberkulosisin visceral ve eksternal formlan ile ilgili birgok galiyma yapimustir

(Batey, 1986b; Batey ve ark., 1986, Brown ve Olander, 1987; Pepin ve ark., 1988,
Zaitoun ve Bayoumi, 1994).

Koyun ve kegilerde lezyonlann wviicuttaki dagiimlan farkhlik gostermektedir.
Avustralya’da kesimi yapilan 2.920 ke¢i incelendiginde lezyonlar bas bolgesinde %
493, govde de % 46.7 ve i¢ organlarda % 12.3 oraminda tespit edilmigtir. Kegilerde
akciger lezyonlarnin oram koyunlara gore daha az bulunmustur. Ancak bobrek

lezyonlan kegilerde daha yaygindir. Kegilerde parotit, retrofarengial ve mandibular
lenf yumrularmin apselesmesi koyunlara gore daha gok olmaktadir (Batey ve ark.,

1986).
1.7. Teshis

Kazeoz lenfadenitisin teghisi; klinik teshis, nekropsi bulgulan ve laboratuvar muayeneleri
ile olmaktadir.

1.7.1. Klinik Teshis

Pseudotuberkulosis kronik karakterde bir hastabktir. Klinik teshiste ylizeysel lenf
yumrulannin  apselesmesi ve zayiflama onemli bulgular arasmdadir. Apse yiizeyindeki
kallar genellikle dokiilmektedir. Apseler zamanla fistiilleserek san-yesilimsi renkte, kokusuz
ve koyu kivamda irin akmaktadir. Visceral formda agn derecede zayiflama dikkat
ceker. Infeksiyon i¢ organlara yerlegmis ise bu organlann fonksiyonel bozukluklarma
bagh semptomlar gorilmektedir. ~Akcigerlerin  etkilendigi durumlarda oksiirik ve
solunum giigliigi ile birlikte seyrek de olsa dliimler de goriilebilir. Eklemler etkilendiginde

topallik, memeler etkilendifinde ise mastitis dikkat gekmektedir (Brown ve Olander,
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1987, Brogden ve ark., 1990; Arda ve ark., 1997).

1.7.2. Nekropsi Bulgulan

Nekropside akciger, karaciger ve bobrek gibi i¢ organlarla; mediastinal, brongial ve
preskapular lenf yumrulan gibi bazi lenf yumrularinda tipik apseler goriliir. Olugan
apselerin ¢ap1 ortalama 5-10 cm arasindadir. Konsantrik tabakalagma (lamellasyon)
hastaligin ilerleyen dénemlerinde daha belirgin hale gelmektedir (Stoops ve ark., 1984;
Brown ve Olander, 1987).

ABD’nin bat: bolgesinde kesimi yapilan 37.383 koyun arasindan nekropsi
bulgulan ile pseudotuberkulosis oldugu diigiiniilen 4.089 adet koyunun lezyonlan
viicuttaki dagilimlan bakimindan incelenmigtir. Buna gore lezyonlann % 24.99’u
gogis boslugu organlarinda, % 23.09’u iskelet dokularinda ve % 11.79°u da kann
boslugu organlarinda tespit edilmigtir. Caligmada, koyunlarda infeksiyonun visceral
formunda en gok etkilenen organlarin torasik ve mediastinal lenf yumrulan oldugu
saptanmigtir. Abdominal organlar arasinda lezyonlarin en ¢ok gorildiigi organ
karaciger olup bunu bobrek izlemektedir (Stoops ve ark., 1984). Bagka bir ¢alismada
kesimi yapilan 11.205.149 adet koyundan 12.056 adetinde makroskobik olarak KLA
bulgulan tespit edilmistir. Lezyonlar bronsial lenf yumrularinda % 89, mediastinal lenf
yumrularinda % 81, akcigerlerde % 76, preskapular lenf yumrularinda % 24,
prefemoral lenf yumrularinda % 15, hepatik lenf yumrularinda % 14, karacigerlerde %
12, supramamal lenf yumrularinda % 9, skrotumda % 8, bobreklerde % 5, dalak ve
kas dokusunda % 4, popliteal lenf yumrulaninda % 2, diger lenf yumrulan ile visceral
organlarda ise % 1 oraminda saptanmstir (Maddy, 1953).

1.7.3. Laboratuvar Teshisi
Hasta hayvanlardan alman apse igerikler, fistiil cidanndan alman gvab ve siit érnekleri ile

nekropsi sonrasinda alinan lezyonlu organlar marazi madde olarak kullamlmaktadir (Arda
ve ark., 1997; Yeruham ve ark., 1997).
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1.7.3.1. Bakteriyoskopi

Hazirlanan preparatlar Gram yontemi ile boyanarak pleomorfik yapida Gram pozitif
kokobasil yada gomaklar aramir (Arda ve ark., 1997). Metakromatik graniiller ise
Albert ve Neisser boyama metodlan ile daha net olarak saptanmaktadir (Jones ve
Collins, 1986).

1.7.3.2. Kiiltiir

C. pseudotuberculosis kan veya serum ile zenginlestirilen gesitli kati ve siwvt
besiyerlerinde iiremektedir. Inkubasyonun % 5-10 CO,’li ortamda yapilmas: iiremeyi
hizlandirmaktadir. identifikasyonda katalaz, ireaz, nitrat rediktaz ve gegitli
karbonhidrat fermantasyon testleri ile CAMP testi yapilmaktadir (Aydin, 1977,
Muckle ve Gyles, 1982; Brown ve Olander, 1987; Lloyd ve ark., 1990; Sutherland ve
ark., 1993; Izgiir ve ark., 1999).

1.7.3.3. Hayvan Deneyi

Kobay, tavsan, fare ve kuzular deney hayvani olarak kullamlmaktadir. Kobaylar C.
pseudotuberculosis  infeksiyonlarina en duyarh laboratuvar hayvanlandur.
Ekzotoksinin letal etkisi igin kobaylarin, dermonekrotik etkisi i¢in de tavsanlarin
uygun deney hayvanlan oldugu bildirilmigtir. Fareler, infeksiyona nispeten daha
direngli olmalar1 ve hastalifin olusumu bakimindan da, koyun ve kegilerin dogal
infeksivonu ile benzerlik gostermesi nedeniyle, kaze6z lenfadenitisle ilgili

caligmalarda tercih edilmektedirler (Batey, 1986a; Pepin ve ark., 1991).
1.7.3.4. Allerjik Testler
C. pseudotuberculosis infeksiyonlarinda gesitli deri testlerinin tamya yardimci

oldugu bildirilmesine ragmen, heniiz pratife konulmus bir allerjenin mevcut
olmadig bildirilmigtir (Brown ve ark., 1986; Arda ve ark., 1997).
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1.7.3.5. Serolojik Testler

Pseudotuberkulosisin serolojik teshisinde; lam agliitinasyon (Aydin, 1977; Erganis
ve ark., 1990; Muz ve ark., 1995), tip agliitinasyon (Aydn, 1977, Erganig ve ark.,
1990; Muz ve ark., 1995), mikro agliitinasyon (Menzies ve ark., 1991), agar jel
presipitasyon (Aydin, 1977, Muz ve ark., 1995), immunodifiizyon (ID) (Burrell,
1980Db), komplement fiksasyon (KF) (Shigidi, 1979), toksin notralizasyon (Shigidi,
1979), serum nétralizasyon (Doty ve ark., 1964), hemoliz inhibisyon-(I-IIT) (Burrell,
1980a; Lund ve ark., 1982b; Kuria ve Holstad, 1989b), sinerjik hemoliz inhibisyon
(SHI) (Knight, 1978; Holstad, 1986b), indirekt hemagliitinasyon (IHA) (Shigidi,
1979), anti hemoliz inhibisyon (AHI) (Lovell ve Zaki, 1966a; Lovell ve Zaki,
1966b), anti stafilokokal B-hemolizin inhibisyon testleri ile (Zaki, 1968); enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) ve modifiye sekilleri olan sonike ELISA
(Maki ve ark., 1985; Ellis ve ark.,1990), ekzotoksin ELISA (Maki ve ark., 1985;
Ellis ve ark.,1990), ¢ift antikor sandvi¢ ELISA (Ter Laak ve ark., 1992), dot-blot
ELISA (Prodhan ve ark.,1993) ve immunoblot (Ter Laak ve ark., 1992) teknikleri de
kullanilmaktadir.

Awad (1960), koyunlarin C. pseudotuberculosis infeksiyonun teghisinde lam
ve tup agliitinasyon testlerinin giivenilirliklerini, izolasyon sonuglarim da dikkate
alarak aragtirmigstir. Caligmada 264 adeti klinik olarak KL A semptomlari gosteren ve
519 adeti de lezyon gostermeyen toplam 783 adet koyun kan serumu kullanmagtir,
Semptom gosteren hayvanlann 197 (% 64.6)’sinden C. pseudotuberculosis, 43 (%
16.2)’tinden Staphylococcus spp., 24 (% 9.0)’inden de her hangi bir etken izole
edememistir. Lam agliitinasyon testi ile C. pseudotuberculosis izole edilen
hayvanlardan 188 (% 95.4)’i, izolasyon yapilamayan hayvanlardan 6 (% 25.0)’s1 ve
klinik bulgu gostermeyen hayvanlardan da 53 (% 10.2)’ii pozitif sonug vermistir.
Staphylococcus spp. izole edilen hayvanlardan hig biri test ile reaksiyon vermemistir.
Arastirict lam agliitinasyon testinin, tiip agliitinasyon testine gore daha pratik
oldugunu ve giivenilirliliginin % 96.5 oldugunu bildirmistir.
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Holstad (1986b), C. pseudotuberculosis’e karst olusan antikorlari tiip
aglitinasyon ve HIT ile saptamaya ¢alismigtir. Testlerde pozitif kontrol olarak C.
pseudotuberculosis izole edilen 25 adet, negatif kontrol olarak da anamnez ve klinik
bulgular bakimindan KLA semptomlar1 géstermeyen aym sayida keg¢i serumu
kullanmigtir, Test serumu olarak 155 adet kegi serumu kullanmis ve testlerde
ornekleri, logio tabamna gore sulandirarak, U tabanli mikropleytlerde, 50 pl reagent
kullanarak gergeklestirmigtir. Her iki testin spesifite ve sensitivitesini % 96 olarak
belirlemistir. Aragtiric: testlerin kegilerdeki C. pseudotuberculosis infeksiyonlarinin
teshisinde kullamlabilecegini, ancak HIT’nin tiip agliitinasyon testinden daha
givenilir sonuglar verdigini bildirmistir. Benzer gekilde, C. pseudotuberculosis’e
karg: antikor tagtyan annelerin kolostrumunu alan oglaklarda bir ¢alisma yapilmugtir.
Tiip agliutinasyon testi ile serum drneklerinin 1. y1l % 82.8%1, 2. y1l % 91.6’s1, 3. y1l
da % 94.7’si pozitif bulunurken; HIT ile 1. yil % 90.9°u, 2. y1l % 97.6’s1 ve 3. yil da
% 100’0 pozitif bulunmustur. Ug yillik siirede hayvanlar kontrollii bir sekilde KL.A’e
kars1 agilanmalarina ragmen, testlerle pozitif bulunan hayvanlarin oramt % 10-12
arasinda artma gostermigtir. Bu artigin nedeni, agilamada kullanilan kaniiliin
kontamine olacag1 veya C. pseudotuberculosis’in gevresel bakteriyel floranin normal
bir lyesi olabilecegi seklinde agiklanmistir. Caliymada, her iki testin kolay
uygulanabilen ve gabuk sonu¢ veren teknikler oldugu bildirilmistir. Ancak tlip
agliitinasyon testinde titrenin belirlenmesinde, HIT’inde ise eritrositlerin
duyarlilagtinimasinda ve hazirlandiktan sonra 1-2 gin igerisinde kullanilma
zorunlulugunun olmas: gibi gesitli giiglikklerin oldugu ifade edilmistir (Lund ve ark.,
1982a).

Menzies ve ark. (1991), C. pseudotuberculosis’in tiim hiicre antijenlerinden
hazirladiklan, adjuvantli inaktif agiya karst olusan antikorlar1 mikro agliitinasyon
testi ile incelemiglerdir. Asiy1 1 ay ara ile 0.5 ml dozunda iki kez uygulamglardir.
Calismada 1-2 yaslarinda 44 adet koyun ve 81 adet kegi serumu kullanmiglardir.
Arastinicilar, hazirlanan agimin koyun ve kegilerde C. pseudotuberculosis’e karst

koruyucu diizeyde antikor olusumunu sagladigini bildirmiglerdir.
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Tip aglitinasyon, KF, jel difizyon, AHI, ve IHA testlerinin koyunlardaki C.
pseudotuberculosis infeksiyonun teshisinde giivenilirlikleri baska bir caligmada
aragtinilmigtir. Caligma, deneysel olarak C. pseudotuberculosis enjekte edilen koyun
serumlari ile yapilmustir. 1ki yash hayvanlar tiger adetten 4 gruba ayrilarak, 1. gruba
yaklagik 10° bak/ml, 2. gruba 107 bak/ml, 3. gruba 10° bak/ml miktarinda, 1 gecelik
stvi kiltirden 5 ml, olusturulan deri yaralarina siirillerek uygulanmistir. Dordiincii
grup ise kontrol amaciyla kullamlmigtir. Serum ornekleri haftalik olarak 27 hafta
suresince alnarak test edilmigtir Bu sire sonunda hayvanlarin nekropsileri
yapilarak, KLA lezyonlar1 ve etken izolasyonu bakimindan degerlendirilmistir. Tiip
agliitinasyon testi ile en erken elde edilen pozitif sonug, 1. grup hayvanlardan sadece
birinde, inokulasyondan sonraki 2. haftada saptanabilmistir. Ug hafta sonunda etken
verilen gruplardan 8 hayvan pozitif bulunurken, bu siireden sonra antikor titresi
dismeye baglamig ve 18. hafta sonunda sadece 4 hayvamn pozitif sonu¢ verdigi
gorilmistir. Kontrol grubu test ile negatif bulunmugtur. KF testi ile 2. gruptan 2 ve
3. gruptan 1 hayvan, inokulasyondan sonraki 1. haftada pozitif bulunmustur. Antikor
titresinin 3-8. haftalar arasinda diismeye bagladii gériilmiistiir. Kontrol grubu ile
birlikte difer hayvanlar test ile negatif sonug¢ vermigstir. Jel difiizyon testi ile
inokulasyondan sonraki 2. haftada, 2. ve 3. gruplardan birer hayvan pozitif
bulunmus, titrenin 15. haftadan sonra diigmeye basladift gorilmistir. Kontrol
grubundaki hayvanlar da pozitif sonug vermigtir. AHI testi ile 1. ve 2. gruptan birer
hayvan en erken, 9. hafta sonunda pozitif bulunmus ve 20. haftadan sonra titre
belirlenememistir. Kontrol grubu negatif bulunmugtur. IHA testi ile en erken antikor
titresi, deneme grubundaki 3 hayvanda 4. hafta sonunda belirlenmigtir. Diger 6
hayvan ise 8. hafia sonunda pozitif sonug vermis ve test ile 27. hafta sonunda pozitif
sonug veren hayvan olmamistir. Bu testlerden hi¢ biri koyunlardaki C.
pseudotuberculosis infeksiyonunun teshisinde % 100 giivenilir bulunmamigtir. AHI
testi en fazla olmak iizere difer testlerin de yiiksek oranda yanlis negatif sonug
verdigi saptanmigtir. C. pseudotuberculosis’e karsi olusan antikorlar en erken, KF
testiyle etken verilmesinden 1 hafta sonra belirlenebilmistir. Bunun muhtemel
nedeni, test ile IgM’lerin tespit edilmis olmas: seklinde agiklanmugtir. Yanliy pozitif
sonug en yiiksek oranda jel difiizyon testi ile elde edilmistir. Bu durum ise diigik

oranda bulunan ve diger testlerle belirlenemeyen, kros reaksiyon veren antikorlarla
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agiklanmugtir. Sonug olarak s6z konusu testler arasinda IHA testinin, hastalifin

teshisinde ve kontroliinde en giivenilir yontem oldugu bildirilmigtir (Shigidi, 1979).

Zaki (1968), KLA semptomlan gosteren 97 koyundan % 4.1’ini, 44 kegiden
% 55.9'unu ve C. pseudotuberculosis enjekte ettigi 74 koyundan % 91.9’unu AHI
testi ile pozitif bulmugtur. Diger yandan 94 adet at ve egekten % 10.6’sinda s6z
konusu testle antikor tespit ederek bu durumu prozon fenomeni ile agiklamigtir.
Sonug olarak aragtiricy, testin % 4.1 oraninda yanlig pozitif sonug vermesine ragmen
kullanilan reagent miktarinin az olmasi, sonuglarin 1 giinde degerlendirilebilmesi ve
antijen hazirlanmasindaki kolayliklardan dolayr AHI testinin, C. pseudotuberculosis

infeksiyonlarinin teghisinde giivenilir, spesifik bir test oldugunu bildirmistir.

Koruma testi ile AHI testinin karsilagtirildigi baska bir galigmada ise, KLA
lezyonlar1 gosteren hayvanlardan ancak % 37.5°’i AHI testiyle pozitif bulunmusgtur
(Zaki ve Abdel-Hamid, 1974).

Doty ve ark. (1964), tavsanda gergeklestirdikleri serum notralizasyon testinin,
KLA’in teshisinde kullamlabilecegini bildirmiglerdir. Aragtiricilar, toksinin bir
defada fazla miktarda hazirlanip standardize ve liyofilize edildikten sonra uzun stire
saklanabilmesini, bir tavsanda 12 adet serumun test edilebilmesini ve sonuglarin 48

saat igerisinde degerlendirilebilmesini testin avantajlan olarak bildirmiglerdir.

Kuria ve Holstad (1989b), Norve¢’in giiney bolgelerinde C.
pseudotuberculosis infeksiyonunun dagilimim, HIT ile seroepidemiyolojik bir
caligmada arastrmuslardir. Caligmalarinda 30 farkli siriiden segtikleri, kolostrum
almamis 10 adet ve 6 aylik 256 adet kuzu ile yaglar1 1-9 arasinda defisen 764 adet
koyuna ait kan serumunu incelemislerdir. Toplam 1.030 hayvandan 89 (% 8.6)"unu
pozitif bulmuglardir. Aragtiricilar, kuzulardan hig birinin pozitif sonu¢ vermedigini
ifade etmislerdir. Bagka bir ¢aligmada, nekropsi sonrasinda KL A lezyonlar: gosteren
30 hayvandan 24’ii ve bu hayvanlardan kolostrum almig 7 kuzudan 6’st HIT ile
pozitif bulunarak, testin KLA’in teshisinde kullamlabilecegi bildirilmigtir (Burrell,
1980a).
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ID test ile yapilan bir ¢aligmada, nekropsilerinde KLA lezyonlan gosteren
toplam 32 adet koyun ve keginin tamam pozitif bulunurken, lezyon gostermeyen 16
hayvan da negatif olarak degerlendirilmigtir. Pozitif bulunan hayvanlarin kolostrumu
ile beslenen 16 adet oglaktan 10’unda test ile antikor saptanmustir. Sonug olarak
testin az miktarda reagentle yapilabilmesi ve bir petri kutusunda 16 adet serum
orneginin degerlendirilebilmesi gibi avantajlarla birlikte, teshiste kullanilabilecek

glivenilir bir yontem oldugu bildirilmigtir (Burrell, 1980b).

KLA’in indirekt teshisinde kullanilan bir bagka test enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) teknigidir. ELISA son yillarda KLA ile ilgili
caligmalarda giivenilir bir test olarak kabul edilmekte ve kullamimaktadir (Serikawa
ve ark., 1993).

Kuria ve Holstad (1989a), HIT ve ekzotoksin ELISA’nin hastaliin
teshisindeki giivenilirlik ve ustinliklerini aragtirmiglardir. Caligmalarimi KLA
semptomlar gosteren, agisiz 52 koyun serumu ile yapmuglardir. Hayvanlardan 42’si
HIT, 48’i de ELISA ile pozitif sonu¢ vermistir. Aragtiricilar, sonug olarak HIT inin
sensitivitesinin serumdaki antikor miktarina bagh oldugunu, ekzotoksin ELISA’nin,
HIT’inden daha giivenilir sonuglar verdigini ve bundan dolay: C. pseudotuberculosis
infeksiyonlarinin eradikasyonunda basari ile kullamlabilecek bir tarama testi
oldugunu bildirmislerdir.

Klinik agidan KLA semptomlan gostermeyen, ast uygulanmamus, degisik
stiriilere ait, farkl1 yaglardaki toplam 1.186 adet koyun serumu ekzotoksin ELISA ve
ID test ile seroepidemiyolojik bir galigmada degerlendirilmigtir. Ekzotoksin ELISA
ile 466 (% 39.3), ID test ile 330 (% 27.8) koyun pozitif sonug vermis ve testler
arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli bulunmugtur. Hayvanlardan 329 (%
27.7)’u her iki testle de pozitif, 137 (% 11.6)’si ELISA ile pozitif, ID test ile negatif
bulunurken; sadece 1 (% 0,1) hayvan ID test ile pozitif, ELISA ile negatif sonug
vermistir. Hayvanlardan 719 (% 60.6)’u her iki testle de negatif bulunmugtur. Sonug
olarak, ID testin sensitivitesinin ekzotoksin ELISA’dan daha disik olmasma

ragmen, non-spesifik reaksiyon vermemesi ve kolay uygulanabilmesi nedeniyle
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teshiste kullanilabilecek pratik bir test oldugu, ELISA’mn ise non-spesifik
reaksiyonlar verdigi ifade edilmigtir (Chikamatsu ve ark., 1989).

Bir bagka caligmada yaslari 2-9 arasinda degigen, agt uygulanmamus,
pseudotuberkulozlu toplam 104 koyun kan serumu ekzotoksin ELISA, sonike ELISA
ve HIT ile degerlendirilmistir. Hayvanlar arasinda tipik KLA semptomlar: gosteren
33 (% 31.7) hayvandan C. pseudotuberculosis izole edilmigtir. Bu 33 hayvandan
sonike ELISA ile 32 (% 96.9)’si, ekzotoksin ELISA ile 28 (% 84.8)’i pozitif
bulunurken, HIT ile 1/2-1/32 arasinda titre bulunmustur. Izolasyon yapilamayan 71
* hayvandan ekzotoksin ELISA ile 35’i, sonike ELISA ile de 46’s1 pozitif sonug
vermigtir. Sonug olarak ekzotoksin ELISA’nin % 49.2, sonike ELISA’nin da % 64.7
oraninda yanliy pozitif sonug verdigi bildirilmistir (Ellis ve ark., 1990).

Maki ve ark. (1985), koyunlardaki C. pseudotuberculosis infeksiyonlarinin
teshisinde ekzotoksin ve sonike ELISA ile AHI testini kargilagtirmiglardir,
Caliymalarinda 4 adet digi, 6 adet erkek koyunu deneme, 6 adet disi koyunu da
kontrol amaciyla kullanmiglardir. Denemede kullamilan hayvanlar ikiserli gruplara
aynilarak disilere 10°, 10%, erkeklere de 10%, 10° ve 10* bak/ml igeren C.
pseudotuberculosis sivi kiltiiriinden deri alt1 yoluyla 0.1 ml enjekte etmislerdir.
Erkek hayvanlarin etken verilmesinden 4 éy sonra, digi hayvanlarin da 18 ay sonra
nekropsilerini yapmuslardir. Ekzotoksin ELISA ile deneme grubundaki erkek
hayvanlardan 3 tuinde inokulasyondan sonraki 1. ve 3. aylarda yiiksek titrede antikor
tespit ederken, 3 hayvanda da titrenin artmadifim1 gormiglerdir. Test ile deneme
grubundaki disi hayvanlarda 18. ayin sonunda da yiiksek titrede antikor
saptamuglardir. Genel olarak ekzotoksin ELISA ile tespit edilen antikor titresinin,
sonike ELISA ile saptanan titresinden daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Kontrol
grubundaki hayvanlarda her iki ELISA teknigiyle elde edilen titreleri, deneme
grubundaki hayvanlardan oldukga diisilk bulmuglardir. Arastiricilar sonug olarak,
sonike ELISA’nin sensitivitesinin ekzotoksin ELISA’dan daha disiik oldugunu,
ancak her iki testin sesitivitesinin AHI testinden daha yiiksek oldugunu

bildirmislerdir.



21

Koyun ve kegilerdeki C. pseudotuberculosis infeksiyonlarindan korunmada
tim hiicre, hiicre duvari, toksoid ve kombine agilar kullanilmaktadir. Cesitli
aragtiricilar  farkli yontemlerle hazirlanan agilarin hayvanlan infeksiyonlardan
korumadaki bagarilarii ELISA ile belirlemeye ¢aligmiglardir (Leamaster ve ark.,
1987; Braithwaite ve ark., 1993; Paton ve ark., 1995).

Piontkowski ve ark. (1998), Clostridium perfringens tip D, Clostridium tetani
toksoidleri ve C. pseudotuberculosis’in tiim hiicre + toksoidi ile kombine inaktif bir
asiya kars1 olusan antikor titresini ekzotoksin ve sonike ELISA ile arastirmiglardir.
Caliyma 20’si deneme, 11°i kontrol amaciyla kullanilan 8-10 ayhk kuzularda
yapilmigtir. Ast 2 ml miktarinda, aksillar bolgeye, 4 hafta ara ile deri altina
uygulanmugtir. Serolojik incelemeler amaciyla hayvanlardan ¢aliymanin O, 4, 8, 32.
haftalarinda ve nekropsi sirasinda kan serumlan alinmigtir. Calismanin 32. haftasinda
tiim hayvanlara deri alt: yoluyla 2 ml miktarinda etken (1.95x10° cfu/ml) verilmis, 20
hafta gozlem altinda tutulduktan sonra nekropsileri yapilarak lezyonlar incelenmistir.
[k haftada kontrol ve deneme grubundaki hayvanlarda her iki ELISA ile antikor
tespit edilemezken, 4., 8. ve 32. haftalarda her iki teknikle yiiksek oranda antikor
titresi tespit edilmistir. En yiiksek titre 8. haftada sonike ELISA ile belirlenmisgtir.
Testte kullanilan ekzotoksin ve sonike antijenlerin kros-reaksiyon vermedikleri
bildirilmigtir. Kombine ag1 kullanilarak, koyunlarda yapilan benzer bir ¢aligmada
ekzotoksin ELISA ile yapilan degerlendirmede, epriivasyondan sonraki 20. haftaya
kadar kontrol ve deneme grubundaki hayvanlarda antikor titresinde bir arti tespit
edilemezken, titrenin bu sireden sonra yiikselmeye basladigt bildirilmistir

(Leamaster ve ark. 1987).

Paton ve ark. (1995), 5 kirkim dénemini kapsayan 40 aylik sireye yaydiklar
caligmalarinda, KLA’e kargt asilamanin etkinligini ve kirkim yaralarimin
bulagmadaki rolini aragtirmiglardir. Caligmada 450 adet 5 aylik kuzu kullamlmugtir,
Hayvanlar esit sayida 3 gruba ayrilarak, her gruptan 50 hayvan 28 giin ara ile
kombine enterotoksemi + tetanoz + KLA toksoid agis1 ile agilanmiglardir. Ikinci
asilamadan sonraki 4. haftada agt yapilan hayvanlara epruvasyon yapilmig ve bu

hayvanlar ayr1 bir ortamda barindirilmustir. Gruplardaki 100’er hayvan ise yilda iki
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kez yapilan kirkim yaralarina bagh olarak dogal infekte konumuna getirilmiglerdir.
C. pseudotuberculosis’e karsi gelisen antikorlar ekzotoksin ve sonike ELISA ile
degerlendirilmigtir. Agili hayvanlarda ekzotoksin ELISA sonuglar, asisiz
hayvanlardan daha yiiksek bulunmus ve bu hayvanlarin toksoid ag1 ile agilanmus
olmasiyla agtklanmistir. Bu galigma ile ekzotoksin ve sonike ELISA tekniklerinin,
koyunlarin C. pseudotuberculosis infeksiyonlarinin teshisinde kullamugli birer test
oldugu, bulasmada kirkim yaralarinin olduk¢a 6nemli roller tistlendigi ve asilama ile

KLA’in prevalensinde énemli derecede azalmalarin oldugu bildirilmigtir.

Sutherland ve ark. (1992) yaptiklari ¢aligmada, KLA’e karsi agilanmig
koyunlarda C. pseudotuberculosis’e karst olugsan antikorlari, ekzotoksin ve sonike
ELISA ile inceleyerek, testlerin spesifite ve sensitiviteleri ile birlikte, infekte ve agili
hayvanlarin ELISA teknigi ile ayimimlanmn mimkin olup olamayacagin
belirlemeye ¢alismiglardir. Calisma 3 grup hayvanda yapilmigtir. Birinci grup
hayvanlar 81 koyundan olusturulmus ve ticari C. pseudotuberculosis toksoid agisi ile
4 hafta arayla iki kez agilanmiglardir. Hayvanlara 2. agilamadan 3 ay sonra
* epruvasyon (1x10 cfi/ml), bundan 4 ay sonra da nekropsi yapilmistir. On
hayvandan olugan 2. grup, 1 yil -dnceden aym toksoid as1 ile agilanmig hayvanlardan
olusturulmustur. Bu hayvanlar, aragtirmanin baginda ekzotoksin ve sonike ELISA ile
incelendiginde, antikor titrelerinin diigik oldufu tespit edilmis ve 1. gruptaki
hayvanlar gibi epruvasyon ve nekropsileri yapimustir. Agisiz 42 hayvandan
olusturulan 3. gruba aym sekilde epruvasyon ve 3 ay sonra da nekropsi yapilmistir.
Calismanin farklt dénemlerinde alinan kan serumlar1 ekzotoksin ve sonike ELISA
teknikleri ile degerlendirilmigtir. Birinci gruptaki hayvanlarin nekropsilerinde 27 (%
33.3) hayvanda KLA lezyonlar tespit edilmigtir. Bu hayvanlarin 13 (% 48)’nin 2.
agilamadan 2 hafta sonra ekzotoksin ELISA ile negatif sonu¢ verdigi gorilmustiir.
Nekransilerinde lezvon goriilmeyen 54 hayvandan 35 (% 65)’i, 2. agilamadan 2 hafta
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1. aydan itibaren saptanan antikor titresinin, nekropsiye kadar olan dénemde yiiksek
seviyesini korudugu goriilmigtir. Ikinci gruptaki hayvanlarin nekropsilerinde, 4
hayvanda lezyon tespit edilirken, 6’sinda lezyon gorilmemistir. Lezyon goriilmeyen
hayvanlarda epruvasyondan sonraki 6. haftadan itibaren ekzotoksin ELISA ile
yiksek titrede antikor saptanmigtir. Lezyon tespit edilen hayvanlarda ekzotoksin ve
sonike ELISA ile belirlenen antikor titreleri arasinda énemli bir farkin olmadig
- gorulmiigtir. Gruplarin tamam birlikte degerlendirildiginde ekzotoksin ELISA nin
sensitivitesi agih hayvanlarda % 83, agisizlarda % 97, spesifitesi % 33; sonike
ELISA’mn sensitivitesi agili hayvanlarda % 77, agisizlarda % 93, spesifitesi de % 42
olarak tespit edilmisgtir.

Pseudotuberkulosisin teshisinde dot-blot ELISA’da kullanilmaktadir. Prodhan
ve ark. (1993), C. pseudotuberculosis infeksiyonlarinin teghisinde dot-blot ELISA ile
SHI testini kargilastirdiklari bir galigma yapmuglardir. Aragtiricilar, ekzotoksinin
antijen olarak kullanildigi dot-blot ELISA’da sensitivitenin % 94, spesifitesin de %
99 oldugunu ve testin kegilerdeki C. pseudotuberculosis infeksiyonlarinin teghisinde

oldukga giivenilir bir yontem oldugunu ifade etmiglerdir.
1.8. Sagaltim

Etken amoksisilin, linkomisin, ampisilin, kloramfenikol, gentamisin, penisilin G,
neomisin ve tetrasiklin gibi gesitli antibiyotiklere in vitro duyarh olmasina ragmen,
olusan apselerin kalin kapsulasindan dolay: antibiyotik tedavisinden genellikle sonug
alinamadigy bildirilmektedir (Brown ve Olander, 1987; Arda ve ark.,1997; Izgir ve
ark., 1999).

1.9. Koruma

C. pseudotuberculosis infeksiyonlarindan korunmada istenilen diizeyde koruma
saglayan bir metot heniiz mevcut degildir (Pepin ve ark., 1988). Infeksiyonun
kontroliine yo6nelik yapilan galigmalar yaklagtk 50 yil 6nce baglamig olmasina

ragmen, ¢ogunlukla bagarisizhikla sonuglanmustir (Brogden ve ark., 1990). Hasta
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hayvanlarin ¢esitli kemoterapotik ve operatif miidahalelerle tedavilerinin pratik
olmamasi, infeksiyondan korunmada ve hastalifin eradikasyonunda serolojik bir
yontemle pozitif hayvanlarin saptanarak siiriiden ¢ikarilmasi ve 6zellikle kuzulardan
baslayarak asilamay1 daha o6nemli kilmaktadir (Eggleton ve ark., 1991b; Ter Laak ve
ark., 1992; Dercksen ve ark., 1996). Hastaligin koyun yetistiriciliine verdigi zararlar
1970’1i yillardan itibaren daha iyi anlasilmig; 6zellikle Avustralya, ABD, Kanada ve
Norveg gibi llkelerde etkin bir ag1 gelistirme g¢aligmalarina daha fazla kaynak
aktarilmaya ve daha yogun agi programlar uygulanmaya baslanmistir (Eggleton ve
ark., 1991a). Korunmada etkenin bir veya birden fazla kombinasyonlarini igeren tiim
hiicre, hiicre duvan ve toksoid agilar gibi degisik agt ve adjuvantlar denenmigtir
(Cameron ve Minnaar, 1969, Cameron ve ark., 1972; Brogden ve ark., 1984b; Ellis
ve ark., 1995). Son zamanlarda bazi ilkelerde farkli metotlarla hazirlanan toksoid
agilar ticari olarak uretilmekte ve kullanilmaktadir (Pepin ve ark., 1993).
Avustralya’da 1989-1990 yillar1 arasinda gogunlugunu toksoid agilarin olusturdugu
40 milyon doz ag1 kullanilmigtir (Paton ve ark., 1991). Bagisiklik siiresinin yaklagik 6
ay oldugu ifade edilen toksoid agilarin (Holstad, 1986a), damar permeabilitesinin
artmasina neden olan PLD’nin nétralize olmasina yardimci olup, etkenin viicutta
generalizasyonunu engelleyerek korunmada gorev aldigi bildirilmistir (Brown ve
Olander, 1987 Sutherland ve ark., 1992; Pepin ve ark., 1993; Ellis ve ark., 1995).

Turkiye’de hastahigin degisik yonleri ile ilgili bazi ¢aligmalar yapilmgtir.
Argun (1951), iilkemizde de hastalifin olduk¢a yaygin oldugunu, daha gok afilda
yetistirilen ve iyi beslenen koyunlarla kuzularda daha fazla kayiplara neden oldugunu
bildirmistir. Bogriin ve Berker (1973), Marmara bolgesinde hastaligin insidensinin
tespiti amaciyla yaslan 3-6 arasinda deisen; 10.296 erkek, 11.420 disi Merinos,
Imroz, Kivircik ve degisik irktan koyunlarla, 36.203 erkek ve 4.400 disi, degisik
irklara ait kuzulann kesim sonrasinda KLA yoniinden makroskobik olarak
incelemislerdir. Muayene sonrasinda 1.746 koyun ve 2 kuzuda KLA lezyonlan tespit
etmislerdir. Lezyon saptanan organlardan 382’si submandibular, 259’u supramamal,
253%i preskapular, 124’4 parotit, 89’u prefemoral ve 22’si mezenterial lenf
yumrular oldugunu bildirmiglerdir. Diger yandan hayvanlarin 111’inin akcigerinde,

75’inin derisinde, 10’unun karacigerinde, 3’tiniin dalaginda, 2’sinin bobreginde ve
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’inin de bas bolgesinde lezyon tespit etmiglerdir. Aragtiricilar, Marmara bolgesi igin
hastalifin insidensinin Merinoslarda % 74, Kivirciklarda % 51.1, imrozlarda % 3.9
ve difer wklarda da % 7 oldugunu ifade etmiglerdir. Keskintepe (1976b)
aglitinasyon testlerinde yanliy degerlendirmelere neden olan otoagliitinasyonun,
antijenin magnezyum klorid ile % 1 Tween 80 igeren fizyolojik tuzlu suda
hazirlandiginda, 72 saatten fazla siireyle suspansiyon halinde kaldifim ve boylece
teshiste giivenilir bir agliitinasyon antijeni elde edilebilecegini bildirmigtir. Aydin
(1977), Turkiye’nin degisik bolgelerine ait materyallerden izole ettigi 77 adet koyun
ve kegi orijinli C. pseudotuberculosis susunun yaklagik hepsinin aym morfolojik,
biyokimyasal ve kultiirel ozelliklere sahip oldugunu; suslarin galaktoz, glukoz,
sakkaroz ve maltozu fermente ettigini; indol, Voges Proscauer, hidrojen sulfid ve
jelatini eritme yeteneklerinin negatif oldugunu bildirmigtir. Aragtirici bu suglardan 2
adetinin metil red pozitif oldugunu; ayrica etkene ait degisik dilusyonlardaki toksinin
0.1 ml’sinin tavsan ve kobaylara deri i¢i verilmesiyle enjeksiyon bolgesinde
kizariklik, 6dem ve kabuklagmalarin olustugunu; toksinin kobaylara deri altt
verilmesinden 24-48 saat sonra 6lim gekillendigini ifade etmistir. Erganis ve ark.
(1990) Konya bolgesinde, kronik apseli 100 adet koyuna ait materyallerin 16 (% 16)
adetinden C. pseudotuberculosis izole ettiklerini, 386 adet koyun kan serum drnegini
lam ve tip aglitinasyon testleri ile degerlendirerek, 24 (% 6,4) omekte C.
pseudotuberculosis’e karsi antikor saptadiklarimi bildirmiglerdir. Benzer bir bagka
caliyjmada ise, Elazi§ yoresinden toplanan koyunlara ait 107 preskapular lenf
yumrusunun 35 (% 63,3)’inden saf olarak C. pseudotuberculosis izole edildigi,
rastgele segilen 288 koyun kan serumu lam, tip aglitinasyon ve agar jel
presipitasyon testleri ile degerlendirilerek, 40 (% 13,8) 6rnegin pozitif oldugu ifade
edilmigtir (Muz ve ark, 1995). Uysal ve ark. (1996) ise, koyunlarda
pseudotuberkulosise kargt bagigiklikta BCG agisinin etkinligini degerlendirmislerdir.
Ug yila yaydiklan galigma siiresince 586 adet deneme ve 130 adet kontrol olmak
{izere toplam 716 adet, 1 ayliktan kiigiik kuzu kullanmiglardir. BCG asis1 uygulanan
kuzularin % 97.8’inin 1 yil siire ile PPD testine kargt duyarl oldugunu saptanuslar ve
hayvanlarin hi¢birinde KLA semptomlart gérmemiglerdir. Sonug olarak, KLA’e
karst BCG agist kullanilmasimn uygun olacagini bildirmiglerdir. Kahraman ve ark.
(1998), C. pseudotuberculosis’in 7.8x10” bak/ml miktarinda kobaylara deri alt1 yolu
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ile verilmesinden sonraki 5., 9., 14. ve 22. giinlerde, lezyonlu bolgelerden etkeni yeniden
izole ettiklerini ve deri alt1 yolu ile inokiile edilen C. pseudotuberculosis’in en yakin lenf

yumrusuna yerlestigini, liremeye bagladigii ve buradan da bazen kana kansarak generalize
olduktan sonra gesitli organlara metastazlar yaparak, etkiledikleri organlardaki yangsal
hiicrelerde say1 ve aktivite bakimindan degisikliklere neden olduklarim bildirmiglerdir.
Saymn (1998), koyunlarin KLA’inde apselerin genellikle mandibular ve mediastinal, daha
az olarak da preskapular, femoral ve bronsial lenf yumrulannda olugtugunu bildirmigtir.
Koyunlarda yapilan bir bagka ¢aliyma da hastalifin allerjik teshisi ile ilgilidir. Caliymada
farkl metotlarla hazirlanan degisik 2 allerjen (lenfadenin ve sonikadenin), hasta (100 adet),
stipheli (180 adet) ve kontrol (20 adet) gruplarna uygulanarak sonuglar degerlendirilmigtir.
Buna gore hasta grubundaki hayvanlardan 73 (% 73)’t allerjik deri testi ile pozitif olarak
degerlendirilmigtir. Test ile pozitif bulunan 73 koyunun 61 (% 83.5)’i serum agliitinasyon
testi (SAT) ile pozitif bulunurken, 60 (% 82,1)’'min post mortem muayenesinde
infeksiyona ait lezyonlar tespit edilememis ve bunlann bakteriyolojik muayenesinde 38 (%
52)’inden C. pseudotuberculosis izole edilmigtir. Siipheli grubu olugturan 180 hayvandan
134 (% 74.4)’0 deri testi ile bunlann da 114 (% 63,3)"i SAT ile pozitif bulunmustur.
Kontrol grubundaki hayvanlardan hi¢ biri deri ve SAT ile pozitif sonu¢ vermemistir.
Allerjik test igin en iyi uygulama bélgesinin koltuk alt1 oldugu ifade edilen ¢alismada sonug
olarak, allerjik deri testinin koyunlanin pseudotuberkulosisinin teshisinde kullanilabilecei
bildirilmistir (Kuyucuoglu, 1995). Izgiir ve ark. (1999) ise koyunlarda makroskobik
olarak KLA tams: koyduklan toplam 41 adet apseli lenf yumrusunun 19 (% 46.3)’undan
C. pseudotuberculosis, 8 (% 19.5)inden de Micrococcus spp. izole ettiklerini
bildirmiglerdir. Aragtincilar izolasyon yaptiklan dmeklerde C. pseudotuberculosis’i en
yiksek oranda bulduklanni, ayrica Micrococcus timlerinin de yiksek oranda izole
edilmesine dikkat cekerek, KLA olgularmdé. bu etkenlerin de énemli oldugunu ifade
etmiglerdir.
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Gergeklestirilen bu caligma ile koyunlarda C. pseudotuberculosis’e karst
olusan antikorlarin saptanmasinda ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot
ELISA teknikleri standardize edildi. Turkiye’de, KLA’in teshisinde her uii¢ ELISA
tekniginin de ilk kez bu arastirmada kullanilmasi, projeye orijinal bir nitelik

kazandirmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Serumlan

2.1.1. Test Serumlar:: Caligmada 100 adeti, C. pseudotuberculosis bakterin +
toksoid yapidaki ticari agt (Case-Bac) ile agilanmg hayvanlardan olmak iizere toplam 471
adet koyun kan serumu incelendi. Tarim Igletmeleri Genel Mudiirligii (TIGEM)’ne bagh
farkh igletmelerin koyunculuk tnitelerinde bulunan ve yaglart 7 ay ile 2-3 yil arasinda
degisen hayvanlardan saglanan serumlar ependorf tiiplere ahinarak -200C’de sakland:

(Tablo-1).

Table-1: Calismada kullamlan serum sayilan ve orijinleri.

ISLETME ADI SERUM SAYISI
TIGEM-Ceylanpinar* 9
TIGEM-Tahirova™* 100
TIGEM-Altinova* 15
TIGEM-Gozla* 7
TIGEM-Polath* 340
Toplam 471
* Asis1z hayvanlar
** Asili hayvanlar

2.1.2. Kontrol Serumlarr: Testlerde 12 adet pozitif, 14 adet negatif kontrol
serumu kullamldi. Pozitif serumlar C. pseudotuberculosis izole edilen ve kan serumlan
HIT ile pozitif sonug veren hayvanlardan, negatif serumlar ise hastah@a ait klinik bulgu
gostermeyen ve kan serumlart HIT ile negatif sonug veren hayvanlardan alindi.

2.2. izolasyon Materyali

Arastirmada uygulanan serolojik testlerin sensitivite ve spesifitelerini belirlemek amaciyla,
KLA’in eksternal formuna ait klinik bulgular gosteren hayvanlar ile nekropsilerinde lezyon
saptanan toplam 193 hayvandan izolasyon materyali alinarak kisa siirede ve soguk zincirde
laboratuvara ulagtirilds.
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2.3. Besiyerleri

ELISA antijenlerinin hazirlanmasinda Brain Heart Infusion (BHI, Difco) agar ve %
0.1 Tween 80 (Merck) igeren Brain Heart Infusion (BHI, Difco) broth kullanldi.

Izolasyon ve identifikasyon amaciyla % 7 koyun kanli (Difco) agar, BHI
agar, BHI broth ve Nutrient (Difco) broth’dan yararlanild.

2.4. Solusyon ve Tampon Sivilar

Ekzotoksin ve sonike ELISA antijenlerinin hazirlanmast ve testlerin
gerceklestirilmesinde fosfat buffer solusyonu (PBS), 0.01 M PBS ve fizyolojik tuzlu
su (FTS)’dan yararlanildi. Yikama solusyonu olarak % 0.05 Tween 80 igeren PBS
(PBS-T) ve serum ile konjugat sulandirma buffer1 olarak % 1 bovine serum albumin
(BSA, Merck) igeren PBS-T kullamldi. Subsrat hazirlanmasinda 0.05 M sitrik asit
ile 0.1 M Na,HPO; solusyonlari, pH 5.0 olacak gekilde karigtinlarak elde edilen sitrat
fosfat buffer ve antijen kaplamak amaciyla da coating buffer kullanildi. Non-spesifik
baglanmalari onlemek i¢in % 3 BSA iceren PBS’undan yararlamldi. Serum

sulandirmalart U tabanl, 96 ¢ukurlu mikropeytlerde yapildi.

Dot-blot ELISA’da, test baglangicinda nitroseluloz membramin (NCM)
sonra da subsratin yrkanmasinda steril distile su, non-spesifik baglanmalar: 6nlemek
icin de % 5 yagsiz siit tozu (Pmar) iceren PBS-T kullamldi. Serum ve konjugatin
sulandirilmast ile yikama islemlerinde % 0.05 Tween 20 igeren PBS-T’den
yararlamld. Sitrat fosfat buffer ekzotoksin ve sonike ELISA tekniklerinde belirtildigi
sekilde hazirlandi.

2.5. Konjugat

Ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA tekniklerinde egekte
hazirlanan, peroksidaz enzimi ile isaretli, anti-koyun IgG (H+L) (Sigma) kullamldi.
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2.6. Subsrat

Orto-fenilendiamin (Sigma) % 0.04 oraninda, 0.01 M sitrat fosfat bufferda
eritildikten sonra, renkli sigelere 25 ml miktarinda alinarak, kullanilincaya kadar -
20°C’de saklandi. Ekzotoksin ve sonike ELISA’larda kullamlmadan once
¢ozdurilerek, dot-blot ELISA’da ise taze olarak hazirlanan, % 50°’lik H,O,
(Birpa)’den 12.5 pl ilave edilerek kullanildi.

2.7. Durdurma Solusyonu

Ekzotoksin ve sonike ELISA’larda reaksiyonlar durdurmak amaci ile 1.25 M H;SO4
(Merck) kullamldi, '

2.8. Ekzotoksin ve Sonike ELISA Techizati

2.8.1. Pipet ve Mikropleytler: ELISA’lar diiz tabanh, 96 gukurly,
polystyrene mikropleytlerde (Greiner) yapildi. Testlerde 12 kanalli, ayarlanabilir
otomatik pipet (Genex) den yararlamldi.

2.8.2. ELISA Okuyucusu: Sonuglarin degerlendirilmesinde Metertech 960
ELISA okuyucusundan yararlanildi ve okuyucu 405 nm filtre ile kullanild1.

2.9, Dot-Blot ELISA Techizati

2.9.1. Nitroseluloz Membran (NCM): Testte kat1 faz olarak, 0.5 x 0.5 cm
ebatlarinda kesilen 0.2 pm por gaplt NCM (Sigma) kullanuldi.

2.9.2. Plastik Pleyt, Pipet ve Ependorf Tiip: NCM’'mn kullamm
asamalarinda 80 cukurlu plastik pleytlerden yararlamldi. Antijen damlatiimas: ve
ependorflarda yapilan serum sulandirmalari ayarlanabilir, otomatik pipetle (Genex)

yapildi.
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2.10. ELISA Antijenleri

ELISA antijenleri A. U. Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal Kiltir
Koleksiyonu’'ndan saglanan C. pseudotuberculosis Pl-4 susundan hazirlandi. Sus,
TIGEM’e bagh farkli koyunculuk initelerindeki, kazedz lenfadenitisli koyunlardan
izole edilen toplam 18 adet C. pseudotuberculosis susu arasindan segildi (Izgiir ve
ark. 1999). Bu suslar dnce tiim hiicre ve hiicre duvar antijenleri bakimindan SDS-
PAGE ile analiz edilerek (Muckle ve ark. 1992), olusan bantlarin molekiil agirliklar:
Qikkate alindifinda, 5 adet C. pseudotuberculosis susunun diger suslardan farkl
oldugu goriildi. Daha sonra bu suglara ait ekzotoksinlerin, koyun eritrositleri ile
yapilan denemelerde hemolitik titreleri incelenerek (Ellis ve ark. 1991), hemolitik
titresi en yiiksek olan C. pseudotuberculosis Pl-4 susu antijenlerin hazirlanmasinda
tercih edildi.

Sonike ve ekzotoksin antijenleri Maki ve ark. (1985) min bildirdigi yontemin
modifikasyonuyla hazirlandi. Bu amagla C. pseudotuberculosis Pl-4 susu, BHI
agarda mikroaerobik ortamda, 37°C’de 36 saat inkube edildi. Buradan alinan saf bir
koloni erlenmayerde 250 ml % 0.1 Tween 80 iceren BHI brothta aerobik ortamda
calkalanarak 72 saat uretildi. Kiltir 1 gece +4°C’de bekletildikten sonra, 8000
rpm’de 30 dk santrifiij edildi.

Ekzotoksin ELISA antijeninin hazirlanmasi: Santrifiijleme igleminden sonra
elde edilen supernatant, dnce 0.65 pm (Sartorius) sonrada 0.45 pum (Sartorius) por
¢aplt milipor filtreden siiziildii ve 1/10.000 oraninda mertiolat (Lilly) katilarak, 1 ml
hacminde ependorf tiiplere alinip kullamlincaya kadar +4°C’de saklandi.

Sonike ELISA antijeninin hazirlanmasi: Santrifiijlemeden sonra pelet iki kez
0.01 M PBS ile yikamp, tortu ayni solusyonla esit miktarda suspanse edildi. Bu
suspansiyon tekrar esit hacimde, % 0.6 formaldehit (Merck) igeren % 0.9’luk FTS ile
suspanse edildi. Oda 1sisinda 6 saat dietil eter (Merck) ile karigtirilarak lipid tabakasi
ekstrakte edildikten sonra, 3 dk sonike (Artek, Sonic 300) edildi. Uriinin yogunlugu
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0.01 M PBS ile Mc Farland Standart Tiip No:5 (1.5x10° bak/ml)’e ayarlanarak, 1 ml
hacminde ependorf tiiplere alimp + 4°C’de saklandi.

Dot-blot ELISA antijeninin hazirlanmasi: Dot-blot ELISA tekniginde C.
pseudotuberculosis PI-4 susundan hazirlanan sonike ELISA antijeni kullamldi.

2.11. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Ekzotoksin ve sonike ELISA’lar; antijen, konjugat ve serumun en uygun dilusyonlar1
tespit edildikten sonra, Maki ve ark. (1985)’nin bildirdikleri metot modifiye edilerck
yapildi.

2.11.1. Ekzotoksin ve Sonike ELISA’larin Standardizasyonu: Bunun igin
konjugat, serum ve antijenlerin optimal sulandirmalan belirlendi. Antijenlerin ve
konjugatin sulandirma oranlanim saptamak amaci ile satrang tahtasi metodu
uygulandi. Sonike ve ekzotoksin antijenleri 1/5°den baglanarak 1/160’a kadar coating
buffer ile iki kath sulandirildi. Kontrol serumlari 1/10°dan 1/160°a, konjugat ise
1/2.500°den 1/20.000°¢ kadar ‘PBS-T ile iki kath dilue edildi. Her bir antijen
dilusyonu i¢in negatif ve pozitif serum arasindaki farkin en iyi gorildigi en yiiksek

antijen, konjugat ve serum sulandirmast optimal sulandirma olarak kabul edildi.

Hazirlanan antijenler kullanilmadan 6nce biliret metodu ile total protein
yoniinden analiz edilerek ekzotoksin antijenin protein miktari 2.25 mg/100 ml,
sonike antijenin protein miktar: ise 2.37 mg/100 ml olarak tespit edildi (Kaneko,
1980).

2.11.2. Ekzotoksin ve Sonike ELISA’larin Uygulanmasi: Ekzotoksin ve
sonike ELISA, modifiye Maki ve ark. (1985)'mn yontemine gore yapildi
Mikropleytin gukurlarina coating bufferda sulandirilan sonike ve ekzotoksin
antijenlerinden 100 wl konularak, nemli ortamda +4°C’de 1 gece bekletildi. Cukurlar
PBS-T ile 4 kez yikandiktan sonra % 3’lik BSA’den her ¢ukura 100 pl ilave
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edilerek, 37°C’de 1 saat inkube edildi. Yikama iglemi aym sekilde tekrarlandiktan
sonra ¢aligma serumlan ile birlikte pozitif ve negatif kontrol serumlart sulandirma
buffer1 ile 1/10 oraminda sulandirilarak gozlere 100 pl konuldu ve 37°C’de 1 saat
inkube edildi. Tekrar yapilan yikama igleminden sonra cukurlara konjugat
sulandirma sivist ile 1/2.500 oraninda dilue edilen konjugattan 100 ul konularak oda
1s1sinda 1 saat bekletildi. Son kez yapilan yikamadan sonra gukurlara 50 pl substrat
- ilave edilerek 10 dk oda isisinda ve karanlik ortamda bekletildikten sonra, her ¢ukura
50 wl durdurucu konulup absorbans 405 nm’de ELISA okuyucusu ile okundu.
Caligmada her pleyt igin 14 adét negatif 12 adet pozitif kontrol serumu kullaniid:.
Esik degerin ustiinde kalan serumlar pozitif olarak kabul edildi.

2.12. Dot-Blot ELISA

2.12.1. Dot-Blot ELISA’nin Standardizasyonu: Antijen, konjugat ve serum
sulandirmalarinin belirlenmesi igin hazirlanan sonike antijen sulandiriimadan direkt
ve PBS-T ile 1/5 den 1/80°e kadar iki katli sulandirildi. Kontrol serumlan (14 adet
negatif, 12 adet pozitif) direkt ve 1/2’den 1/64’¢ kadar, konjugat ise 1/125’den
1/2.000’¢ kadar ¢ift katl sulandirildi. Pozitif ve negatif serum arasindaki farkin en
iyl goriildiigi en yiiksek antijen, konjugat ve serum sulandirmalar1 optimal olarak
kabul edildi.

2.12.2. Dot-Blot ELISA’nin Uygulanmasi: Test, Prodhan ve ark. (1993)’nin
bildirdikleri ydntemin modifikasyonu ile gergeklestirildi. Testte 80 gukurlu plastik
pleytlerden yararlamldi. NCM, 0.5 x 0.5 cm ebatlarinda kesildikten sonra, distile
suda yikanip oda isisinda kurutuldu. Orta noktalarina 2.5 pl antijen damlatilan
NCM’lar, oda 1sisinda kurutulduktan sonra kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.
NCM’lar plastik pleytin gukurlarina alindiktan sonra, her g¢ukura siit tozu
solusyonundan 0.5 ml eklenerek, 37°C’de 45 dk bekletildi. NCM’lar beser dakika
siiren agamalarla 4 kez PBS-T ile yikandiktan sonra, kontrol ve ¢aliyma serumlarinin
1/8’lik dilusyonlarindan gukurlara 0.5 ml konularak, 37°C’de 1 saat inkube edildi.
Aym sekilde yapilan yikama isleminden sonra, her g¢ukura 1/250 kojugat
sulandirmasindan 0.5 ml ilave edilerek, 37°C’de 45 dk bekletildi. Aym sekilde
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yapilan son yikamayi takiben, her ¢ukura 0.5 ml taze hazirlanmi§ subsrat konularak, oda

wsisinda karanlik bir ortamda 10-30 dk bekletildikten sonra NCM’lar, distile su ile 4-5 kez
yikanarak oda 1sisinda kuruldu. Sonuglar pozitif (12 adet) ve negatif (14 adet) serumlar da

dikkate alnarak, ¢iplak gozle degerlendirildi ve antijen damlatilan orta bolgedeki koyu renk
olusumu pozitif olarak kabul edildi (Resim-1).

2.13. istatistiksel Degerlendirme

Ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA testlerinin sonuglani, ki-kare
testi (Siimbiiloglu ve Siimbiiloglu, 1997) ile istatistiksel olarak degerlendirildi.

+K K

Resim-1: Pozitif ve negatif serumlarin dot-blot ELISA’da ortofenilendiamin ile gostermis oldugu
reaksiyon (+K, pozitif serum kontrolii; -K, negatif serum kontroli).
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2.14. izolasyon ve identifikasyon

Materyaller kanli agar ve BHI agara iki seri olarak ekilerek bir serisi % 10 CO7’li,
digeri ise aerobik sartlarda olmak iizere 37°C’de 5 giin siireyle inkube edildi. Ureyen
kolonilerin makroskobik ve mikroskobik morfolojileri incelenerek, biyokimyasal

ozelliklerine gore identifiye edildi (Arda ve ark.,1997; Izgiir ve ark. 1999).
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3. BULGULAR

3.1. Ekzotoksin ve Sonike ELISA Sonuclar

3.1.1. Antijen Titrasyonu: Yapilan antijen titrasyonunda her iki antijenin en
iyi sonug verdigi sulandirma 1/20 olarak tespit edildi. Bu sulandirmadaki ekzotoksin
antijenin protein miktar1 0.112 mg/100 ml, sonike antijenin ise 0.118 mg/100 ml
olarak saptandi.

3.1.2, Optimal Serum Dilusyonu: Satrang tahtast yonteminde pozitif ve
negatif kontrol serumlari 1/10°dan 1/160’a kadar sulandirilarak, sonike ve ekzotoksin
antijenleri ile test edildiginde, ekzotoksin ve sonike ELISA igin sonuglarin en iyi

okundugu sulandirma oram 1/10 olarak saptand:.

3.1.3. Konjugat Titrasyonu: Satran¢ tahtas: yontemi ile yapilan
standardizasyon denemelerinde her iki ELISA’da konjugat igin en iyi sulandirmanin
1/2.500 oldugu tespit edildi.

3.1.4. Negatiflik Esiginin Belirlenmesi: Negatif ve pozitif kontrol serumlar
ekzotoksin ve sonike ELISA’da her pleyt igin ayr ayri degerlendirildi. Bu amagla
negatif kontrol serumlarinin ortalamalar1 hesap edildikten sonra, bu degere 2 SD
(standart sapma) degeri de eklenerek esik deger optik dansite (OD) olarak tespit
edildi. Egik deger, o pleytteki negatif ortalamanin en az 2 standart sapma ustiinde

olan serumlarda pozitif kabul edildi.

3.2. Dot-Blot ELISA Sonuglan

3.2.1. Antijen Titrasyonu: Pozitif ve negatif kontrol serumlan ile yapilan
antijen titrasyonunda, sonike antijenin en iyi sonug verdigi protein oram 2.37 mg/100

ml olarak tespit edildi.
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3.2.2. Serum Sulandirma: Kontrol serumlann 1/2°den 1/64’e kadar iki kath
sulandinlarak sonike antijenle test edildiginde, ideal sulandirma 1/8 olarak saptandi.

3.2.3. Konjugat Sulandirma: Kontrol serumlarla yapilan standardizasyon
denemelerinde, konjugat i¢in ideal sulandirmanin 1/250 oldugu tespit edildi.

3.3. Test Sonuglan ve Istatistiksel Degerlendirme

Cahsniada toplam 471 adet koyun kan serumu, C. pseudotuberculosis antikorlan
yoniinden ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA ile test edildi. Sonuglar
toplu olarak degerlendirildiginde serumlardan; ekzotoksin ELISA ile 172 (% 36.5)’si
porzitif, 299 (% 63.5)’u negatif, sonike ELISA ile 119 (% 25.2)’u pozitif, 352 (% 74.8)’si
negatif, dot-blot ELISA ile 181 (% 38.5)’i pozitif, 290 (% 61.5)1 ise negatif olarak
saptandi. Pozitif serum yiizdeleri arasindaki fark toksin ELISA ile dot-blot ELISA
arasinda istatistiksel olarak 6nemli bulunmazken (P>0.05); toksin ELISA ile sonike
ELISA ve sonike ELISA ile dot-blot ELISA arasindaki farklar 6nemli (P<0.001)

bulundu (Tablo-2).
Tablo-2: Caligmada incelenen 471 adet koyun kan serumunda C. pseudotuberculosis’e karsi olusan

antikorlarin ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA ile elde edilen toplu sonug ve
oranlan (%).

Test Pozitif serum Negatif serum Ki kare degeri
N (%) | n %)
Ekzotoksin ELISA | 172 (36.5) [ 299 (63.5) | Toksin/sonike ELISA 13.96
Sonike ELISA 119 (25.7) [ 352 (74.8) | Toksin/dot-blot ELISA | 0.36"
Dot-blot ELISA | 181 (38.5) [290 (61.5) | Sonike/dot-blot ELISA | 18.8"

*xkp<0.001, +p>0.05

Ceylanpmar, Altinova, Gozlii ve Polath Tarim Isletmeleri’nden saglanan agisiz
toplam 371 adet koyun kan serumundan; ekzotoksin ELISA ile 96 (% 25.8)’s1 pozitif,
275 (% 74.1)’i negatif, sonike ELISA ile 82 (% 22.2)’si pozitif, 289 (% 77.8)u
negatif bulunurken; dot-blot ELISA ile 122 (% 32.8)’si pozitif, 249 (% 67.2)’u ise
negatif bulundu. Pozitif olarak saptanan serum yiizdeleri arasindaki fark dikkate
alindiginda; ekzotoksin ELISA ile sonike ELISA arasindaki fark istatistiksel olarak
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onemli bulunmazken (P>0.05), dot-blot ELISA ile ekzotoksin ELISA (P<0.05) ve
sonike ELISA (P<0.01) arasmdaki farklar 6nemli bulundu (Tablo-3).

Tablo-3; Asisiz 371 adet koyun kan serumunda C. pseudotuberculosis’e karsi olugan antikorlarin
ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA ile elde edilen sonug ve oranlart (%).

Test Pozitif serum Negatif serum Ki kare degeri
n (%) | n (%)
Ekzotoksin ELISA | 96 (25.8) | 275 (74.1) | Toksin/sonike ELISA 1.44"
Sonike ELISA 82 (22.2) [289 (77.8) | Toksin/dot-blot ELISA | 4.39°
Dot-blot ELISA 122 (32.8) | 249 (67.2) | Sonike/dot-blot ELISA 10.81

* P<0.05, **P<0.01, +P>0.05

Tahirova Tanm Isletmesi Midirligi’'ne bagh koyunculuk iinitesinden
saglanan 100 adet agih koyun kan serumundan; toksin ELISA ile 76 (% 76)’s: pozitif,
24 (% 24)’u negatif, sonike ELISA ile 37 (% 37)’si pozitif, 63 (% 63)’u negatif, dot-
biot ELISA ile 59 (% 59)’u pozitif, 41 (% 41)’i ise negatif olarak saptandi. Pozitif
serum yiizdeleri arasindaki fark, toksin ELISA ile dot-blot ELISA arasinda (P<0.05),
toksin ELISA ile sonike ELISA arasinda (P<0.001) ve sonike ELISA ile dot-blot
ELISA arasinda 6nemli (P<0.01) bulundu (Tablo-4).

Tablo-4: Asilt 100 adet koyun kan serumunda C. pseudotuberculosis’e kars: olusan antikorlarin
ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA ile elde edilen sonug ve orantan (%).

Test Pozitif serum Negatif serum Ki kare degeri
n %) | n %)
Ekzotoksin ELISA |76 (76) | 24 (24) | Toksin/sonike ELISA | 30.94
Sonike ELISA 37 (37|63 (63) | Toksin/dot-blot ELISA | 6.58
Dot-biot ELISA |59 (59) [41 (41) | Sonike/dot-blot ELISA | 9.69™

* P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Polath Tarm Isletmesi’ne ait 340 serum 6rneginden ekzotoksin ELISA ile 76
(% 22.3)’s1 pozitif, 264 (% 77.7)’i negatif. sonike ELISA ile 63 (% 18.5)’ pozitif,
277 (% 81.5)’si negatif, dot-blot ELISA ile 96 (% 28.2)’s1 pozitif, 244 (% 71.8)1i ise
negatif olarak degerlendirildi. Ekzotoksin ELISA ile sonike ELISA ve dot-blot
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ELISA arasindaki farklar énemli bulunmazken (P>0.05), sonike ELISA ile dot-blot
ELISA arasinda 6nemli (P<0.01). bulundu (Tablo-5).
Tablo-5: Polatlt Tarim Igletmesine ait 340 adet koyun kan serumunda C. pseudotuberculosis’e karsi

olusan antikorlarin ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA ile elde edilen sonug ve
oranian (%).

Test Pozitif serum Negatif serum Ki kare degeri
n %) | n (%)
Ekzotoksin ELISA |76 (22.3) | 264 (77.7) | Toksin/sonike ELISA 152"
Sonike ELISA 63 (18.5) [277 (81.5) | Toksin/dot-blot ELISA 3.11°
Dot-blot ELISA |96 (28.2) [244 (71.8) | Sonike/dot-blot ELISA | 8.93™

** P<0.01, +P>0.05

Altinova Tarim Isletmesi’nden saglanan 15 adet serumdan ekzotoksin
ELISA ile 5 (% 33.3)’i pozitif, 10 (% 66.6)’u negatif, sonike ELISA ile 3 (%
20)’t poazitif, 12 (% 80)’si negatif bulunurken; dot-blot ELISA ile 10 (% 66.6)’u
pozitif, 5 (% 33.3)’i negatif olarak saptandi. Ekzotoksin ELISA ile sonike ELISA
arasindaki fark istatistiksel olarak énemsiz (P>0.05) bulunurken; dot-blot ELISA
ile toksin ELISA (P<0.05) ve sonike ELISA arasindaki farklar énemli (P<0.01)

bulundu (Tablo-6).

Tablo-6: Atmova Tanm Igletmesinden saglanan 15 adet koyun kan serumunda C.
pseudotuberculosis’e karsi olusan antikorlarin ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA
ile elde edilen sonug ve oranlan (%).

Test Pozitif serum Negatif serum Ki kare degen
n (%) | n (%)
Ekzotoksin ELISA |4 (26.6) [ 11 (73.3) | Toksin/sonike ELISA 0.34"
Sonike ELISA 3 @0 |12 (80) | Toksin/dot-blot ELISA | 4.13
Dot-blot ELISA |10 (66.6) | 5 (33.3) | Sonike/dot-blot ELISA | 6.65

* P<0.05, **P<0.01, +P>0.05

Ceylanpinar ve Gozli Tanim Igletmelerinden saglanan toplam 16 adet serum
ornegi her ug testle pozitif olarak degerlendirilirken, diger igletmelere ait sonuglar

tablo-7’de gosterildi.
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Tablo-7: Test serumlarinin ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA ile C.
pseudotuberculosis antikorlan yoniinden isletmelere gére pozitif bulunan serum oranlar (%).

Isletme Serum say1si Ekzotoksin ELISA Sonike ELISA | Dot-blot ELISA

pozitif serum pozitif scrum pozitif seram

n n (%) [ n %) |n (%)

Ceylanpinar* 9 9 (100) (100)| 9 (100)

Tahirova** 100 76 (76) | 37 37 |59 (59)

Altinava* 15 4 (266) | 3 (20) | 10 (66.6)

Gozli* 7 7 100y | 7 (100) |7 (100)

Polatlr* 340 76 (22.3)| 63 (18.5) [ 96 (28.2)

Toplam 471 172 (36.5)| 119 (25.2) | 181 (38.4)
* Agis1z hayvanlar
#% Asili hayvanlar

Her ug testle toplam 471 serum 6meginden 79 (% 16.7)’u pozitif, 215 (%

45.6)’1 negatif bulunurken; agih hayvanlara ait 100 serumdan 33 (% 33)’i pozitif, 16
(% 16)’st negatif, asisiz hayvanlara ait 371 omekten 46 (% 12.3)’s1 pozitif, 325 (%
87.7)’1 ise negatif bulundu (Tablo-8, Tablo-9).

Tablo-8: Koyun kan serumlannda ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA ile elde
edilen sonuglarn isletmeler agisindan toplu olarak degerlendirilmesi.

Test sonucu Ceylanpwnar | Tahirova | Altmova| Gozlii | Polath [ Toplam

serum serum Serum | serum | serum serum
n9 n: 100 n 15 n7 |n340{n (%)

Ug test pozitif 9 33 3 7 27 |79 (16.7)

Ug test negatif 0 16 5 0 194 |215 (45.6)

Toksin+sonike ELISA pozitif 9 33 3 7 32 |84 (17.8)

Toksin+sonike ELISA negatif 0 18 11 0 228 (267 (56.6)

Toksin ELISA pozitif, sonike 0 44 1 0 35 |80 (16.9)

ELISA negatif

Toksin ELISA negatif, sonike 0 4 0 0 20 |24 5)

ELISA pozitif

Dot-blot ELISA pozitif, 0 2 6 0 43 [51 (10.8)

sonike+Hoksin ELISA negatif

Dot-blot  ELISA  negatif, 0 0 0 0 13 |13 2.7

sonike+toksin ELISA pozitif

Dot-blot ELISA negatif, toksin 0 22 0 0 31 |53 (112)

ELISA pozitif

Dot-blot ELISA negatif, sonike 0 1 0 0 27 |28 5.9

ELISA pozitif

Dot-blot ELISA pozitif, toksin 0 22 7 0 62 (91 (19.3)

ELISA negatif

Dot-blot ELISA pozitif, sonike 0 3 6 0 48 |57 (12.1)

ELISA negatif
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Tablo-9: TIGEM’e bagh isletmelerden saglanan, asth ve agisiz koyunlarda C. pseudotuberculosis
antikorlarimin tespiti yoniinden ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA arasindaki

karsilagtirmah sonuglar.
Test sonucu Agisiz hayvanlar Asih hayvanlar Toplam
serum n: 371 serum n: 100 serum n: 471
n (%) n (%) [ n (%)
Ug test pozitif 46 (12.3) | 33 (33) |79 (16.7)
Ug test negatif 199 (536) | 16 (16) | 215 (45.6)
Toksint+sonike ELISA pozitif | 51 (13.5) | 33 (33) | 84 (17.8)
Toksin+sonike ELISA negatif | 249 67.1) | 18 (18) | 267 (56.6)
Toksin ELISA pozitif, sonike| 36 9.7) | 44 44) | 80 (16.9)
ELISA negatif
Toksin ELISA negatif, sonike| 20 (53) | 4 “4) |24 3)
ELISA pozitif
Dot-blot  ELISA  pozitif,| 49 132) | 2 2) |51 (10.8)
sonike+toksin ELISA negatif
Dot-blot  ELISA  negatif,| 13 (35 |0 (0.0) | 13 2.7
sonike+toksin ELISA pozitif
Dot-blot ELISA negatif, toksin| 31 83) | 22 (22) |53 (11.2)
ELISA pozitif
Dot-blot ELISA negatif, sonike| 27 72) | 1 (1 |28 (5.9
ELISA pozitif
Dot-blot ELISA pozitif, toksin| 69 (18.5) | 22 22) {91 (19.3)
ELISA negatif
Dot-blot ELISA pozitif, sonike| 54 (14.5) | 1 (1) |57 12.1)

ELISA negatif

3.4. Izolasyon Sonuclar

Incelenen 193 koyunun 42 (% 21.7)’sinden C. pseudotuberculosis izole edildi. Etken

27 (% 64.2) hayvana ait materyallerden saf olarak izole edilirken, 15 (% 35.7) hayvana

ait orneklerden ise Micrococcus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp. ve
bazi Gram negatif bakterilerle birlikte tiredi.

Bu ¢ahgmada, C. pseudotuberculosis izolasyonu yapilan 42 hayvan dikkate

alindifinda, sensitivite ve spesifite (Thrusfield, 1986) en yiiksek olarak ekzotoksin ve
sonike ELISA teknikleri birlikte deBerlendirildiinde tespit edildi (Tablo-10).
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Tablo-10: Koyunlarda C. pseudotuberculosis antikorlarinm tespitinde, ekzotoksin ELISA, sonike
ELISA ve dot-blot ELISA tekniklerinin sensitivite (SN)/spesifite (SP) Slgiileri.

. SNO®) - SPOR) SN
BY%3 | 637 ¥

Toplam (n: 193) [82.9

3.5. Dogrulama Cahsmasi

Ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA tekniklerinin tgii ile de pozitif
bulunan agth ve agisiz hayvanlara ait serumlardan rastgele segilen 15°ser adet asth ve agisiz

serum Orneklerinin hepsi, HIT ile pozitif bulundu.
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4. TARTISMA

Pseudotuberkulosis, diinyanmn birgok {iilkesinde, koyun ve kegilerde goriilen ve onemli
ekonomik kayiplara neden olan kronik seyirli bakteriyel bir infeksiyondur. Hastalik koyun
ve kegilerde yavru atmaya, erken dogumlara, yapag: veriminde miktar ve kalite bakimindan
diismeye, deri kalitesinde bozulmaya ve ileri derecede zayiflamaya neden olmasindan dolay
da et veriminde azalmaya neden olmaktadir. Geng hayvanlarda daha fazla olmak iizere,
nadiren 6liimlere de sebep olmaktadir.

KLA’in Avustralya’da 3 yagin tizerindeki koyunlarda prevalensinin % 54
(Sutherland ve ark., 1992), Norveg’te kegiler igin % 8-61 (Lund ve ark., 1982a) ve
Giiney Alberta’da agilanmamug koyunlarda insidensin % 50-94 (Stanford ve ark., 1998)
arasinda  degistigi bildirilmistir. Turkiye’de Bogriin ve Berker (1973), hastaligin
insidensinin Marmara bolgesindeki Merinos ki koyunlarda % 74, Kivirciklarda %
51.1, Imrozlarda % 3.9 ve diger koyun wklarinda % 7 oldugunu; Aydin (1977), degisik
 bolgelere ait materyallerden 70 koyun ve 7 kegi omjinli C. pseudotuberculosis susu izole
ederek, aynca agliitinasyon testleri ile inceledigi 86 koyun kan serumundan 60 (%
70.0ymm ve 11 kegi serumundan 9 (% 81.8)’unun pozitif sonug vermesini dikkate
alarak, KLA’in yurdumuzda da yaygin oldugunu bildirmigtir. Erganig ve ark. (1990) ile
Muz ve ark. (1995) Konya ve Elazig’da mezbahalardan sagladiklan koyun kan serumlan
ile yaptiklan sorvey caligmalannda swa e % 64 ve % 13.8 oramnda C.
pseudotuberculosis’e karsi antikor saptadiklanni; Erganis ve ark. (1990) bolgelerindeki
koyunlarda KIA insidensinin ¢ok diigiik oldugunu, Muz ve ark. (1995) ise Tirkiye'de
infeksiyonun yaygin oldugunu bildirmiglerdir.

Bu ¢alismada, TIGEM’e bagh 5 farkh isletmenin koyunculuk iinitelerinden saglanan
toplam 471 adet koyun kan serumu ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA
teknikleri incelenerek ve aynica alinan izolasyon materyallerinden de C. pseudotuberculosis
izole edilerek, bu isletmelerde hastalik direkt ve indirekt teshis yontemleriyle ortaya

konuldu.



44

KLA’in teshisi, direkt ve indirekt yontemlerle yapilmaktadir (Brown ve
Olander, 1987, Arda ve ark, 1997). Koyunlardaki C. pseudotuberculosis
infeksiyonlarinin direkt teshisinde gesitli gugliklerle karsilasilmaktadir. Bunlar
arasinda, 6zellikle héstallgm visceral formunda lezyonlu lenf yumrulari ve organlarin
yeterince palpe edilememesi ve bu miimkiin olsa bile bulgularin spesifik olmamast,
diger yandan infeksiyonun inkubasyon siiresinin uzun olmasi ve ylizeysel lenf
yumrularinin apselesmesine kadar gegen siirede dikkati gekecek onemli bir klinik
bulgu olmamas: sayilabilir. Ayrica her hastalik olgusunda infeksiyonun eksternal
formuna ait klinik bulgular da olusmayabilmektedir (Shigidi, 1979; Brown ve ark.,
1986). Bunlardan dolay: infekte ve reaktdr hayvanlarin tespitine yonelik giivenilir,
pratik bir indirekt teshis yonteminin gelistirilmesi yoniinde bir ¢ok ¢alisma
yapilmigtir. KLA’in indirekt teshisinde lam ve tiip agliitinasyon, agar jel difiizyon,
KF, IHA, HIT, AHI ve SHI testi gibi bir ¢ok test gelistirilmistir. Bu testlerin ¢ogu,
etkenin ekzotoksinine kargi olusan antikorlar1 saptamaya yoneliktir. S6z konusu
testlerin spesifite ve sensitivitelerinin diigiikk olmasinin yaninda, ézellikle hemoliz
testlerinin standardizasyonlan da giigtiir (Ayers, 1977, Brown ve ark., 1986; Ter
Laak ve ark., 1992). ELISA teknikleri yaklagik 20 yildan beri KLA ile ilgili
caligmalarda kullanilmaktadir (Ter Laak ve ark., 1992). Koyun ve kegilerde, C.
pseudotuberculosis’in ekzotoksin ve somatik antijenlerine kargi olusan antikorlarin
ekzotoksin ELISA, sonike ELISA, dot-blot ELISA ve ¢ift antikor sandvig ELISA
teknikleri ile belirlenebildigi bildirilmektedir (Maki ve ark., 1985; Sutherland ve ark.,
1992; Ter Laak ve ark., 1992; Prodhan ve ark., 1993; Serikawa ve ark., 1993; Paton
ve ark., 1995).

Koyun ve kegilerde C. pseudotuberculoisis’e karsi olusan antikorlarin
saptanmasinda, ELISA tekniginin kullanimi son yillarda artiy gostermektedir. Bu
teknikte kullamlan antijenler farkli olabilmektedir. Genel olarak, sonike ve
ekzotoksin olmak tizere iki farkli antijen kullamlmaktadir. Bu antijenlerin
kullamldig1 ¢aligmalarda hazirlama tekniklerinde de farkhliklar bulunmaktadir (Hsu
ve ark., 1985; Egen ve ark., 1989; Kuria ve Holstad, 1989a; Pepin ve ark., 1988; Ellis
ve ark., 1990; Ter Laak ve ark., 1992; Paton ve ark., 1995).



45

Maki ve ark. (1985), koyunlarda KLA ile ilgili olarak 5 farkli sonike ELISA
antijeni hazirlamiglardir. Aragtiricilar  antijenleri, etkeni sivi kiltiirde iiretip,
santrifiije ettikten sonra olusan peletten hazirlamiglardir. Bunlar; direkt peletin
kullamldig: tiim hiicre antijeni, peletin 3 dk sonike edilmesiyle elde edilen antijen,
peletin 6 saat dietil eterle muamelesiyle hazirlanan antijen, peletin 6 saat dietil eterle
ekstraksiyonu ve 3 dk sonikasyonla elde edilen antijen ve ekstrakte edilen lipid
tabakadir. Aragtinnicilar hazirlanan bu antijenler arasinda, en iyisinin 6 saat dietil
eterle ekstraksiyon ve 3 dk sonikasyon yapilarak hazirlanan antijen oldugunu

bildirmislerdir.

Bu ¢alismada, ekstrakte edilen lipid tabakas: digindaki 4 farkli sonike antijen
benzer sekilde hazirlandiktan sonra, satrang tahtasi yontemi ile denendi. Negatif ve
pozitif kontrol serumlari ile yapilan denemelerde en iyi sonug veren antijenin, Maki
ve ark. (1985)’mn bulgularinda oldugu gibi, 6 saat dietil eterle ekstraksiyon ve 3 dk
sonikasyon yapilarak elde edilen antijen oldugu saptandi. Diger yandan, bu
calismada ELISA tekniklerinde kullamlan antijenlerin protein miktarlarinin, literatiir
verisiyle yakin degerde oldugu gorildii (Ter Laak ve ark, 1992).

Chikamatsu ve ark. (1989), Japonya’da klinik olarak saglikli gdriinen ve
KLA’e karst agitlanmamig 1.186 koyun kan serumunu ekzotoksin ELISA ve ID test
ile incelemislerdir. Aragtiricilar serum Orneklerinden 466 (39.3)’simn ELISA, 330
(% 27.8Yunun da ID testle pozitif sonug verdigini ve testler arasindaki farkin
istatistiksel agidan onemli oldugunu bildirmiglerdir. Bagka bir ¢aligmada
pseudotuberkulosis klinik bulgular1 gosteren toplam 52 koyundan 48 (% 92.3)’i
ekzotoksin ELISA ile 42 (% 80.7)’si de HIT ile pozitif bulunmustur (Kuria ve
Holstad, 1989a). Ellis ve ark. (1990) C. pseudotuberculosis agisi ile agilanmamig ve
hastaligin eksternal formuna ait klinik bulgular gosteren 104 koyundan 63 (60.5)’tni
ekzotoksin ELISA, 78 (% 75.0)’ini de sonike ELISA ile pozitif bulduklarini

bildirmiglerdir.

Bu arastirmada, asilanmamus koyunlara ait 371 adet kan serum Ornefinin
ekzotoksin ELISA ile 96 (% 25.8)’s1 pozitif, 275 (% 74.1)’i negatif, sonike ELISA
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ile 82 (% 22.2)’si pozitif, 289 (% 77.8)’u da negatif bulundu. Ekzotoksin ve sonike
antijenle yapilan testlerde elde edilen sonuglar arasindaki farkin, istatistiksel agidan
onemsiz oldugu saptandi. Bu ¢aligmada elde edilen bulgularin, diger arastincilarin
bulgularindan daha diisiik oldugu goériilmektedir (Chikamatsu ve ark., 1989; Kuria ve
Holstad 1989a; Ellis ve ark., 1990). Chikamatsu ve ark. (1989)’nin yaptig1 ¢alismada
elde edilen yiiksek pozitiflik orani, hayvanlarin yag: ile ilgili olabilir. S6z konusu
aragtirmada, sit kuzusu dahil olmak uzere oldukca farkli yastaki hayvanlar
degerlendirilmigtir. Siit kuzulari, annelerinden maternal antikorlan alabilmekte ve bu
da pozitif hayvan sayistm artirabilmektedir. C. pseudotuberculosis ile dogal infekte
koyunlarin yavrularindaki maternal antikor titresinin, astlama sonrasindaki maternal
antikorlardan daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Paton ve ark., 1991). Ayrica, aym
aragtrmada 1 yagin Uzerindeki hayvan sayisinin fazla olmasi, pozitiflik oranim
artirabilecek bir diger faktordir. Bir ve daha yukari yaglardaki hayvanlarin yilda 1 ya
da 2 kez kirkimlari yapilmakta, boylece deride olusan kirkim yaralariyla hastahk
etkeni infekte hayvanlardan diger hayvanlara bulagarak siiriideki infekte hayvan
sayis1 artabilmektedir. Kuria ve Holstad (1989a) ile Ellis ve ark. (1990) ise
materyallerini, klinik olarak KLA semptomlar1 gosteren koyunlardan almiglardir. Bu
durumda sz konusu arastirmalarda pozitif hayvan sayisinin, bu ¢alismaya gore daha

yuksek ¢ikmast beklenen bir sonugtur.

Chikamatsu ve ark. (1989), drneklerden 329 (% 27.7)’unu ekzotoksin ELISA
ve ID test ile pozitif, 719 (% 60.6)’unu her iki testle de negatif;, 137 (% 11.6)’sini
ELISA ile pozitif, ID testle negatif, 1 (% 0.1)’ini de ID testle pozitif, ELISA ile
negatif saptadiklarimi bildirmiglerdir. Bu galismada ise agisiz hayvanlara ait serum
orneklerinin 51 (% 13.5)’i hem ekzotoksin hem de sonike ELISA teknikleri ile
pozitif, 249 (% 67.1) 6rnek ise her iki testle negatif bulundu. Serum 6rneklerinin 36
(% 9.7)’s1 ekzotoksin ELISA ile pozitif, sonike ELISA ile negatif; 20 (% 5.3) serum
ise ekzotoksin ELISA ile negatif, sonike ELISA ile pozitif bulundu. Testler birlikte
degerlendirildiginde her iki ¢aligmada da ekzotoksin ELISA ile pozitiflik oraninin
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu bulgu, ekzotoksin ELISA tekniginin, hem ID
test hem de sonike ELISA’ya gore sensitivitesinin daha yiiksek olmasi ile

iligkilendirilebilir. Diger yandan serumlarin infeksiyonun hangi déneminde
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alindigimn da bu durum izerine etkisi vardir. Infekte hayvanlarda C.
pseudotuberculosis ekzotoksininden daha énce somatik antijenlerine karsi antikor
sentezlendigi, ancak daha sonraki donemlerde somatik antijenlere kars1 sentezlenen
antikor oraminda bir azalma olurken, ekzotoksin antikorlarinda yiikselme oldugu
bildirilmigtir (Paton ve ark., 1995).

KLA’e kars1 agpilanan koyunlarda olugan antikorlar, sonike ve ekozotoksin
ELISA ile tespit edilebilmektedir (Sutherland ve ark., 1992). Paton ve ark. (1995)
pseudotuberkulosise kars1t uyguladiklar1 enterotoksemi + tetanoz + KLA toksoid
agisina ve ayrica koyunlarda kirkim yaralan olusturarak meydana gelen dogal
infeksiyona karst olusan antikor titrelerini, ekzotoksin ve sonike ELISA ile
saptamuglardir. Benzer bir ¢aliymada, C. perfringens tip D + C. tetani + C.
pseudotuberculosis tiim hiicre + toksoid agisinin korumadaki giici aym testlerle
belirlenmistir (Piontowski ve ark., 1998). Sutherland ve ark. (1992) ise C.
pseudotuberculosis toksoid agisinin  kullamildigi koyunlarda, antikor titresini
ekzotoksin ve sonike ELISA teknikleri ile incelemiglerdir. Her ii¢ arastirmada da,
ekzotoksin ELISA ile daha yiksek titrede antikor yamti saptanmigtir. Bu ¢aligmada
100 adet agihh koyun kan serumundan 76 (% 76.0)’s1 ekzotoksin ELISA, 37 (%
37.0)’si de sonike ELISA ile pozitif bulundu. Her iki testle orneklerden 33 (%
33.0)’u pozitif, 18 (% 18.0)’i negatif olarak degerlendirilirken; 44 (% 44.0) serumun
ekzotoksin ELISA ile pozitif, sonike ELISA ile negatif, 4 (% 4.0) serum 6rneginin de
sonike ELISA ile pozitif, ekzotoksin ELISA ile negatif sonu¢ verdigi saptand:.
Ekzotoksin ELISA ile pozitif saptanan serum sayisinin, sonike ELISA ile pozitif
bulunan serum sayisindan yiiksek olmasi diger aragtiricilarnin bulgulan ile
benzerlikler gostermektedir. Bu benzerlik hayvanlarin toksoid agilarla agilanmig

olmasi ile agiklanabilir.

Piontkowski ve ark. (1998) gergeklestirdikleri ¢aligmada, en yiiksek antikor
titresinin ikinci a;1 uygulanmasindan sonraki 8. haftada sonike ELISA ile elde
edildigini bildirmiglerdir. Bu galigmada, agilama sonrasinda hayvanlardan sadece bir
kez kan alindigindan dolayi, elde edilen sonuglar ile Piontkowski ve ark. (1998) mn

bulgularin tartiymak miimkiin olmad.
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Koyun ve kegilerde C. pseudotuberculosis’e karst olusan antikoriarin
saptanmasinda, modifiye ELISA tekniklerinden dot-blot ELISA da kullanilmaktadir.
Prodhan ve ark. (1993), toplam 145 adet 2 yagh kec¢i kan serumundan 27 (%
18.6)’sini dot-blot ELISA, 36 (% 24.8)’sim da SHI test ile pozitif bulmuglardir.
Aragtiricilar galiymalarinda serum o6rneklerinden 27 (% 18,6)’sinin her iki testle
pozitif, 9 (% 6.2)’unun SHI test ile pozitif, dot-blot ELISA ile negatif sonug
verdigini; sadece 1 (% 0.6) serumun ise dot-blot ELISA ile pozitif, SHI testle negatif
sonug verdigini bildirmiglerdir. Testler arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli
bulundugu caligmada ayrica, KLA’in teshisinde dot-blot ELISA’nin SHI testinden
daha giivenilir bir yontem oldugu bildirilmistir. Yapilan bu galigmada ise, incelenen
toplam 471 serum 6rneginden 181 (% 38.5)’; ag1s1z 371 6rnekten 122 (% 32.8)’si ve
astlt 100 ornekten 59 (% 59)’u dot-blot ELISA ile pozitif bulundu. Test, ekzotoksin
ve sonike ELISA ile kargilastinldifinda, agisiz hayvanlardan 49 (% 13.2)’u, asili
hayvanlardan da 2 (% 2)’si dot-blot ELISA ile pozitif, toksin ve sonike ELISA ile
negatif olarak saptandi. Pozitif bulunan serum yizdeleri arasindaki fark dikkate
alindiginda, dot-blot ELISA ile ekzotoksin ELISA ve sonike ELISA arasindaki
farklar istatistiksel agidan énemli bulundu. Bu aragtirmada dot-blot ELISA ile pozitif
olarak degerlendirilen serum o6rneklerinin, Prodhan ve ark. (1993)’min pozitif
bulduklart serum oramndan daha yikksek oldugu gorilmektedir. Bu fark, her iki
arastirmada caligilan serum 6rneklerinin koyun ve kegi olarak farkli hayvan tiirlerine
ait olmasi, galigilan tilkelerdeki KLA prevalensinin koyun ve kegilerde muhtemelen
farkli oranlarda olmasi ile agiklanabilir. Ayrica bu gahgmada kullamlan antijen ile
Prodhan ve ark. (1993)’nin kullandiklan antijen arasinda farklilik bulunmasi, elde
edilen bulgularin farkliligina neden olabilecek bir bagka faktordir. Bu gahiymada,
sonike antijen kullamlarak, pozitif ve negatif serumlarla yapilan dot-blot ELISA nin

ctandardizacvan  denemelerinde. ekzotoksin antijenle yapilan standardizasyon
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ELISA tekniginin, ilk kez bu galiymada kullanildif1 gériildii. Bu nedenle, konu ile
ilgili caligmalarin daha fazla sayida 6rnekle ve diger testlerle kargilastiriimali olarak
yapilmast sonucunda, KLA’le ilgili ¢aligmalarda yeni bir teknik olarak dot-blot
ELISA kullanilabilecektir.

Koyun ve kegilerde C. pseudotuberculosis’e karst olusan antikorlarin
belirlenmesinde kullamlan indirekt testlerin sensitivite, spesifite ve guvenilirlilikleri
ile ilgili oldukga farkli goriig ve sonuglar bildirilmigtir. Awad (1960), koyunlarda
hastaligin teshisinde lam agliitinasyon testinin givenilirliliginin % 96.5 oldugunu;
Zaki (1968), % 4.1 oraminda yanlig pozitif sonug vermesine ragmen, AHI testinin
hastahigin teshisinde giivenilir ve spesifik bir test oldugunu; Holstad (1986b),
kegilerde tiip agliitinasyon ve HIT testlerinin duyarlilik ve 6zgilliklerinin % 96.0
oldugunu bildirmiglerdir. Shigidi (1979) KF, jel difizyon, AHI, THA ve tip
agliitinasyon testlerinden hig birinin koyunlarin KLA’inin teshisinde % 100 giivenilir
olmadigint; Burrell (1980a, 1980b) ise hastaligin teshisinde HIT ve ID testlerinin
giivenilir birer metot olduklarini ifade etmiglerdir. Bu bulgular agili veya infekte
koyun ve kegilerdeki antikor titresinin saptanmasinda kullamlan ELISA teknikleri
igin de gegerli bir durumdur. Kuria ve Holstad (1989a), koyunlar igin KLA’in
teshisinde ekzotoksin ELISA’nin, HIT’inden daha giivenilir sonuglar verdigini;
Chikamatsu ve ark. (1989), koyunlarda ID testinin sensitivitesinin ekzotoksin
ELISA’dan daha digiik oldugunu, ancak toksin ELISA’mn ID testinden daha fazla
non-spesifik reaksiyonlar verdigini bildirmiglerdir. Ellis ve ark. (1990), koyun kan
serumlarinda ekzotoksin ELISA’nin % 49.2, sonike ELISA’nin da % 64.7 oraninda
yanlig pozitif sonug verdigini ifade etmislerdir. Sutherland ve ark. (1992), ekzotoksin
ELISA’nin duyarliliginin agili hayvanlarda % 83.0, agisizlarda % 97.0, 6zgilligiintin
% 33.0; sonike ELISA’min sensitivitesinin agih hayvanlarda % 77.0, asisizlarda %
93.0, spesifitesinin de % 42.0 oldugunu bildirmislerdir. Sutherland ve ark. (1987) bir
baska calismalarinda, ekzotoksin ve sonike ELISA tekniklerinden sadece biri
kullanildiginda duyarhiliin % 67.0-85.0, her iki testin birlikte yapilmasi durumunda
% 92.0, spesifitenin de % 30.0-77.0 arasinda degistigini ifade etmiglerdir. Bagka bir
calismada da toksin ELISA’min duyarhihifnin deneysel olarak infekte edilen
koyunlarda % 97.0, dogal infekte koyunlarda ise % 81.0 oldugu bildirilmistir (Paton
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ve ark.,, 1994). Maki ve ark. (1985) ise sonike ELISA’nin sensitivitesinin, ekzotoksin
ELISA’dan daba dusiik oldugunu, ancak her iki testin sensitivitelerinin AHI testinden daha
yiksek oldugunu ifade etmiglerdir. Ter Laak ve ark. (1992), ekzotoksin antijeni
kullanildiginda ¢ift antikor sandvi¢ ELISA’nin duyarlitk ve 6zgilligtnin yaklask % 100
oldugunu ifade etmiglerdir. Dot-blot ELISA ile ilgili olarak ekzotoksin antijeni
kullanildifinda testin sensitivitesinin % 94.0, spesifitesinin de % 99.0 oldugu bildirilmigtir
(Prodhan ve ark., 1993).

Bu aragtrmada, incelenen serum omekleri toplam olarak degerlendirildiginde
ekzotoksin ELISA’'min sensitivitesi % 82.9, spesifitesi % 65.9; sonike ELISA’min
sensitivitesi % 80.0, spesifitesi % 64.2; her iki test birlikte deZerlendirildiginde
duyarhligin % 93.3, ozgiilliigin de % 70.8 olduu saptandi. Dot-blot ELISA'nin ise
sensitivitesi % 83.3, spesifitesi de % 65.5 olarak tespit edildi. Ekzotoksin ve sonike
ELISA ile ilgili bu ¢ahgmada elde edilen bulgular, bazi arastirmalarla uyumlu
bulunurken (Maki ve ark., 1995; Sutherland ve ark., 1987), sensitivitenin bazi
gahgmalardan (Chikamatsu ve ark, 1989; Sutherland ve ark., 1992) daha yiiksek
oldugu goriildii. Bu yilkksek oran, bu ¢alismada kullamlan antijenlerin daha iler
diizeyde purifiye edilmesinden kaynaklanmug olabilir. Bu arastrmada dot-blot ELISA
ile ilgili sensitivite ve spesifite sonuglanmin, Prodhan ve ark. (1993)’'nin bulgulanindan
daha digiik olmas, aragtincilann ¢aligmalanm farkh hayvan tirii ile yapmus olmalan
veya hayvanlanin gegmiste ya da halen subklinik bir C. pseudotuberculosis infeksiyonu
gegiriyor olmalan ile iligkili olabilir.

KLA’in teshisinde kullamlan ELISA tekniklerinin duyarlilk ve ozgiilliikleri ile
ilgili olarak oldukga farkh sonuglarn elde edilrﬁesindegesitli faktorlerin etkisi vardir. Bunlar
arasinda, C. pseudotuberculosis’in  somatik ve ekzotoksin antijenlerinin oldukga
kompleks bir yapida olmalan sayilabilir. Etkenin hiicre duvarnm elektroforetik analizinde
30°dan fazla spesifik protein bantinm, ekzotoksinin analizinde de 15 -31 kDa arasinda
7 farkh bantin oldugu saptanmugtir (Ellis ve ark., 1991; Muckle ve ark.,1992). Bu
kompleks antijenik yapt difer korinebakteriyel antijenlerle kros reaksiyon verebilmektedir.
C. pseudotuberculosis’in fakiiltatif intraseliiler bir bakteri olmasi bu derece farkh
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sonuglarin alinmasinda etkili olabilecek bagka bir faktordir. Asili hayvanlarda,
kullamlan ast C. pseudotuberculosis’in tiim hiicre, ekzotoksin ve diger baz
antijenlerini de igerdiginden, bu oldukga farkh antijenlere kargi, degisik titrede ve
farkli tirde antikorlar sentezlenmektedir. ELISA antikora spesifik bir teknik
oldugundan, testle belli antikorlar saptanamamakta ve bu durum ELISA tekniklerinin

guvenilirligini azaltabilmektedir.

Koyun kan serumlarinin ekzotoksin, sonike ve dot-blot ELISA teknikleri ile
incelendigi bu ¢ahgmada, her ii¢ testle de yiiksek oranda pozitif bulunan serum
orneklerinin Ceylanpinar ve Goézli Tanim Igletmelerinden saglanan koyunlara ait
oldugu goriildii. Bu yiiksek pozitiflik orani, KLA prevalensinin koyun populasyonlar

arasinda oldukgca farkli diizeylerde olmast ile agiklanabilir.



52

5. SONUC

Bu ¢ahigmada, ekzotoksin ELISA ve sonike ELISA teknikleri icin C. pseudotuberculosis
Pl-4 sugundan ekzotoksin ve sonike antijenler ile dot-blot ELISA teknigi i¢in de aym sugtan
sonike antijen hazxrlanarak, agth ve agisiz koyunlarda etkene karsl olusan antikorlann
saptanmasi amactyla her G¢ test standardize edildi. Gergeklestirilen bu aragtirma ile
Tiirkiye’de, pseudotuberkulosisle ilgili olarak her ti¢ teknik, gerek ayn ayr ve gerekse
birlikte olarak ilk kez kullanilmig oldu.

C. pseudotuberculosis antikorlanmin saptanmasinda, sonike antijen kullamlarak
yapilan dot-blot ELISA teknii, ilk kez bu ¢aligmada gergeklestirilmis oldu. Bundan dolay,
bu teknikle ilgili galigmalarin detaylandinimasi ve diger tekniklerle kargilagtirmali olarak
incelenmesi ile hastaligin teshisinde dot-blot ELISA tekniginin uygulanabilirlifi giindeme
gelebilecektir.

Koyunlarda C. pseudotuberculosis infeksiyonunun teshisinde sonike ve ekzotoksin
ELISA tekniklerinin birlikte kullamlmasi durumunda, testlerin spesifite ve sensitivitelerinin
daha yiiksek oldugu ortaya konuldu. Aynica ekzotoksin ELISA’mn, sonike ELISA ve dot-
blot ELISA tekniklerinden daha giivenilir sonuglar verdigi goriildii. Dot-blot ELISA’mn
hastaligin teghisinde ilave bir teghizata ihtiyag duymamasi nedeniyle bir ¢ok laboratuvarda
yapilabilecegi kamsina varild.

Asili hayvanlardaki ekzotoksin ELISA sonuglarnin, C. pseudotuberculosis bakterin
+ toksoid agist ile agilanan hayvanlarda, ekzotoksin ELISA ile daha fazla hayvamn pozitif
sonug verdigi hakkindaki goriiglerle desteklendigi goruldii.

Bu arastirma ile Ceylanpmar, Tahirova, Altinova, Gozlii ve Polath Tanm Igletmeleri
Genel Midirligi'ne bagh koyunculuk initelerinde, KLA’in varligy direkt ve indirekt
yontemlerle ortaya konularak, bu bulgularin daha sonra yapilacak ¢ahigmalara bir temel
olusturacag digtinildi.

Koyunlarin pseudotuberkulosisi ile ilgili olarak, ekonomik ve pratik olan ELISA
tekniklerinin hastalifin rutin teghisinde ve ayrica bir tarama testi olarak da laboratuvar
galismalaninda kullamilabilece§i sonucuna varilds. ’
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OZET

Koyunlarda Corynebacterium pseudotuberculosis’in ELISA ve Dot-blot ELISA
ile Teshisi

Bu ¢alismada, koyun kan serumlarinda C. pseudotuberculosis antikorlarmin saptanmasi igin;
ekzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA tcknikleri standardize edilerek,
infeksiyonun rutin teshisinde ve bir tarama testi olarak da laboratuvar ¢alismalarinda
kullamlabilirliklerinin ortaya konulmas: amaglandi.

Aragtirmada, Tanm Isletmeleri Genel Madirligi’ne bagh Ceylanpinar, Tahirova,
Altinova, Gozli ve Polath Tarim Igletmelerinden saglanan, 100 adeti asih hayvanlardan
olmak iizere toplam 471 adet koyun kan serumu incelendi. ELISA antijenleri A. U. Veteriner
Fakilltesi Mikrobiyoloji ~Anabilim Dali Kiltir Koleksiyonu’ndan saglanan C.
pseudotuberculosis P1-4 susundan hazirland:.

Caliymada, toplam 471 serum émeginden 172 (% 36.5)’si ekzotoksin ELISA ile
pozitif, 299 (% 63.5)’u negatif, 119 (% 25.2)’u sonike ELISA ile pozitif, 352 (% 74.8)’si
negatif; 181 (% 38.5)’i dot-blot ELISA ile pozitif, 290 (% 61.5)’1 ise negatif olarak saptandi.
Asisiz hayvanlara ait serumlardan ekzotoksin ELISA ile 96 (% 25.8)’s1 pozitif, 275 (%
74.1)’1 negatif, sonike ELISA ile 82 (% 22.2)’si pozitif, 289 (% 77.8)u negatif bulunurken;
dot-blot ELISA ile 122 (% 32.8)’si pozitif, 249 (% 67.2)’u negatif bulundu. Asili koyun
serumlarindan 76 (% 76)’s1 ekzotoksin ELISA, 37 (% 37)’si sonike ELISA ve 59 (% 59)’u
da dot-blot ELISA ile pozitif olarak degerlendirildi.

Test serumlan toplam olarak degerlendirildiginde, ekzotoksin ELISA’nin
sensitivitesi % 82.9, spesifitesi % 65.9; sonike ELISA nin sensitivitesi % 80.0, spesifitesi %
64.2; her iki test birlikte degerlendirildiginde ise sensitivite % 93.3, spesifite de % 70.8
olarak tespit edildi. Dot-blot ELISA’min sensitivitesinin % 83.3, spesifitesinin ise % 65.5
oldugu saptandi. Ekzotoksin ve sonike ELISA tekniklerinin birlikte kullanilmasi1 durumunda,
testlerin duyarlilik ve dzgillitklerinin daba yiiksek oldugu ortaya konuldu. Ayrica ekzotoksin
ELISA’nin, sonike ve dot-blot ELISA tckniklerinden daha giivenilir sonuglar verdigi
gorildi.

Bu aragtirmada elde edilen sonuglar, koyunlarin kazetéz lenfadenitisinde ekzotoksin
ELISA, sonike ELISA ve dot-blot ELISA tekniklerinin, hastaligin rutin teshisinde ve bir
tarama testi olarak da laboratuvar ¢aligmalarinda uygulanabilecegini gosterdi.

Anahtar Sézciikler: Corynebacterium pseudotuberculosis, Dot-blot ELISA, Ekzotoksin
ELISA, Koyun, Sonike ELISA
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SUMMARY

Diagnosis of Ovine Corynebacterium pseudotuberculosis by ELISA and Dot-blot
ELISA

The aim of this study was to standardize the three techniques designated as exotoxin ELISA,
sonicated ELISA and dot-blot ELISA in the detection of antibodies to Corynebacterium
pseudotuberculosis in sheep sera and to evaluate the usefulness of these techniques in the
routine diagnosis and screening of C. pseudotuberculosis infection.

A total of 471 sheep sera, 100 of which were from vaccinated animals, obtained from
Ceylanpinar, Tahirova, Altinova, Gozlii and Polath agriculture administrations subordinating
Agriculture Administrations Directory were examined. ELISA antigens were prepared from
C. pseudotuberculosis Pl-4 strain provided from the culture collection of the Department of
Microbiology of the Faculty of Veterinary Medicine, University of Ankara.

Among 471 serum samples, 172 (36.5 %), 119 (25.2 %) and 181 (38.5 %) sera were
positive and 299 (63.5 %), 352 (74.8 %) and 290 (61.5 %) sera were negative by exotoxin
ELISA, sonicated ELISA and dot-blot ELISA techniques, respectively. In the examination of
serum samples obtained from non-vaccinated animals, 96 (25.8 %), 82 (22.2 %) and 122
(32.8 %) were positive and 275 (74.1 %), 289 (77.8 %) and 249 (67.2 %) serum samples
were negative by the same techniques, respectively. Concerning the sera taken from
vaccinated sheep, 76 (76 %), 37 (37 %) and 59 (59 %) were found to be positive by exotoxin
ELISA, sonicated ELISA and dot-blot ELISA, respectively.

When the evaluation of total test sera was made, sensitivities and specificities of the
three techniques were found as follows, respectively: Exotoxin ELISA, 82.9 %, 65.9 %;
sonicated ELISA, 80.0 %, 64.2 %, dot-blot ELISA, 83.3 %, 66.5 %. When the exotoxin and
sonicated ELISA were evaluated together, sensitivity and specificity were estimated as 93.3
% and 70.8 %, respectively. According to the results of these evaluations, when exotoxin and
sonicated ELISA techniques were performed together, sensitivities and specificities of the
tests were found to be higher and exotoxin ELISA was observed to give more reliable results
than the other two techniques.

The results obtained in this research showed that, exotoxin ELISA, sonicated ELISA
and dot-blot ELISA techniques could be performed as screening tests for the routine
diagnosis of the caseous lymphadenitis disease of sheep.

Key Words: Corynebacterium pseudotuberculosis, Dot-blot ELISA, Exotoxin ELISA,
sheep, sonicated ELISA
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