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Koyunlarda Kazeoz Lenfadenitisin Molekiiler ve Elisa Yontemiyle
Karsilastirmah Teshisi

Ogrencinin Ad1 Soyadi: Ayse EKINCI YILDIZ

Damismani: Prof. Dr. Hasan ICEN

Anabilim Dali: i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali

1.0ZET
1.1. TURKCE OZET
Amag: Bu calisma; Diyarbakir yoresindeki koyunlarda Kaze6z Lenfadenitis (KLA)’in

etiyolojik ajani olan Corynebacterium pseudotuberculosis (C. pseudotuberculosis)’in
Polymerase Chain Reaction (PCR), Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)
ve bakteriyolojik kiiltiir yontemlerinin kullanilarak tanisinin ortaya konulmasi,
izolasyon bulgular ile testlerin spesifite ve sensitivitelerinin belirlenmesi ve boylece

hastaligin rutin teshisinde kullanilabilirliklerinin ortaya konulmasi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Calisma materyali; Diyarbakir merkez ve ¢evre ilgelerinde bulunan
2650 koyun farkl siirelerde degerlendirildi. Klinik olarak yiizeysel lenf yumrularindan
bir veya birkag1 apselesmis 90 koyun calisma kapsamina alindi. Kan 6rnekleri ve apse
iceriginden swap Ornekleri alindi. Etkenin tanisi igin, swap Orneklerinden
bakteriyolojik kiiltir ve PCR analizleri, kan oOrneklerinden ise ELISA analizleri

yapildi.

Bulgular: Diyarbakir yoresindeki koyunlarda PCR analizlerine gore 26 (%28,8)
pozitif, 64 (%71,1) negatif, ELISA analizinde 17 (%18,8) pozitif, 73 (%81,1) negatif
ve baktriyolojik kiiltiirde 12 (%13,3) C. pseudotuberculosis izole edilirken, 16’sindan
Staphylococcus aureus (S. aureus), 8’inde Streptococ spp.ve 6’sinda Escherichia coli

(E. coli) kolonileri goriildii ve 48 (%53,3) kiiltiirde hi¢ iireme olmadi.

Sonug¢: Klinik 6rneklerde PCR’mn C. pseudotuberculosis'in tamisinda Diyarbakir
yoresindeki koyunlarda Kazedz lenfadenitis enfeksiyonunun mevcut oldugu

semptomatik koyunlarin %28,8’inde PCR ile C. pseudotuberculosis DNA’s1 saptandi.

Anahtar Soézciikler: Corynebacterium pseudotuberculosis, Kazedz Lenfadenitis,

Koyun, PCR



Comparative Diagnosis of Caseous Lymphadenitis in Sheep by Molecular and
ELISA Method

Student’s Surname and Name: Ayse EKINCI YILDIZ
Adyvisor of TheThesis: Prof. Dr. Hasan ICEN

Department: Department of Internal Medicine

1.2. ABSTRACT

Aim: This work; Diagnosis of Corynebacterium pseudotuberculosis (C.
pseudotuberculosis), which is the etiological agent of Caseous Lymphadenitis (CLA)
in sheep in Diyarbakir region, using Polymerase Chain Reaction (PCR), Enzyme-
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) and bacteriological culture methods, isolation
findings and tests. It was aimed to determine the specificities and sensitivities of the

disease and thus to demonstrate their usability in the routine diagnosis of the disease.

Material and Methods: The study material consisted of 2650 sheep in the central and
surrounding districts of Diyarbakir. 90 sheep with clinically one or more abscessed
superficial lymph nodes were selected. Swap samples were taken from blood samples
and abscess contents. For the diagnosis of the agent, bacteriological culture and PCR
analyzes were performed on swap samples and ELISA analyzes on blood samples.
Results: According to PCR analysis of sheep in Diyarbakir region 26 (28,8%)
positive, 64 ( 71.1% ) negative, ELISA analysis 17 (18,8% ) positive, 73 (81,1% )
negative and while 12 (13.3%) C. pseudotuberculosis was isolated in bacteriological
cultures, staph of 16 were isolated from streptococ in 8 and e.coli in 6 of them. It was
determined that 48 (53.3%) negativities were detected.

Conclusion: It was concluded that PCR in clinical samples was more efficient,
reproducible and faster than ELISA and microbiological culture in confirming C.
pseudotuberculosis. It was revealed that caseous lymphadenitis infection was present
in sheep in Diyarbakir region, and 28,8% positivity was detected in sheep with clinical
symptoms according to PCR analysis.

KeyWords: Corynebacterium pseudotuberculosis, Kazedz Lenfadenitis, Sheep,

PCR



2. GIRIS ve AMAC

Kaze6z lenfadenitis (KLA), Corynebacterium pseudotuberculosis (C.
pseudotuberculosis) tarafindan meydana getirilen ve lenf yumrularin etkileyen kronik
ve zoonoz bir hastaliktir (1-4).

Eksternal (ylizeysel) ve internal (visseral) olmak tiizere iki formda goriilen
kazedz lenfadenitis; eksternal formda ylizeysel lenf yumrularinda, internal formda ise
i¢ organlar ile bunlara ait lenf yumrularinda pyograniilomlu apselerin varhigi ile
karakterize edildigi bildirilmektedir (5-7). Yiizeysel formda; parotis, submandibular
ve presukapular lenf yumrularinin irinli apseye donlismesinden sonra zamanla
apselerin biiylimesiyle disariya dogru fistiil olusmasindan dolay1 ‘’¢atlak’’ olarak da
bilinen hastalik, istah1 yerinde olmasma ve parazit enfestasyonu bulunmamasina
ragmen zamanla olusan asir1 kilo kayb1 nedeni ile *’Thin Ewe Sendrom’’ (zay1f koyun
sendromu) ve ‘’cheesy gland ¢’ (peynirli bez) olarak da adlandirilmaktadir (2, 4, 5).
Viseral form ise, i¢ organlar ve onlara bagl lenf yumrularinda olusan apselerle
iligkilidir. Lezyonlar karaciger, bobrekler, meme ve daha nadiren de kalp, testis,
skrotum, uterus, eklemler, beyin veya omurilikte de bulunabilir (5). Hastalik, dol
veriminin diismesine, deri ve yapagi kalitesinin bozulmasina, et ve siit veriminde
azalmaya ayrica pndmoni, mastitis, artritis ve orsidise neden olur (1,3,6). Etkenin,
koyun ve keciler basta olmak tizere; s18ir, manda, at, geyik, domuz, kirpi, lama, deve,
alpaka, laboratuvar hayvanlar1 ve insanlardan da izole edildigi bildirilmektedir
(1,5,7,8).

C. pseudotuberculosis; sahip oldugu Fosfolipaz D (PLD) ekzotoksini ve
mikolik asit tabakas1 sayesinde immun sistem hiicreleri tarafindan yok edilememekte
ve apse odaklarinda kapsiil olusturmasi nedeniyle antibiyotik tedavilerinden yeterli
basar1 saglanamamaktadir. Hastaligin kronik olmasi ve c¢ogunlukla subklinik
seyretmesi nedeniyle diinyanin bir¢ok iilkesinde kontrol 6nlemlerinin uygulanmasi
yetersiz olmus veya hi¢ uygulanmamistir. Bu durum hastalik insidansinda siirekli bir
artisa neden olmustur (9-13).

Antibiyotiklerle tedavi sansinin diisiik olmasi ve subklinik seyreden enfekte

hayvanlarin belirlenmesindeki sinirlamalar nedeniyle hastalifin yaygin olarak



goriildiigii ifade edilmistir (3). Bu nedenle profilaktik ve terapotik tedavinin siiriileri
hastaliktan tam olarak korumadig1 ve enfekte hayvanlarin rezervuar gorevi gordigii
bildirilmistir (14). Bu 6zelliklerinden dolay1 C. pseudotuberculosis’in neden oldugu
stirii enfeksiyonlari i¢in genellikle ‘eradike etmek’ yerine ‘miicadele etmek’ terimi
kullanilmaktadir (5). Nadiren de 6liime sebep oldugu ve etkenin ¢evre sartlarinda uzun
stire canli kalabildigi bildirilmektedir (2,5).

Farkli iilkelerdeki epidemiyolojik arastirmalarda hastaligin Avrupa, Afrika,
Orta Dogu, Avustralasya ile kuzey ve giiney Amerika'nin ¢ogunda yaygin oldugu
bildirilmektedir (1,8,15,16,17). Misir’da KLA’ya yonelik yapilan arastirmalara gore
koyun popiilasyonunun yaklagik %10’u enfeksiyondan etkilenmekte ve bu durumun
iilke ekonomisini yaklasik 1,7 milyon dolar zarara ugrattigi bildirilmektedir (2).
Avusturalya’da 1992'deki hastalik varlig1 ve yiin iiretim verilerine dayanarak yapilan
arastirmalarda, KLA enfeksiyonunun koyun endiistrisine, ylin {iretiminde yilda
yaklasik 17 milyon dolar kayiba neden oldugu tahmin edilmistir (18).

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yapilan ¢alismalarda KLLA enfeksiyonunun
koyun siiriilerinde yaygin oldugu bildirilmektedir (2,6,19,20). Bununla birlikte yapilan
mezbaha bazli aragtirmalarda, KLA'nin kii¢iikbas hayvanlar arasinda, &zellikle

koyunlarda %16 ila %63 arasinda degisen oranlarda yaygin oldugu bildirilmistir (19).

Bu ¢alisma; Diyarbakir yoresindeki koyunlarda KLA’in etiyolojik ajan1 olan
C. pseudotuberculosi *in bakteriyolojik kiiltiir, PCR ve ELISA teknikleri kullanilarak
tanisinin  ortaya konulmasi, izolasyon bulgular1 ile testlerin spesifite ve
sensitivitelerinin ~ belirlenmesi  ve  bdylece  hastaliin  rutin  teshisinde

kullanilabilirliklerinin ortaya konulmasi amaglandi.



3.GENEL BILGILER

3.1.Tanim

Kazedz lenfadenitis; diinya genelinde yaygin olarak gorilen C.
pseudotuberculosis’in neden oldugu cok sayida memeli tiiriiniin 6zellikle de kiigiik
ruminantlarin lenf yumrularinda piyograniilomlu apselerin gelismesiyle karakterize
kronik ve zoonoz bir hastaliktir (3-9). Hastalik koyun ve kegilerde yiizeysel ve visseral
olmak tizere iki farkli formda ortaya ¢ikmaktadir. Hayvanlarin bir defa enfekte
olmastyla birlikte hastaligin ayni hayvanda genellikle aylar veya yillar sonra tekrar

niiks edebilecegi bildirilmistir (5).

3.2. Tarihce
C. pseudotuberculosis 1888 yilinda Firansiz bir veteriner hekim olan Edward
Nocard tarafindan lenfadenitisli bir vakadan izole edilmistir. Daha sonra Bulgar
bakteriyolog Hugo Von Preisz 1891 yilinda bir koyunda bobrek apse kiiltiirlerinden
benzer bir organizma izole etti. 19. ylizyilin sonlarima dogru bakteri, basillus
pseudotiiberkiiloz olarak isimlendirildi. Alman bakteriyologlar Lehmann ve Neumann
tarafindan bakteriyolojik atlaslarinin ilk baskisinda tanimlandi. 1923 yilinda Bergey’s
tarafindan yaymlanan Manual of Determinati and Bacteriology’nin ilk baskisinda
etken insanlar i¢in patojen olan Corynebacterium dphteria i¢ine dahil edildi. Daha
sonra C. pseudotuberculosis’in morfoloji ve hiicre duvart yapisinin C. diphteriae
benzedigini gosteren ¢alismalara atifta bulunarak etkenin adinm1 Corynebacterium ovis
olarak degistirdi. Bu hastalik kegiler, atlar, insanlar ve diger bircok memeli tiirlinde
irinli enfeksiyonlar ve iilserativ lenfadenitislerden izole edilmistir. 1948 yilinda C.
pseudotuberculosis adiyla resmi olarak taninmstir (1,4,5-7,10-12).
3.3. Etiyoloji
C. pseudotuberculosis, gram pozitif, pleomorfik, hareketsiz, kapsiilsiiz ve
sporsuz bir bakteridir. Hiicre i¢i patojen olan etken 0,5-0,6 um eninde ve 1,0-3,0 um
arasinda  degisebilen uzunlukta olabilir. Hiicre duvar1  peptidoglikan,

mezodiaminopimelik asit (mezo-DAP) arabinoz ve galaktoz sekerlerinden



olugsmaktadir. Bununla birlikte kisa zincirli mikolik asitte bulundugu ifade edilmistir
(3,8,21)

C. pseudotuberculosis, 37 °C'de aerobik veya anaerobik kosullar altinda pH
7.0 ile 7.2°de gelismektedir. Serum veya kanli agarda 48-72 saatlik inkiibasyondan
sonra bakteri kolonilerinin etrafinda zayif bir beta-hemoliz bandi olusma egilimi
gosterir. Sivi ortamda ise, yiizey biyofilm olarak iireme gdsterir. Bu film
calkalandiginda pargalanan pullar bir ¢okelti olusturur. Film olusumun, yiizey
lipitlerine bagli oldugu ve hiicre zarindaki bu lipitlerin miktarinin dogrudan biyofilmin
kalinlig1 ve bakteri susunun viriilansiyla iligkili oldugu bildirilmektedir (4,5). C.
pseudotuberculosis biyokimyasal olarak, gaz iiretemezken, asit iiretmek i¢in glikoz,
fruktoz, maltoz, mannoz ve sakaroz kullanir. Laktozu fermente etmez, proteolitik
aktivite icermez, jelatini hidrolize etme veya kazeini sindirme kabiliyeti yoktur (4,13).
48 saat boyunca kat1 besi yerinde inkiibasyondan sonra 1-2 mm ¢apinda kuru, soluk
sar1 koloniler olusturur. 24 saat inkiibasyondan sonra kii¢iik sarims1 koloniler halinde,
48 saat sonra ise bu koloniler 1-2 mm'lik bir ¢apta goriiniir. Basil, i¢inde daha ¢ok ug
kisimlara dagilmis ve anilin boyalarla koyu renkte boyanan graniillere sahiptir.
‘“Metakromatik cisimcikler’” ya da ‘‘Babes-Ernest cisimcikler’” olarak adlandirilan
bu cisimcikler, basile tesbih tanesi goriinimii verir. Aside kars1 direngli degildir (5-8).

C. pseudotuberculosis 'in iki alt tipi bilinmektedir; bunlar biovar ovis ve
biovar equi’dir (22). Biovar equi atlar1 ve sigirlar1 etkilerken biovar ovis kiiciik gevis
getirenleri etkiler. Bu alt tiirleri ayirt etmek i¢in nitrat1 azaltma yeteneklerine bakilir.
Biovar equi nitrat1 azaltabilirken biovar ovis’in bdyle bir 6zelligi yoktur (23). Nitrat
rediiktaz varlig1 nedeniyle, biovar equi oksijen yoklugunda nefes alma kabiliyetiyle
hayatta kalabilir. Ote yandan, nitrat rediiktaz icermeyen biovar ovis ise, gesitli ekolojik
durumlara uyum saglayabildigi ve belirli karbon kaynaklarinda {ireyebildigi
bildirilmektedir (5,13). Biovar ovis koyun ve kegileri etkileyerek ylizeysel
(superficial) ve visceral apselere neden olurken, biovar equi; atlari etkiler ve distal
ekstremitelerde {ilseratif lenfanjenite, abdomen ile toraksta ventral apselere ve
frunkulazis’e neden oldugu bildirilmistir (23,24).

C. pseudotuberculosis’in kanl agar, Brain Heart Infusion (BHI) agar, et suyu

veya hayvan serumu ile zenginlestirilmis besi yerlerinde iyi lreme sagladig



bildirilmektedir. Bakterilerin hemoliz etme yetenegi kanli agar besi yeri kullanilarak
test edilebilmektedir (3,12,25)

C. pseudotuberculosis PLD toksini Rhodococcus equi (R. equi) 'nin tirettigi
fosfolipaz C ile sinerjistik olarak etkilenir ve 6zellikle % 4 defibrine koyun kani i¢eren
kanl1 agarda eritrositleri hemoliz ederek koloni etrafinda hemolitik alan
olusturmaktadir. Buna karsin S. aureus’un f-hemolizin ile antogonistik iligki igerisine
girerek hemoliz 6zelligi engellenmektedir (6,13,26).

C. pseudotuberculosis, Corynebacterium cinsine, Corynebacteriacea
eailesine bagli Corynebacterineae'ye, Actinobakteridia sinifina bagli Aktinomiketler
smifina aittir. Corynebacterium cinsi, ayni zamanda Mycobacterium, Nocardia ve
Rhodococcus (CMNR) cinslerini de iceren bir aktinomiset grubuna aittir. CMNR
grubu olarak adlandirilan bu gram pozitif bakteriler oldukca heterojen bir grup
olusturur; ancak tiirlerin ¢ogu esas olarak peptidoglikan, arabinogalaktan ve mikolik
asitlerden olusan biiyiik bir polimer kompleksinin varligi ile karakterize edilen spesifik

bir hiicre duvari organizasyonuna sahiptir (4,8,27).

3.4. Bulasma

C. pseudotuberculosis viicuda deri veya mukoza zarindaki kiigiik yaralar ve
styriklar yoluyla girer, saglam deriden de gegebildigi bildirimektedir (1,5,7). Etken
vucuda girdikten sonra inkubasyon siiresi 2 ile 6 ay arasinda degistigi bildirilmistir (6).

Enfeksiyonun ana kaynagi; klinik veya subklinik olarak enfekte tasiyici bir
hayvanin hastalik olmayan bir stiriiye katilmasiyla oldugu bildirilmistir (8). Bu enfekte
hayvanlarin burun salgilari, diskilar1 ve apselerinden akan irinle, yemlikleri, suyu ve
otlaklar1 kontamine etmesiyle bulasmanin oldugu ifade edilmektedir (10,28).
Eksternal apselerin (parotis, submandibular, retrofarengeal ve presukapular lenf
yumrular1) zamanla sismesi ve biiylimesiyle apseler acilir. Apselerin i¢indeki piiriilan
igerik, canli bakteri ihtiva eder ve apselerin agilmasiyla bitisik deri ve yapag lizerine
cok sayida canli bakteri bulagtirir. Bu durumun hayvanlar arasinda fiziksel temas veya
dolayli olarak kontamine malzemeler yoluyla capraz enfeksiyonunun onemli bir
kaynagi oldugu bildirilmistir (1,28). Ayrica yeni dogan kuzularin gobek kordonundaki

yaradan da bulagsma oldugu ileri siirtilmiistiir (5).

Ciftlik calisanlarinin kullandiklart kirkim makinasi, kulak kiipeleme pensleri



ve kastrasyon alet ekipmanlar1 ve damgalama islemleri ile ayn1 siirii igindeki hayvanlar
arasinda etkenin bulagmasinda 6nemli bir rol oynadigi belirtilmektedir (11,14,29).
Bununla beraber hastaligin bulagmasinin %85 nin ikinci ya da tiglincii kirkim sirasinda
olusan yaralardan gerceklestigi ve ektoparazit miicadelesi i¢in ilaghh havuzlarda
etkenin 24 saat canli kalabilmesinden dolay1r bulagsmada Onemli rol oynadig
bildirilmistir. Etkenin nemli deriye niifus etmesinden dolayi, deride herhangi bir yara
olmamasia ragmen hastaligin bulagsmasimma sebep olabilecegi bildirilmektedir
(7,28,30).

KLA ile enfekte koyun siiriilerinde, solunum yollarindaki o6zellikle de
akcigerlerinde lezyon sekillenen hayvanlarin diger saglikli hayvanlar i¢in enfeksiyon
kaynagi olabilecegi bildirilmektedir (10,31). Ek olarak, C. pseudotuberculosis’in,
akciger lezyonlarindan gelen ve solunum yolu ve organlarina gecen akintiyla
bulastigini dogrulayan pulmoner apseli koyunlarin trakealarindan da izole edildigi
bildirilmektedir (31,32). Nadirende olsa pulmoner lezyonlara sahip koyunlarin
akcigerlere bagli lezyonlarda gelisen apselerin agilmasiyla birlikte disar1 sizan irinli
icerigin Oksiirme yoluyla etraflarindaki diger koyunlarin deri yiizeyindeki kesik ve
yaralarin {istiine 0ksiirmesi yoluyla bulasamanin olabilecegi bildirilmistir (4,11,32).

Koyunlarda intratrekeal yolla yapilan deneysel arastirmalarda etkenin
akcigerlerde lezyonlara yol agtigi ifade edilmesine ragmen esas bulagmanin
medinastinal lenf yumrularinda oldugu ileri siiriilmiistiir (1).

Bilinen bulagsma yollarinin disinda deneysel olarak yapilan aragtirmada oral,
intra nazal, intratrakeal, intravendz ya da intra vajinal yolla bulastig1 ifade edilmektedir
(33,34,35).

Bununla birlikte C. pseudotuberculosis’in deri alt1 bulastirilmas: ile akcigerler
ve mediastinal lenf diiglimler1 da dahil olmak tizere ilk bulagtirilma bdlgesinden farkl
bolgelerde ¢oklu enfeksiyon odaklarinin olusmasiyla sonuclandigi belirtilmektedir
(1,36).

C. pseudotuberculosis odun, saman, agilda kullanilan malzemeler ve disk1 gibi
partikiillii cisimlerde uzun siire canli kalmaya devam eder. Saman ve odun gibi
cisimlerde 8 hafta ila 4 ay arasinda canli kalirken toprak 6rneklerinde ise 8 aya kadar
canl kalabildigi ifade edilmistir (30,37,38). Dis ortamda canli kalma siiresinin
golgelik ortamlar, nemli kosullar ve diisiik sicakliklarda arttig1 bildirilmektedir (5,7).



Insektisitlerin hem mekanik hem de biyolojik vektér olarak C.
pseudotuberculosis’in bulagsmada rol aldigi bildirilmistir. Aynt zamanda etken
mastitisli ineklerin siitii ile kontamine olmus sineklerden de izole edildigi
bildirilmektedir (39,40,41).

KLA’nin zoonoz bir hastalik olmasi nedeniyle veteriner hekimler, kasaplar ve
yardimcilarinin yani sira ¢iftlik calisanlarinda da goriilebildigi bildirilmektedir (4,11).
[k insan vakasinin 1966 yilinda 37 yasinda Panama’da yasayan bir erkegin kasiginda
lenfadenopati gorildiigi bildirilmistir (42). 1966 yilindan 2008 yilina kadar 42 yillik
donemde sadece 33 insan vakasi rapor edildigi ifade edilmistir (13). C.
pseudotuberculosis’in molekiiler yapisi ile ilgili yapilan bir aragtirmada bilinen
yollarin disinda labaratuvar ¢alisanina aerosol yolla bulastig1 ve pneomoniye yol actigi
bildirilmistir (43). Bununla birlikte insanlarda o6liimciil enfeksiyonlarin olduguna

iligkin literatiir bilgiye rastlanmamustir.

3.5. Patogenez

Koyunlarda KLA, genellikle oral, nazal ve okiiler mukozadan veya deri
yaralar1 yoluyla yara enfeksiyonu ile baglar daha sonra lenfatik ve hematojen yolla
yayllma gosterir. Etken daha sonra serbest¢ce veya makrofajlar iginde, oncelikle
afferent lenfatik sistem yoluyla lokal lenf diiglimlerine girer, oradan da i¢ organlara
yayilirlar (2,5,12).

C. pseudotuberculosis nétrofiller ve makrofajlar gibi fagositik hiicreler
tarafindan yakalandiktan sonra, fagozom ve lizozom aktiviteleri birleserek
fagolizozomu olustururlar. Ancak, C. pseudotuberculosis, yetenekli fakiiltatif bir
hiicre i¢i patojen olmasindan dolayr makrofajlar i¢inde 48 saatten fazla hayatta
kalabilirler. Bu durumun C. pseudotuberculosis'in hiicre duvarindaki mikolik asit ve
makrofajlar tarafindan nitrik oksit iiretimini zayiflatan diger antijenik bilesenler ile
iliskili olabilecegi bildirilmektedir. Fagositler ve makrofajlarin 6liimiine yol agan
bakteriler ortama salinir (11,13,44).

Enfeksiyonun ilk donemi 1 ile 4 giin siirer. Bulasma yerinde nétrofillerin
birikmesi ve etkenin ¢ogalarak pyogranuloma olusturmasi ile 5 ile 10 giin arasinda

oldugu bildirilmistir (2,43,45)



Burada ¢ok sayida mikroskobik piyograniillom gelisir, boyut olarak biiyiir ve
daha biiyiik apseler olusturmak icin birlesir. Yapilan bir aragtirmada bakterilerin
subkutan agilamasindan birka¢ saat sonra enfeksiyon bolgesinin radyoizotopik ve
sintigrafik  goriintillemeyle izlenmesinin ardindan, ¢ok sayida nétrofillerin,
enfeksiyondan sonraki ilk birkag saat i¢in bolgede goriildiigli ve buradan 24 saat i¢inde
lokal lenf yumrusuna ge¢gmeye basladigi belirtilmistir (5,7,46). Notrofillerin {igiincii
giin sonunda azalmaya basladig1 ve bulagsma bolgesindeki makrofajlarin sayisinda ise
onemli Olclide artis gozlemlendigi bildirilmistir (1). Notrofillerdeki kemotaksisin,
PLD enzimi tarafindan engellendigi, bdylece enfeksiyonun erken evresinde C.
pseudotuberculosis’in makrofajlar i¢inde replike olma ve yayilma yeteneginin arttig
bildirilmektedir (5,11,46).

Makrofajlar icindeki kontrol edilemeyen bakteri biiyiimesinin sonucunda
savunma  hiicreleri, enfekte hiicrelerin  kapsiillenmesi  yoluyla  olusan
piyograniilomlarla enfeksiyonu sinirlamaya c¢alisir (13). Olusan piyograniillomlar
bakteri kiimeleri ve hiicresel kalintilar ve yliksek oranda eozinofil icermesi nedeniyle
plriilan igerige karakteristik bir yesil renk verdigi bildirilmektedir. Bulasma
bolgesindeki hiicresel yanita es zamanl olarak, notrofillerinninfiltrasyonu azalirken,
monositler veya makrofajlarinenfekte olmus lenf yumrusunda baskin hiicre tipi haline
geldigi bildirilmektedir. Apse icerigi baslangigta yumusaktir ve ilerledikce giderek
daha kat1 hale gelir; daha sonra minerallesme baslar ve kalsifiye odaklar, es merkezli
katmanlar olusturarak bir soganin enine kesit goriinlimiine benzer olarak tanimlanan
lamelli bir goriiniime sahip oldugu ve bu lezyonlarin “sogan halkas1” olarak hastaligin
karakteristik bir bulgusu oldugu bildirilmistir (1,10,12).

Makrofajlarin yan1 sira T lenfositlerin de C. pseudotuberculosis’e karsi
savunmada onemli bir rol oynadig: bildirilmistir (13). C. pseudotuberculosis’e kars
bagisiklik tepkisi hem hiimoral hem de hiicresel mekanizmalar igermesi agisindan
kopleks bir yapiya sahip oldugu bilinmektedir (47). Yapilan bir arastirmada, C.
pseudotuberculosis enfeksiyonuna kars1 direng igin gerekli olan sitokin ve hiicresel
yanitin karmagikligini ortaya ¢ikarmis ve ikinci defa meydana gelen enfeksiyona karsi
direncin birden fazla yoldan olusabilecegi bildirilmistir (45). TNF-a, C.
pseudotuberculosis e karsi bagisiklikta 6nemli bir faktor olarak kabul edilmistir (44).

C.pseudotuberculosis enfeksiyonuna karsi konak savunmasinin gelistirilmesi i¢in
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TNF-a ve IFN-y'nin her ikisinin de gerekli oldugu ifade edilmistir (49). C.
pseudotuberculosis infakiiltatif hiicre i¢i dogas1 nedeniyle, gama-interferon ve diger
sitokinlerin iiretimi enfeksiyonu kontrol etmeye yardimci olur Hiimoral bagisiklik
tepkisinin enfeksiyondan 6 ila 11 giin sonra IFN- y’nin O6nemli Olglide arttigi
goriilmistiir (48). TNF-a ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinler esas olarak agilama
yerinde tretilirken, T hiicresi ile iligkili IFN-y gibi sitokinler, baslica drenaj lenf
diiglimlerinde {retildigi bildirilmektedir (49,50). Ayrica C. pseudotuberculosis,

steroidal hormon dengesizliklerinden de sorumludur (34).

C. pseudotuberculosis, fagositozdan canli kurtulma ve diger bolgelere
yayilma yetenegini arttiran iki ana viriilans faktore sahiptir. Birincisi Fosfolipaz D adi
verilen bir ekzotoksin, ikincisi ise mikolik asittir (1-7,9,50).

Fosfolipaz D (PLD), C. pseudotuberculosis tarafindan iretilen giiclii bir
ekzotoksindir ve bu bakteri i¢in baslica viriilans faktorii olarak kabul edilmistir (4).
Fosfolipaz adi, gliserofosfolipidlerde bir veya daha fazla ester bagini hidrolize
edebilen cesitli bir enzim grubunu tanimlamak icin kullanilir. A-D sonlari,
fosfolipazlart ayirmak ve boliinen spesifik fosfolipid ester bagini belirtmek igin
kullanilir (5).

C. pseudotuberculosis’in daha ¢ok sitoplazmasindan ve ayni zamanda hiicre
duvarindan da sentezlenen PLD’nin eritrositler ilizerinde hemolitik, makrofajlar
tizerinde ise stotoksik 6zellige sahiptir. PLD ‘nin asidik pH, 1s1 ve formol ile inaktive
edilebildigi bildirilmektedir (2,6,13).

PLD enzimi; sfingomiyelinin hidrolizi ile ortaya ¢ikan vaskiiler endotel
membran gegirgenliginde artisa neden olarak etkenin enfeksiyon bolgesinden itibaren
konak¢inin tiim viicut dokularina gegmesini saglayan bir gecirgenlik gorevi goriir.
Artan bu gegirgenlik, plazmanin kan damarlarindan ve ¢evre dokulara ve oradan da
lenfatik drenaja sizmasina neden olur (5-7,11,12,51). Bununla birlikte PLD endotel
hiicrelerinin dermonekrozuna neden olur ve bu o6zellik, C. pseudotuberculosis'in
dermis tabakasindan kii¢iik kan damarlarina gegisini saglayarak lenfatik damarlara

gecisini saglamaktadir (4,13,52,53).
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C. pseudotuberculosis'in mutant suslarinin lenf yumrularinda apseye neden
olmadigr ve KLA nin olusumu i¢in PLD ekzotoksininin gerekli oldugu bildirilmistir
(54).

Bir diger virulans faktér olan mikolik asitler, ilk olarak 1939'da tiiberkiil
basilinde tanimlandi ve daha sonra aktinomiset ailesinin ortak bir 6zelligi olarak kabul
edilmistir (5). C. pseudotuberculosis'in mumsu mikolik asit tabakasi, organizmaya
lizozomlarda bulunan hidrolitik enzimlerden mekanik ve biyokimyasal olarak koruma
saglar, bu da bakterinin hayatta kalmasini ve fakiiltatif hiicre i¢i patojen olarak konakta
canli kalmasint sagladigi bildirilmistir (51,55,56). Bunun yanisira mikolik asitler
dejeneratif reaksiyonlar1 baglattigi ve 16kosit 6limiinii de uyardig1 ifade edilmistir (2).
Mikolik asit tabakasinin, C. pseudotuberculosis'in olumsuz kosullarda bile uzun siire

hayatta kalmasina olanak sagladig bildirmektedir (11,12).

C. pseudotuberculosis’in patojenitesi ve konake¢inin hiicresel yaniti hakkinda
hala bilinmeyen noktalar oldugu bildirilmektedir (2,51).

Canl1 bakterilerin ilk enfeksiyondan birkag yil sonra apseler icinde belirgin
bir uyku halinde kalmalari nedeniyle hastaligin tekrar niiks edebilecegi

bildirilmektedir (1,7).

C. pseudotuberculosis PLD'nin ¢esitli biyolojik aktiviteleri ve molekiiler
yapist, tibbi acidan Onemli Orlimcek cinsi olan Loxosceles'in zehirindeki
sfingomiyelinazlarda da bulunmustur. Kuzey amerika kahverengi recluse oriimcegi
olan Loxosceles Reclusa tarafindan iiretilen bu enzim toksinine yapisal ve biyolojik
aktivitede 1ilging bir benzerlik gosterdigi ifade edilmistir (7,57). Ayrica C.
pseudotuberculosis’in PLD ekzotoksinleri, insanlarda difteriye neden olan C.

ulcerans'm aktif eksotoksini arasinda %97 homoloji oldugu bildirilmektedir (58).

3.6. Klinik Bulgular

Klinik olarak KLA’nin yiizeysel ve visseral formuna bagli semptomlar
goriilebilir. Yiizeysel formunda disaridan palpe edilebilen submandibular, parotis,
preskapular, retrofarengeal veya meme dokusundaki lenf yumrularinda olusan

apselerin biiyiikliikleri, siklikla 5 ila 15 cm ¢apina kadar goriilebilir. KLA'nin visseral
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formu ise, i¢ organlarda; akcigerler, karaciger, bobrekler, dalakta ayrica mediastinal,
bronsial ve mezenteriyal lenf yumrularinda olusan lezyonlara bagli olarak koyunlarda
canl agirhigindaki azalmaya bagh ‘‘Thin Ewe Sendrom’’, olarak adlandirilan zayif
koyun sendromuna neden oldugu bildirilmektedir (5,6,11,59). Daha nadir goriilen
tutulum yerleri ise skrotum, kalp, testis, uterus, eklemler, beyin veya omurilikte ve
eklemlerdir. KLA’nin her iki formunun ayni anda goriilebilecegi de bildirilmektedir
(7,51,60).

Hem ylizeysel hemde visseral formda apseler, zamanla gelisebilir, sisebilir
ve fibroz kapsiillerle kaplanabilir . Yiizeysel formda apselesmis lenf yumrusunun
tizerindeki ylinlerin zamanla dokiilmesiyle birlikte apselerde deri biitiinliigliniin
bozulmasina bagli olarak acilmalar meydana gelebilir. Agilan apselerden kopan
piiriilan icerigin, hayvanlar arasinda ¢apraz enfeksiyonun 6nemli bir kaynagi oldugu
bildirilmektedir (10,11,59). Bununla birlikte, baz1 enfekte koyunlarda siklikla
akcigerlerde veya mediastinal lenf yumrularinda visseral apseler bulunmasina ragmen
disaridan bir enfeksiyon belirtisinin goriilmedigi bildirilmistir (13,37).

Koyunlarin klinik muayenesi sirasinda klinik parametrelerin normal degerler
gosterebilecegi ifade edilmistir (61).

Yaygin olarak mediastinal lenf diigiimlerinde ve akciger parankiminde
olusan lezyonlar bazen gangrenli pndmoniye de neden olabildigi ve oksiiriikle birlikte
hastaligin aerosol yoluyla bulagsmasina yol agabilecegi ifade edilmistir (16,31). Bu
pulmoner lezyonlar en yaygin olarak lenf diiglimlerinde goriilenlere benzer
kapsiillenmis apseler olarakta goriiliir, bazen daha kapsamli bir bronkopnémoni de
gorilebilir. Ayrica goglis duvari, perikardiyum veya diyaframa fibrindz veya fibroz
adezyonlarin gelismesiyle sonuglanan plorit alanlarina yol agabilecegi de bildirilmistir
(5,7).

Koyunlarda mediastinal lenf diigiimlerindeki apseler, boyut olarak
bliytidiikce bitisik yemek borusu lizerine baski uygulayabilir ve sonunda normal yutma
ve gevis getirme hareketlerine engel olarak kronik tekrarlayan ruminal timpaniye
sebep olabilecegi ileri siiriilmiistiir (31,62).

KLA koyunlarda dol verimini de olumsuz etkiler. C. pseudotuberculosis’in
IL-1B ve IL-6 sekresyonuna bagli olarak yiiksek oldugu goriilen Ostrojen ve

progesteron dahil olmak iizere steroidal hormon dengesizliklerinden sorumlu oldugu
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bildirilmistir (63). KLA gebe olmayan gen¢ koyun ve kuzular {izerinde yapilan C.
pseudotuberculosis’in  deneysel intradermal enjeksiyonundan sonra iireme
hormonlarinda dengesizliklere bagli cinsel olgunlugun gecikmesine ve yiin {iretiminin
azalmasina yol a¢tig1 bildirilmistir (11).

KLA’nin siklikla kronik anemiye, akut faz proteinlerinin artmasina ve
toplam proteinlerin 6zellikle negatif proteinler olan albiimin ve globulin miktarinda
azalmaya sebep oldugu ve idrar biyokimya analizlerinde koyunlarda proteiniiri, pitirti
ve bakteriyemi gozlendigi bildirilmistir (61).

ABD’de koyun ve kegiler iizerinde yapilan bir arastirmada, koyunlarda en
stk prefemoral lenf yumrusunun etkilendigini, bunu preskapular ve ardindan esit
siklikta diger yiizeysel lenf yumrulari izledigi bildirilmistir. Bununla birlikte
koyunlarda bas ve boyundaki lezyon olusumunun kegilere oranla daha az oranda
goriildigi ifade edilmektedir (38,64).

Koyun ve kegilerde apseli lenf yumrusunun morfolojik goriinlimiinde de
farklilik bulunabilir. Koyunlarda bakteri yogunlugu ve 6len fagosit hiicreleri apsenin
merkezini olusturdugu i¢in apsenin cevresi fibroz doku katmanlarindan olusur. Bu
yap1 sogan halkas1 gortiiniimii verir. Kecilerde ise KLA apselerinin i¢erdikleri ekstidat
daha bi¢imli ve macunsu bir kivama sahiptir (7,65).

Kecilerde KLA enfeksiyonu koyunlardakine benzer klinik semptomlar
gostermesine ragmen koyunlarda viseral lezyonlar ve 6zellikle akciger, bobrek ve
karaciger lezyonlarinin daha fazla sayida goriildiigii bildirilmektedir (56,66).

C. pseudotuberculosis’in testisleri enfekte edebileceginden erkeklerde orsite,
epididimise ve dolayisiyla iireme bozukluklarina ve kisirliga neden olabilecegi
bildirilmistir (67).

C. pseudotuberculosis enfeksiyonunun daha sik karsilagilan belirtilerine ek
olarak, mastitise de yol agmaktadir. Meme lenf yumrusuna bulasan etkenler
enfeksiyonun ilerlemesinin ardindan akut, supuratif mastitis ve meme bezi lenf

yumrusu i¢inde kronik kapstillenmis apselere neden oldugu bildirilmektedir (67,68).
3.7.Kazeoz Lenfadenitisin Histopatolojik Lezyonlari

Histopatolojik olarak, koyun ve kecilerin lenf diigiimlerindeki en erken

inflamatuar degisiklik, ¢cok sayida mikro apse, nétrofil ve birka¢ eozinofil igermesine
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bagli irinin yesilimsi bir renk almasidir (60). Tiim lenf yumrusu biiyiik olgiide
bliylimiistlir velenf icerigi epiteloid hiicreler, lenfositler, makrofajlar, nétrofiller ve
bazen plazma hiicreleri gibi nekrotik kalintilardan olusur. Karakteristik olarak, apseler
koyunlarda, kalin, yesilimsi veya beyaz, kokusuz bir maddeden olusan lifli ve sert
kapsiillerle cevrilidir. Apseli lenf diigiimleri siklikla kapsiil olusumu ve nekrozun
tekrarlayan asamalari nedeniyle esmerkezli siireclerle “sogan halkasi” seklinde

gelistigi bildirilmistir (68).

3.8. Tam

Hastaligin tanisi, detayli bir anamnez, karakteristik klinik semptomlar ve
yiizeysel lenf yumrularinin muayenesiyle birlikte, bakteri kiiltiirli, biyokimyasal,
serolojik ve niikleik asit bazli saptama yontemleriyle etkenin izolasyonuyla saglanir
(5,8,70,71,72). C. pseudotuberculosis’i her yastaki lezyonlardan izole etmek
genellikle miimkiindiir, ancak kronik apselerde bulunan canli bakteri sayisinin diisiik

olmasindan dolay1 steril lezyonlara rastlanabilecegi bildirilmistir (5).

3.8.1 Bakteriyolojik tani

C. pseudotuberculosis'in bakteriyolojik olarak tanimlanmasi i¢in apseden
numune almadan 6nce apsenin antiseptik temizliginin yapilmasi ¢ok énemlidir. Aksi
takdirde, saprofit bakteriler kiiltiir ortaminda C. pseudotuberculosis’in gelismesini
olumsuz sekilde etkileyebilir (73,74). Swap orneklerinin eski apselerin az sayida etken
igermesi nedeniyle yeni apselerden alinmasi gerektigi bildirilmistir (75). Izolasyon
cogunlukla aerobik kosullarda, bazen de anaerobik kosullar altinda gergeklestirilir.
Etken, bliylimeyi arttirmak i¢in kan veya serum ilavesiyle pH 7.0-7.2°’de 48-72 saat
boyunca 37 °C’de oldukg¢a zenginlestirilmis bir besiyerinde biiyiitiiliir. Baz1 KLA
lezyonlari, Staphylococci ve Streptococci gibi bakterrilerin ortamdaki varligindan
dolay1 C. pseudotuberculosis 'in kiiltiire edilmesine engel olabilir. Koloniler cogu agar
yiizeyinde kremsi ve opak goriiniirler, sarims1 beyazdirlar ve kanli agarda siyahimsi
bir renk alirlar. S1v1 besi yerinde, C. pseudotuberculosis genellikle graniiler tortu ve
yizey zarlari olusturur. C. pseudotuberculosis kolonisinin bakteriyel yaymasi
mikroskobik bakida ¢ince harflere benzeyen basiller, kokobasiller veya bazen koklar

olarak goriindiigii bildirilmektedir (5,73,75). Apse igeriginin alinmasinin kolaylikla
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gerceklestirildigi ve maliyetinin diisiik oldugu ancak irinin, hayvanin derisine, ¢evreye
ve diger hayvanlara bulastirmasi agisindan potansiyel bir enfeksiyon kaynagi
olabilecegi bildirilmistir (8). Bununla beraber bakteriyolojik testlerin en 6nemli
dezavantaji, bu cinse ait tiirlerin ayirt edilmesinde rutin bakteriyolojinin kullanimini
engelleyen Corynebacterium tiirlerinin biyokimyasal 6zelliklerindeki gesitliliktir. Bu
nedenle bircok c¢alisma bakteriyolojiye basvurmadan KLA’y1r tanimlayabilecek

serolojik testlere odaklanmustir (5).

3.8.2 Serolojik tam

KLA’nin bulagsmasinda subklinik seyreden enfekte hayvanlar 6nemli bir rol
oynadigindan, enfekte hayvanlarin serolojik tan1 yontemleriyle belirlenmesi hastaligin
bulagmasini 6nlemede biiylik 6nem tasimaktadir (13,19). Bununla birlikte, kiiltiir i¢in
pliriilan materyalin alinmasi sirasinda apsenin agilmasi, irinin hayvan derisini ve
cevreye bulagmasi agisindan yiiksek bir risk temsil eder. Bu nedenle, hayvanlarin
serumunda C. pseudotuberculosis'e kars1 spesifik antikorlarin saptanmasina dayanan
daha az riskli immiinodiagnostik testlerin gelistirilmesi tiim diinyada yaygin olarak
desteklenmistir (38). KL A i¢in ¢ogu serolojik tani testleri, C. pseudotuberculosis’in
fakdiltatif hiicre i¢i dogas1 nedeniyle hiicresel bagisikligi ve ayrica esas olarak PLD
ekzotoksine kars1 humoral bir yanitin saptanmasina dayanir. Bu hiimoral yanit i¢in IgG
immiinoglobulinlerini veya IFN- y’nu hedefler (76). Bu tiir testler, kii¢iik ruminant
endistrisinde enfekte tasityici hayvanlari tanimlamak ve siirliden uzaklastirarak
hastalig1 kontrol altinda tutmak i¢in arastirilmistir (10).

KLA’y1 klinik olarak teshis etmek ic¢in bir¢cok serodiagnostik test
gelistirilmigtir. Bunlar Agar jel immiinodifiizyon testi (AGID), mikroagliitinasyon
testi, hemoliz inhibisyon testi (HIT), sinerjistik hemoliz inhibisyon testi (SHI), tiip
agliitinasyon testi, dolayli hemagliitinasyon testi, Western blot gibi C.
pseudotuberculosis'e kars1 hiimoral yaniti saptamak i¢in birgok farkli serolojik test
kullanilmaktadir. Bu testlerin giivenirlikleri hala tartisma konusudur ¢iinkii enfekte
stirtilerde 6 ayliktan kii¢iik hayvanlarda maternal antikorlarin varliginin yanlis pozitif
ve yanlis negatif sonug¢ verebilecegi bildirilmektedir (77). Bu testlerin, subklinik
olarak enfekte olmus hayvanlarin ortaya ¢ikarilmasi i¢in 6nemli kabul edilebilse de,

cogu diislik duyarlilik, zayif 6zgiilliik ve daha 6nce maruz kalan hayvanlar ile hala
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enfekte olan hayvanlar arasinda ayrim yapma yeteneginden yoksun oldugu
bildirilmektedir ~ (46,47,38,78,82). Ilhan ve ark. (6) koyunlarda C.
pseudotuberculosis’e karsit olusan antikorlarin, hemoliz inhibisyon testi (HIT)
yontemiyle tespitinde, HIT'in sensitivite ve spesifitesinin diisiik oldugu ve bu testle
elde edilen sonuclarmin ELISA testi gibi diger tani yontemleriyle karsilagtirmali
olarak degerlendirilmesi gerektigi bildirilmistir.

ELISA, C. pseudotuberculosis’e kars1 bagisiklik tepkilerini saptamak icin
kullanilan en yaygin serolojik test oldugu bildirilmistir (9). Subklinik enfeksiyonlar1
oldukgca spesifik bir sekilde saptadigindan diinya ¢apinda KLA'y1 kontrol altina almak
icin siklikla kullanilmistir (79). Bununla beraber, C. pseudotuberculosis'e karsi
antikorlarin saptanmasi i¢in duyarlilig1 ve 6zgiilliigiiniin yiiksek olmasi nedeniyle daha
giivenilir olarak kabul edilmektedir (5,7,9,14). Bakteri kiiltiirii siipernatanlari, hiicre
duvari antijenleri, PLD ve rekombinant eksotoksinler dahil olmak iizere ¢esitli antijen
preparatlar1 kullanarak yapilan ELISA tani1 yontemlerinin, KLA’nin kontrol ve
eradikasyon programlarinda etkili oldugu bildirilmistir (79,80,81,82).

Son zamanlarda, C. pseudotuberculosis'e karsi hiicresel bagisikligin bir
belirleyicisi olarak IFN-y’nu saptamak i¢in ELISA testleri gelistirilmistir (4). IFN-y
en onemli makrofaj uyarict sitokindir. Dogal ve edinsel immiinitede kritik 6neme
sahiptir. CD4+T, CD8+T hiicreleri ve natural killer (NK) hiicreleri tarafindan
sentezlenir (83). Menzies ve ark (76); deneysel olarak tam kan IFN-y ELISA yontemi
ile rekombinant PLD tabanli ELISA yontemleri karsilagtirllmistir. KLA ile deneysel
olarak enfekte olmus kecilerde tam kan IFN-y ELISA yontemi kullanilarak % 89,2
giivenilirlik ve enfekte olmamis kegilerde % 97,1 giivenilirlik ile dogru olarak tespit
edilirken, rekombinant PLD tabanli bir ELISA yo6ntemi kullanilmasiyla, deneysel
olarak enfekte olmus kecilerde % 81,0 giivenilirlikle ve enfekte olmamis kegilerde %
97,0 giivenilirlikle dogru bir sekilde tespit edildigi bildirilmistir. Paule ve ark. (48) 8
keciye deneysel olrak tek doz C. pseudotuberculosis susu ile intradermal olarak
enfekte ettikten sonra hiimoral ve hiicresel bagisiklik tepkileri analiz edilmis, 20 hafta
boyunca spesifik IgG ve IFN-y {iretimi takip edilmistir. Takip sonunda IFN-y yanitinin
hiimoral yanittan daha fazla oldugu ve enfeksiyondan sonraki 5. giinde kisa siireli bir
birincil yanit, enfeksiyondan sonraki 16.giinde basglayan giiclii ve uzun siireli bir ikincil

yanit tespit edilmistir. Meyer ve ark. (82) hiicresel yaniti degerlendirmek icin C.
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pseudotuberculosis ’in salgilanan antijeni veya somatik antijeni ile enfekte kecilerden
tam kan yoluyla in vitro IFN-y tiretimi hedeflemistir. Her iki antijene verilen tepkilerde
onemli bir fark goriilmiistiir. Salgilanan antijene yanit olarak enfekte hayvanlarda IFN-
y Uretimi  yiiksek bulunurken, somatik antijen kullanimasina bagli IFN-
vy yogunlugunun diisilk oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, tam kan IFN-y testi,
kiigiikbas koyun-keci siiriilerinde KLA i¢in umut verici bir saptama araci oldugu

bildirilmektedir (13,75).

3.8.3 Genomik tani

KLA tanist i¢in molekiiler teknikler de kullanilmistir. Bu amagla kullanilan
PCR teknigi, KLA ile enfekte hayvanlardan toplanan irin 6rnekleri veya yapilan
bakteriyolojik kiiltiirlerde tiretilen bakteri kolonilerinden C. pseudotuberculosis i izole
etmek i¢in kullanilan bir tan1 yontemidir (19) . KLA'y1 teshis etmek i¢in PCR'nin en
onemli Ozelligi, bakteriyel izolasyon zorluklarini ortadan kaldiran irin 6rneklerinden
de dogrudan C. pseudotuberculosis'i saptama yetenegidir (84). Bu nedenle PCR,
hastalikli hayvanlarda KLA'nin saptanmasinda her zaman Onerilen bir yontem
olmustur (4).

C. pseudotuberculosis’isin PCR analizi i¢in PLD, 16S rRNA ve rpoB gen
primerleri kullanilmaktadir (84). Yapilan bir arastirmada, C. ulcerans ve C.
pseudotuberculosis ile dikkate deger bir genomik benzerlige sahip oldugu gortilmiistiir
ve iki bakteri arasindaki rpoB ve 16S rRNA gen benzerligi sirasiyla % 93,6 ve % 99,7
olarak bildirilmistir. Ancak C. pseudotuberculosis ve C. ulcerans arasindaki ayrim,
16S rRNA hedefleme primer ikullanilarak basarisiz olundugu ancak PLD primeri
kullanilarak basar1 saglandigr bildirilmektedir (19). Mezbahada yapilan bir
aragtirmada 147 koyundan 81 %55,1'inde koyun karkaslarinin mediastinal ve
preskapular lenf nodlarinda C. pseudotuberculosis izole edilirken, PCR yontemiyle
PLD geni duyarlilig: ve kiiltiire 6zgiilliigii sirastyla %98,7 ve % 92,4 olarak bulundugu
bildirilmistir (85).

3.8.4 Visseral apselerin tanisi

Viseral apseleri olan hayvanlarda cesitli tan1 yontemlerinden faydalanilir.

Akciger tutulumuna bagli solunum problemi olan hayvanlarda pulmoner parankim ve
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lenf yumrusundaki apseler ultrasonografi, rontgen veya bilgisayarli tomografi gibi
tanisal goriintiileme tekniklerinden yararlanarak ortaya c¢ikarilabilir. Ayrica
transtrakeal aspirasyon yoluyla ve bronkoalveolar lavaj ile etkenin izolasyonuna dayali

tan1 yapilabilecegi bildirilmektedir (7,61).

3.9. Ayirict Tam

Koyunlarda, yiizeysel lenf yumrularinda apselerin varligi o6zellikle bir
stiriideki birka¢ hayvanda birlikte goriiliigii durumlarda KLA’y1 diistindiiriir. Klinik
olarak aktinobasilozda bulunan piyograniilomat6z lezyonlar ve Staphylococcus aureus
ve Actinomyces pyogenes'in neden oldugu tiiberkiiloz ve diger yiizeyel apseler,
etkenlere yonelik bakteriyolojik kiiltiir yapilarak KLLA’dan ayirt edilir (10). Hastaligin
yiizeyel formundaki apseler, Fasciola hepatica ve Haemonchu ssp’ nin neden oldugu
submandibular 6demden punksiyon yapilarak ayirt edilir. Ancak bu enfeksiyonlar
dogasi1 geregi sporadik olma egilimindedir ve nadiren siirii problemi olarak goriildigi

bildirilmistir (8).

3.10. Sagaltim

3.10.1. Antibakteriyel sagaltim

C. pseudotuberculosis’in hiicre i¢i patojen olmasi ve apseli granulom
olusturmasi sebebiyle KLA’nin sagaltiminda antibiyotik tedavilerinden yeterli bir
basar1 saglanamamaktadir. Standart laboratuvar tabanl testlerde, en sik kullanilan
antibiyotik smiflarmin bakteri iiremesini ve ¢ogalmasini onledigi bildirilmektedir
(86,87).

Algammal (88) Misir’da 80 koyun ve 46 kegiden eksternal lenf yumrularindn
aseptik olarak toplam 126 irin 6rnegi almis ve antibiyotik duyarlilik testi disk difiizyon
yontemi kullanilarak antibiyogram testi yapilmis. C. pseudotuberculosis izolatlarinin
cogunun penisiline (%96,2) ve eritromisine (%92,3) direngli, siprofloksasin (%96,2),
amikasin (%90,4) ve neomisin'e (%88,5) yliksek duyarli oldugu bildirilmistir.

Robaj ve ark (89). Kosova’da 184 koyundan eksternal lenf yumrularindan 38
irin 6rnegi alinmis ve antibiyotik duyarlilik testi disk difiizyon yontemi kullanilarak

antibiyogram testi yapilmustir. C. pseudotuberculosis izolatlarinin oksitetrasiklin
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(%100), amoksisilin/klavulanik aside (%100) tam duyarli ve kloksasilin (%95,8),
gentamisin (%91,7) ve trimetoprim'e (%83,3) yiiksek duyarli oldugu ancak
streptomisine (%83,3) ve penisilin G'ye (%62,5) kars1 oldukca direngli oldugu ifade
edilmektedir.

Abebe ve ark (90) C. pseudotuberculosis izolatlariin in vitro antibiyogram
calismalarinda norfloksasin, tetrasiklin, doksisiklin HCI ve kanamisine duyarl
olduklar1 ancak ampisilin, klindamisin ve doksisilin HCl'ye kars1 direng gosterdikleri
bildirilmektedir.

flhan (91) mezbahada incelenen 67 adet koyun akcigerinden 16 adet C.
pseudotuberculosis susu elde edilmis ve disk difiizyonla yapilan suslarin 14 (%87,5)
adeti enrofloksasine, 13 (%81,2) adeti neomisin/basitrasin/tetrasikline, 12 (%75,0)
adeti penisilin/novobiosine, 11 (%68,7) adeti oksitetrasikline, 11 (%68,7) adeti
amoksisilin/klavulanik asite, 10 (%62,5) adeti kloksasiline, 9 (%56,2) adeti
tetrasikline, 5 (%31,2) adeti ampisilin/sulbaktama ve 3 (%18,7) adeti ise
trimetoprim/sulfametaksazole duyarli bulundugu ama streptomisin (%93,7),
trimetoprim/sulfametaksazol (%75,0) ve ampisilin/sulbaktama (%68,7) direngli
oldugunu bildirmistir.

Sentiirk ve ark (93) C. pseudotuberculosis ile enfekte koyunlarda rifamisin
(10mg/kg) ve oksitetrasiklinin (20mg/kg) kombinasyonu ile yaptiklari tedavinin etkili
oldugunu ifade etmislerdir

C. pseudotuberculosis’in penisiline, tetrasiklinlere ve sefalosporinlere in
vitro duyarliligina ragmen, bu ilaglarla tedavi genellikle KLA’nin kapsiillii apse
yapisina, kapsiiliin koruyucu 6zelligine ve C. pseudotuberculosis'in hiicre i¢i patojen
olmas1 gibi cesitli faktdrlerden dolayr KLA’ya etkili olmadigi bildirilmistir. Bu
nedenle piyograniilomatdz apselere niifuz edebilen antibiyotikler en iyi se¢imdir.

(7,92).

3.10.2. Cerrahi sagaltim

Yiizeysel lezyonlarin cerrahi tedavisinde, Ozellikle maddi degeri olan
hayvanlar s6z konusu oldugunda alternatif olarak Onerilmistir. Lenf yumrularinin
cerrahi eksizyonu yapilabilir ancak bu prosediir hayvan sahipleri i¢in zahmetli ve

maliyetlidir (5,94). Cerrahi materyaller islem Oncesi ve sonrasi dezenfekte edildikten
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sonra apsenin drenaji, cevresel kontaminasyonu dnleyecek sekilde yapilmalidir. Islem
sonrasinda kullanilan tek kullanimlik materyaller yakilip gdmiilmelidir (10). Cikarilan
apse icerigi plastik bir torbada toplanmali ve imha edilmelidir. Eger miimkiinde
hayvan 30 giin silireyle siiriiden izole edilmelidir. Apse boslugu giinliik olarak
yikanmali ve iyilesene kadar seyreltilmis povidon iyot soliisyonu ile temizlenmelidir
(95). Apseler, 6zellikle koyun ve kecilerde, drenaj veya cerrahi eksizyon girisiminden
sonra siklikla tekrarlar (10). Hayvan sahipleri hastaligin niiks edebilecegiyle ilgili bilgi
verilmelidir (7). Lezyonlar cerrahi olarak ¢ikarildiktan sonra 4-6 haftalik parenteral

antibiyotik tedavisi niiks olasiligin1 azalttig1 bildirilmektedir (96).

3.10.3. Alternatif sagaltim

KLA ig¢in alternatif saglatim tedavileri de arastirilmistir. Bunlardan bir de
apselesmis lenf yumrularina formalin enjeksiyonudur. Formalin as1 benzeri bir etkiyi
uyarmasi ve bunun da dokularin kiigiilmesine neden olmasidir. Apse olgunlastiginda,
dokunuldugunda yumusak kivam aldiginda apsenin dorsal yiiziinden 14 numara igne
kullanilarak 10 ila 20 ml cerahatli apse igerigi aspire edilir ve 10 ila 20 ml %10’ luk
formalin ile karistirilir. Karigimin bir kism1 yeniden apseye enjekte edilir ve bu islem
5 kez tekrar edilir. Boylece apse kiigiilmeye baslayacaktir. Bu tedavinin birkag
dezavantaji vardir, en ciddisi formalinin kanserojen olmasi ve gida olarak tiiketilen
hayvanlarda terap6tik bir ajan olarak onaylanmamasidir. Formalinin apse kapsiiliinde
siurl kaldigr varsayimini desteklemek igin veri bulunmamaktadir (97).

Bir diger tedavi yontemi de antimikrobiyal foto dinamik tedavi (APDT)
alternatif bir secenek olarak gosterilmistir Antimikrobiyal foto dinamik tedavi, toksik
olmayan bir fotosensitif madde ile boyanmis hedef hiicrelerin, spesifik dalga
boyundaki 151k ile inaktive edilmesi prensibine dayanir. Koyunlarda bulunan yiizeysel
apselerin acilip temizlenmesinin ardindan yapilan fotodinamik tedavi sonrasinda
apselerin 6 ay boyunca niiks etmedigi bildirilmistir (98).

Son zamanlarda KLA’nin hizli teshisi i¢in altin nanopartikiil yanal akis
tabanl bir test gelistirildigi bildirilmektedir. Bir¢cok bilim adami, yiiksek duyarliligi,
yiiksek 6zgiilliigii, ucuz ve uzman olmayan personel tarafindan kolay uygulanan
Lateral flow immunokromatografik test (LFIT), antijen antikor kullanan bir

immiinokromatografik prosediire baglidir. Gelistirilen altin nanopargaciklar yanal akis
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yontemi C. pseudotuberculosis’in tespiti i¢in saha tarama testi olarak hem hizli hemde
uygun bulundugu ifade edilmistir (99).

Son zamanlarda yapilan bir arastirmada geleneksel tedavide KLA
lezyonlarinin drenaji sonrasinda %10 iyot kullanilmasina alternatif olarak giimiis
nanopartikiiller (AgNP'ler) tedavi amacli denenmistir. AgNP bazli merhem
formiilasyonu hem yara iyilestirici hem de antimikrobiyal etkisinin fazla olmasi

nedeniyle tedavide basar1 saglandig bildirilmistir (100).

3.11. Koruma

C. pseudotuberculosis’in terapdtik tedaviye karsi direngli olmasi, subklinik
olarak etkilenen hayvanlari tespit etmedeki sinirlamalar nedeniyle ve ¢evrede uzun
siire canli kalabilme 06zelliginden dolay1 erdikasyonunun zor oldugu bildirilmistir
(101). Bu ndenle KLLA nin bulagsmasinin 6nlemek i¢in uygulanabilecek en yi yontem,
hayvanlarin klinik muayenesinin ve periyodik serolojik tani testlerinin yapilmasiyla
klinik semptomu olan veya subklinik seyreden hayvanlarin tespit edilmesi ve siiriiden
uzaklastirllmasiyla birlikte, saglikli hayvanlarin asilanmasidir (8,102). Ancak
serolojik tan1 yontemlerinin maliyetlerinin yiiksek olmasi sebebiyle pratikte sadece
yiikksek insidansa sahip olmayan siirlilerde kullanimmin miimkiin olabilecegi ifade

edilmektedir (1,5).

3.12. Asillama
KLA’nin kontrol altina almanin en etkili yolunun asilama oldugu

bildirilmektedir (15,17,35,54,101).

Bazi ticari asilar bulunsa da bunlarin higbiri tam koruma saglamamakta, bazen
yetersiz kalmakta ve koyun ve kegilerle kiyaslandiginda ayni etkinlige ulagsmadig
bildirilmektedir (102-105). Asilamanin hastaligi 6nlemedigi ancak akciger lezyonu
gelisen hayvan sayisini azalttigi ve yash hayvanlar ortadan kalktik¢a enfeksiyon
oranlarii diisiirdiigii bildirilmektedir (106,107). KLA’nin etiyolojik ajanm1 olan C.
pseudotuberculosis, fakiiltatif bir hiicre i¢i bakteridir. Bu nedenle ideal as1 hem
hiicresel hem de hiimoral bagisikligt uyarmalidir. Bununla birlikte iyi kalitede as1
iretimi i¢in immiinolojik belirtecler olarak IgG ve IFN-y kullanildig: bildirilmistir
(13,108).
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Mevcut ticari KLA as1 teknolojisi, toksoidler, bakterin ve canli ateniie
bakteriler gibi geleneksel asilama bilimine dayanmaktadir (109,110). Sadece son
birka¢ yilda modern stratejiler, KLA asilarinin etkinlik ve glivenligini artirmaya
yonelik deneysel diizeyde test edilmeye baslandi. Bu nedenle, uygun bagisiklik ve
yiikksek koruma saglamak amaciyla rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak asi
tiretme c¢aligmalari oldugu bildirilmektedir (111-113).

3.12.1. Bakterin asilar:

C. pseudotuberculosis’in formalinle 6ldiiriilmiis hiicrelerinden olusan asinin
koyunlar1 subakut bir enfeksiyonun 6liimctil etkilerine karst korudugu, ancak kronik
enfeksiyon lezyonlarinin olusumuna karst korumadigi bildirilmektedir. Koyun ve
kecilerde saha denemesinde, hastalik insidansini 6nemli 6l¢iide azalttig1 gosterilmistir

(10,33).

3.12.2. Toksoid asilar

Kanada, Avustralya ve Yeni Zelanda'da koyun ve kegiler i¢in Glanvac 3 ve
Glanvac 6 ticari asilar1 kullanilmaktadir. Bu asilar; Clostridium tetani, Clostridium
perfringens tip-D antijenleri ile birlestirilir; Glanvac 6, ayrica Clostridium septicum,
Clostridium novyi ve Clostridium chauvoei antijenleri icerir. Avustralya'da yapilan
aragtirmalar, koyunlarda enfeksiyondan énce KLA asisinin kullanilmasinin hastaligin
yayilmasini engellemede faydali oldugunu gostermistir. Enfekte siiriilerde KLA
prevalansi %70 ila %80 oraninda azaldigi bildirilmistir (7,17).

3.12.3. Kombine asilar

Amerika Birlesik Devletleri'nde, inaktive edilmis tam hiicre duvar1 antijeni ve
detoksifiye edilmis ekzotoksinden (Case-Bac ve Caseous D-T, Colorado Serum)
yapilan as1 sadece koyunlarda kullanim i¢in ruhsatlandirilmistir. Caseous D-T,
Clostridium tetani ve Clostridium perfringens tip D antijenleri ile kombinasyon
halinde bir bakterin toksoiddir ve koyunlarda i¢ ve dis apseleri 6nledigi bildirilmistir
(5,7,33).
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3.12.4. Canh asilar

Fareler tlizerinde yapilan deneysel ¢alismalarda koruma sagladigi goriilse de
koyunlar iizerinde spesifik IFN-y salgilayan lenfositlerin uyarilmamasi ve C.
pseudotuberculosis’e karst olusan immunuglobilin G ‘nin diisilk miktarda olmasi

sebebiyle koyunlarda basar1 saglanamadigi bildirilmektedir (33).

3.12.5 Ticari asilar

Ticari agilarin ¢gogu, Clostridium cinsinin patojenlerinden (Clostridium tetani,
Clostridium perfringens, Clostridium novyi, Clostridium chauvoei ve Clostridium
septicum) antijenlerle baglantili C. pseudotuberculosis’in inaktive edilen PLD'si ile
formiile edilmis cok amacli toksoid asilardir (4,114). Kanada, Avustralya ve Yeni
Zelanda'da koyun ve kegilerde kullanim i¢in lisansli Glanvac® (Vetrepharm Inc,
Ingiltere) asis1 ve kullanim igin lisansli Biodectin® (Fort Dodge LTD, Avustralya)

asilarida bu formiilasyon ile iiretilmistir (102).

Ticari olarak 9 tip Glanvac asisi bulunmaktadir. Clostridium antijenlerini
kullanan bu as1 formiilasyonunun kullaniminin uygun, nispeten ucuz ve pazarlanmasi
kolay oldugu, bununla birlikte optimal koruma i¢in, kuzu basina birden fazla dozlarin
kullanilmasini ve yetiskin koyunlarda yilda bir defa tekrar doz uygulanmasi gerektigi

bildirilmektedir (113).

Biodectin®, alt1 antijenik fraksiyon (4 toksoid ve iki formalinle muamele
edilmis bakteri kiiltiirii) ve bir endektosidin (moksidektin) sabit bir kombinasyonundan

olusan bir asidir (13).

Caseous D-T® (Colorado Serum Co. ABD), C. pseudotuberculosis'in bir
bakterin ve toksoidi ile iki clostridial toksoidin (Cl. perfringens tip D, Cl. tetani)
kombinasyonuna dayanmaktadir (5). Bunlar; klostridial toksoidler ve C.
pseudotuberculosis bakterileri iceren kombinasyonu digeri ise toksoidlerin bir

kombinasyonunu i¢eren formulasyonlardir (109,115).

Case-Bac® (Colorado Serum Co. ABD), C. pseudotuberculosis toksoid ve

bakterinin bir kombinasyonundan olusur, ancak klostridial toksoidler icermez (116).
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4.GEREC VE YONTEM

4.1. Gerec¢

4.1.1. Hasta materyali:

Bu ¢aligmanin materyalini Diyarbakir’in farkli bolgelerinde olmak tizere 11
ayr siiriiden toplamda 2650 adet Akkaraman koyun olusturdu. Saglik taramasindan
gecirilen koyunlarin icinden 90 adet KLA semptomlar1 gosteren ve ylizeysel lenf
yumrularindan bir veya birkag tanesi birden apselesmis hasta koyunlar tespit edilerek

calismaya dahil edildi.

4.1.2. Kullanilan cihazlar ve kimyasallar
Calismanin yiiriitiilmesi sirasinda, materyallerin toplanmasi, saklanmasi ve
laboratuar asmasinda asagidaki cihazlar ve kimyasallar kullanilmistir.
Cihazlar
- Santriflij: Mikro 22 R, Almanya
- Vortex: Start SA8, Almanya
- Hassas Terazi: Mettler Toledo, Isvigre
- Gradient PCR Cihaz1: Applied Biosystem 2022, Singapur
- Elektroforez: Syngene SYTC/1287
- Jel Yiiriitme Cihazi: Consort EV231, Belgika
- Etiiv: ThermoHeratherm IGS60, Almanya
- Mikroskop: Olympus CX 31, Japonya
- Mikropipet: ThermoScientific, Almanya
- Sogutucu Dolaplar: Ugur Derin Dondurucu
- Otoklav: ThermoScientific OG180, Japonya
- Kabin: Metisafe
- Heater: Biosan
- Mikrodalga: Argelik MD 565S
- Steril pipet uglar1
-Transport Medium Swap

- Meziir
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- Grainer (15ml)

- Ependorf, Lam ve lamel

Kimyasallar
- Serum fizyolojik: Izotonik 1000cc, Polifarma-Tiirkiye
- Iyot kristalleri: Kimetsan, Tiirkiye
-Streptavidin-HRP Mybiosource, USA
-Standard Solusiyon: Mybiosource, USA
-Lyse ST buffer: Bio Basic Inc, Kanada
- Chromotrope 2R: Himedia, India
- Light gren SF: Himedia, India
- Fosfotungustik asit: Sigma, Almanya
- Glasiyel asetik asit (%100): Merck, Almanya
- Ksilen: Kimetsan, Ingiltere
- Civakloiir: Fluka, USA
-Durdurma solusyon: Mybiosource, ABD
-SubstrateSolusyon A: Mybiosource, ABD
-Substrate Soliisyon B: MyBiosource, ABD
-Wash Buffer: Mybiosource, ABD
- CW2 solusyonu: BioBasicInc, Kanada
- Proteinas Ksolusyonu: BioBasicIne, Kanada
- Buffer CLsolusyonu: BioBasicInc, Kanada
- CW2 solusyonu: BioBasicInc, Kanada
- Buffer CE soliisyonu: BioBasicInc, Kanada
- Potasyum iyodiir: Kimetsan, Tiirkiye
- Immersiyon
- Etil alkol (etanol) ve metil alkol (metanol): Riedel-de Haén
- Agar: Agarose Low EEO, AppliChemBioChemica
- MgClI2: Enzymes 50 mM
- Buffer: HemoKlenTaqReactionBuffer Pack BO332S, Biolab
- Etidyum bromdiir: SIGMA tablet

- Gliserol: Ambresco
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- Orange G: Applichem

- Tris: Ambresco

- EDTA: Scharlau

- SDS: Aplichem

- Fenol: Riedel de Haen

- Kloroform: Kimetsan

- Izoamil alkol: Aplichem

- Borik asit: Riedel de Haen

4.2. Yontem
4.2.1. Klinik muayene

Rutin muayene yontemleri ile hastalarin klinik muayenesi yapildi. Muayene
sirasinda parotis, retrofarengeal, submandibular ve presukapular lenf diigimlerinden

biri veya birkac1 apselesmis koyunlar KLLA yoniinden arastirmaya dahil edildi.

4.2.2. Orneklerin alinmasi
4.2.2.1. Kan oérneklerinin alinmasi

Farkli yas ve cinsiyetteki 90 adet koyundan jugular venden vacutainer ile
steril tek kullanimlik igne ucu kullanilarak 9 ml antikoagiilansiz biyokimya tiiplerine
kan alindi. Antikoagiilansiz tiiplere alinan Ornekler oda sicakliginda pihtilasmalari
beklendikten sonra 3000 devir/dakikada 10 dakika santriifiije edildi. Elde edilen
serumlar 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine alinarak analizleri yapilincaya kadar -20 °C de
sakland1.
4.2.2.2. Swap orneklerinin alinmasi

Tiim Ornekler tam aseptik kosullar altinda alindi. Kapali apseler tras
edildikten sonra %70’lik alkol ile temizlendi. Tek kullanimlik bistiiri ile apsepatlatildi
ve yine tek kullanimlik steril transport mediumlu swaplar kullanilarak apse iceriginden
irin 6rnegi alindi. Soguk zincirde labaratuvara ulastirilan swap 6rnekleri kullanilincaya

kadar -60 °C’de sakland.
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4.2.3. Yapilan laboratuvar analizleri

4.2.3.1. Bakteriyolojik analizler
4.2.3.1.1 izolasyon ve identifikasyon ¢calismalar

C. pseudotuberculosi’in izolasyonu i¢in KLA siipheli hayvanlarin
apselesmis lenf diiglimlerinden alinan streril tek kullanimlik swap 6rnekleri ayn1 giin
%77 defibrine koyun kanli agar iceren petrilere ekimler yapildi. Ekim sonrasi petriler
37°C de aerobik ve mikroaerofilik kosullarda 24-48 saat inkube edildi. inkubasyon
sonrasi petriler incelenerek zayif bir hemoliz bolgesi ile ¢evrili kiiglik, nokta ¢apinda,
beyazimsi, opak koloniler C. pseudotuberculosis siipheli olarak degerlendirildi.
Alevde 6ze yardimiyla alinan bakteriler fizyolojik su ile sulandirilarak lam iizerinde
yayma islemi yapildi. Hazirlanan preparat kuruduktan sonra Gram boyamaya tabi
tutuldu. Isik mikroskobunda incelenen preparatlarda Gram (+) X, Y formunda goriilen
etkenler Corynebacterium spp.olarak kabul edilerek VITEC II otamatik bakteri

tanimlama cihazinda Gram (+) anaerobcard ile identifikasyonu gerceklestirildi.

4.2.3.1.2. Direk mikroskobik (Gram boyama)

1-Oze ile petri kabindan bakteriler alinarak lam iizerinde serum fizyolojik suyla yayma
islemi yapildi.

2-Preparatin {izerine kristal viyole boya ¢ozeltisi eklenerek 1 dakika beklendi

3- Preparat bol distile suyla yikandi.

4- Preparatin {lizerine lizeri tamamen kaplanacak sekilde lugol ¢ozeltisi eklendi ve 1
dakika beklendi.

S-Preparat distile suyla yikanda.

6-Preparatin tizerine %95’lik etanol eklenerek 10-15 saniye beklendi.

7-Preparat distile suyla yikandi.

8-Preparatin iizerine sulu fuksin boya ¢6zeltisi eklenerek ve 30 saniye beklendi.
9-Preparat bol distile suyla yikandi.

10- Preparat kurutma kagidi ile kurutuldu.

11-Mikroskopta incelendi. Mor renkte goriilen mikroorganizmalar gram (+), pembe-

kirmizi renkte goriilenler ise gram (-) olarak degerlendirilir.
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Direk mikroskobik inceleme: Direk mikroskobik incelemede her 6rnek icin
serum fizyolojik ve Gram boyama ile preparatlar hazirlanarak 11k mikroskobunda

(40X objektif) incelendi.

4.2.3.2. ELISA
Serum Ornekleri analizleri ig¢in SheepPhospholipase D1 ELISA Kit
(MyBioSource, ABD Inc.) kullanildi. Yontem kit iireticisinin 6nerdigi protokole gore

gergeklestirildi.

ELISA kit prosediirii

1.Test icin gereken serit sayist belirlendi.

2. Plakalar, Sheep PLD antikoru ile dnceden kaplanmistir. Standart kuyuya 50ul
standart solusyonueklendi.

3.Numune kuyularina 40pl serum eklendi ve ardindan serum kuyularma 10ul anti-PLD
antikoru eklendi, ardindan serum kuyularma ve standart kuyucuklara 50ul
streptavidin-HRP eklendi ve iyice karistirildi.

4. 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi.

5. Plakalar yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Kuyular1 her yikama i¢in 30 saniye ila
1 dakika arasinda 300ul yikama tamponu ile 1slatin. Otomatik yikama i¢in, her kuyuyu
bosaltild1 ve yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Plakayr kagit havlularin tizerinde
kurulandi.

6. Her kuyuya 50 pl substrat A soliisyonu eklendi ve ardindan her kuyuya 50 pl substrat
B soliisyonu eklendi.

7. Karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca plakarinkiibe edildi.

8. Her kuyucuga 50pul Durdurma Soliisyonu eklendikten sonra mavi renk hemen sariya
doniistii.

9. Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm'ye ayarlanmis bir

mikroplaka ile okuyucu kullanarak hemen her kuyunun optik yogunlugunu belirlendi.
4.2.3.3. PCR

Alinan swap ornekleri laboratuvar kosullarinda sulandirilip vortekslenerek 1.0 ml

hacimlerde -20°C’de Phosphate Buffered Saline’de saklandi. Toplanan 6rnekler Real
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Time PCR ile DNA izolasyon kit prosediiriine gore C. pseudotuberculosis PLD geni

izolasyonu ve identifikasyonu gergeklestirildi.

PCR Yontemi

DNA eldesi i¢in, apse iceriginden alinan swap 6rnekleri DNA izolasyon kiti
One-4-All Genomic DNA1 Mini-PREPS Kit (BioBasicCanadalnc) kullanildi. Bu
amagla 90 adet irin Ornegikullanildi. DNA eldesinin kontrolii amaciyla C.
pseudotuberculosis genel primerleri ile amplifikasyon yapilip DNA varlig1 kontrol
edildi. Uygun DNA eldesi yontemi belirlenerek irinden izole edilen DNA’lar subtip

tayini i¢in kullanildi.

One-4-All Genomic DNA Mini-PREPS Kit Calisma

Prosediirii

Irin rnekleri 400 pl distile su ile sulandirilarak iyice karistirildi ve karisim 1,5 ml
ependorf tiiplerine alindi.

1. 10.000 rpm de 30 saniye santrifiij edildi. Ustte biriken supernatant atildu.
Karigima 180 pl Lyse ST buffer solusyonueklendikten sonra vortexlendi.

Karigim 56 °C de 1 saat inkiibatorde bekletildi.

Eal A

200 pl Buffer CL ve 20 pl Proteinas K soliisyonlar1 eklendi ve iyice
karigtirildi.

56 C de 1 saat inkiibatorde bekletildi.

200 pl %100 etanol eklenerek karistirildi.

Karigimdan 2 pl alind1 ve spin — column yerlestirilmis tiipe aktarildi.

12000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

L ® NS W

Spin -column 1,5 ml toplama tiipiineaktarildi ve 500 pl CW1 solusyonu

eklendi.

10. 12000 rpmde 1 dk santrifiij edildi.

11. Spin -column 1,5 ml toplama tiipline aktarildi ve S00 pl CW2 solusyonu
eklendi.

12. 12000 rpm de 1 dk santrifiij edildi.

13. 12000 rpm de 2 dk santrifiij edildi.
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14. Spin -column 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine alinarak oda sicakliginda 2-3 dk
bekletildi.
15. Buffer CE kullanilmak tizere 70 C de 1s1tild1
16. 100 pl Buffer CE eklendi ve oda sicakliginda 2 dakika bekletildi.
17. 12000 rpm de 1 dk santrifiij edildi.
Elde edilen DNA’lar PCR c¢alismalarinda kullanilincaya kadar -20°C’de

muhafaza edildi.

Tablo 1. C. pseudotuberculosis 'in genel primerleri

Amplikon Primerler
biuiyiikligi (bc¢) (Forward/Reverse)
Genel F: 5> ACCGCACTTTAGTGTGTGTG -3’
Primer 816 R: 5> TCTCTACGCCGATCTTGTAT-3’

Tablo 2. C. pseudotuberculosis’in subtip tespitinde kullanilan primerler

Amplikon Primerler

biiyiikliigii (b¢) (Forward/Reverse)

PLD 203 F:5>’ATAAGCGTAAGCAGGGAGCA-3’
R: 5> ATCAGCGGTGATTGTCTTCC-3’

Tablo 3. PCR MiX

PCR bileseni Bilesen miktari
ddH>0O 10,2 pl
Q Solution 2 ul
Buffer 2 ul
MgCl 1,6 ul
dNTP 1,6 ul
Primer F 0,2 ul
Primer R 0,2 ul
Tagpolimeraz 0,2 ul
DNA 2 ul
Toplam reaksiyon miktari 20 pl
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Genel ve C. pseudotuberculosis PLD primerleri i¢in kullanilan primerin
baglanma derecelerini belirlemek i¢in farkli 1silarda c¢ogaltildi ve jelde yliriitiilen
DNA’lar parlaklik derecelerine gore baglanma dereceleri belirlenerek PCR protokolii
olusturuldu

Tablo 4. PCR 1s1 donglisii

Sicakhik Siire Dongii sayis1
94°C 5 dk 1
94°C 45 sn
57°C 45 sn 35
72°C 1 dk
72°C 7 dk 1
4.2.3.3. 2. Jel elektrofarez yontemi

Jel hazirlama

5X TBE hazirlamis1

- EDTA : 20 ml (0.5 M, pH: 8)

- Tris :54 ¢

- Borik Asit :275¢g

Yiikleme Tamponu (Orange G)

- Orange G :25 mg

- Gliserol :3ml

-5X TBE :2ml

- Distile su :5ml

Molekiiler agirhk standardi
- Distile su 24 ul
- Blue loadingdye  : 1 pl
- DNA loader s lpl

32



Yontem

1. Jel yiiriitme tamponu hazirlamak i¢in; 20 ml EDTA ve tartilan kimyasallar
1000 mI’lik sise icerisine alind1 ve iizeri 1000 ml’ ye kadar distile su ile tamamlandi.
Jel hazirlamak ve tank igerisinde jel yiiriitiirken kullanmak i¢in hazirlanan 5X TBE’
den 200 ml 5X TBE’den alinip iizerine 800 ml distile su eklenerek 1X TBE
hazirlanmistir.

2. Jel i¢in; 100 ml 1X TBE i¢ine 1.5 g agaroz tartild1 ve karisim igerisindeki
agaroz kristalleri ¢oziiliinceye kadar mikrodalgada 1sitildi. Daha sonra hazirlanan jel
icerisine 5 pl etidyum bromiir eklenerek tarakli tanka dokiildii ve 45 dk jelin kristalize
olmasi i¢in beklenildi. Donan jel icerisinden taraklar ¢ikarilarak jel yiirlitme tankina
yerlestirildi.

3. Tankin i¢i jel ylizeyini kaplayacak kadar 1X TBE tamponu ile dolduruldu.

4. Amplifiye edilen DNA’dan 10 pl ve ylikleme tamponundan 2 pl alinarak
ayr1 bir yerde pipetlenip totalde 12 pl olacak sekilde jel igindeki kuyucuklara yiiklendi.

5. DNA’larin agirliklarina goére dizilimini belirlemek icin 5 pl marker DNA
ornekleri gibi ilk kuyuya yiiklendi. Yiiklenen DNA’lar tank i¢inde 60 Amper, 110 Volt
da 30-35dk yiiriitildi.

6.Agaroz jel tanktan cikarilarak transliminatore aktarildi. Transliminatorde,

DNA’larin agirliklarina gore olusturdugu bantlar UV 15181 altinda incelendi.

4.2.4. istatiksel Analizler

Verilerin analizi SPSS 22.0 istatistik programi kullanilarak gergeklestirildi.
[statistiksel analizlerde uygun veriler, tanimlayici istatistikler (say1, yiizde olarak)

olarak sunuldu.
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S.BULGULAR

5.1.Klinik muayene bulgular:

Klinik muayenede tiim koyunlarin lenf yumrulari muayene edildi. Palpe edilen
parotis, retrofarengeal, submandibular ve preskapular lenf yumrularinin ayri ayr tek
basma ya da beraber apse formunda oldugu tespit edildi. Biiylimiis genislemis lenf
yumrularmin kivami sert ya da yumusakti ve palpasyonda agr1 bulgusuna rastlanmadi.
Apse igerisindeki irinin kokusuz, renginin kremsi ila yesilimsi ve kivaminin sulu veya
kat1 oldugu goriildii. Baz1 apselerin iizerindeki deride bulunan yiinlerin dokiildiigii bazi
apselerinde doku biitlinliigiiniin bozuldugu ve disariya dogru fistiillesmis oldugu tespit
edildi. KLA’nin kronik olmasi ve subklinik seyretmesi nedeniyle yapilan temparatiir,
nabiz ve solunum muayene bulgular: referans araliklari igerisinde oldugu tespit edildi.
Bu nedenle istatiksel olarak anlamli bulunmadi. Akciger auskultasyonunda herhangi bir
patolojik ses alinmadi. Sistemik bir enfeksiyon belirtileri gozlemlenmedi. Etkilenen

lenf yumrularinin yeri kaydedildi.

Resim 1. KLA ile enfekte etkilenmis kapali submandibular lenf yumrusunu gosteren
koyun
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Resim 2. (A) Ac¢ilmis parotis lenf yumrusu ve (B) kapali preskapular lenf yumrusu
birlikte gosteren KLA ile enfekte koyun

Resim 4. Etkilenmis kapali parotis lenf yumrusu (A) ve postmortem goriintlisiinii
gosteren KLA ile enfekte koyun (B)
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Resim 5. Postmortem muayenede kalp (A), akciger goriintiisii (B), preskapular lenf
yumrusu (C) goriintiisii gosteren nekropsi bulgular

Tablo 5. Yiizeysel lenf yumrularinda dagilim

Lenf Yumrusu Say1 Yiizde %
Parotis 38 42,2
Submandibular 18 20,0
Retrofarengeal 8 8,8
Preskapular 2 2,2
Parotis+Submandibular 15 16,6
Preskapular +Parotis 1 1,1
Retrofarengeal +Parotis 8 8,8
Toplam 90

5.2. Bakteriyolojik bulgular

KLA semptomlar1 gosteren 90 adet koyunda apselesmis lenf diigiimleri
iceriginden swapla alinan irin 6rnekleriyle bakteriyolojik kiiltiirde ekim yapildi. 90
ornekten 12 (%13,3)’sinde C. pseudotuberculosis izole edilirken, 16’sindan
Staphylococcus aureus, 8’inde Streptococ spp. ve 6’sinda E.coli kolonileri goriildi ve

48 (%53,3) kiiltiirde hi¢ tireme olmadi. 12 Ornekten 11 tanesi ELISA ve PCR
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bulgulariyla uyumlu oldugu 1 6rnegin ise sadece PCR analizi ile uyumlu oldugu tespit

edildi.
Tablo 6. Kiiltiir Orneklerinin Istatistik Sonuclar1
Frequency Percent Valid Percent | Cumulative
Percent
Valid Negatif | 78 86,7 86,7 86,7
Pozitif 12 13,3 13,3 100,0
Total 90 100,0 100,0
Tablo 7. Bakteriyolojik bulgular
Tir Say1
C. pseudotuberculosis 12
Staphylococcus aureus 16
Streptococcuss spp 8
E. coli 6
Toplam 42

5.3. ELISA bulgulan

Yapilan seolojik incelemelerde, test edilen 90 adet kan serumu 6rneginden C.
pseudotuberculosis PLD antikorlart 17 (%18,8)’sinde pozitif saptanirken, 73
(%81,1)’linde antikor saptanmadi. 17 6rnekten 11 tanesi kiiltiir ve PCR analizleriyle

uyumlu bulunurken 6 tanesinin sadece PCR analiziyle uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Tablo 8. ELISA Sonuglari

Frequency Percent Valid Percent | Cumulative
Percent
Valid Negatif | 73 81,1 81,1 81,1
Pozitif 17 18,9 18,9 100,0
Total 90 100,0 100,0
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5.4. PCR bulgulan

Apselesmis lenf yumrularindan alinan 90 adet swap Orneginden yapilan PCR
analizlerine gore C. pseudotuberculosis PLD geni 26 (%28,8)’sinda pozitif bulundu.
Numunelerden 64 (%71,1)’linde C. pseudotuberculosis PLD geni negatif olarak
saptand1. 26 6rnekten 11 tanesi kiiltiir ve ELISA analizleri ile uyumlu bulunurken 6

tanesi sadece ELI SA ile uyumlu, 1 tanesi sadece kiiltiir ile uyumlu, 8 tanesi de sadece

PCR pozitif bulunmustur.

Tablo 9. PCR Sonuglari

Frequency Percent Valid Percent | Cumulative
Percent
Valid Negatif | 64 71,1 71,1 71,1
Pozitif 26 28,9 28,9 100,0
Total 90 100,0 100,0

1200 bp

800 bp

500 bp

200 bp

Resim 6. M: Marker; Serit 1: Kontrol grubu genel primerleri: 816 bp, Serit 2: Kontrol
grubu PLD: 203 bp, Serit 3,4: Hasta grubu genel primerleri, Serit 5,6: Hasta grubu
PLD, Serit 7,8: Negatif kontrol grubu
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Tablo 10a. KLA enfekte koyunlara ait 90 adet materyalin laboratuvar bulgulari

Materyal Kiiltiir ELISA PCR
numarasi
1 - - -
2 - - +
3 + + +
4 - - +
5 - - -
6 - - -
7 - - -
8 + + +
9 - - +
10 + + +
11 - - -
12 - - -
13 - - -
14 - - -
15 - + +
16 + + +
17 - + +
18 - - -
19 - - -
20 - + +
21 - - -
22 + + +
23 - - -
24 - - -
25 - - -
26 - - -
27 - - -
28 + + +
29 - - -
30 - - -
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Tablo 10b. KLA enfekte koyunlara ait 90 adet materyalin laboratuvar bulgulari

Materyal

numarasi

Kiiltiir

ELISA

PCR

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

40




Tablo 10c. KLA enfekte koyunlara ait 90 adet materyalin laboratuvar bulgulari

Materyal

numarasi

Kiiltiir

ELISA

PCR

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

TOPLAM

12

17

26

%

13,3

18,8

28,8
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6. TARTISMA

KLA, koyun ve kegileri diinya ¢apinda etkileyen ve 6nemli ekonomik kayiplara
neden olan, yiizeysel ve visseral lenf yumrularinda graniilomatéz lezyonlarla
karakterize kronik ve zoonoz bir hastaliktir (29,30). C. pseudotuberculosis’in sahip
oldugu iki viriilans faktoriin hastaligin gelisiminde 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir.
Bunlardan birincisi, vaskiiler gecirgenligi artirarak patojenin konak¢i i¢inde
yayilmasina aracilik eden ekzotoksin fosfolipaz D'dir. Ikincisi, bakterilerin fagositler
tarafindan sindirilmesine engel olan hiicre duvari yilizey lipidi olan mikolik asittir
(20,24,28).

KLA diinya genelinde basta Avrupa, Afrika, Avustralya, Giiney ve Kuzey
Amerika, Orta Dogu olmak iizere bir¢ok iilkede goriildiigli bildirilmektedir.
(1,8,10,21,29,94). 1996-2004 yillar1 arasinda KLA ile ilgili 201 iilkeden 64’iinde
bildirim yapildig1 ifade edilmistir (8).

Arastirmacilarin  yaptigr calismalarda, asilama, hijyen ve eradikasyon
programlarinin uygulanmasindan sonra KLA prevalansinin %26 bulundugu
bildirilmigtir (17). Ayn1 iilkede sonraki yillarda Avustralya'da yetiskin koyunlar
arasinda KLA'nin ortalama prevalanst 1973'te %58 ve 1984'te %53 olarak
bildirilmistir (5).

Stoops ve ark (32). ABD’nin ozellikle bati boélgelerinde yaptiklart bir
arastirmada, koyunlarda KLA prevalansin1 klinik olarak %42,4 bulduklarini,
bakteriyolojik analizde ise %12,6 oraninda izole ettiklerini bildirmislerdir.

Selim ve ark. (71) Misir’da klinik olarak muayene edilen 3471 koyundan
yiizeysel lenf yumrular1 apselesmis 129 koyun tespit etmis ve KLA prevalansini %3,71
olarak bildirmistir. Etkilenen 129 koyundan, lenf nodu lezyonlarinin dagilimi parotis
57 (%44,19), submandibular 49 (%37,98), preskapular 18 (%13,96) ve prefemoral 5
(%3,87) oldugu bildirilmistir. Parotis ve submandibular lenf yumrusunun fazla
goriilmesinin nedeni bas bolgesindeki yara veya siyriklarin hastaligin bulagsmasina
neden oldugu diisiiniilmektedir.

Mubarak ve ark. (72) Misir’in Assiut ilinin 4 farkl ilgesinde 1252 koyun ile
beraber 520 ke¢i KLA klinik yoniinden arastirmis ve genel prevalansin koyunlarda
% 6,78, kecilerde ise % 4,81 olarak bildirmislerdir. En ¢ok parotis lenf yumrusunun
etkilendigi ifade edilmistir.
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Jung ve ark. (119) Kore’de iilke genelinde 40 siiriiden toplam 466 kegi klinik
olarak incelenmis ve KLA prevalansi 34 (%7,3) olarak bildirilmistir. En ¢ok parotis,
submandibular ve servikal lenf diigiimlerinin etkilendigi ifade edilmistir.

Tripathi ve ark. (120) Hindistan’da KLA yoniinden arastirilan 752 kegide
yapilan klinik muayenede KLLA prevalans1 %4,38 (33/752) olarak bildirmistir.

Kumar ve ark. (121) Hindistanda yapilan bir diger arastirmada 1.080 koyun
apselesmis lenf yumrularindan yapilan klinik muayenede KLA prevalansi 25 (%2.31)
olarak bildirmistir.

Chirino-Zarraga ve ark. (73) Venezuala’da 18 kegci ¢iftlikliginde toplam 2.604
kegiden 65 kegide apse oldugunu ve apse iceriginden yaptiklar1 bakteriyolojik analizde
ciftliklerin genel prevalansin %0 ile %8 arasinda degistigini bildirmistir.

Rawashdeh ve ark (29) Urdiin'deki bes siiriiden toplam 876 koyun iizerinde
yaptig1 aragtirmada KL A prevalansini %15,3 olarak bildirmistir.

Al- Harbi ve ark. (122) Orta Suudi Arabistan’da 15 koyun ve 12 kegi ¢iftliginde
yaptiklar1 bir aragtirmada klinik olarak KLA semptomlar1 gdsteren hasta koyun ve
kecilerin yiizeysel lenf diiglimlerinden aldiklar1 120 irin 6rneginden hastaligin
prevalansi koyun ¢iftliklerinde %5- %44,1 arasinda degistigi, kegi ciftliklerinde ise
%?2,2 — %6,5 arasinda oldugunu bildirmislerdir.

Guimaraes ve ark. (123) Brezilya'da mezbahada yapilan bir arastirmada,
postmortem muayenede koyunlarin %15,3'lnilin preskapular ve submandibular lenf
diigiimlerinin etkilenmis olmasina ragmen 2.470 koyundan 805 serum Orneginin
alindig1 ve hayvanlarin %43,7'sinin seropozitif bulundugu bildirilmistir. Bu nedenle,
enfekte hayvanlarin cogunun klinik belirti gdstermeyebilecegi ifade edilmistir.

Tiirkiye'nin farkli bolgelerinde yapilan ¢esitli arastirmalar KLA nin koyun ve
kecilerde varligini bildirmislerdir (2, 6, 19, 20, 24, 25, 30, 69, 85, 93, 94). Ayni sekilde
farkli bolgelerde yapilan mezbaha bazli arastirmalar ise KLA'in kiiclikbas
hayvanlarda 6zellikle koyunlarda %0,6 ile %55,1 arasinda degisen oranlarda yaygin
oldugunu gostermistir (19, 25, 85).

Cetinkaya ve ark. (19) Elaz1g yoresindeki mezbahada incelenen 2046 koyun
karkasindan KLA siipheli 71 (%79,8) 6rnekte KLA prevalansinin % 3,5 bulundugu

bildirilmistir. En ¢ok preskapular lenf yumrusunun etkilendigi ifade edilmistir.
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Erganis ve ark. (25) mezbahada incelenen 15756 koyunun 100’iinde bulunan
purilan lenf yumrularinin bakteriyolojik incelemesinde 16 (%0,6) C.

pseudotuberculosis izolasyon oranini bildirmistir.

[lhan Z. (85) mezbahada 147 apseli lenf yumrusu dokusundan aldig1
orneklerden yaptig1 bakteriyolojik ekimde orneklerin 81’inde (%55.1) C.
pseudotuberculosis’i izole ettigini bildirmistir. Bu arastirmanin elde edilen sonuglara
gore C. pseudotuberculosis’in kiiltiirde pozitif oraninin yiiksek bulunmasi igin apse
iceriginden ziyade total apse ekstraksiyonunun yapilmast ve apse dokusundan
bakteriyolojik kiiltiir yapilmas: gerektigi kanisina varimistir. Bu oranin yaptigimiz
calismadan yiliksek bulunmasinin sebebinin apseli lenf yumrusu dokusundan
bakteriyolojik ekim yapilmasi ve bu nedenlede ¢alismamizda kullandigimiz irin
ornegindeki diger patojenlerin varligi veya C. pseudotuberculosis’in irin iginde

bulunmamasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Bu calismada; klinik muayenesi yapilan 2650 koyun igerisinden parotis
submandibular, retrofarengeal ve preskapular lenf yumrularindan bir veya birkaci
birlikte apselesmis 90 koyun arastirmaya dahil edildi. Klinik semptom gdsteren
koyunlarin orani (%3,4) olarak belirlendi. En ¢ok etkilelen lenf yumrusunun sirayla
parotis 38 (%42,2), submandibular 18 (%20), retrofarengeal 8 (%8,8), preskapular 2
(%2,2) etkilenmis oldugu tespit edildi.

Bu calismanin bulgulari; arastirmacilarin (19, 25, 71) bulgulan ile benzerlik
gosterdigi, arastirmacilarin (17, 32, 72, 73, 29, 85, 119, 120, 122) bulgulariyla farklilik

arz ettigi gorilmiistiir.

Parin ve ark. (94) Aydin ilinde klinik olarak 100 koyununun yiizeysel lenf
yumrularindan aldiklart irin 6rnekleriyle yaptiklar: bakteriyolojik kiiltiirde 17 (%17)
C. pseudotuberculosis izolasyonuna ek olarak, 22 (% 22) Staphylococcus spp. 20
(%20) Streptococcus spp, 16 (%16) Bacillus sp. ve 13 (% 13) Pasteurella spp. izole
edildigini bildirmislerdir.

Zavoshti ve ark. (124) Iran’da mezbahada 468 koyun karkasindan aldiklar1 lenf
yumrularmin yapilan bakteriyolojik kiiltiire gore KLA prevalanst 59 olguda (%12,60)
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olarak ifade edilmistir. Ayrica 12 (%2.56) olguda Staphylococcus aureus, 4 (%0,85)
olguda Bacillus ve 3 (%0,64) olguda hem C. pseudotuberculosis hem
de Staphylococcus aureus 1zole edildigini bununla beraber en ¢ok preskapular lenf
yumrusunun etkilendigini bildirilmistir.

Zamprogna ve ark. (125) Brezilya’da mezbahada 197 koyunun lenfadenitli
viseral lenf diigimiinde ve 202 saglikli viseral lenf diiglimiinde yaptiklar
bakteriyolojik tanimlamaya gore, C. pseudotuberculosis (86/197; % 43.7),
Streptococci y-hemolitik (17/197; % 8,6) ve Trueperella pyogenes (12/197); %6,1),
goriintiste saglikli lenf diigiimlerinden ise Staphylococci ( 53 / 202; % 26.2) izole
edildigini bildirmistir.

Chikhaoui ve ark. (126) Cezair’in Tiaret bolgesinde 4.419 koyun {iizerinde
yapilan klinik muayenede KL A prevalansi %5,7 olarak bildirilmistir. En ¢ok etkilenen
yiizeyel lenf nodlari (%46,1) oramiyla mandibular lenf nodlari oldugu ifade
edilmistir. KLA lezyonlar1 gosteren 105 vakadan C. pseudotuberculosis (%53,6),
Staphylococcus aureus (%43) ve Escherechia coli (%17,9) ile karisik enfeksiyon
olarak izole ettiklerini ifade etmistir.

Bu calismada bakteriyolojik kiiltiirde C. pseudotuberculosis izolasyonuna ek
olarak 12/90 (%13,3) Staphylococcus aureus 16 (%17.7) Streptococcus spp 8 (% 8.8),
Escherechia coli 6 (% 6.6) izole edilmistir.

Bu aragtirmada bakteriyolojik bulgular arastirmacinin (124,126) bakteri tiirleri
ile benzerlik gostersede aragtirmacilarin ( 94,125) bulgulariyla farklilik arz etmektedir.
Bakteri izolasyonunun apse merkezinin neredeyse steril olmasina, bakterinin lezyonlar
icindeki dagilimina, enfeksiyonun asamasina, hayvanin bagisiklik durumuna,
antimikrobiyal tedaviye ve diger bakteriyel ajanlarin ortamdaki varligina baglh oldugu
bildirilmistir (122). Bu ¢alismada elde edilen C. pseudotuberculosis izolasyon oraninin
bu nedenlerle diisiik bulundugu diisiiniilmektedir. Ayrica bu farkliligin yiizeysel lenf
yumrularinda apse olusumuna C. pseudotuberculosis disinda birgok bakteri tiiriiniin
neden olabileceginden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Alves ve ark. (127) Kuzeydogu Brezilya’da 196 ciftlikten 2312 koyun
serumundan yaptiklar1t ELISA analizlerine gore siirii diizeyinde KLA prevalansini %
91,30 ile %93,35 arasinda bulduklarini bildirmislerdir. Yine Brezilya’da yapilan baska

bir arastirma (128) Brezilya'nin Minas Gerais eyaletindeki 108 keci siirlisiinden 676
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serum Ornegi toplanmig ve ELISA analizleri ile KLLA seroprevalanst %78,9 olarak
bildirmistir. Ayn lilkede yapilan bir diger arastirmada 218 c¢iftlikten 2571 keginin
ELISA analizleri ile KLA seroplevansi en yiiksek (%94,5) ve en diisiik (%70,3) olarak
bulundugu ifade edilmistir (129).

Costa ve ark. (130) Portekiz’de 756 kiigiikbas hayvandan ELISA analizleri ile
KLA prevalanst %34 (258 / 756) olarak ifade edilmistir.

Selim ve ark. (131) Misir’in farkli bolgelerinden alinan 346 koyun serumu
ornegi ELISA kullanilarak C. pseudotuberculosis en yiiksek prevalanst Sherbin'de
(%83,6), Mansoura (%74,4) ve Belkas'ta (%65,4) degisen oranlarda bulundugu
bildirilmistir.

Aslan ve ark. (20) Kayseri’de 25 farkli koyun siirlistinden secilen 379
Akkaraman koyun serumundan yapilan ELISA sonuglarina gére KLA seroprevalansi
138 (%36,4) olarak bildirilmistir.

Mevcut caligmada klinik olarak semptom gdsteren 90 koyun serumunda
ELISA yontemiyle PLD antikorlar1 17 (%18,9) ’sinde pozitif saptanirken, 73 (%81,1)

"linde antikor saptanmadi.

Mevcut ¢alismada koyunlarda ELISA ile saptadigimiz %18,9 KLA oraninin,
diger arastiricilarin (20,127-131) bildirdigi oranlardan diisiik oldugu kaydedildi.
Enfeksiyonun prevalansindaki bu farkliliklarin nedeninin KLA prevalans: yliksek
iilkelerde yetersiz hayvan sagligi politikalarina ve kii¢iik ruminant yetistiricilerinin
KLA’ya karst profilaktik onlemlerin almamasina bagli oldugu diisiiniilmektedir.
Bunun yaninda KLA’ya karsi koyunlarda bagisiklik sisteminin heniiz antikor
olusturacak diizeye gelmemesinden dolayr ELISA negatif oraninin yiiksek olabilecegi

tahmin edilmektedir.

Costa ve ark. (132) Portekiz’de mezbahada gozlemlenen 335 kiiglik ruminant
hayvanlarin visseral organlarindan aldiklari 6rneklerle yaptiklart PCR analizinde KLA

prevalansin1 %17,24 olarak bulduklarini bildirmislerdir.

Nassar ve ark. (118) Brezilya’da mezbahada akciger, karaciger, kalp ve

mediastinal lenf yumrularinda 125 ve saha kosullarinda yiizeysel lenf yumrular
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apselesmis koyunlardan alinan 77 6rnek ile yapilan PCR analizleri sonucunda toplam

202 ornekten 110" u (%54) pozitiflik saptandigini bildirmislerdir.

Jung ve ark. (119) Kore’de klinik muayenede ylizeysel apseleri olan 466
keciden KLA prevalansini 34 (%7,3) olarak bulmus daha sonra 34 keciden aldiklar
orneklerle bakteriyolojik kiiltiir yaparak 24 kegide C. pseudotuberculosis izole
etmiglerdir. PCR analizleriyle 24 (%70,6) 6rnegin tamamini pozitif saptadiklarini
bildirmislerdir.

Bu arastirmada PCR bulgular1 aragtirmacinin (132) buldugu orandan yiiksek,
arastirmacilarin (118,119) bulgularindan diisiik oldugu goriilmiistiir.

Mevcut arastirmada Diyarbakir yoresinde koyunlarda yapilan klinik
muayenede yiizeysel lenf yumrulari (parotis, submandibular, retrofarengeal ve
preskapular) apselesmis KLA belirtileri gdsteren 90 hasta koyunun lenf yumrularindan
alian swap 6rnekleri PCR yontemi ile incelenmis ve 6rneklerin 26 (%28,8)’inde KLA

yoniinden pozitiflik saptanmastir.

47



7. SONUC ve ONERILER

Bu aragtirma ile Diyarbakir yoresinde KLA hastaliginin oran1 koyunlarda PCR
analizleri ile %28,8 olarak bulunmustur.

Tiirkiye’de KLA bildirimi zorunlu bir hastalik olmadigi i¢in hayvan sahipleri
tarafindan 6nemsenmemektedir. Hayvan yetistiricilerinin yiizeysel apseler i¢in
sadece semptomatik tedaviye yonelmeleri ve yeterli profilaktik Onlemleri
almamalar1 nedeniyle hastalik yayginligin1 korumaya devam etmektedir.
Hastaligin siiriilere bulagsma riskini azaltacak en giivenilir profilaktik yontem,
enfekte hayvanlarin belirlenip siirliden uzaklastirilmasi ve saglikli hayvanlarin
asilanmasidir.

KLA’nin kontrolii i¢in asilarin dogru kullanimini siirii sahiplerinin ve teknik
personellerinin siiriiyii hastaliktan korumaya ve alinacak tedbirler konusunda
bilgilendirilmesiyle hastalikla miicadelede daha ¢ok basar1 elde edilebilir.
Enfekte siiriilerde dogan kuzu ve oglaklarin annelerinden ayrilip, saglikli koyun
veya keciden alinan siitle beslenmeleri saglanmalidir.

Agillarda dikenli tel ¢it, ¢ikintilt ¢iviler ve kenarlar piiriizlii besleme oluklar
gibi KLA’nin bulagmasina neden olan ¢evresel tehlikeleri ortadan kaldirmak i¢in
onlemler alinmalidir.

Kullanilacak cerrahi ekipmanlarinin, kesme bicaklari, etiketleme ekipmani ve
dovme aletlerinin dezenfekte edilmesiyle bakterinin iyatrojenik yayilimi
Onlenebilir.

Stirtiniin yaslt koyunlarini olusturan %10 ile %20 ‘lik kisminin geng ve saglikli
hayvanlarla degistirilmesi ile siirlide enfekte hayvan goriilme olasiligim
azaltacagi kanaatine varilmistir.

Profilaktik 6nlemlerin alinmamasi ve asilamanin yaygin olmamasi hastaligin
iiretim ag1 boyunca bulasmasina neden olacagindan hayvan sahipleri ve
yetistiricilerine hastalikla miicadele ile ilgili egitim verilmesi gerektigi kanaatine
varilmustir. Ureticiler i¢in hastalik kontrolii ve izleme konusunda bilgilendirme

ve iyilestirme politikalar1 tesvik edilmelidir.
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11-

10-

KLA i¢in hiimoral yanitin yani sira dayanikli bir hiicresel yanitin indiiklenmesinin
hastaligin kontrolii i¢in biiyiik fayda saglayacag: diisiiniilmektedir. Bu anlamda, C.
pseudotuberculosis antijenlerinin arastirilmasi, hiicresel bagisikligin uyarilmasi,
spesifik tani testlerinin ve daha verimli asilarin gelistirilmesi gerektigi kanaatine
varilmgtir.

KLA enfeksiyonunun ekonomik 6nemine iliskin nicel veriler elde etmek i¢in biiytlik
Olcekli epidemiyolojik caligmalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu calismada elde
edilen bulgular ve daha 6nce yapilan calismalar 15181nda, bu hastaligin ekonomik
etkileri de goz oOnilinde bulundurularak etkili asilama programlari1 ve alternatif
kontrol stratejilerinin gelistirilmesi gibi 6nlemlerin alinmasi gerektigi kanisina

varilmstir.
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