VIBRiOSiS BAKIMINDAN MUCUS - AGLUTINASYON TESTIiYLE
ARASTIRMA

Mesadet DOGUER (*)

1960 yilinda kisir ineklerde Tampon testle yapilan arastirma-
ya baz1 sebeblerden devam edilememisse de, Brusellosis bakimin-
dan laboratuvara génderilen vajen mayileri Vibriosis bakimindan
da Mucus - aglutinasyon testine tabi tutulmus; ayni zamanda, An-
kara Et-Balik Kurumu kesimhanesinden temin edilen materyal-
ler de bu arastirmaya dahil edilmistir. Sun’i tohumlama bizde de
genis Slciide tatbike baslatildigindan anzootik —steriliteye sebeb
olan bu hastaligin bilhassa sigir yetistiren kurumlar i¢in dnemi
vardir.

Tiirkiye’de Veteriner tababetde bu konuda yapilmis iki arastir-
maya (7,4) tesadiif edilmis buna mukabil yabanci memleketlede has-
talifin 6nemi sebebiyle bu hususda genis arastirmalara yer verilmis-
tir. Lawsen ve Mackinnon (11) Vaginal - mucus aglutinasyon tes-
tini serolojik testlere tercih ettiklerini, yine aym arastiricilar Law-
sen ve Mackinnon (12) aglutininlerin vajen mayiinde enfeksiyon-
dan 2-15 hafta sonra meydana ¢iktigini, 3090 numunenin muaye-
nesine gore, enfeksiyon esnasinda % 41.7 nisbetinde miisbet reak-
siyon bulunmasima mukabil, oestrus zamaninda alinan numuneler-
de ise positif nisbetinin % 5.5 olarak tesbit edildigini, Durusan ve
Doguer (5) sigirlarin hastaligi ekseriya genital yolla sun'i veya ta-
bii ilkah esnasinda aldigini, bununla beraber kontamine yem, su
ve direkt temas ile de sirayet edebilecegini, hastaligin ilk safha-
sinda kan serumu testinin, orta ve nihayetine dogru da Tampon
testinin bir kiymeti oldugunu, enfektelerde aglutininlerin ekseriya
6 ay icinde kaybolduklarini, Ertiirk (7) enfekte sigirlarn kan se-

(*) VYetistirme Hast. Lab. Sefi
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rumlariyle Komplement - fixasyon, Vaginalmiikiis, aglutinas-
yon testlerini mukayeseli olarak uygulandigini, miisbet vak'alan
meydana c¢ikarmak bakimindan aglutinasyon ve C.F reaksiyonlar
arasinda fazla bir fark olmadigim, C.F testinin bakteriolojik ve se-
rolojik muayenelere yardime1 ve destekleyici bir reaksiyon oldu-
gunu, Blom (3) Danimarka adalarindan birinde Tampon testle yap-
t181 bir arastirmada, mevcut sigirlarin % 97’sini teste tabi tuttu-
gunu, 24.905 tampon numunesini muayene ettigini, Vibrio fetus
bakimindan aglutinasyon testiyle 188 numuneyi positiv buldugunu,
209 numuneyi de siipheli olarak tesbit ettigini, 1 ve 6 no'lu suslar-
la antijeni kendisinin hazirladigini; Laing (10) 42 bas enfekte inek-
te yaptig1 miisahadelere gore enfeksiyondan sonra 14-105 giinler
arasinda vajen mayiinde aglutininlere rastlandigim1 ve bunlarin
3-10 ay devam ettigini enfeksiyonu miiteakip 5 haftadan evvel nu-
mune alinmamasin, titre cok diisiik bulundugundan kronik hasta-
likli, yasli, ineklerden de numune alinmamasini, oestrus esnasinda
da alinan numunelerin hayvan enfekte oldugu halde menfi netice
verdigini, misal olarak enfektelerden eostrus zamaninda alinan nu-
munelerde % 18 miisbet bulundugu halde ayn; ineklerin baska bir
zamanda yapilan muayenelerinde positif nisbetinin % 68 oldugu-
tiu; Morgan (13) diagnostik bakimindan mucus - aglutinasyon testi-
nin, serum aglutinasyon testine nazaran daha giivenilir, spesifik
bir test oldugunu, yeni enfektelerden elde edilen vaginal mucus-
dan Vibrio organizmlerinin de izole edilebilecegini; Kenneth (8)
Vibriosis’in ineklerde cervicitis, endometritis ve salpingitis’e sebep
oldugunu, fakat bogalarda lezyon miisahade edilmedigini, ineklerin
gebe kalamamalarina, gebeligin herhangi bir safhasinda embryo-
nic oliimlere, sikitlara sebebiyet verdigini, hastaligin nature] ser-
vis veya antibiotikle muamele edilmemis semen mayii ile yapilan
artificial inseminasyon ile yayildigini, enfeksiyonun bogalara da
gectigini; Ayalon ve Neeman (2) Israil hiikiimetinin Tiirkiye’den
ithal ettigi ineklerden 104'tinii Mucus - aglutinasyon testine tabi
tuttuklarim, % 20 positiv ve % 25 siipheli reaksiyon elde ettikleri-
r:i; Doguer (4) muhtelif haralara ait 106 bas kisir inege mahallinde
hususi bir aletle tampon tatbik edilerek alinan vajen mayii numu-
relerinin laboratuvarda teste tabi tutuldugunu ve 8 siipheli reaksi-
yon elde edildigini; Atilgan (1) Vibriosis'in teshisinde kan serumu
ile aglutinasyon testinin bilhassa diisik yapmis ineklerde % 80
nisbetinde iyi sonuc veren bir metod oldugunu; Elde .(6) genital

28



Vibriosis'in teshisinde Vaginal - mucus aglutinasyon ve Komple-
ment - fixasyon testlerinin cok kullamildigini, serum aglutinasyon
testinin ise pek az bir kiymeti oldugunu, Vaginal - mucus testinin
daha ziyade siirii muayeneleri bakimindan bir degeri oldugunu,
aglutininlerin vaginal mayide tesekkiilii bakimindan servisden son-
1a bes haftadan evvel numunelerin alinmamasimi, enfeksiyona ya-
kalandiktan sonra 5-16inc; haftalar icinde en yiiksek titre elde
edilebilecegini, oustrus esnasinda toplanan numunelerden negativ,
Kanli numunelerden ise yanlis positiv neticeler alindigini; Young
(15) 1104 inege ait vaginal mucus numuneleriyle aglutinasyon tes
ti yapildigini, postiv reaksiyon nisbetinin % 3-28 arasinda degis-
tigini; Murth ve arkadaslar: (14) iic nevi antijenle vaginal mayileri
aglutinasyon testine tabi tuttuklarini, 121 numuneyi miisbet ve siip-
heli bulduklarim bildirmislerdir.

1960 dan sonraki yillar icinde de hastaligin 6nemi dolayisiyle
calismalara devam edildigini yukarida belirtmistik. Bundan baska
bu arastirmaya devam edilmesinin diger bir sebebi de, Ayalon ve
Neeman (2) mn, Israil hiikiimetinin Tiirkiye'den ithal ettigi sigr-
lar1 Mucus - aglutinasyon testiyle muayene ederek % 20 nisbetinde
reaktor tesbit ettiklerini bildirmeleridir. Enfeksiyon nisbetinin
viiksek olusu, laboratuvarimizda bu hastaligin teshisinde de calis-
mamizi lizumlu kilmistir, Yazida bu arastirmadan elde edilen ne-
ticelerden ve ilgili literatiirden bahsedilmistir.

MATERYAL VE METOD

Test'de kullanilan vajen mayii numuneleri ii¢ sekilde temin
edilmistir :

1 — Dr. Blom'un orijinal aletine gore hazirlanan cam cubuk-
larla alinan materyal adedi 312 dir.

2 — Ankara Et-Balik Kurumu kesimhanesine getirilmis olan
ineklerden, hayvan sahiplerinin riza géstermemeleri sebebiyle va-
jen mayii alinamadigindan, ineklerin kesimden sonra atilan geni-
tal organlar1 emaye kovalarda laboratuvara getirilerek, uteruslari
agilmis, mucoza cam bagetlerle kazinarak luzuci mayi ufak kava-
nozlarda toplanmistir. Bu sekilde elde edilen numune adedi 502
dir.
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3 — Hara ve bilhassa Seker sirketlerine ait kurumlardan labo-
ratuvara Brusellosis bakimdan muayene icin gonderilen 151 adet
inek vajen mayii ayni zamanda Vibriosis bakimindan da muayene-
ye tabi tutulmustur.

Ug sekilde elde edilen yekéin numune adedi 965 dir.

Test’'de kullamilan antijen, Kopenhag Devlet Veteriner Enstitii-
stinde Vibriosis laboratuvari sefi Dr. E. Blom'un ldboratuvarinda
hazirlanmis olan Cellular antijendir. Imal tarzini gordiigiimiiz bu
antijen catalase positiv 1 ve 6 No'lu iki Vibrio fetus susunun (Vi-
riden S. 37 ve Old Terpstra) Thiol vasatinda ve CO, atmosferi al-
tinda iiretilen dort giinliik kiiltiiriinden ibarettir. Kesif antijen Mc.
Farland 2’e gore diliie edildikten ve igine % 0.2 formol ilavesinden
sonra referens serumlarla titre edilir. Konsantre antijen bir kacg
yil aktivitesini muhafaza etmektedir.

BIRINCI METODDA KULLANILAN ALET

Ineklerden vajen mayii almak icin Dr. Blom ¢ok ucuza mal
olan bir defa kullanildiktan sonra atilan aleti: 40 cm. uzunlugun-
da parafine emdirilmis mukavvadan 1-1.5 cm. kutrunda iki ucu
agik bir boru ile, ucuna 20 x 13 cm. eb’adinda kesilip katlanmus
gazli bez ilistirilmis 50 cm. uzunlugunda ince bir degnekten iba-
rettir. Tampon renksiz keten iplikle bagli olarak sopamin ucuna
ilistirilmistir. Kullanilan ipligin boyu, vajenin disindan tutulup ge-
kilmesi i¢in bir metreye yakindir. Biz bu kalin kartonu temin ede-
medigimizden cam boru ile bu aleti yapmak zorunda kaldik. Ucu-
na aym sekilde gazli bezden tampon ilistirilmis olan tahta gubuk,
ucu disarda kalmiyacak sekilde cam boruya sokulur ve kagida sa-
til1 olarak takim edilir.

ALETIN TATBIKI

Bu takim, aseptik sartlarda vajene sokulup cervix uteriye ka-
dar itilir. Bu esnada tamponun kirlenmemesi i¢in cubuk cam bo-
runun icinde muhafaza edilir. Tampon, Cervix uteriye birakildik-
tan sonra cam boru igindeki cubukla birlikte disar1 alinir, kuyru-
ga sarilmamasi icin ipligin sarkan ucunun fazlas: kesilir. Takriben
1 g. agirhgindaki tampon yarim saat kadar icerde birakildiktan
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sonra ipligin ucundan tutulup disari gekilir. El degmeden agz1 ge-
nis, steril bir siseye konarak laboratuvara gonderilir.

GAZLI BEZIN SULANDIRILMASI

Vajen mayiini emmis olan bezin iizerine 6 ml. fenollii fizyolo-
jik su ilave edilip + 4 C da bir gece bekletildikten sonra tampon
sise icindeyken pensle sikistirilarak elde edilen luzuci mayi bir
tipde toplanarak santrifiije edilir,

MUCUS - AGLUTINASYON TESTI

Santrifiij tiipiiniin list kismindaki mayiden 0.5 ml. alinip
iki aglutinasyon tiipiine 0.25 ml. miktarinda tevzi edilip, iizerleri-
ne iki gesit antijenden 1 ml. ilave edilerek 37°C da 18 -24 saat bi-
rakilir. Bir vajen mayii numunesi i¢in iki gesit antijen kullanildi-
gindan iki seri tiip hazirlanir. Her takima ayrica positiv, negativ
ve mubhtelif titrelerde siipheli reaksiyon veren vajen mayii numu-
nelerinin, ayni zamanda spontan aglutinasyonun kontrolu igin de
iki tiip ilavesi uygun olur. Mucus az da olsa bir depo yaptigindan
tiipler sallanmadan okunmalidir. Su berrakligindaki bir reaksiyon
+ 4+ + lik reaksiyonu gosterir, ondan sonrakiler ++<-, + + ve
+- olarak kiymetlendirilir. % 50 nisbetindeki reaksiyonlar ve yu-
karis1 positiv, % 25 lik reaksiyonlar ise siipheli kabul edilir. Ilk
tiipte ++ + lik bir reaksiyon bile aktiv enfeksiyonu gosterir. Po-
sitiv reaksiyonlarda yukar:1 dilisyonlarla da calisilarak nihaj titre
tesbit edilir.

MUCUS MAYIl ALDIAK‘iCiN DIGER BIR SEKIL

Ineklerden vajen mayii almak icin bir ucu egri, diger pamuk
tikali ucuna ince lastik bir boru ilave edilmis olan uzun cam boru
kullanilmaktadir, Lastik borunun bos olan ucuna yani agza alinan
kismina ayrica ufak bir cam boru takilmistir. Mayi -emilerek alin-
maktadir. Bu usulle fazla miktarda materyal elde etmek miimkiin-
se de tehlikeli olmas1 sebebiyle kullanilmamaktadir, Bir tiipe ak-
tarilan materyalin bir volumuna dort volum fenollii fizyolojik su
ilave edilip yine bir gece sogukda birakildiktan ve santrifiije et-
tikten sonra iki ufak tiipe 0.5 ml. aktarilip iki nev’i antijenden. 0.5
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ml. ilave edilerek 37°C da bir gece bekletilir. Evvelce de. bahsedil-
digi gibi maximal titrenin tesbiti i¢in dilisyonlarmn katlar1 hazirla-
narak ayrica muayeneye tabi tutulur.

SONUQC VE TARTISMA

Resmi kayitlara gore, muayene edilen 965 adet inek vajen ma-
yiinin bir kismi kisir ineklere aittir. Yukarda bahsedilen metod-
larla muayene edilen 965 numuneden ancak 5 positiv, 15 siipheli
reaksiyon elde edilebilmistir., Miisbet reaktor orami % 0.51 dir.

Laboratuvarimizda bugiine kadar atik koyun ceninlerinin mi-
de muhteviyatlarindan dalak ve karacigerlerinden yine resmi ka-
yitlara gore 29 adet Vibrio fetus susu izole etmis olmamiza muka-
bil ineklere ait atik ceninlerden hig tiretemedigimiz gibi bugiine
kadar Tiirkiye’de ineklerden Vibrio organizmlerinin tiretildigi hu-
susunda ancak bir nesriyata (9) rastlanilmis, manda ve kecilerden
ise hig iiretilememistir.

Buna mukabil 1958 yilinda Ayalon ve Neeman’'nin nesriyatin-
da bizden ithal edilen ineklerin Vibriosis bakimindan yapilan mua-
yenelerinde Mucus - aglutinasyon testiyle % 20 nisbetinde reaktdr
bulmalarina, teshis metodlarinda, antijenlerde ve kabul edilen po-
sitiv kriterlerdeki farklar sebeb gosterilebilir. Bununla beraber izo-
le edilen 29 Vibrio susunun Tiirkiye'nin muhtelif bolgelerine (Cu-
kurova, Sivrihisar, Kirsehir, Haymana, Ankara, Bala, Nevsehir,
Cubuk, Ayas, Sivas, Malatya) ait siiriilerdeki sikit vak’alarindan
ayrilmig olmasi, hastaligin memleketimizde koyunlar arasinda yay-
gin oldugunu gostermektedir.

Vibrio fetus kiiltiirlerinde tesbit ettigimiz Kolonial varyasyon-
dan, S,R karakterindeki koloni tiplerinden ve bunlarin mutantla-
rindan ayr1 bir yazida bahsedilecektir.

Bilindigi iizere Vibriosis, epizootik sikitlara, kisirhiga, gayri
muntazam kizginliga, miikerrer servislere ve giic dogumlara sebeb
oldugundan yetistirme kurumlarinda Brusellosis’den sonra 6nen-
li ekonomik zararlar tevlit eden bir hastaliktir, Yabanci memleket-
lerde bu enfeksiyonla gesitli miicadelelere girisildigi halde bizde
sigir ve koyunlar arasinda hastaligin  umumi durumu megul ol-
dugundan heniiz Veteriner Hayvan Saglik Zabitas1 Kanununa da-
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hil edilmemistir. Hastalifin -epidemiologisinin ve filyasyonunun
tesbitinden sonra elde edilecek neticeye gore profilaktik, hijyenik.
tedbirlerin, terapStik hususlarin ve miicadele metodlarinin karar-
lastirilmas: Vivriosis'in eradikasyonunda muvaffakiyeti sagliya-
caktir. Bu arastirma ile kesin bir netice elde edilmis degildir. Bu
calisma ancak bir baslangictir. Diger mesleki problemlerimiz gibi
bu ilgi gekici konunun da gen¢ meslektaslarimiz tarafindan kisa
zamanda ele alinacagini iimit etmekteyiz.

OZET

965 bas inege ait vajen mayii numuneleri Danimarka metodu-
na goére MUCUS - aglutinasyon testiyle muayene edilmis olup, 5
miisbet 15 siipheli reaksiyon elde edilmistir.

~ Yine resmi laboratuvar kayitlarina gore, Tiirkiye'nin muhte-
lif mintikalarina ait koyun siiriilerinde vukua gelen anzootik sikit
vak’alarindan, atik ceninlerin mide muhtevilerinden dalak ve kara-
cigerlerinden 29 adet Vibrio fetus susu elde edilmis olmasi memle-
ketimizde koyunlar arasinda Vibriosis'in yaygin oldugunu goster-
mektedir. Buna mukabil bugiine kadar ineklerden, manda ve ke-
cilerden heniiz Vibrio organizmleri izole edilememistir.

SUMMARY

STUDIES ON THE MUCUS - AGGLUTINATION TEST
FOR VIBRIOSIS

According to the official records of our laboratory, 965 samp-
les of the vaginal - mucus collected from the cattle were examined
for screening purpose by Danish Mucus - agglutination method.
We have obtained anly 5 positive and 15 suspected reactions by
Danish method.

. Up to date, we have isolated 29 Vibrio fetus strains from the
anzootical abortion cases among the sheep in different parts of
Turkey. These results show that Vibrio fetus infection has been
widespread among the sheep in our country. But we have not yet
obtained any Vibrio strain from cows, water buffaloes or goats.
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Calismalarimmizin devami miiddetince yardimlarm esirgemi-

yen Enstitiimiiz idaresine ve laboratuvarmmzin teknik elemanla-
rmdan Cemile Saviiktekin'le, Ahmet Giildiirmez’e tesekkiirlerimizi
bildiririz. : »
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