www.eurasianjvetsci.org

72

www.ejvs.selcuk.edu.tr

ARASTIRMA MAKALESI

Farelerde ve koyunlarda inaktif Corynebacterium pseudotuberculosis asisinin
kazeoz lenfadenitise karsi etkinligi

Osman Erganis, H. Hiiseyin Hadimli, Kiirsat Kav, Ash Sakmanoglu, Zafer Sayin, Yasemin Pinarkara

Department of Microbiology, Faculty of Veterinary Medicine, Selcuk University,
42075, Campus, Konya, Turkey
Gelis: 08.10. 2013, Kabul: 07.01.2014
*hhadimli@selcuk.edu.tr

Ozet

Erganis O, Hadimli HH, Kav K, Sakmanoglu A, Sayin Z, Pinar-
kara Y. Farelerde ve koyunlarda inaktif Corynebacterium pseudo-
tuberculosis asisinin kazedz lenfadenitise karsi etkinligi.

Abstract

Erganis O, Hadimli HH, Kav K, Sakmanoglu A, Sayin Z, Pin-
arkara Y. Efficacies of Corynebacterium pseudotuberculosis vac-
cines against caseous lymphadenitis in mice and sheep.

Eurasian J Vet Sci, 2014, 30, 2, 72-79
DOI:10.15312/Eurasian]VetSci.201425922

Amag: Bu ¢calismada, Kazedz Lenfadenitis’e (KLA) kars1 hazirla-
nan Corynebacterium pseudotuberculosis asisinin etkinligini fare
ve koyunlarda belirlemek amaglandi.

Gereg ve Yontem: Ug farkh kombinasyonda (PLD, bakterin ve
kombine) C. pseudotuberculosis asilar1 hazirlandi. Asilar, farele-
re 3 hafta aralikla 2 kez deri alt1 yolla (0.1 mL) uygulandi. Fare-
lere asilamadan 15 giin sonra, ¢eling olarak patojenitesi LD, 'si
belirlenen C. pseudotuberculosis susu ve PLD deri alt1 yolla veril-
di. Fareler 20 giin boyunca 6liim ve hastalik yoniinden gozlendi.
Olen hayvanlarin nekropsisi yapildi ve i¢ organlar1 mikrobiyolo-
jik yonden incelendi. Koyunlar, ticari ve kombine asilar ile deri
alt1 yolla (1 mL) 3 hafta aralikla 2 kez asilandi. Asilama 6ncesi ve
45-60 giin araliklarla 20 haftaya kadar kan 6rnekleri alindi. Ayri-
ca apse olusumu yoniinden lenf diigiimleri makroskobik olarak
muayene edildi. Koyun ve fare kanlarinda C. pseudotuberculosis’e
karsi olusan antikor titreleri modifiye ELISA ile belirlendi.

Bulgular: Kontrollere gore agilanmis fare serumlarindaki anti-
kor titreleri belirgin olarak yiiksek bulundu. Celing denemelerin-
de PLD verilen, PLD ve kombine asilari ile asilanan farelerde has-
talik ve 6liim gozlenmedi. Canli bakteri verilen bakterin, kombi-
ne agilari ile asilanan farelerde kontrol gruplarina gore daha az
olarak hastalik ve 6liim tespit edildi (P<0.05). Koyunlarda kont-
rollere gore antikor titreleri daha yiiksek bulunurken apse olu-
sumu daha diistik olarak belirlendi (P<0.05).

Oneri: C. pseudotuberculosis kombine asisinin koyunlar1 KLA en-
feksiyonundan korunmasinda yararl oldugu kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Corynebacterium pseudotuberculosis, asl,
kazedz lenfadenitis.

Aim: This study was aimed to prepare Corynebacterium pseudo-
tuberculosis vaccines against Caseous Lymphadenitis (CLA) and
to determine the effectiveness of vaccines in mice and sheep.4

Materials and Methods: C. pseudotuberculosis vaccines were
prepared in 3 different combination (PLD, bacterin and com-
bined). Vaccines were subcutaneously administered twice (0.1
mL) 3 weeks intervals to mice. After vaccination at 15 days, mice
were subcutaneously challenged with C. pseudotuberculosis and
PLD of the challenge strain with LD.  dose. All mice were ob-
served throughout 20 days for morbidity and mortality. Internal
organs of deaths/euthanized mice were cultured for re-isolation
of bacteria. Sheep were subcutaneously vaccinated twice (1 mL)
with vaccines of commercial or combined, 3 weeks intervals.
Blood sera were taken before and after vaccination at 45-60 days
intervals. In addition, lymph nodes were examined microscopi-
cally by the presence any abscess. Antibody titers to C. psedo-
tuberculosis in mice and sheep were determined by modified
ELISA.

Results: When compared to controls, antibody titers were sig-
nificantly higher in vaccinated mice (P<0.05). In challenged trials
with PLD, the ratio of morbidity and mortality was not observed
in the vaccines groups PLD and combined. But, the lower ratio
of morbidity and mortality in challenged trials with live bacteria
were determined in the groups of bacterin and combined. When
the levels of antibody in sheep were found to be high, abscess
formation were lower in, comparison to controls.

Conclusions: Especially combined C. pseudotuberculosis vac-
cines were concluded to be useful in prevention of CLA in sheep.

Keywords: Corynebacterium pseudotuberculosis, vaccine, ca-
seous lymphadenitis.




Corynebacterium pseudotuberculosis

Giris

Corynebacterium pseudotuberculosis; tim dlinyada koyun ve
kecilerde yaygin olan, periferal lenf diigiimleri ve akcigerler-
de apse olusumu ile karakterize Kazeoz Lenfadenitis’e (KLA)
sebep olmaktadir (Erganis ve ark 1990, Baird ve Fontaine
2007, Fontaine ve Baird 2008, Al-Gaabary ve ark 2009). Et-
kenin hayvanlarin ¢evresinde bulunmasi, enfekte hayvan ve/
veya kontamine materyal ve ekipmanlar ile sinsi bir sekilde
stiriide bulunan diger hayvanlara yayilmada 6nemlidir. Has-
talikli hayvanlarda yiin kalitesinin bozulmasi, apseler nede-
niyle karkas kalitesinin diismesi ve siit veriminin azalmasi
ile ekonomik kayiplar olugsmaktadir (Valli ve Parry 1993, Pa-
ton ve ark 1999, O'Reilly ve ark 2010). Gram pozitif koko-
basil olan C. pseudotuberculosis daha ¢ok, kii¢lik ruminant-
larda ve farkli memeli tiirlerinde (at, lama, alpaga ve bizon)
kronik enfeksiyonlara sebep olmaktadir (Esterabadi ve ark
1975, Yeruham ve ark 1997, Hawari 2008). Yaygin olmamak-
la birlikte, potansiyel bir zoonoz olarak insanlarda da c¢esit-
li vakalar bildirilmistir (Peel ve ark 1997). KLA, kii¢lik rumi-
nantlarda (koyun-keci) periferal lenf diigtimleri, deri alt1 do-
kular ve i¢ organlarda apse olusumu ile karakterize, ekono-
mik olarak énemli, zoonoz, kronik bir enfeksiyondur (Valli ve
Parry 1993, Baird ve Fontaine 2007, Fontaine ve Baird 2008,
Al-Gaabary ve ark 2009, Guimaraes ve ark 2009). Etken, apse
olusumu i¢in gerekli olan fosfolipaz D (PLD) ve sfingomyeli-
naz aktiviteye sahip 31,5 kDa agirliginda bir ekzotoksin iiret-
mektedir.

KLA antibakteriyel ilaglarla tedavi edilememekte, ¢ogun-
lukla semptomatik ya da acilan apselere miidahale edilme-
si sebebiyle tedaviden ziyade cerrahi miidahale ve dezenfek-
siyon dnemli olmaktadir (Baird 2006). Stirtideki kotii yone-
tim, asir1 popiilasyon sikligl, yetersiz hijyen, kontamine ba-
rinaklar ve meralar, siiriideki primer veya sekonder enfeksi-
yonlarin bulunmasi gibi degisik predispoze faktorlerin olus-
masi hastaligin goriilme sikligini artirabilmektedir. Cok hiz-
I1 bulagmasi/yayilmasi nedeniyle, bir stiriiye KLA'nin girmesi
sonrasl hastalifin 6nlenmesi ¢ok gii¢tiir. Bundan dolayi, has-
talikla miicadelede hastaligin insidensini azaltmak icin ¢e-
sitli as1 gelistirme ¢alismalar: yapilmaktadir (Walker ve ark
1994, Simmons ve ark 1998, Hodgson ve ark 1999, Paton ve
ark 2003, Fontaine ve ark 2006, Moura-Costa ve ark 2008).

Bu ¢alismada, KLA'li koyunlardan izole ve idendifiye edilen
C. pseudotuberculosis susundan hazirlanan inaktif bakterin,
PLD ve kombine as1 ile asilanan fare ve koyunlarda C. pseudo-
tuberculosis enfeksiyonlarina karsi asilamanin etkinligini be-
lirlenmek amaglandi.
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Gereg¢ ve Yontem
Ast susu

As1 ve serolojik test antijenlerin hazirlanmasinda KLA'li ko-
yunlardan izole edilen, biyokimyasal ve molekiiler metotlar
ile C. pseudotuberculosis oldugu tanimlanan ve PLD aktivesi
en yiiksek tespit edilen sus kullanildi.

C. pseudotubercolosis’in LD50 degeri

C. pseudotuberculosis susu BHI siv1 besiyerinde mikroaerofi-
lik olarak 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. Daha sonra, bakteri
10.000g’de 20 dakika santrifiij edildi. Bakteri peleti sulandi-
rilarak, koloni sayim metodu ile 1x10%, 1x10%, 1x107 ve 1x10°
bakteri/mL olarak ayarlandi. Canli bakteri konsantrasyonla-
r18’er fareye deri alt1 yolla verildi (Hadimli ve ark 2011a).

PLD'nin LD, degeri

BHI sivibesiyeri santrifiij edilerek alinan siipernatantin pro-
tein miktar1 (Lowry assay kit, BCATM Protein Assay Kit Ther-
mo Scientific) 6l¢lildii. Daha sonra, PLD olarak siipernatant
48, 2.4, 1.2, 0.6, 0.3, 0.15, 0.75, 0.375 mg/mL. Farkli PLD
degerleri 8’er fareye deri alt1 yolla verildi (Hadimli ve ark
2011a).

C. pseudotuberculosis bakterin agisi

C. pseudotuberculosis as1 susu, Brain Heart Infuzyon (BHI)
buyyona ekimi yapilarak 37°C’de 48 saat inkiibe edildi. Ure-
yen koloniler santrifiij ile (4500 rpm, 30 dak) toplandi, 3 kez
PBS ile yikandi ve tekrar siispansiyon haline getirildi. Son

Tablo 1. Corynebacterium pseudotuberculosis susu ile
celinc yapilan farelerde hastalik ve 6liim oranlari.

Bakteri Konsantrasyonu (Bakteri/mL

1x10° 1x108 1x107 1x10°
Hastalik 8/8 8/8 5/8 1/8
Oliim 8/8 8/8 4/8 1/8

Tablo 2. Fosfolipaz D’ nin farelerde LD, degerinin tespiti.

Protein mg/mL Hastalik Oliim
4.8 7/7 7/7
24 7/7 7/7
1.2 7/7 7/7
0.6 7/7 477
0.3 7/7 27
0.15 477 2/7
0.075 477 0/7
0.0375 3/7 3/7

Eurasian ] Vet Sci, 2014, 30, 2, 72-79




Corynebacterium pseudotuberculosis

Erganis ve ark

Tablo 3. C. pseudotuberculosis bakteri ve PLD ile ¢eling yapilan asili farelerde i¢ organlarin mikrobiyolojik sonuglari.

As1 PLD Bakterin Bakterin+PL Ticari Kontrol
Celing PLD Bakteri PLD  Bakteri PLD Bakteri Bakteri+PLD
Karaciger 0/8 4/8 0/8 0/8 0/8 0/8 6/9
Dalak 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 6/9
Kalp 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 6/9
Boébrek 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 5/9
Akciger 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 5/9
Toplam 0/40 4/40 0/40 0/40 0/40 0/40 28/45

Tablo 4. Asili farelerde Corynebacterium pseudotuberculosis bakteri ve PLD ile ¢eling sonrasi hastalik ve 6liim oranlari.

Asl PLD Bakterin Kombine Ticari Kontrol
Celing PLD Bakteri PLD  Bakteri PLD Bakteri Bakteri+PLD
Hastalik 0/8 3/8 0/8 2/8 1/8 1/8 7/9
Oliim 0/8 3/8 0/8 2/8 0/8 0/8 7/9

konsantrasyonu 1x10° bakteri/mLye ayarlandi ve formalin
ile inaktive edildi. Daha sonra, icerisine aliminyum hidroksit
jeli (%4) katild1 ve homojenize edildi (Eggleton ve ark 1991c,
Hadimli ve ark 2011b).

C. pseudotuberculosis PLD asisi

C. pseudotuberculosis as1 susu, BHI buyyona ekilerek ve
37°C’de 48 saat inkiibe edildi. Kiiltiir santrifiij (6000 rpm, 30
dak) edildi ve supernatant alindi. Stipernatant milipor (0.2
um) filtreden siizlilerek diyaliz membran ile PLD disindaki
molekiiller uzaklastirildi (Eggleton ve ark 1991a, Eggleton ve
ark 1991b).

C. pseudotuberculosis kombine agisi

Kombine as1 bir kisim C. pseudotuberculosis bakterin soliis-
yonu (1x10° bakteri/mL) ve bir kisim C. pseudotuberculosis
PLD’si (0.6 mg/mL) karistirildi. Daha sonra aliiminyum hid-
roksitjeli (%4) ilave edildi ve homojenize edildi (Eggleton ve
ark 1991b, Hadimli ve ark 2011b).

Agilarin sterilite ve zararsizlik kontrolleri

Her bir as1 (bakterin, PLD ve kombine) i¢in, 5’er adet swiss
albino fareye deri alt1 yolla 0.2 mL dozunda verildi ve 15 giin
stireyle izlendi. Ayrica, 1’er mL as1 materyali, kanli agar, Mac-
Conkey agar, Mycoplasma agar ve Saboroud Dextroz agara
ekilerek 1 hafta siireyle lireme yoniinden giinliik kontrolle-
ri yapildi (Hadimli ve ark 2011b).

Hayvan materyali

Asilarin deney hayvanlarinda etkinligini (potens ve celing)
belirlemek amaciyla, bakterin (8+8), PLD (8+8), kombine
(8+8) as1 ve kontrol (9) gruplarinda olmak iizere toplam 57
fare kullanildi. Saha etkinligi icin, 6 farkl siiriide otovaksin
as1ile 84 (37+47), ticari as1 ile 199 (130+69) ve kontrol gru-
bui¢in 175 (71+04) olmak lizere toplamda 548 koyun kulla-
nildi. Farelere uygun sartlarda bakim ve besleme yapildi. Ko-
yunlarin tiim asilamalar1 yapildi ve siirii sartlarinda bakim
ve beslemesi yapildi.

Farelerin agilanmast ve geling denemeleri

Fareler (her bir as1 i¢cin 16), 0.2 mL as1 ile 10 giin aralikla 2
kez asilandi. Her bir as1 grubu icin 8’er fareye son asilama-
dan 10 giin sonra, ¢celing denemeleri icin 1x10° bakteri/mL
ile canli C. pseudotuberculosis veya protein degeri 0.6 mg/mL
olan PLD kas igi verildi ve 20 giin siire ile gozlendi. Siire so-
nunda 6lmeyen farelere dekapitasyon yontemi ile 6tenazi ya-
pildi. Celing denemelerinde dlen yada o6ldiiriilen farelerin i¢
organlarindan (kalp, dalak, karaciger, akciger, bobrek) etken
izolasyonu i¢in ekim yapildi (Hadimli ve ark 2011b).

Koyunlarin astlanmast

Koyunlar, 1 mL ticari as1 veya kombine agsi ile 3 hafta ara ile
i¢ uyluktan deri alt1 yolla 2 kez asilandi. Asilama Oncesi ve
sonrasi 20. haftaya kadar 45-60 giin araliklara kan érnekleri
alindi (Hadimli ve ark 2005).
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Lenf diigtimlerinin muayenesi

Asilamadan 5-6 ay sonra, siiriilerdeki koyunlarda saha ¢elin-
cina kars1 /dogal enfeksiyondan koruma oranin belirlenmesi
icin ylizeysel (bas, cene, omuz ve kasik) lenf diigiimleri apse
olusumu ydniinden muayene edildi.

Serolojik bulgular

Koyunlardan alinan kan érneklerinde C. pseudotuberculosis’e
karsi gelisen antikorlarin varligi ELISA ile belirlendi.

ELISA antijeninin hazirlanmasi

Asilamada kullanilan C. pseudotubercolosis susu %0.1 Tween
80 iceren BHI'a ekilerek 37°C’de 72 saat inkiibe edildi. Kiiltiir
8000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek siipernatant mili-
por (0.2 pm) filtreden siiziildii ve 1/10000 oraninda mert-
hiolat katilarak ekzotoksin ELISA antijeni olarak kullanildi.
Santrifiij ile elde edilen pelet 3 kez PBS ile yikanarak %0.5
formaldehit ile inaktive edildi. inaktive edilen antijen soni-
ke edilerek yogunlugu McFarland No:5'e (1.5x10° bakteri/
ml) ayarlanarak bakterin ELISA antijeni olarak kullanild: (il-
han 2003, Binns ve ark 2007, Hadimli ve ark 2011b). BIORAD
protein dl¢lim kiti ile hem ekzotoksin ve hem de sonike bak-
terinin protein miktarlari belirlendi.

ELISA pleytlerinin hazirlanmasi

Bakterin ve ekzotoksin antijenleri kaplama tamponu (Kar-
bonat/bikarbonat, pH 9.6) ile sulandirilarak ELISA pleytle-
ri kaplandu. ideal antijen, serum ve konjugat diliisyonlari, po-
zitif ve negatif kontrol serumlari kullanilarak, dama tahtasi
yontemi ile belirlendi. Karbonat/bikarbonat tampon sistemi

Erganis ve ark

ile sulandirilan 100pl antijen diiztabanli ELISA pleytinin ¢u-
kurlarina konuldu, 37°C'de 1 saat ve +4°C’de 1 gece inkiibe
edildi. Antijen ile kaplanan pleytler PBS-T (0.15 mol/L PBS,
% 0.5 Twen 20, pH 7.2) ile 3 kez yikand1. Daha sonra 10’ar
katli sulandirilan serum érneklerinden 100ul mikropleyt ¢u-
kurlarina alinarak, 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. PBS-T ile 3
kez yikanan pleytlere, 100ul horseradish peroksidase ile isa-
retli donkey anti-sheep IgG (Sigma, A 3415) ilave edildi ve
37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Yikama sonrasi tiim ¢ukur-
lara 100pl, 0.4 mg/mL o-phenylenediamine dihydrochloride
substrate (Sigma, P8287) ilave edilerek 20 dakika oda 1s1sin-
da inkiibe edildi ve ELISA okuyucuda (Antos, htll, Austria)
450 nm’de okutuldu (ilhan 2003, Binn ve ark 2007, Hadim-
li ve ark 2011b).

Istatistiksel analizler

SPSS istatistiksel paket programi kullanilarak gruplar arasin-
da farkliligin belirlenmesi icin Variyans analizi, farkliliklarin
onem diizeyinin belirlenmesi icin de Tukey testi kullanildi.
P<0.05 degeri istatistiki olarak 6nem sinir1 kabul edildi.

Bulgular

Farkli konsantrasyonlarda C. pseudotuberculosis siispansi-
yonu verilen farelerde hastalik ve 6liim sayilar1 dikkate ali-
narak LD, degerinin 1x10” bakteri/ml oldugu tespit edildi.
Yiiksek konsantrasyonlarda (1x10° ve 1x108 bakteri/mL) C.
pseudotuberculosis verilen farelerin tiimiinde hem hastalik
hem de 6lim gozlenirken, 1x107 bakteri/mL konsantrasyo-
nunda 8 farenin 5’inin hastalandig1 ve 4’iiniin 61diigi belir-
lendi (Tablo 1). Farkli konsantrasyonlarda C. pseudotubercu-
losis PLD’si verilen farelerde hastalik ve 6liim sayilar1 dikka-
te alinarak LD50 degerinin 0,6 mg/mL oldugu tespit edildi.

Tablo 5. Koyunlarda C. pseudotuberculosis antikor titreleri (ELISA sonuglari).

PLD Bakteri
Ornek Asili Asisiz Asili Asisiz

0.422+0.016a* 0.102+0.006¢c* 0.281+0.012b* 0.087+0.003c*
2 0.423+0.015a 0.099+0.010c 0.230£0.007b 0.076+0.002c
3 0.422+0.016a 0.121+0.007c 0.229+0.009b 0.093+0.005c¢
4 0.405+0.012a 0.087+0.005¢ 0.251+0.006b 0.095+0.009¢
5 0.417+0.012a 0.114+0.009c 0.252+0.007b 0.081+0.003c
6 0.418+0.014a 0.095+0.011c 0.240+0.005b 0.103+0.008c
7 0.418+0.010a 0.100+0.011c 0.234+0.010b 0.090+0.004c
8 0.465+0.016a 0.097+0.006¢ 0.251+£0.005b 0.086+0.007c
9 0.429+0.08a 0.108+0.009c 0.228+0.010b 0.079+0.002c
10 0.343+0.040a 0.117+0.012c 0.244+0.007b 0.107+0.011c

*a, b, c: Satirlar arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan 6nemli bulundu (P<0.05).
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Tablo 6. Asili ve asisiz koyunlarda lenf diigiimlerinin muayene sonuglari.

Otovaksin Ticari Otovaksin
1.Surt 2.Siri 1.Surd 2.Siri 1.Surd 2.Siri
Lenf Diigtimleri N=37 N=47 N=130 N=69 N=71 N=104
Lymphnodi cervicales superficiales (sag) 1 1 8 1 5 3
Lnn. cervicales superficiales (sol) 3 1 2 2
Lnn parotidea (sag) 5 1 6 3
Lnn parotidea (sol) 3 3 1
Lnn. subiliaci (sag) 1 1
Lnn. subiliaci (sol) 3 1
Lnn. Mandibulare 1 1 2
Ara Toplam 1 1 24 5 17 11
TOPLAM 2 29 28
Asilama sonras1 % 2.7 212 18.46 7.24 23.94 10.57
Toplam % 2.38 14.57 16

Protein miktar1 0.6 mg/mL degerinde 7 farenin hepsi hasta-
lanirken 4’tinde 6liim gozlendi (Tablo 2). Asilanan hayvanlar-
da anormal davraniglar gézlenmedi ve asinin yapildigi bol-
gede herhangi bir farklilik tespit edilmedi. C. pseudotubercu-
losis bakterin asisi ile asilanan ve canli C. pseudotuberculosis
bakterisi ile ¢elin¢ yapilan 4 farenin karacigerinde C. pseu-
dotuberculosis tekrar izole edilirken diger i¢ organlarda her-
hangi bir etken izolasyonu gézlenmedi. Ayni zamanda, ticari,
PLD ve kombine asilar ile asilanan ve aktif PLD veya canli C.
pseudotuberculosis bakterisi verilen farelerin i¢ organlarinda
da herhangi bir etken izole edilmedi. Bununla birlikte, canli
C. pseudotuberculosis ve PLD ile ¢eling yapilan asisiz farelerin
i¢ organlarinin yaridan fazlasinda C. pseudotuberculosis tek-
rar izole edildi (Tablo 3). Canli C. pseudotuberculosis bakteri-
si verilen, bakterin asi ile asilanan farelerin 3'tinde, kombine
asl1 ile asilanan farelerin 2’sinde ve ticari asi ile asilanan fare-
lerin 1’inde 6liim gozlendi. Ayrica, bakterin asi grubunda 3,
kombine as1 grubunda 2 ve ticari as1 grubunda 1 farede has-
talik tespit edildi (Tablo 4). Aktif PLD verilen, PLD ve kombi-
ne agsilari ile asilanan farelerde hastalik ve 6liim tespit edil-
medi. Ancak, aktif PLD verilen ve ticari as1 ile asilanan fare-
lerin 1’inde hastalik gozlenirken 6liim belirlenmedi. Bunun-
la birlikte, asisi1z farelerin 7’sinde hastalik ve 6liim belirlen-
di (Tablo 4). Asisiz hayvanlar ile karsilagtirildiginda; Al(OH),
jeliile karistirilan C. pseudotuberculosis kombine asisi ile asi-
lanan koyunlarin serumlarinda hem bakteri hem de PLD’ye
karsi olusan antikorlarin daha yiiksek oldugu tespit edildi.
Bakteri antijenine gore PLD’ye karsi olusan antikor titrele-
rinin daha yliksek oldugu gozlendi (P<0.05, Tablo 5). Kom-
bine ve ticari asilar ile asilanan koyunlarin lenf diigtimleri-
nin apse yoniinden elle muayene karsilastirildiginda; otojen
kombine asisi ile asilanan siiriilerin %2.38’inde, ticari as1 ile

asilanan siiriilerin %14.57’sinde ve asisiz siiriilerin %16’sin-
da lenf diigtimlerinde apselesme oldugu kaydedildi.

Tartisma

Bircok tlilkede hastalik tam olarak belirtilmedigi i¢in gercek
prevalansi daha diisiik olarak bildirilmektedir (Pepin ve ark
1994, Erganis ve ark 1990). Enfeksiyonun ekonomik 6nemi-
ninin hayvan sahipleri tarafindan yeterince anlasilmamasi
nedeniyle veteriner hekimlerin tavsiyeleri uygulanmamakta-
dir. Bununla birlikte, tahmini olarak %8-90 arasinda oldugu
ifade edilmektedir (Erganis ve ark 1990, Al-Gaabary ve ark
2009, Guimares ve ark 2009). Tiirkiye’de konu ile ilgili epide-
miyolojik ¢alisma yapilmamakla birlikte farkli bolgelerde ya-
pilan calismalarda, 6zellikle koyun stiriilerinde yaygin oldu-
gu belirtilmektedir (Erganis ve ark 1990, ilhan 2003). Ulke-
mizde bildirimi zorunlu hastaliklar listesinde yer almamakta
ve hastaligin prevalansinin diisiiriilmesine ve /veya eradikas-
yonuna yonelik bir calisma da bulunmamaktadir.

KLA'nin kontroliinde secilecek en etkili yol hala netlik kazan-
mamaktadir (Baird ve Fontaine 2007). Bununla birlikte, ilk
tercih asilama olarak 6nerilmekte, bagisiklama ile etken saci-
liminin azaltilmasi ve hastaligin prevalansinda kademeli bir
diisme amaclanmaktadir. Ancak, KLA'ya karsi biitiiniiyle et-
kin bir asinin olmamasindan dolay: giiniimiizde hastalik be-
lirgin bir sekilde goriilmeye devam etmektedir (Hodgson ve
ark 1999, Fontaine ve ark 2006, O’Reiylle ve ark 2010). Etke-
ne karsi koruma amagh anlamli ¢alismalar Giliney Afrika ve
Avusturalya’da gerceklestirilmistir (Eggleton ve ark 1991a,
Eggleton ve ark 1991b, Hodgson ve ark 1992). Avustrulya’da
1983’den beri ticari olarak bir as1 kullanilmasina ragmen,
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KLA prevalansi 2002’de yaklasik %20’dir.

KLAya karsi farkli as1 formulasyonlar1 (bakterin, toksoid,
kombine, canli ve DNA asilar1) hazirlanmistir (Eggleton ve
ark 19914, Eggleton ve ark 1991c, Hodgson ve ark 1992, Wal-
ker ve ark 1994, Simmons ve ark 1998, Hodgson ve ark 1999,
Fontaine ve ark 2006, Moura-Costa ve ark 2008, Pinho ve ark
2009). Kuzular 4-6 haftalik yada siitten kesilme periyodun-
da 2 kez asilanmalidir. Yetigkin koyunlar i¢in asilama yilda 1
kez yapilmalidir. Asilama 6ncelikle kirkimdan dnce yapilma-
lidir, kirkim esnasinda yapilan asilamalarin daha az koruyu-
culuga sahip oldugu belirtilmistir (Batey 1986, Eggleton ve
ark 1991a).

Formalinle inaktive C. pseudotuberculosis asisinin koyunlar-
da koruyuculuguna yonelik bir ¢calismada, etkenin yiiksek
dozda intraven6z verilmesi ile pulmoner 6dem ve ani 6lim-
ler olusturmasi sebebiyle tatmin edici, sonuglar alinmasi
gliclesmistir. Bununla birlikte, asilama ile enfeksiyon etken-
lerinin letal dozuna kars1 koyunlarda koruma saglanirken,
kronik enfeksiyon ile iliskili lezyonlarin olusumu engelle-
nememistir. Ayrica, etkili korumanin kan dolasimindaki an-
tikorlara bagl olmadigy, hiicresel bagisikligin dnemli bir rol
oynadigl bildirilmistir (Batey 1986, Eggleton ve ark 1991a).

PLD 6nemli bir viriilens faktoér oldugundan, pld geninin ge-
netik inaktivasyonu canli bir rekombinant as1 icin temel sag-
layabilir. PLD geni olmayan C. pseudotuberculosis (Toxminus)
susundan 107 bakterinin koyunlara verilmesiyle, virulent
C. pseudotuberculosis ile apselerin olusmadig1 gorilmistiir
(Hodgson ve ark 1992). Formalin ile inaktive edilen ekzotok-
sinin kobaylara uygulamalarinin homolog ¢elinca karsi bir
dereceye kadar koruma sagladig bildirilmistir. Bundan dola-
y1, hastalifin patogenezinde etkin rol oynayan PLD’nin de ko-
rumada faydal olabilecegi fikri lizerinde durulmustur (Egg-
leton ve ark 1991a). Bu ¢alismada, PLD'nin farelerde LD, de-
geri farelerde 0.6 mg/ml iken bakterinin LD, degeri 1x107
bakteri/mL olarak tespit edildi.

Avusturalya’da klostridial asilar ile kombine edilen bir C. pse-
udotuberculosis asis1 mevcuttur (Eggleton ve ark 1991b, Egg-
leton ve ark 1991c). Bu asi ile asilanan kegilerde, C. pseudotu-
berculosis susuyla yapilan deneysel enfeksiyonlara karsi lez-
yonlarin goriilme sikliginda azalma ile birlikte belirgin bir
koruma saglandig belirtilmistir. Bununla birlikte, klostridi-
al komponentlerle kombine edilen asilarin tek basina hazir-
lanan asidan daha iyi koruma sagladig bildirilmistir (Ander-
son ve Narin 1984). KLA'ya karsi koruma humoral ve hiic-
resel olmakla birlikte, PLD dolasimdaki antikorlar1 ndtralize
etmektedir (Batey 1986, Eggleton ve ark 1991a, Sutherland
ve ark 1992). PLD’nin formalinle muamelesi sonrasinda ¢ok
az bir kisminin (%1) aktif kaldig1 ve koruma i¢in yeterli oldu-
gu belirtilmektedir. Hodgson ve ark (1999), hazirladiklar ge-
netik olarak inaktif ve formalin ile inaktif PLD asilar1 ile ko-
yunlari asiladiklarini ve C. pseudotuberculosis ile ¢eling yap-
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tiklarini bildirmislerdir. C. pseudotuberculosis enfeksiyonu-
na karsi genetik olarak inaktif PLD asisinin %44 ve formalin-
li asisinin %95 oraninda koruma sagladigini belirtmislerdir.

C. pseudotuberculosis’in sekret ve ekskretlerinin humoral ve
hiicresel bagisiklig1 uyarmasindan dolay1 asi gelistirilmesin-
de 6nemli bir potansiyele sahip olduklarini ifade edilmis-
tir (Hodgson ve ark 1999). Bu ¢alismada, asisiz hayvanlar
ile karsilastirildiginda C. pseudotuberculosis asilari ile asila-
nan koyunlarda yiiksek titrede anti-C. pseudotuberculosis ve
anti-PLD antikorlar tespit edildi. Bakteri ve PLD antijenle-
rine karsi sekillenen antikorlarin titreleri karsilastirildigin-
da ise anti-PLD antikorlarinin daha ytiksek oldugu gozlendi.

Formalin ile inaktive edilen bakterin ve PLD’si kombine ha-
zirlanan asilarin, koyunlarda deneysel enfeksiyonlara kar-
s1 koruma sagladigy, i¢ ve dis yiizeysel KLA lezyonlarinin in-
sidensinde diisme sagladig1 belirtilmistir (Fontaine ve ark
2006). Fontaine ve ark (2006), koyunlar cesitli C. pseudotu-
berculosis asilar1 (rekombinant PLD, formalin ile inaktif bak-
terin veya rekombinant PLD ilaveli bakterin) ile immunize
ettiklerini; celing sonrasinda PLD ve bakterin asilarin enfek-
siyona karsi belirgin bir koruma sagladigin1 gozlediklerini
belirtmislerdir. Daha da énemlisi kombine asinin enfeksiyo-
na karsi tam bir koruma saglanmasinda basarili oldugunu ve
biitlin asili hayvanlarda ¢eling susunun elimine oldugunu ra-
por etmislerdir. Bu ¢alismada, hazirlanan C. pseudotuberculo-
sis asilarinin fare ve koyunlara uygulanmasi sonrasinda her-
hangi bir yan etkisine rastlanilmadi. Kontrollere gore, C. pse-
udotuberculosis asilart ile asilanan ve PLD ve C. pseudotuber-
culosis susu ile ¢eling yapilan farelerde hastalik ve 6liim oran-
lar1 diisiik bulundu (Tablo1). Bununla birlikte, PLD ve kombi-
ne asilari ile asilanan farelerde PLD ile ¢eling sonrasinda has-
talik ve 6liim gozlenmezken, ticari asi ile asili bir farede 6liim
tespit edildi. Ayrica, 6len ve uyutulan farelerin i¢ organlari-
nin mikrobiyolojik yonden incelenmesinde, sadece bakterin
asiile asilanan ve C. pseudotuberculosis susu ile ¢eling yapilan
4 farenin karaciger 6rneklerinde etkenin tekrar izolasyonu
yapilirken digerlerinde lireme tespit edilemedi. Bu ¢alisma-
da, C. pseudotuberculosis (kombine ve ticari) asilari ile asila-
nan koyunlarin lenf diigiimlerinin klinik lezyon gelisimi kar-
silastirildiginda; kombine asi ile asilanan koyunlarda daha
diisiik oranda (%2.38) apselesme tespit edildi. Bununla bir-
likte, kontrol grubuna gore (%16) ticari as! ile asilanan ko-
yunlarin lenf diiglimlerinde apselesme orani (%14.57) tespit
edilmesine ragmen istatistiksel olarak énemsizdi (p<0.05).
Kombine asis1 hastalik gelisimini azaltma yoniinden, asisiz
hayvanlarla karsilastirildiginda (16/2.38) 6.95 kat etkin bu-
lundu.

KLA ile miicadelede, her ne kadar C. pseudotuberculosis izo-
latlarinda serotip, genotip farkliliklari olmasi ve PLD toksoi-
di yeterli olarak goriilse de, yiiksek etkinlik elde edilebilme-
si bakimindan, yerel/tlilkesel suslardan hazirlanan asilarin
daha etkin olabilecegi bildirilmektedir.
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Oneriler

Sonug olarak, KLA'li koyunlardan izole edilen C. pseudotuber-
culosis susundan hazirlana bakterin, PLD ve kombine asila-
rinin farelerdeki ve kombine asisinin koyunlardaki sonugla-
rina gore; koyunlarda C. pseudotuberculosis’in sebep oldu-
gu KLA enfeksiyonlarindan korunmada C. pseudotuberculo-
sis asilarinin kullanilmasinin faydali oldugu kanaatine varil-
mistir.
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