Etlik Vet. Mikrob. Enst. Derg. 1984 5 (6-7)

TAVUK TiFOSU’na KARSI ASI URETILMESI
CALISMALARI (1)

Yavuz SAYIM (2) Ayten AKMAN (3)

GiRIS :

Tavuk Tifesu, kanath hayvanlarin salmonella gellinarum tara-
findan meydana getirilen septisemik tabiatte seyreden enfeksiyoz ve
salgin bir hastaligidir. Son yillarda Ulkemiz tavuklarinda artan bir
hizla yayilma istidadi gostermekte, blyik oranda 6lum ve ekonomik
kayiplara neden olmaktadir.

Hastalik yatay bulasim yollari (yem, su, kiimes ekipmanlari, fa-
re ve yabani kuslar, nakil vasitalari, viol ve benzeri vasitalar) yanin-
da dikey yolla da (kuluckalik yumurta ile) yayildigindan ayrica énem
tasimaktadir. '

Hastalikla micadele ve kontrol altina alinmasinda gesitli yon-
temler yaninda asi tatbikatindan da yararlaniimasi  disuntlmis ve
bu maksatla attentie ve inaktif asilar dretilerek uygulanmistir. Fakat
inaktif asilarla yeterli bagisiklik saglanamamis; attente suslarla tre-
tilen asilar ise civcivlerde élimlere sebep olmasi, erginlerde yumur-
ta verimini dislrmesi ve en 6nemlisi kanda aglutininler olusturmasi
gibi sakincalart goruldiginden micadelede kullaniimamistir. (3-6)

(1) Bu calisma T.H. 83/2-A nolu proje destegi ile yuratalmistir,
(2) Etlik Vet. Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Tavuk Hastaliklari Lab, sefi,
(3) Etlik Vet, Kontrol ve Arastirma Enstitisi Tavuk Hastaliklari Lab, uzmani,
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As! Uretiminde patojen olmayan raf karakterdeki O9R salmonella
gallinarum susu ile hazirlanan asilardan iyi sonuclar alindigi ve bu
astlarin patojen etkisinin olmamasi yaninda (S) karakterdeki sus-
lara karsi aglutininler olusturmadigi izlenmistir. (3-6) Halen bati Ul-
kelerinde SR susu ile hazirlanmis asilarin tretilmekte oldugu bildiril-
mektedir. (1,3,4,5,6,7)

Ulkemizde de Arda ve Arkadaslari R susu ile hazirladiklar asi-
dan olumlu sonuclar aldiklarini bildirmiglerdir. (1)

MATERYAL ve METOD :

A — Suslar : 1-Asi Susu : Apatojen ve R (rough) karakterde
olan SR Salmonella Gallinarum sususur. Bu sus (S) karakterdeki Sal.
Gallinarum suslarma karsi kanda aglutininler olusturmamaktadir.
24.2.1981 tarihinde weybridge/ingiltere’den getirilmis ve cogaltilip
liyofilize edilerek laboratuvarimizda muhafaza edilmektedir.

2 — Eprive Susu : 1981 yilinda Amasya’daki bir ciftlikte
seyreden tavuk tifosu vak’asindan izole edilmistir. Patojen ve (S)
Smooth karakterdedir.

B — Besi Yerleri :

1 — Besi Buyyonu : Beef extract 0.4 %, pepton 2 %,
NaCl 0.5 %.

2 — Kolloidal Sdlfurlii Agar : (Beef extract 0.4 %, pep-
ton 2 %, gliserin 2 %, NaCl 0.5 %, Kolloidal sulfir 0.1 %, agar
3 %) Formuliine uygun olarak hazirlanan agar roux buatlarina 150
ml. miktarinda tevzi edilip sterlize edilmistir.

3 — MacConkey Agar.

4 — Zenginlestirilmis kanli agar.

C — Asi Sulandirma  Sivisi : Asi hazirlanmasinda, sulandirma
sivisi ve adsorban madde olarak Aliminyum Hidroksit (Al (OH);) jeli
kullaniimistir. Jel hazir olarak Sap Enstitlisii’'nden temin edildi. Ak-
tivitesi kongo hirmizisi ile (1 ml. Al (OH); jeli + 17 MI. 0.077 % lik
kongo kirmizisi sol.) kontrol edildikten sonra 25 % oraninda aliimin-
yum hidroksit jeli icerecek sekilde normal serum fizyolojik ile seyrel-
tilip PH : 7 ye ayarlandi (Na HCO; ile) ve siselere 100 ml. miktarin-
da tevzi edilerek siterlize edildi.
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D — Biyolojik Maddeler :

1 — Spesifik Tifo Serumu: Genel metodlara gbre S susu
ile tavsanlardan hiperimmun serum hazirlanmistir.

2 — SR Antijeni : 9R susu ile «Kanatlilarin Pullorum ve
Gallinarum hastaliklari micadele yonetmeligi» esaslarina gére Pla-
te-test antijeni Uretildi.

3 — Pullorum Antijeni : Pendik Vet. Kontrol ve Arastirma
Enstitlisii’'nde Uretilen Pullorum plate-test antijeni kullanildi.

E — Deneme Pilicleri :

Bu calisma igin Ankara Tavukculuk Arastirma Enstitu-
st’'nden 15.5.1983 tarihinde 250 adet kahverengi (otoseks) disi civciv
alinmis ve blyutulmustir. Deneme pilicleri, c¢alisma siresi iginde
vem sanayii’'nin antibiyotik ve benzeri madde icermeyen yemiyle
beslenmistir. Pilicler alti haftalik yasa gelince (29.6.1983) hazirlanan
ast ile asilandilar.

F — Asinin Hazirlanmasi :

Asi aliiminyum hidrokside adsorbe canli bakteri asisidir.
Bir dozunda en az 5 x 107 (50 milyon) adet canh sal. gallinarum bak-
terisi bulunmaktadir. Muhafazasini kolaylastirmak ve dayanma si-
resini uzatmak icin asi liyofilize edilmistir. Sulandirma sivist (% 25
aliminyum hidroksit jeli ihtiva eden tuzlu su) ayr bir sisede bulun-
maktadir. Kullanilacagr zaman liyofilize asi muhteviyati sulandirma
sivisina transfer edilerek adsorbsiyonun temini icin en az 10 dakika
calkalanmistir. Bu stre sonunda asi, aliminyum hidroksidin sedi-
mente olmasi igin, yarim saat dinlenmeye birakilmis ve lstteki sivi-
dan kanh agar plaklarina ekimler yapilarak adsorbsiyonun tam olup
olmadigr kontrol edilmistir. Sonucta 10 dakikalik calkalama ile %
ylze yakin bir adsorbsiyon elde edildigi saptanmistir.

Agi Susunun 24 saatlik buyyon kiltlriinden roux buatlarindaki
agara ekimler yapilarak 72 saat siireyle inklbe edildi. Stre sonunda
agar vyuzeyleri 25 er ml, serum fizyolojik ile yikanarak elde edilen
bakteri stispansiyonlari tlilbentten sliziilerek ayri erlenlerde toplandi
ve temizlik kontrolleri yapildi. Temiz ¢ikan erlen muhteviyatlari kol-
lekte edildi ve 3000 RPM/30 dakika/ + 4°C de santrifiije edildi. El-
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de edilen bakteri depositosu muayyen miktar liyofilizasyon sivisi ile
dillie edilerek stok bakteri silspansiyonu elde edildi. Bunun 1 ml.
deki canli bakteri miktari, koloni sayma metodu ile, tesbit edildikten
sonra liyofilizasyon sirasinda olabilecek bakteri kayiplarida dikkate
alinarak asinin bir dozunda bulunmasi éngérilen bakteri miktarinin
% 50 fazlasi (7.5 x 10° canli bakteri/1 ml./100 doz asi) bakteri ice-
recek sekilde liyofilizasyon sivisi ile sulandirildiktan sonra siselere
1 ml. miktarinda (100 doz) tevzi edilip liyofilize edildi.

Liyofilizasyon sonunda bakteri sayimi yapilip uygun bulunan asi
rekoltli U¢ gruba ayrilarak her bir grup sirasiyla (asinin en uygun
muhafaza sekli ve dayanma stresinin tesbiti gayesiyle) oda isisl,
+ 4°C ve — 18°C de muhafaza altina alind.

G — Asinin Uygulanmasi :

100 dozluk bir sise asi muhteviyati sulandirma sivisina nakledil-
di. Adsorbsiyonun temini icin 10 dakika c¢alkalandiktan sonra 6 haf-
talik deneme piliclerinin boyun derisi altina 1 ml. miktarinda, enjekte
edildi.

H — Eprive susunun patojenitesinin tayini (LD 50)

Patojen susun 24 saatli kbuyyon kiltlriinden, 1 ml. de sI-
rasiyle 2,5; 5,0; 7,5 milyar canli bakteri olacak sekilde, bakteri sus-
pansiyonlari hazirlandi. Her konsantrasyondan 5 er adet asisiz pilice
(1 aylik yasta) adele igi yolla 1 er ml. miktarinda enjekte edilerek
hayvanlar 3 hafta sire ile goézlem altinda tutuldu. Gozlem siiresi
icindeki 6lim miktarina goére LD 50 tesbit edildi. Cizelge : 1

Birinci epriivasyonda LD 50 = 5 milyar bakteri/1 ml. kullanil-
mis isede 2 ve 3 cu eprivasyonlarda deneme piliglerinin yaslarinin
ilerlemis oldugu dikkate alinarak LD 50 nin bir lst derecesi ile (7,5
milyar bakteri/1ml.) enfekte edilmislerdir.

Cizelge : 1 (LD 50 Tayini) Olenler Canlilar
Grup 1 5 pilic (2.5 X 10°bakteri/1 ml.) 1 4
Grup 2 5 » (5.0 X 10°bakteri/1 ml.) 3 2
Grup 3 5 » (75 X 10°bakteri/1 ml.) 5 0

LD, : 5 x 10° bakteri/1 ml.
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| — Bakteri Sayimlar :

Asida bulunan canli bakteri sayisini tesbit gayesiyle yapil-
di. iki sise liyofilize asi alindi ve 1 er ml. tuzlu su ile sulandirildiktan
sonra biraraya toplandi. Bundan 10-............ 106 kadar dilusyonlar
hazirlandi. 107 , 10 ve 10 dilusyonlarindan 2 ser adet kanli agar
plagina sirasiyle 0.1, 0.2, ve 0.5 ml. miktarinda. yayilip 18-24 saat in-
kube edildikten sonra lireyen koloniler sayilarak asinin 1 dozunda
bulunan canli bakteri miktari tesbit edildi. Cizelge : 5

J — En Uygun Liyofilizasyon Sivisinin Tesbiti :

Asinin liyofilizasyonu sirasinda en az bakteri zayiatini temin-
eden c¢ozelti arastinimis ve bu gayeyle 4 ayri ¢dzelti parelel olarak
liyofilizasyonda kullanilarak en az bakteri 6limine sebep olan sivi
saptanmistir.

Cozelti a- Sakkaroz 5 % + Casiton 2.5 + Sodyum glukomat 1 %
» b- Sakkaroz ¢ozeltisi (8.5 %)
» c- Sut Cozeltisi (2.5 % siit tozu c¢ozeltisi)
» d- 2 kisim besi buyyonu + 1 kisim koyun kan serumu

Calisma sonunda en uygun liyofilizasyon sivisinin (d) cdzeltisi
oldugu gorilmuistir.

K — Serolojik Test'ler (Cabuk kan aglutinasyon test’i)

Epriivasyonlar &ncesinde asili ve kontrol pilicleri SR ve pullo-
rum antijenleri ile ayri ayri test’e tabi tutuldular. Asisiz kontrol pilic-
leri her iki antijjenle de clumsuz; asili pilicler SR antijeni ile olumlu
ve pullorum antijeni ile olumsuz reaksiyon verdiler.

BULGULAR ve SONUC
Asilema sonrasi gézlenimi :

Asilanan pilicler asilamayi takibeden 3 haftalik stlre icinde kli-
nik olarak higbir hastalik belirtisi gostermediler,
.
d.aj
A — Asinin Koruma Giiciiniin Saptanmasi (Epriivasyonlar)
Asilamayi takibeden 1,3 ve 6 ci aylarda hayvanlara 3 eprivas-
yon uygulanmistir. Eprivasyonlarda 40 ar adet asili ve 10 ar adet
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asisiz kontrol pilici kullaniimis ve eprivasyonu takibeden 3 hafta si-
reyle hayvanlar gbézlem altinda tutularak asinin koruma glci sap-
tanmistir. Cizelge : 2,3,4.

Cizel : 2 — Birinci Epriivasyon Scnuglari (asilamainin 1. ayinda)

Asili pilic adedi Asisiz pilic adedi

Kullanilan pilic ad. 40 10
Olen (3 hafta icinde) 4 9
Canli kalan (3 hafta sonunda) 36 1

Asinin Koruma Gucl : Asililarin yasayanlarinin ytzde miktari(-)
kontrollerin yasayanlarinin ylizde miktari
= 90 %-10 % = 80 %

Cizelge : 3— ikinci Epriivasyon Sonugclari (asilamanin 3. ayinda)

Asili pilic Asisiz pilic
Kullanilan pilic adedi 40 8
Olen (3 hafta icinde) 4 6
Canh kalan (3 hafta sonunda) 36 2

Asinin Koruma Glicli = 90 % —25 % = 65 %

Cizelge : 4 — Uciincii Epriivasyon (asiiagmanin 6. ayinda)

Asili pilic Asisiz pilic
Kullanilan pilic adedi 40 10
Olen (3 hafta icinde) 17 8
Canli kalan (3 hafta sonunda) 23 2

Asinin Koruma Gicl : 5756 % - 20 % = 375 %
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B — Asinin En Uygun muhcafoza isisi ve dayanma - siiresinin
tesbiti :

Uretilen liyofilize asi (ic gruba ayrilarak her gir grup sirasiyle
oda 1sisi; + 4°C ve - 18°C de muhafaza edildi. Her gruptan 2 ser
ay aralklarla bakteri sayimlari yapildi. Sekiz ay stireyle bu kontrol-
ler tekrarlanarak meydana gelen bakteri kaybi tesbit edildi. Alinan
sonugclar cizelge 5 de gorlilmektedir.

Cizelge : 5 — Bakteri Sayimi Scnuclari

Bakteri sayilari

Kontrol Sireleri Oda 1sisinda + 4°C —18°C

1 — Liyofilizasyon sonrasi bakterj sayisi

(100 doz asidaki miktar) 6,213 X 6,213 X 6,213 %
2 — Liyofilizasyondan 2 ay sonra 1,693 X 5,108 x 6,374 x
3— » 4y » — 4,550 X 5,004 x
4 — » 6 » » — 6,693 x 6,768 x
5— » 8 » » — 6,353 X 6,643 x

X = 1 milyar bakteri

Cizelgenin tetkikinde bakteri sayimlari arasinda bir uyum olma-
digi gorilmekte isede bunun laboratuvar hatalarindan kaynaklandigi
kabuledilmistir. Cinki son sayimlarda (6 ve 8. ay sayimlari) bulunan
neticeler birden fazla sayimin ortalamasi sonunda bulunmus ve ke-
sin sonuc olarak kabuledilmistir.

Bu sonuglara, gore liyofilize asi + 4°C ve — 18°C lerde 8 ay si-
reyle titresini korumaktadir. Oda 1sisinda muhafazada ise kisa zg-
manda aktivitesini kaybetmektedir.
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TARTISMA

Bu arastirmada SR susu ile hazirlanan aliminyumhidrokside ad-
sorbe tifo asisinin tavuklarda yuksek bir immunite meydana getir-
medigi gortlmistilr. Asi kahverengi tavuklari ancak 3 ay siireyle ve
65 % oraninda enfeksiyona karsi korumaktadir.

A

Asl, uygulanan hayvanlarda stres ve o6liimlere sebep olmamis;
yumurta verimini clumsuz yonde etkilememistir. Ayni zamanda hay-
vanlarin kaninda (S) karakterdeki suslara karsi aglutininler de olus-
turmamistir. Bu 6zellikler olumlu yonde degerlendirilmistir.

Asinin diffiriz ve buzdolabinda 8 ay sireyle aktivitesini koruma-
s! yine olumlu olarak dederlendirilmistir.

Asinin 3 ay gibi kisa bir streyle hayvanlar tifo enfeksiyonuna
kars 1ancak 65 % oraninda koruyabilmesi olumsuz yénde dederlen-
dirilirse de tifo enfeksiyonunun Ulkemiz kanatlilari arasinda hizla ya-
yilma istidadr gosterdigi dikkate alindiginda, fazla bulasik yoérelerde
hastalikla micadelede diger yontemler yaninda asi uygulamalarinin
da faydali olacagr kanaatine variimistir.

OZET

Bu calismada, tavuk tifosuna kars 1I9R susu ile aliiminyum hid-
roksid’e adsorbe canli ast hazirlandi. Asinin 1 dozunda en az 50 mil-
yon adet canli bakteri vardi. Asi liyofilize edilerek muhafaza edildi.
Kullanilacagr zaman aliminyum hidrokside adsorbe ettirildi. Adsor-
ban swvi, % 25 aliminyum hidroksit jeli ve 75 % serum fizyolojik
iceriyordu.

Agllamada 6 haftalik kahverengi pilicler kullanildi ve asilamayi
takibeden 1,3 ve 6. aylarda hayvanlar epriive edilerek sirasiyla 80
%, 65 % ve 37.5 % koruma glicl saptandi.

Asinin en uygun muhafaza isisi ve dayanma slresini tesbit icin
yapilan calismada, liyofilize asinin + 4°C ve — 18°C de saklanmasi
halinde 8 ay stireyle aktivitesini korudugu saptandi.
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SUMMARY

In the study a live vaccine adsorbed to aliminium hydroxide gel
was prepared against thyphus gallinarum using the strain of 9R.
There was at least 5.107 living bacteria in each dose of the vaccine.
The vaccine was lyophylized and was adsorbed to Al (OH); 25 %
and saline solution 75 %. In the experiments brown coloured race of
chickens were used, After vaccinations 1,3 and 6 months later chal-
langes have been made and proctive power was found 80 % 65 %
and 37.5 % respectively.

The lycphilized vaccine was found effective for at least 8 months
at the + 4°C and — 18°C temperature. It has been inactive in a
very short time at the room temperature.
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TAVUK SERUMLARINDA LISTERIA
MONOCYTOGENES'E KARSI ANTIKOR ARANMASI

Ayten AKMAN (*)

GiRIS

L. Monocytogenes diinyada cok genis yayllim gdsteren ve bu-
glin en az 35 memeli ve 17 kanath tiriinde gérildigu bildirilen bir
zoonozdur.

L. monocytogenes’in neden oldugu hastaliklar koyun, keci, sigir,
dornuz, at, kdpek, kedi gibi evcil hayvanlarda, yabani kemiricilerde,
kuslarda ve kimes hayvanlarinda sporadik olarak gorilmekte ve
ve bazen enzootilere yol acmaktadir. insanlarda sporadik meneniit
granulomatosis infantiseptica, anjin, meningo encefalitis, konjuktivi-
tis, st solunum sistemi enfeksiyonlari, abortus ve 6lu dogumlara
neden olan L. monocytogenes lizerinde son yillarda daha fazla ca-
lisma yapilmaktadir.

Listeria gr (+) 1,2 mikrometre boyunda, 0,3-0,5 mikrometre enin-
de, sporsuz, aside dayaniksiz, hareketli ve comak seklinde bir mik-
roorganizmadir. + 4 ile 38°C arasinda Ureyebilmektedir. Hareket pe-
ritiich olan kirpiklerle saglanir. Aerob ve fakiltatif anaerobdur. Op-
timal Greme derecesi 30 -37°C olup pH 7,2-7,6 dir. Besi yerlerinde
pH disikligid R koloni oranini artirir. Patogen suslar S karakterde-
dir. (2,17,19,21,25,26).

(*) Etlik Vet. Kont. ve Arast. Enst. Uzman Vet. Hek.
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L. mononcytogenes ile serolojik calismalar 1935 de Seaston to-
rafindan yapilmistir. Schultz ve arkadaslari ile Julianella ilk defa bu
grup organizmalarda 2 belirli serolojik grubun varhidgindan bahset-
miglerdir. Julianella bu gruplari Tip 1 veya kemirici susu ve Tip 2 ve-
ya ruminant susu olarak belirledi. Daha sonra Paterson Listeria si-
nifini Flageller (H) ve Somatik (0) antijenlere dayandirarak 4 sero
tipe ayirdi. Robbins ve Griffin somatik antijeni I, II, IlI, IV, V ve kirpik
antijenlerini de a, b, ¢, d olarak ifade etmislerdir.

Seeliger orjinal Tip grup 4’4 somatik antijenlerine dayandirarak
4 a ve 4 b'ye ayirdl. Daha sonra Donker Woet somatik antijenlerine
gOre bu gruba 4 c, 4 d, 4 e alt gruplarini ekledi. Bunun yaninda ay-
ni arastirict bazi 1 ve 3 tip kiltlirlerinde flageller antijende ¢ok az
farklihklar tesbit ederek bunlari Tip 1 ve Tip 3 a olarak dizenledi.
(9,10,11,19).

Cesitli tiplerin bugtin kabul edilen antijenik yapilari tablo (1) de-
ki gibi ifade edilmektedir. B kirpik antijeni btin tiplerde ortaktir.
Ayrica H ve O daki ortak antijenler dolayisiyla tipler arasinda kross
aglutinasyon gérdlir. Antijenik yapi ile hastaligin yayilisi ve konakgl
arasinda bir ilgi bulunamamis fakat az olarak cografik yerlesmeye
bagli oldugu saptanmistir. (11, 19) Killinger ve arkadaslari A.B.D’le-
rinde bakteriyolojik olarak dogrulanan 700 listeria olgusunda (insan
menseli) % 35'i tip 1 ve % 65'i tip 4 b olarak tesbit etmislerdir. Kom
Pelmacher ve arkadaslarr (1956-1960) insan ve hayvan menseli 475
susta 1/3 untn Tip 1 ve 2/3'lnlinde Tip 3 oldugunu ifade etmisler-
dir. King (1959) izole edilen 1G0 sustan 24’(inln Tip 1 birinin Tip-3,
dérdiincl Tip 4 a ve 71’inin 4 b oldugunu bildirmistir. (9,11,14,19).

Yeni dogmus cocuklarda, mekonyum, safra, viscera ve idrardan,
kadinlarin serviksinden L. monocytogenes izole edildigi aciklanmis-
tir (5,7,8,18,19,20,25,26,27).

Ulkemizde ise hastalik ilk defa 1945 yilinda Bandirma Merinos
Ciftliginde koyunlarda tesbit edilmis ve koyunlarin beyinlerinden L.
monocytogenes uretilmistir (18).

Tavuklarda Listeria ilk defa 1932 yilinda Ten Broeck tarafindan
Princeton Universitesinin damizlik siiriisiindeki piliclerden izole edil-
mistir (21). ingiltere’de Paterson (1937) 4 tavuk striisiinde meydana
gelen oluimlere Listeria’nin neden oldugunu saptamistir. Daha sonra
bazilari generalize tabiatl ve digerleri masif myokardial nekrozlu fa-
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Tablo : 1
Listeria’larin Antijenik Yapisi

SEROTIP | O FAKTORLER | caripieni | ABSORBSION | FAKTORLER
la | LILAI) AB Tip 30 T

1b LIL(IID) ABC Tip 11 veya H G
2 | LIL(II) B.D | Tip1H D

3aa 11, (III),IV AB Tip 1a veya 2 0 | IV

3b IL,(III) IV AB.C Tip 1a H 16
4| (@ID,(V),VILIX ~ ABC Tip 4c 0 IX
_4b | an,v.vI ABC | Tip4ao VI

4c | (II),V,VIII ABC | Tip4bo VII
_4ab (IID),V.VLVILIX  ABC Tip 4c 0 VI,IX

4d | (IID),VIVIII ABC | Tip4bo VIII

de (II1),V,VLVIILIX  ABC ~_lTip3o V,VLVIILIX
4 (IID) V.XV ~ ABC

5 am,(V) VLVIIX |  ABC

6 (III),VILVIIL,XI ABC

7 XX | ABC

L.grayi | (III),XIILXIV n AB.C
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kat genellikle tek tek veya sporadik olgulardan Amerika’da Cole
(1241), Hurt, Levine ve Ginham (1241) Hoffman ve Lenanz (1942) Ka-
nada’da Bigland (1950) Listeria izole ettiklerini bildirmislerdir.

Bu calismamizda Listeriosisin epidemiyolojisini aydinlatmada.
kanatlilarin  diger evcil hayvanlar ve insanlar igin ne derecede bir
kaynak olusturabilecedi ele alinmis ve bu yénden serolojik bir aras-
tirma amaclanmistir.

MATERYAL ve METOD

Serumlcar : Sinsan Tavuk mezbahasinda ve Etlik Vet. Kont. ve
Arast. Enst. Tavuk Teshis Lab.na getirilen 160 tavuktan kan alina-
rak serumlari ¢ikarildi. Serumlar 56°C de 30 dk. inaktive edildi,
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Susglar : L. monocytogenes Tip-l, I, 1ll, 4a ve 4b suslar, A.U.
Vet. Fak. Bakiteriyoloji ve Salgin Hastaliklar Kiirstisii ve A.U. Tip
Fakiltesi Mikrobiyoleji ve Parazitoloji Kirslislinden temin edildi.

Besiyerleri : Kanli agar, triptoz, buyyon, agar, Nutrient buyyon,
PKF buyyonu Sorensen PBS solusyonu.

Kontrol Serumlari : L. monocytogenes Tip, LILII, 4a ve 4b tip-
leri icin spesifik (+) ve (—) kontrol serumlar A.U. Tip Fakiiltesi Mik-
robiyolojjik ve Parazitoloji Kirslisiinden temin edilerek tipleri sap-
tandi.

Antijenlerin Hazirlanmasi :

Larsen ve Jones (7) tarafindan tanimlanan antijen hazirlama
teknigi ile L. monocytogenes serotip LILIIl 4a ve 4b suslarindan ayri
ayri antijen hazirlandi.

1 — Yukaridaki yazili suslarin énce kanl agara ekimleri yapil-
di 24 saat 37°C bekletildi. Ertesi glin Ureyen S. kolonilerinden birer
tane secilerek triptoz buyyona aktarildi.

24 saat 37°C de inklbe edildiler ve boylece saf kiltlrler hazir-
landi.

2 — Buyyon kiiltlirlerinden kontaminasyon kontrolii (boycdna-
rak) yapildiktan sonra, her sus i¢cin 4 adet Roux sisesine steril pipet
ile 5 ml miktarinda aktarildi.

3 — Roux siselerinde Ureyen Listeria’lar ertesi giin steril se-
rum fizyolojik ile toplandi. Boyanarak kontaminasyon kontrolleri ya-
pildu.

4 — Hazirlanan bakteri slispansiycnu her sus igin 2 kisma ay-
rildi.

5 — Balonun birisi H, Antijenleri icin ve digeri O antijejnleri icin
kullanildi.

6 — H. antijeni icin slispansiyona son konsantrasyonu % 0,5
olacak sekilde formalin ilave edildi. Bir gece buzdolabinda + 4°C de
bekletildi. Ertesi glin 3 defa santriflij ile Sorensen PBS soliisyonu
kullantlarak yikandi.

75



L. monocytogenes antikorlari1 — Akman

7 — Uclincli yikamadan sonra MC farland 3'e tekabiil eu..sk
tzere sorenson PBS tamponu ile dilie edildi,

8 — O-antijeni icin, bakterileri ihtiva eden slispansiyon su ban-
yosunda 100°C de 1 saat kaynatildi.

9 — Sorenson’in PBS soltsyonu kullanilarak santrifiijle 3 de-
fa yikandi.

10 — O-antijenleri konsantre olacak sekilde yeniden sulandiril-
di ve lizerine 9 cc. ye 1 cc % 1 lik tripsin sollisyonundan ilave edil-
di. 37°C de 15 dakika bekletildi.

11 — O antijenleri 2 kez daha yikanarak Mc Farland 3’e tekabiil
etmek lizere Sorenson FBS tamponu ile dilie edildi.

LISTERIA UREME INHIBITION AGLUTINATION TEST

1 — Testte mikroorganizmalarin 24 saatlik Nutrient buyyon
kaltard kullanildr.

2 — Serum ornekleri 56°C de yarim saat inaktif edildikten son-
ra asagidaki tarzda dilte edildi.

Birinci tlipe 3.84 ml. PKP buyyonu 0.16 ml. test serumu kondu.
Diger tuplere 2 ml. PKP buyyonu kondu. ilk tip 2 ml. ikinciye 2 ml.
lcuncuye... dilisyonlari yapilarak son tlpten 2 ml. disari atildi. Boy-
le1:25 1:50,1:100, 1 :200. 1 : 400 ve 1 : 800 dilisyenlari ha-
zirlandi. Bir tlp pozitif bir tip negatif kontrol ilave edildi.

3 — Her tlpe 24 saatlik mikroorganizma kiltlrinden bir dam-
la konup tlpler kapatilarak 24 saat 37°C de inklibe edildi.

Sonuclarin Okunmasi

(+) Ust swvi berrak, dipte kenorlari kivrimli cokeltl.
(+) Ust sivi berrak degil, fakat dipte cokelti.
(—) Ust sivi bulanik dipte tortu yok (13)
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Tip Dilusyon Metodu ile Yapilan Aglutinasyon Deneyi
1 — Supheli serumlar 56°C de yarim saat inaktive edildi.

2 — Seri dilusyon metodu (6) uygulanarak birinci tlpe 0,8 cc
tuzlu su diger tiplere de 0,5 cc. tuzlu su kondu.

8 — Birinci tiipe 0,1 cc. siipheli serum ilave edildi. lyice karig-
tirildh, bdylece serum sulandirimi 1/10 olmustur. Buradan alinan 0.5
cc ikincj tlipe, 2. tipten alinan 0,5 cc Gglncu tipe 0,5 cc lclincl
tipe ve diger seri tuplere aktarmak suretiyle birer misli sulandiril-
mistir. Sulandirma yapilirken, kontrol tiip sulandirma disi birakilmistir.

4 — Her tupe 0,5 cc antijen ilave edildi ve tlpler iyice calka-
landi. H aglutinasyonu ic¢in etlivde 2 saat ve cda isisinda yarim saat
bekletildi.

O aglutinasyonu gec tesekkiil ettijinden etiivde 2 saat oda Isi-
sinda 24 saat bekletilerek sonuclar okundu (5,15).

(+) sonug veren tlplerin H aglutinasyonunda buytk kimeler
olustugu O-aglutinasyonunda kuglik nokta seklinde kiumelerin olus-
tugu gozlendi.

1/320 dilisyonda pozitif reaksiyon vermesi, hastaligin teshisi
icin kriterdir ve bu dillisyon pozitif kabul edilir (5,11,19).

BULGULAR :

L.monocytogenes Tip LILII, 4a, ve 4b suslart kanh agar, triptoz
buyyonu nutrient buyyon ve agarda 24 saatte Urediler. Kanh agarda
hemoliz, buyyonda hcmojen bir bulaniklik yaptigi ve tipin dibinde
tortu olusturdugu goérildi,

Kdlttrler gram boyama metoduyla boyanip mikroskopta ince-
lendi ve IGmlémel arasi metoduyla yapilan hareket kontrolunda L.
monocytogenes’in bes serotipin de hareketi gdzlendi.
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O cniijenlerinin Homoleg Serumlaria Olan Titreleri :

L.monocytcgenes Tip 1 2560
» » » 2 2560

» » Tip 3 1280
» »  Tip 4a 2560
» » Tip 4b 2560

H antijenlerinin Homoleg Serumlarla Olan Titreleri :

L.monocytogenes Tip 1 1280

» » Tip 2 2560
» » Tip 3 1280
» » Tip 4a 1280
» » Tip 4b 2560

immun Serumlarin Titreleri

L. monocytogenes Tip LILI, 4a ve 4b serotiplerinin titreleri
1/2560 olarak saptandi.

Serum O6rneklerine L. monocytogenes Tip LILIII, 4a, 4b serotip-
lerinin O ve H antijenleri ile ayri ayri serum aglutinasyon testi uygu-
landi. Ayrica bu serumlar Listeria tGreme inhibition ve Aglutinion test
ile de arastirildi. Her 2 testte reaksiyon veren 20 serum &rneginin
sonuglart Tablo 2 ve 3 te gdsterilmistir.

L. Monocytogenes O antijeniyle yapilan aglutinasyon testlerine
160 serum ornedinden 1 tanesinde pozitif reaksiyon gozlendi. Bu se-
rum 5 tiple de 1/1280 dilisyonda aglutinasyon verdi.

H. antijenleri ile yapilan aglutinasyon testinde 3 ve 4b tipleri
320, 1,2, 4a. tipleri 1/640 dilisyonda aglutinasyon vermistir.

160 serum ornedinden 140 tanesinde hi¢ reaksiyon goérilmedi,
19 tanesi ¢ok dustik titre verdi, 1 tanesi ise pozitif bulundu.
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Tablo : 2
O-ve-H-Antijenleriyle Reaksiyon eren Siipheli Serumlarin Aglutinasyon
Test Sonuclar

Serotip | Serotip 11 Serotip I Serotip 4a Serotip 4b
H o) H o H 0 H o} H o
1 17140 | 1/140 = 1/20 1/10 1/20 1/20 1/10 1/20 1/20
T T — 1720 | 1/20 1/40 1720 | 4710  |a/20 |10 | = |20
—5 | 1/1a30 |780  [1/20 |720 |10 |1/20 | 1/40 | 1710 1720 | 1720
“ % |10 {1770 [0 [ 1720 — _ T 110 |10 | 1/10
" B 1/20 1720 | 1710|1710 | 1/20 1/20 1/10 1710 | 1/10 | 1/10
6 | 1/140 |1/80 | 1/10 1/40 1710 | 1/20 | 1720 | — T1720 | 17140
B T S ISR IEVZT/ R IEVZT0 710 20 70 |70 |10 [ 1/10
8 1720|1140 | — 1710 | 1720 |1720 | — e 1/10 1710
) “w20 a0 G720 740|710 |1/40 | 1/20 | 1720 | 1/20 1/20
10 |77ea0 /1280 |i/e40 | 171260 | 1/320 | 1/1280 | 1/640 | 1/1280 | 1/320 | 1/1280
11 710 10 | 1/20 1/20 710 |70 |0 1720 |1/10 | 17200
12 “120 1720 17100 17100 |7100 [1/20 1/10 1720 | 1720 | 1720
13 1710 | 1/20 1/10 1720 | — 20 |70 |10 |10
14 |1710 |1/20 | 1/10 [ 1/20 1710 | 1720 | 1/20 1720 | 1720 | 1/720
15 _— —  Ta710 w2 | — T |0 | 1/20 1720 | 1/40
16 S0 |70 | 1720 1/20 1/20 1/10 1/10 1710 | 1/20 1/20
7 |10 (110 1720 | 1/20 10 10 (120 720 1720 [1/20
8 | = a0 | == = |10 [0 |10 | 1/20 = F o
19 1/20 1/20 1/10 1/20 1720 | 1710 | 1/10 17170 | 1710 | 1710
20 17140 | 1780 | 1/40 1740 1720 | 1740 | 1/20 1/80 | 1720 | 1/20

‘8190 “ISum "qQOI{IN I9A HIDA

-9) S $86I
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Tablo : 3

Ureme inhibition Aglunation Test Sonuglar

Seretip i Serotip Il Serotip Il Serotip 4a | Serotip 4b
1 “““1_{25 . A:I/SO 1/25 B 1_/_%5 o 1_/“59__4
- B 150 e L T
3 ‘717/50> i 1/50 - 1/50 B 1_/5?0 C 1/5(l B
B 4 1/25 1/50 1/570 ) 1/50 7 JL597~_
5 B 1159”_ __111‘()9_ 1/100 1/50 l/;lg)__—
i 6” - 1{190” ) 1{10[? 1/50 1/100 7 1/20Q .
é g B e L Ve L
8 C == T 1/25 ] 1/50 1/50 1/50 4
9 N 11190‘ 1/25 1/100 1/50 1L20_0"__
10 o 1/80704 1/400 1/i100 h 1/400 1/400
LU |l S i S W A
12 1/200 1/200 . 1/100 1/50 1_{199# y
1B 1/1(1(1_ 2 1/§QOA 1/100A7 1/100 1/100
14 - 1/200 L 1”/‘20977 ) 71/71700 1/100 i/l()i “““““
7‘_15~A~ B — = -1_/1,90* _1(100 7_1/100
16 1/50 1/25 1/25 1/25 —
71_7__ L 1'/50 = L/S_O _ 1/25 1/50 1/50
__17877 i 1/100 1/2_5 — == J/2£>77__
8 | wes | e | owe | w0 | ve0
20 1/50 1/25 1/25 1/25 ==
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TARTISMA

Listeriosis tanisinda bakteri izolasyonunun gugligl nedeniyle
serolojik yontemler 6zellikle aglutinasyon kullanildii bildiriimekte-
dir. Fakat hastaligin goriilebildigi normal canlilarin yaridan cogunda
1/200 titreye kadar antikor saptanabildigi ve bu aglutininlerin biylk
oranda kros reaksiyon veren bakterilerden ilerj geldigi aciklanmistir.
Bu ylizden bircok arastirict 1/320 ve daha ylksek titreleri misbet
olarak kabul etmek gerektigini ileri stirmektedirler. (1,4,5,10,11,19,20)

Bu nedenle arastirmamiz Tablo (2)'de gorildigu gibi 1/320'nin
altinda titre veren 19 serum negatif kabul edilmistir. Geri kalan 140
serum hic reaksiyon vermemis, yalniz 1 serum 1/1280 titre vermis-
tir. Bu serum H. antijeniyle daha dilsik titrede reaksiyon gostermis-
tir. Ayni serum Listeria Ureme inhibition ve Aglutinion test metoduy-
la da kontrol edilmis ve pozitif sonuc alinmistir. (11,15)

Calismamizda H antijenlerinin  hazirlanmasinda  kiltirleri  for-
malinle o6ldirdigimiz dikkate alinarak kros reaksiyonun varligini
tesbit imkani bulmamiza ragmen bu siiphenin ¢ok az bir ihtimdl ola-
cag! kabul edilmelidir. Ayrica H. ve O. antijenlerinin her ikisinde de
ylksek titre oldugunda aglutinasyonla elde edilen scnuca glivenile-
cegdini bildiren arastirmacilarin varliginda bu serumun Listeriosis yo6-
niinden misbet olduguna bir baska kanit olarak ileri surtlebilir. (11)

160 kan serumuyla yaptigimiz kontrollerde ancak tek bir seru-
mun L. monocytogenese karsi pozitif riaksiyon vermesi, hastaligin
sekonder olarak seyretmesine baglanabilir. (2,3,19)

OzZET

Sincan Tavuk Mezhabasindan ve Etlik Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitiisi Tavuk Teshis Laboratuvarina gelen tavuklardan
alinan 160 kan &érneklerinin serumlari ayristiriimis ve serolojik olarak
L. monocytogenes Tip LILIII, 4 a ve 4 b’e kars! antikor yéninden ta-
ranmistir, 160 adet numuneden bir tanesinde L. monocytogenes’e
karsi pozitif reaksiyon saptanmistir.
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SUMMARY
Serologic studies on the Avian Listeriosis

160 blood sera, taken from Sincan Avian Slaughterhouse and

Etlik Veterinary Control and Research Institute, were investigated
serologically for the detection of antibody against listeria monocy-
togenes type LILII, 4a and 4b. Only one sample gave positive reac-
ticn to listeria monocytogenes.

10.

11
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