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Tavuk tifosuna kars: a1 gelistirilmesi iizerine qallsmalar*

Hasan SOLMAZ' Mehmet ATES?

Yiiziincii Y1l Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali-VAN
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OZET

Bu ¢ahismada, Salmonella gallinarum'un diy membraniarindan semipurifive elde edilen protein ekstrakti as, Salmonella enteritidis'ten
hazirlanan bakterin asi, her ikisinin kombine edilmesi ile elde edilen bivalan asimn immiinojenik etkinlikleri ve eprivasyonlara karsi
koruyuculuklar: karsilagtinildi. Denemelerde Babcock B380 yumurtaci tip kahverengi civcivierden 300 adet kullamidi. Hayvanlar 60'ar adetlik
3 gruba ve 40 adetlik kontrol grubuna ayrilarak: 6, 10 ve 16. haflalarda as1 uygulamalar: yapild: ve 1 kez, 2 kez ve 3 kez agilananiar diye
sintflandirma yapildi. Deneme gruplarina 10, 14, 18 ve 22. hafialarda énceden patojenitesi belirlenmiy S. gallinarum sugu ile epriivasyon
yapildi. Caligmanin sonuglarina gore; protein ektrakti, bakterin ve bivalan agilar: deneysel S.gallinarum enfeksiyonlanina karsi hayvanlar:
belli oranda korumasina ragmen, koruma 2.5-3 ay diizeyindedir. Bu agilarin tavuk tifosu enfeksiyonunu dnlemede en az 2 defa ve agtlamayt 3
avda bir tekrarlamak suretiyle kullanilabilecegi kanaatine varild..

Anahtar Kelimeler: Tavuk tifosu, Saimonella, agt

The studies on the development af vaccines against fowl typhoid
SUMMARY

The extract of semipurified proteins of outer membrane of Salmonella gallinarum, bacterin vaccine of Salmonella enteritidis and the
combination of both vaccine given above have all been compared in terms of immunolagic efficiency and epruvation at present study. In the
experiments, a total number 300 of Babcock B380 chicks have been employed. The groups, each of 60 animals, were performed. The vaccines
were applied to the chicks at 6, 10 and 16 weeks of experiment and the animals were classified as those either vaccinated once, or twice or
three times on the weeks of 10, 14, 18 and 22. The animals in the control groups were challenge with strain of S.gallinarum of which the
patogenicity was already reported. The result from present study revealed that although the vaccine trials (protein extract, bacterin and
bivalan} gave some protection to the animals against S.gallinarum infections, period for the protection was observed to be limited between 2.5-

3 months. It may be concluded that the disease may be prevented by two subsequent applications of vaccine in 3 months interval,
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Son yillarda giderek bir sanayi sektdrii haline donlismekte
olan iilkemiz tavukculufunun bu gelismesine paralel olarak;
tavuk hastaliklan, yem, bakim, yOnetim ve pazarlama gibi
sorunlar da giderek artmaktadir. Bu sorunlarin en dnemli-
lerinden bir tanesi de Salmonella gallinarum tarafindan
olusturulan tavuk tifosu hastalifadir (21, 28). Tavuk tifosu,
basta tavuk ve hindi olmak lizere evcil kanatltlarin septisemik
bir hastahifidir. Latin ve Giiney Amerika, Ortadogu, Afrika
ve baz1 Avrupa iilkeleri de dahil olmak iizere, tavukquluk
yaptlan her ililkkede gorilmektedir. Hastalik; perakut, akut,
subakut ve kronik seyredebilmektedir. Yiiksek morbidite ve
mortalite ile seyreden hastalik, bilylik ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Hastalikli siiriilerdeki mortalite orant daha
cok, §. gallingrum' un patojenitesine baghdir (4, 5, 10, 17, 18,
44 45, 53). Hastahk tlkemizde de tavukculufun yofun
oldugu bilgelerde siklikla ortaya ¢ikmaktadir ( 14, 21, 28, 37,
42, 49). Kanathlarda biiyiik oranda &liimlere ve oneml
miktarlarda ekonomik kayiplara neden olan, hizla ¢evreye
yayilan enfeksiyonu kontrol altina almada; siilfonamid,
nitrofuran ve antibiyotikler kullamlmaktadir (7, 48). Fakat, bu
yolla ancak oOliim olaylann azaltilabilmekte ve portorlik
ortadan kaldinlamamaktadir. Aym zamanda koruyucu ve
tedavi edici amacla kullanilan kemoterapdtik ve antibi-
yotiklere karsi Salmonella'lar direng¢ kazanarak, bu ozellifi
insan ve dier hayvan orijinli suslara da aktarabilmektedirler

{40, 49). Kanathh Salmoneliosis'ini kontrol amaci ile, uzun
yillardan beri bir ¢ok as1 ¢aligmasi yapilmugtir, 1k Snceleri
Salmonella gallinarum’ un ¢esitli suglarindan bakterin (8, 24,
58) ve atteniie canh as1 (3, 4, 11, 16, 20, 26, 29, 32)
calismalart yapiinustir. Bu agilar1 hazirlamada gesith metotlar
denenmis ve degisik adjuvant ilaveleri ile aragtirmalar devam
etmistir. Son yillarda ise, bakterilerden ribozomal ve protein
agilar ile antijenik yapilannda benzerlik bulunan suglardan,
ortak antijenler kullanilarak ag1 ¢cahgmalar: yapilmaktadir (9,
11, 17, 18, 19, 22, 24, 39, 46). Bu ¢alismada, S.gallinarum’un
dis membranlarindan semipurifiye elde edilen protein
ekstrakti asy, §8.gallinarum ile somatik antijenlen benzer olan
S.enteritidis' ten hazirlanan bakterin ag, her ikisinin
kanstiriimast ile elde edilen bivalan asimin immiinojentk
etkinliklerinin LAT, MAT, IHA ve ELISA testlen ile
dlgililmesi, bu asilarin epriivasyonlara kargt koruyuculuk-
larinin karsilastinlmasi, yliksek diizeyde ve uzun siireli ba-
gisikiik veren asi/agilar gelistirilmesi amaglandi.

MATERYAL VE METOT

Deneme Hayvanlar: Denemelerde kullanilmak
izere ticari bir firmadan 300 adet Babcock B380
kahverengi yumurtaci tip civeiv temin edildi
Civcivlere 6 hafta siire ile normal bakim sartlan (yem,
su, 1sitk, 1st v.s.) ve yetistiricilikte uygulanan rutin
astlama program uygulandi.

* ik
Avni adli doktora tezinin Ozetidir ve arastirma Yiiziincii Yil Universitesi Aragtirma Fonu tarafindan desteklenmistir (97 VF 017).
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Suglar: Ajsl ve epriivasyon susu olarak kullanmak iizere
Selcuk Universitesi Veteriner Fakiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalh (SUVFM) kiiltiir kolleksiyonundan, Konya
Vetertner Kontrol ve Aragtrma Enstitlisii (KVKAE)nden,
Ethk Veteriner Kontrol ve Arastirma  Enstittisii
(EVKAE)Ynden, Azim Tavukculuk Laboratuvarindan temin
edilen Salmonella gallinarum ve Salmonella enteritidis
suslan kullanilds.

Kimyasal Maddeler: Astlarda kullamian mineral yagl
adjuvant (Span80 7.42 kisim + Span20 2.16 kisim + Tween60
2.37 kistm + Marcol 84.05 kistim) Manisa Tavuk Hastaliklan
Arastirma ve As1 Uretim Enstitiisi'nden temin edildi.

Lam Aglutinasyon Test Antijeni: Antijen olarak, Pen-
dik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitisi'nden temin
edilen Pullorum plate test antijeni kullamidi.

ELISA Okuyucusu: Testin degerlendirilmesi amac ile
BIO-TEK (USA) marka EL-311 sx ELISA reader kullanild:.

ELISA Test Kitleri ve Malzemeler: Testte kullamlan:
antjjen kaph mikropleytler, konjugat, pozitif ve negatif
serumlar, substrat, stop solusyonu, sulandirma solusyonu,
yikama solusyonu [DEXX firmasindan temin edildi.

Ast Suglanmn Secimi: S.gallinarum ve S.enteritidis
suglar, hiicre kiiltiinii iiretme gigelerinde hazirlanmig Tryptic
Soy Agar (TSAXOxoid)'a ekilerek 37°C'de 48 saat inkiibe
edildi. Ureyen ktltiirler Phosfate Buffer Solution (PBS,
pH:7.2) ile kaldirtlarak santrifijj tiiplerinde topland:. Toplanan
bakteri siispansiyonu PBS (pH:7.2) ile 3 kez yikand1 ve
(%37'1ik formaldehit (Merck) %100'Hik kabul edilerek hazir-
lanan %0.1 formalin ile inaktive edildi. Inaktive edilen
bakteri siispansiyonunun yogunlugu Mac Farland No:4'e gore
ayarland ve tavsanlara 4'er giin ara ile siras1ile 0.5, 1, 1.5, 2
ve 4 ml dozlaninda kulak venasindan verildi. Son antijen
verildikten 10 giin sonra tavsanlardan kan ahinarak serumlar;
¢ikanttds (6, 12) ve mikroaglutinasyon testi (56, 57) ile
titreleri Olglldll. Antikor titresi en yliksek bulunan
S.gallinarum ve §.enteritidis suglan agt sugu olarak secildi.

Epriivasyon Susunun Sec¢imi:Temin edilen S.galli-
narum susglan erlenmayerde 50'ser ml hazirlanan Tryptic Soy
Broth’a (TSB) (Oxoid) ekilerek 37°C'de 18-20 saat inkiibe
edildi. Daha sonra her susun 1 ml besiyerindeki bakteri sayis:
tespit edildi. Besiyerlerindeki taze kiiltirler 1x107, 1x10% ve
1x10° bakteri/m] miktarinda ayarlandi. Her bir susun her
dilusyonu icin (kaninda §.gallinarum’ a kars: antikor bulun-
mayan, saghkli) 6 haftalik 5'er adet pilice 1 ml dozunda taze
S.gallinarum s kiilfiirlerinden kas igi yolla enjekte edildi.
Iki haftalik gbzlem sonucu biitiin dilusyonlannda hayvanlanin
%100'linii Hldiiren sus epriivasyon susu olarak segildi.
Epriivasyon Dozunun Tespiti: Bu amagla; 1x10%, 1x10°,
1x107, 1x10° ve 1x10° bakteri‘ml dilusyonlarindaki yeni
tretilmis (epriivasyon susu olarak tespit edilmis) S.galli-
narum bakteri kiiltliriinden, her dilusyon i¢in 6 haftalik 7'ser
adet agis1z, safilikh pilice kas igi enjekte edilerek epriivasyon
yapildi. Iki haftalik gbzlem sonucu 7 piligten S tanesi (%71.4)
dlen grubun bakten dilusyonu denemelerde eprilvasyon dozu
olarak kullaniidi.

As1 Antijenlerinin Hazirlanmas:
Salmonella ‘gallinarum’un  dis membran

proteinlerinden semipurifiye protein ekstrakti as
antijeninin hazirlanmasi: Bu antijen; Bouzoubaa ve

ark (17), Bouzoubaa ve-ark (18), Charles ve ark (19),

S0

Hassan ve ark (31), Plant ve ark (43), Sharma ve ark
(46), Weinberg ve ark (55)nin metotlan modifiye
edilerek yapildi.

Bakterin as: antijeninin hazirlanmasi: Hilcre kiiltiirti
iiretme siselerinde hazirlanan TSA(Oxoid)'ya as1 susu olarak
tespit edilen S.enteritidis (KVKAE SE2) ekilerek {iretilen
bakteriler PBS (pH:7.2) ile kaldinidi ve bakteri konsantras-
yonu 1x10'" bakteri/m! olacak sekilde ayarlandi. Bakteri
siispansiyonu igerisine son konsantrasyonu %0.1 olacak sekil-
de formalin ilave edilip inaktive edildi (17, 41, 31, 52).

Asitarin Kullanim Solusyonlarimn Hazirlanmas:

Protein ekstrakt: asimin hazwrlanmasi: Ekstrakte edilen
bakteri proteinleri 100 gram canli afurhk (CA) igin 400 ugr
olacak sekiide ayarland: (17) ve | kisim protein ekstrakh agi
antijeni+1 kisim (egit oranda su ile kangtinlmig) mineral yagh
adjuvanttan (Span80 7.42 kisim + Span20 2.16 kisim +
Tween60 2.37 kisim+Marcol 84.05 kisim) alinarak ¢ift
enjektor sistemi ile homojemize edilerek (23) hazirlandi,

Bakterin asimin hazirlanmasi: Bir kisim (ml) bakterin
ass antijenit] kisim (ml) (esit oranda su ile kanstirilmisg)
mineral yagh adjuvanttan {(Span80 7.42 kisim + Span20 2.16
kisim+Tween60 2.37 kisim + Marcol 84.05 kisim) alinarak
¢ift enjektdr sistemi ile homojenize edilerek (23) haziriand:.

Bivalan agimin hazirlanmass: Bivalan ag1; 1 kisim (ml)
protein ekstrakti ag1 antijeni + | kisim (ml) bakterin agt
antijeni+1 kisim (esit oranda su ile kangtinnlmig) mineral yagh
adjuvanttan (SpanB0 7.42 kisim + Span20 2.16 kisim +
Tween60 2.37 kissm+Marcol 84.05 kisim) alinarak ¢ift
enjektor sistemi ile homojenize edilerek hazirland: .

Deneme hayvanlarina asilarin uygulanmasi: Deneme
hayvanian 6 haftahk (17, 26) iken 60'ar adetlik 3 ve 40
adetlik 1 tane olmak {izere toplam 4 gruba ayrildi. Birinci
gruptaki 60 pilic protein ekstrakt: as: ile, 2. gruptaki 60 pilig
bakterin ag: ile, 3. gruptaki 60 pili¢ bivalan as: ile agilanacak
sekilde ayrildi. Dordiincii gruptaki 40 pili¢ ise kontrol grubu
olarak aynldi. Asilar deneme hayvanlarinin boyun gerisine ve
deri alti yolla 0.5 ml uygulandi. Deneme hayvanlarina 6.
haftanin sonunda 1. agilama yapiidi. Agilamadan 3 hafta sonra
7 adet pilic S.gallinarum'un epriivasyon dozu (1x10°
bakteri/ml) ile i.m. yolla epriive edildi. Birinci agilamadan 4
hafta sonra, her gruptaki eprilive edilmeyen hayvanlar kendi
aralaninda | kez agilananlar ve 2 kez asilananlar diye 2'ser
gruba aynldilar ve 2. agilama yapildi. lkinci agifamadan 3
hafta sonra her gruptan 7 adet pilic S.gallinarum'un
epriivasyon dozu (1x10° bakteri/ml} ile i.m. yolla epriive
edildi. Al hafta sonra ise her gruptaki epriive edilmeyen
hayvanlar kendi aralarinda | kez asilananlar, 2 kez astlananlar
ve 3 kez agilananlar dive 3'er gruba aynidilar ve 3. agilama
yapildi. Uclincii agilamadan 3 hafta sonra da her gruptan 7
adet pilic S.gallinarum'un eprivasyon dozu (1x10°
bakteri/ml} ile i.m. yolla epriive edildi. Buna gore 1 kez
astlananiar 10, 14 ve 18. haftalarda 3 kez, 2 kez astlananlar
14, 18 ve 22, haftalarda 3 kez, 3 kez asilananlar ise 18 ve 22.
haftalarda 2 kez epriive edilmis oldu. Yapilan epriivasyonlar
sonunda epriive edilen hayvanlar 15 giin siire ile gbziendi.
Olenler kaydedilerek otopsileri yapildi, Canllann ise, 15
gunliikk gbézlem sonrasi otopsilen yapilarak S.gallinarum
yoniinden bakteriyolojik ekimler vapilarak incelendi (18, 26,
33, 36).

Bakteriyolojik inceleme: Epriivasyon sonunda



dlen biitiin hayvanlarin otopsisi yapilarak i¢ organlann-
dan, 6lmeyen hayvanlarin kloakalarindan steril sivap
ornekleri ahnarak epriivayon susu yonilinden hayvan-
larin portérliik durumlan incelendi (2, 9, 11, 30, 51).

Serolojik Testler: Test materyali olarak agilamalardan
sonra 15 giin araliklarla, her gruptaki deneme hayvanlannn
T'ser tanesinin kanat venasindan kan alinarak hazirlanan kan
serumlan kullanldi. Test materyalleri; Lam aglutinasyon testi
(LAT) (54), Mikroaglutinasyon testi (MAT) (50, 56, 57),
indirekt hemaglutinasyon testi (IHA) (34, 45, 47) ve bakterin
ast grubu da ayrica ELISA (1) ile antikor varlify yéniinden
test edildi.

fstatistiksel Analiz:Bu cahsmanin verilerinin istatistik-
sel analizi, Minitab istatistik programinda “two sample t” testi
uygulanarak yapildi (35)

BULGULAR

Asilarin piliclerdeki immiinojeniteleri : Protein
ekstrakts as1 ile birinci asilamadan sonra biitiin serumlar
LAT ile pozitifti. MAT ve IHA testlerinde en yiiksek
antikor titresi agilamadan 23 giin sonra yapilan 6rnekle-
mede goriildii (Tablo 1). Ikinci ve iiglincti asilamalar-
dan 3’er hafta sonra yapilan 6rneklemelerde ise antikor

titrelerinde yiikselmeler belirlendi (Tablo 1). Bakterin
as1 ile birinci agilamadan 8nce alinan kan 6rnekleri LAT ile
negatif, asilamadan sonraki Omeklemede ise pozitifii,
Asilamadan 3 hafta sonra yapilan érmeklemede MAT ve IHA
testleri ile en yiiksek seviyede antikor titreleri elde edildi.
Daha sonraki dmeklemelerde titrelerde diisiisler gézlendi.
fkinci ve idigiincii kez asilamalardan 3’er hafta sonra yapilan
drneklemelerde, birinci asgilamaya oranla antikor titrelerinde
fazla yiikselme gdzlenmedi. Hatta birinci asilamamn ilk
srneklemesindeki degerlere yakin degerler bulundu. Iki kez
asililann 3. ve 4. Orneklemelerindeki 1HA titreleri, aym
grubun 2. drneklemesindeki JHA titresinden biiyiiktii. Ikinei
drmekleme ile 3. dérneklemenin IHA titreleri arasindaki fark
snemli (P > 0.05), 3. ile 4. OSrneklemenin THA titresi
arasindaki fark 6nemsiz bulundu (P < 0.05) (Tablo 3). ELISA
testi tle yapilan incelemelerde, kontrol grubu hancindeki
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biitiin serumiar pozitif bulunmasina ragmen serumlann
antikor titre diizeyleri heterojendi (%CV 61.5-66.3).

Bivalan as1 ile birinci asilamadan 3 hafta sonra alinan kan
dmeginde titre MAT ile 5.14, IHA ile 6.71 idi. Ikinci
asilamadan énce ortalama titreler MAT ile 4.42, THA ile 4.85
iken, ikinci asilamadan 22 giin sonra altnan kan drneklerinde
titrelerin MAT ile 5.14, THA ile 6.85'¢ yiikseldift goriildii.
Uciincii asilamadan 6nce MAT ve IHA ile 4.28 ve 4.42 olan
titrelerin, agilamadan 21 giin sonra alinan kan drneginde 5.42
ve 5.57've yiikseldigi gézlendi. Daha sonraki 6meklemelerde
ise titrelerde diistigler gbriildii (Tablo 5).

Asih gruplarin epriivasyon sonuglarn: Protein ekstrakti
ag1 ile birinci agilamadan sonra yaptian 3 epriivasyon sonunda
sirastyla; %71.4, %57.2 ve %14.2 oranlannda, iki kez
agilanan grupta sirasiyla; %85.8, %71.4 ve %28.6 oranlann-
da, tic kez asilanan grupta yapilan 2 epriivasyon sonunda
sirasiyla %100 ve %71.4 oraninda epriivasyona kars1 koruma
tespit edildi (Tablo 2). Olen hayvanlanin hepsinden
S.gallinarum izole edildi. Olmeyenlerde tavuk tifosunun
klinik semptomlart ve makroskobik bulgular tam olarak
gorillememesine  rafmen, bakteriyolojik  incelemede
S.gallinarum izole edildi. Yani ag1 ile korunan hayvanlann
portir kaldig: goriildil. Bakterin agi ile bir kez agilanan grupta
yapilan 3 epriivasyon sonunda sirasiyla; %71.4, %42.9 ve
%28.6 oranlaninda, iki kez asilanan grupta yapilan 3
eprilvasyon sonunda sirastyla; %714, %714 ve %14.2
oranlarnnda, ¢ kez agilanan grupta yapian 2 epriivasyon
sonunda sirasiyla; %85.8 ve %71.4 oranlarinda koruma tespit
edildi (Tablo 4). Olen hayvanlarin hepsinden S.gallingrum
izole edildi. Bivalan as: ile bir kez agilanan grupta yapilan iig
epriivasyon sonunda sirasiyla; %85.8, %714 ve %28.6
oranlannda, iki kez apilanan grupta sirasiyla %85.8, %71.4 ve
%42.9 oranlarinda, ii¢ kez agilanan grupta ise %100 ve %71.4
oranlarinda koruma sagland: (Tablo 6).

Kontrol gruplarinda epriivasyon sonuclari: Yapilan
epriivasyonlarda kontrol gruplanndaki 7 hayvandan; 1.
epriivasyonda (10. hafta) 6, 2. epriivasyonda (14. hafta) 5, 3.
epriivasyonda (18. hafta) 6 ve 4. epriivasyonda (22. hafta) ise
6 hayvan &ldil (Tablo 7).

Tablo 1. Protein ekstrakti as1 ile asilanan gruplann antikor titrelerinin geometrik ortalamatan (Her asilama doneminde 7

hayvandan kan alind1.)
Dnem (Gtin) Bir kez asili Iki kez asih Ug kez asth
LAT* MAT** THA** LAT* MAT** [HA** LAT* MAT** THA**
I 0 0 0
46 1. ASILAMA
69 + 4.57+1.27 5.28+1.38
74 2. ASILAMA
82 e 31.71+1.49 4.28+1.'1)
96 + 3.57x1.61 3.85x1.77 % 6.00+1.82 7.57+1.39
103 JASILAMA
110 + 3.00+0.81 4.14+1.21 4 428+1.11 5.28+1.38
124 x 2.0040.57 2.85+0.90 & 3.7140.95 4.42+1.13 + 6.00£0.81 5.710.75
140 + 2.00+0.57 2.85+0.90 ¥ 3.14x0.89 3.8521.21 + 4.85+0.69 6.00+0.81
152 +  1.87+0.89  2.7130.95 + 2424097  3.00:0.81 + 3.570.97 4.570.97

*LAT: Lam Aglutinasyon Testi
**Titreler normal sayilara cevrilerek (Mikro Aglutinasyon Testi (MAT) igin; 1/12.5=1, 1/25=2, 1/50=3...,,1/1600=8, Indirekt

Hemaglutinasyon Testi (IHA) igin; 1/8=1, 1/16=2, 1/32=13...1/2048=9 gibi ) hesapland..
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Tablo 2. Protein ekstrakti a3t ile agilanan gruplarin epriivasyon sonuclan

Bir kez asih 1ki kez asili Ug kez agili
Dénem Olen/ Koruma Ol Olen/ Koruma Olitm Olen/ Koruma Olim
. (Hafta} Asilanan (%) (%) Asilanan (%) (%) Asilanan (%) (%)
1. Epriivasyon 10 217 71.4 28.6
2. Eprilvasyon 14 3/7 572 428 1/7 85.8 14.2
3. Eprilvasyon I8 6/7 14.2 85.8 217 71.4 258.6 0/7 100 0
4.Eprilvasyon 22 YAPILMADI 5/7 28.6 714 277 714 286

Tablo 3. Bakterin agi ile agilanan gruplann antikor titrelerinin geometrik ortalamalan (Her asilama déneminde 7 hayvandan

kan alindi,) _
Dénem (Gtin) Bir kez asil Iki kez asili Ug kez asih
LAT MAT* THA* LAT MAT* [HA* LAT MAT* THA*
l 0 0 0

46 1. ASILAMA

69 + 4.42+097 5.57x1.27

74 2. ASILAMA

82 + 3.571.8]1 4.42+1.6] :

96 % 3424081 4.28x1.60 4 4.4241.27 4.42+1.81

103 3.ASILAMA

110 + 3.42+1.31 4.28+1.38 + 3.5740.97 3.710.75

124 + 2.14£0.69 3.14x1.34 4 3.57+0.53 4.57+0.53 + 5.00+0.81 500x1.15
140 + 1.71+0.75 2.85+1.21 + 3.1440.69 3.8520.90 + 3.85+0.69 5.00+0.81
152 + 1.71£1.11 2.71+0.95 + 2.2840.95 3.1421.12 + 3.00+1.41 4.28%1.25

*LAT: Lam Aglutinasyon Testi
**Titreler normal sayilara gevrilerek (Mikro Aglutinasyon Testi (MAT) icin: 1/12.5=1, 1/25=2,
1/50=3....,1/1600=8, Indirekt Hemaglutinasyon Testi (IHA) i¢in; 1/8=1, 1/16=2, 1/32=3...1/2048=9 gibi )
hesaplandi.

Tablo 4. Bakterin ag ile agilanan gruplarin epriivasyon sonuglar:

Bir kez asili Iki kez asili Ug kez agih
Dénem Oten/ Koruma Ol Olen/ Kormuma Oitm  Olen/  Koruma Olim
(Hafta) Asuanan (%) (%) Asilanan (%) (%) Asilanan (%) {%)
1, Eprilvasyon 10 217 71.4 28.6
2. Epritvasyon 14 4 /7 42.9 57.2 217 71.4 28.6
3. Epriivasyon 18 517 28.6 71.4 217 71.4 28.6 1/7 858 14.2
4. Epriivasyon 22 YAPILMADI 6/7 14.2 85.8 217 71.4 28.6

Tablo 5. Bivalan a1 ile agili gruplarin antikor titrelerinin geometrik ortalamalar: {Her agilama déneminde 7 hayvandan kan

alindr.) |
Dbnem (Giin) Bir kez asili tki kez agmli lqu; kez asili
LAT MAT™* [HA* LAT MAT* JHA* LAT MAT* IHA*
1 0 0 0

46 1. ASILAMA

69 & 5.14 £ 0.89 6.71 +1.11

74 2, ASILAMA

82 - 4.42 = 2.63 4.85+241

96 + 4.14 £ 1.57 4.57 £ 1.71 + 5.14 £ 1.46 6.85 % 1.46

103 3.ASILAMA

110 4 3.14 x 1.46 3.57x1.51 + 428+ 1.11 4.42 +0.97 :

124 o 2.42 +0.97 3.71 £0.48 - 3.85 +0.89 4.28 £ 0.75 + 542 £0.78 5.57 £ 0.53
140 + 2.14 = 1.06 3.28x1.11 + 3N x0.95 4.42 £+ 0.97 + 4.57 £0.97 5.14 + (.69
152 4 1.85 +0.69 2,71 £0.75 + 271 £0.75 271 x1.11 e 3.14 £0.69 4.28 £0.75

*LAT: Lam Aglutinasyon Testi
**Titreler normal sayilara gevrilerek (Mikro Aglutinasyon Testi (MAT) icin: 1/12.5=1, 1/25=2, 1/50=3,...,1/1600=8, indirekt Hemaglutinasyon
Testi (IHA) igin; 1/8=1,1/16=2, 1/32=3...1/2048=9 gibi } hesaplandh.
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Tablo 6. Bivalan agi ile agilanan gruplarin epriivasyon sonuglats

Bir kez asih 1ki kez asils flc kez agih
Dtnem Olen/ Koruma Ol Olen/ Koruma  Ollim Olen/ Koruma Olum
(Hafta) Asilanan (%) (%) Asilanan (%) (%) Asilanan (%) (%)
1. Eprilvasyon 10 1/7 85.8 14.2
2. Epriivasyon 14 277 71.4 28.6 117 85.8 14.2
3. Epriivasyon 18 577 28.6 71.4 217 714 28.6 0/7 100 0
4. Eprtivasyon 22 YAPILMADI 417 42.9 57.2 217 71.4 28.6
Tablo 7. Kontrol gruplarinda epriivasyon sonuglar
Dunem(Hafta) Olen/Asilanan Koruma(%) Ola(%)
1.Eprilvasyon 10 6/7 14.2 B5.8
2.Epritvasyon 14 ST 28.0 71.4
3.Eprilvasyon 18 6/7 14.2 858
4 Eprilvasyon 22 6/7 14.2 335.8

TARTISMA VE SONUC

Tavuk tifosunun kontrol ve eradike edilmesi igin uzun
yilardan beri ast ¢alismalari yapilmaktadir. ilk &nceleri
S.gallinarum' un S ve R suslanindan canb (4, 11, 30, 36) ve
cesitli metotlarla inaktive edilmis bakterin (8, 38) ap
¢ahgmalan yapilmistir. Son yillarda ise tavuk tifosuna karg
agilamada, S.gallinarum ile somatik antijenik yapilarindaki
benzerlikten dolayr (15, 38) S.enteritidis' ten hazirlanan
bakterin as1 ¢alismalan yaptimaktadir (11, 24, 41, 51, 52).
Tavuk tifosuna kars: hazirlanan canh ve bakterin asilarin ya-
ninda, Salmonella suglarmin dis membran proteinlers ekst-
rakte edilerek ast1 calismalart yapilmistir {17, 18, 19, 46, 55).

Bouzoubaa ve ark (17), S.gallinarum'dan ekstrakie
ettiklei diy membran proteinlerinden as1 olarak 400
ugr/100gr canh afirhk dozunda verdikleri (adjuvanth ve
adjuvantsiz) piliglerde asilamadan sonra oral olarak yapilan
epriivasyona karst koruma oranmmin %100 oldugunu
bildirmektedirier. Baska bir ¢aligmada ise Bouzoubaa ve ark
(1R), 200 pgr/100gr canh agirhk dozunda verdiklenri protein
ekstraktt asiy1 iki defa uyguladiklarini ve asimin, canh
S.gallinarum kiltiiri ile intraperitoneal yolla yapilan
epriivasyonlara kars: korumasinin, S.gallinarum 9R susundan
hazirlanan canhh asidan daha iyi (%95) oldufunu rapor
etmektedirler. Arastincilar (18) ayrnica, epriivasyon sonucu
Olmeyen hayvanlardan epriivasyon susu izolasyonunun (%10-
50) gerceklestifini ve intraperitoneal epriivasyon sonucu
etkenin organlarda yayilmasimin oral epriivasyonlardan daha
fazla oldufunu bildirmektedirler.

Bu ¢aligmada ise, protein ekstrakti a1 ile 1. agilamadan
sonra yapilan 3 epriivasyonda sirasiyla; %71.4, %57.2 ve
%14.2 oraminda, iki kez agilanan grupta ikinci agilamadan
sonra yapilan epriivasyonlarda sirasiyla; %835.8, %71.4 ve
%28.6 oramnda ve ii¢ kez agilanan grupta 3. agilamadan sonra
vapilan 2 epriivasyon sonucu sirasiyla; %100 ve %71.5
oranlarinda koruma tespit edildi (Tablo 2). Olen hayvanlarin
hepsinden S.gallinarum izole edildi. Bu ¢aligmada, protein
ekstrakti agt ile 1 kez agihi grupta 1. epriivasyon, 2 kez asih
grupta !, ve 2. epriivasyon sonuglar, Bouzoubaa ve ark (17,
18)nin elde ettigi koruma oranindan diisiikk bulundu. Elde
edilen koruma oranlanmin diisiik - olmasi, .ag1 antijenlerinin

elde edilislerindeki farklhihktan ve bu g¢aligmada kullanilan
eprilvasyon susunun patojenitesinin yiikksek olmasindan
kaynaklanabilir. Ciinkii bu galigmada agt antijeni semipuri-
fiye, diger aragtirmalarda ise purifiye olarak hazirlanmistir,
Buna ragmen, 3 kez asili grubun epriivasyon sonuglarnin
Bouzoubaa ve ark (17, 18)min sonuc¢lan ile uyum halinde
oldugu goriildii. Epriive edildikleri halde &lmeyen hayvan-
larda tavuk tifosunun klinik semptomlan ve makroskobik
bulgular tam olarak goriilmemesine ragmen, bakteriyolojik
incelemede S.gallinarum izole edildi. Yani epritvasyon son-
rast canli kalan hayvanlarda da portorliik tespit edildi. Aynica
Bouzoubaa ve ark (18)'nin arastirmasinda protein ekstrakti
agimin %935 korumasina karsin, 6lmeyen hayvanlarda epriivas-
yon susunun izole edilmesi {(%610-50), bu calismadaki eprii-

'vasyon sonrast dlmeyen hayvanlann portdr kaldigi sonucunu

desteklemektedir,

Timms ve ark (581), S.enteritidis PT4 susundan formolle
inaktive ederek hazirladiklan bakterin asiy1 bir kez (3. hafta)
ve iki kez (3. ve 6. hafta) uyguladiklanm ve bir kez agih
grubu 5., iki kez agih grubu 8. haftada epriive ettiklerini
bildirmektedirler. Aragtincilar, yaptiklart i.m. ve i.v. epriivas-
yonlar sonucu bir kez asilananlarda %50, iki kez agilanan-
larda ise %62 oraninda koruma tespit eftiklerimi rapor
etmektedirler. Gast ve ark {(24), iki farklt S.enteritidis
susundan; birisi asetonla inaktive edilmis yagih adjuvanth,
diferi ticari bakterin asiy: (Layermune SE) deri alt1 yolla
uyguladiklarini, agilanan her iki gruptaki ve kontrol grubun-
daki hayvanlanin oral yolla epriivasyonu sonucu, kontrol
grubuna gbre her iki aph gruptaki hayvanlarda da etkenin
barsaklara kolonizasyon insidensinde ve epriivasyon sonrast
1. haftada diski ile yayilmada bir azalma oldufunu ifade
etmektedirler. Timms ve ark (52) difer bir calismada,
S.enteritidis PT4 sugundan formol ile inaktive bakterin asiyi,
| giinlik ve 4 haftalik piliclere uyguladiklanini ve 1. ag
uygulamasindan 20 giin sonra 2. uygulamayr yaptiklarnim
bildirmektedirler. Arastincilar (52), virulent.S.enteritidis PT4
sugu ile 2. asilamadan 8, 12 ve 16 hafta sonra yapilan i.v.
epriivasyonlar sonucu 1 giinliiklerde sirasiyla; %33.6, %27.0
ve %33.3, 4 haftaliklarda da 2. asilamadan 8, 12 ve 16 hafta
sonra yapilan i.v. epriivasyonlar sonrasi sirasiyla, %80.0,
%80.0 ve %499 oranlaninda koruma tespit ettiklerini
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bildirmektedirler. Nakamura ark (41) ise, S.enteritidis'ten
hazirladiklar: formalin ile inaktive bakterin asty1 uyguladik-
lart hayvanlara 1x10° ile 1x10® bakteri/ml miktarinda oral
yolla yapilan epriivasyonlardan sonra 2-15 ve 6-21. giinlerde
agilanmayan kontrol hayvanlardan ve agililann ¢ogunlugun-
dan alman fekal 6rneklerden, 1 haftahik asihlarin Snemli bir
kisminn karacifer ve dalaklarindan §.enteritidis izole ettik-
lerini bildirmektedirler.

Bu cahigmada, bakterin as: ile 1 kez agilanan grupta
agilamadan sonra yapitlan 3 epriivasyonda sirasiyla; %71.5,
%429 ve %28.6 oranlannda koruma tespit edildi. Birineci
epruvasyon sonucu makul denebilecek olan koruma, diger 2
epriivasyonda ¢ok diigiik gerceklesti. Bu sonuglar Gast ve ark
(24)'nin sonuglan ile uyum halindedir. iki kez agilanan grupta
agilamadan sonra yapilan 3 epriivasyonda sirasiyla; %71.4,
%714 ve %142 oranmmda gerceklesti (Tablo 4). Bu
sonuglann; Timms ve ark (51), Gast ve ark {(24), Timms ve
ark (52)'mn sonuglart ile uyum halinde oldugu gozlendi. Bu
sonuglar 2 kez agilamanin da kisa siireli (2.5-3 ay) bir koruma
saglamasi olarak aciklanabilir. Ug kez agilanan grupta
astlamadan sonra yapilan 2 epriivasyonda sirasiyla %85.8 ve
%71.4 oranlannda koruma tespit edildi (Tablo 4), Kontrol
grubunda ise 7 hayvandan 6'si 6ldii. Bu gruptaki eprii-

vasyonlar sonucu tespit edilen koruyuculuk diger iki gruba

gore yuksek gergeklesti. Fakat biitiin arastincilar (18, 24, 51,
52) ik kez agilamayr Onermektedirler, Bunun yaninda,
asilarm  epriivasyonlara karsi koruyuculuklarnnin  farkls
olmast, ¢aligmalarda kullamlan deney hayvanlan sayisimn az
olmas ile epriivasyon suglannin ve bunlann patojenitelerinin
farkl: olmasindan kaynaklanabilir. Ciinkii deney hayvani
sayisinmn az olmasindan dolay, bir hayvanin bile epriivasyona
karsi korunmas: veya korunmamas: yiizdeyi bilyiik oranda
etkilemektedir. Aynca, farkli suglarin patojenitelerinin dere-
cesi de farkl: olabilmektedir. Bir ¢ok aragtirmada (11, 24, 25,
26, 29, 30, 41) oldugu gibi, epriivasyonlar sonras1 8lmeyen
hayvanlardan alinan fekal meklerden ve otopsileri sonucu i¢
organlanndan epriivasyon susu izole edildi ve &lmeyen
hayvanlann portdr kaldif: gozlendi.

Bivalan ag ile 1 kez agilanan grupta asilamadan sonra
yapilan 3 epriivasyonda sirasiyla; %85.8, %71.4 ve %28.6
oranlannda koruma saglandi. iki kez asilanan grupta
agilamadan sonra yapilan 3 epriivasyonda sirasiyla; %85.8,
%71.4 ve %42.8 oranlannda koruma saglandi. Uc kez
agilanan grupta asilamadan sonra yapilan 1. epriivasyonda
%100 ve 2, epriivasyonda ise %71.4 oraninda korunma sagla-
mrken, Glen hayvanlann hepsinden S.gallinarum izole edildi
(Tablo 6).

Bu c¢aligmada, bir kez asili gruplarda 10, 14 ve 22.
haftalarda yapilan epriivasyonlar sonucu; protein ekstrakt:
agill grupta sirasiyla %71.4, %57.2 ve %14.2, bakterin asili
grupta %71.4, %42.9 ve %28.6, bivalan agils grupta %85.8,
%71.4 ve %28.6 oranlaninda koruma saglandi. Bu gruplarda
protein ekstrakti ve bakterin ay 1. epriivasyonda aym
diizeyde koruma sagladi, 2 ve 3. epriivasyonlarda ise ikisinde
de koruma olmadi. Bivalan as1 ise 1. ve 2. epriivasyonlarda
koruma saglamasina ragmen, 3. epriivasyonda yeterli koruma
olmadt. Iki kez asih gruplarda 14, 18 ve 22. haftalarda
vapilan epriivasyonlar sonucu; protein ekstrakti asith grupta
sirasiyla %85.8, %71.4 ve %28.6, bakterin asili grupta %71.4,
%71.4 ve %14.2, bivalan agih grupta %85.8, %71.4 ve %42.9
oranlannda koruma tggpit edildi. Bu gruplarda protein
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ekstrakti, bakterin ve bivalan agitan 1. ve 2. epriivasyonlarda
koruma saglamasina ragmen, 3. epriivasyon da iiclinde de
koruma olmadi. Fakat en yiiksek koruma oram protein
ckstrakt: ve bivalan agida goriildii. Ug kez agih gruplarda 18
ve 22. haftalarda yapilan epriivasyonlar sonucu ise; protein
ekstrakti asili grupta sirasiyla %100 ve %71.4, bakterin agils
grupta %85.8 ve %71.4, bivalan asili grupta %100 ve %71.4
oranlannda koruma saglandi. Bu gruplarda protein ekstrakt,
bakterin ve bivalan agthilarda yapilan iki epriivasyonda da
korumadi. Ug kez asili gruplarda en yilksek koruma oran:
protein ekstrakt: ve bivalan ag1 gruplannda tespit edildi.

Sonug olarak; protein ektrakti, bakterin ve bivalan asilar,
deneysel S.gallinarum enfeksiyonlarma karsi hayvanlan belli
oranda korumasina ragmen, koruma 2.5-3 ay diizeyindedir.
Fakat saha sartlarinda hayvanlar, bu ¢aliymada kullantlan
epriuvasyon dozundaki bakteri miktan ile yogun bir sekilde
kargilagmayacaklan gézoniine alinirsa, koruma siiresi 4-5 aya
kadar uzayabilir. Aynca asilamalar sonrasi almnan kan
omeklerinde, serum antikor titrelerinin standart sapmalarinin
bilyitk olmasi, orneklemelerde alinan serumlarin antikor
titrelerinin heterojen oldugunu gésterdigi ve epriivasyonlara
karst koruma’korumamay) belirlemedigi kanaatine vanlmistir
(Tablo 1, 3 ve 5). Bu asilann tavuk tifosu enfeksivonunu
onlemede en az 2 defa ve asilamay: 3 ayda bir tekrarlamak
suretiyle kullanilabilecefi, bunun yaninda tavuk tifosuna
karsi ag1 geligtirilmesi ¢alismalaninda deneme hayvanlan
sayisinin miimkiin oldugunca artinlmast ve as; hazirlama
metotlaninin gegitlendirilerek calismalara devam edilmesi
dnerilmektedir.
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