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Studies on the sensitivity of salınoneıla strains to 0-1 phage

Summary: The purpose of this study was to investigate the sensiti-
viry if various salmonella strains if avian origin (41 strains), salmonellae
from nonavian sources (53 strains belonging to different serogroups) and the
enteric bacteriae other than salmonella (40 E.coli, 9 Shigella spp., 5 Pr.vul-
garis, 5 Ps.aeruginosa) to salmonella phage 0-1. To achive this, 1X RTD and
1000 X R TD of phage 0-1 were used in this test.

The results have sllOwed that 37 strains out of 41 avian origin were se/ısi-
tive (90.2 %) and 37 various salmoneıla strains out if 53 nonavian origin
were also sensitive (69.8 %). The overall sensitiviry of the salmonella strains
used (94 strains) was 78.7 % among the other bacteriae tested, 39 strains
out of 40 E.coli, 1 were sensitive, 9 shigella spp., 5 Pr. vulgaris and 5 Ps.
aeruginosa strains were found resistant to the action of phage 0-1.

It was concluted that the phage sensitivity test could only be used as a
additional test besides biochemical and serologic methods.

Özet: Bu çalışmada, kanatlı hayvanlardan izole edilen salmoneıla suş-
ları ile çeşitli araştırma enstitülerinden sağlanan salmoneıla suşlarının ve sal-
monella dışındaki diğer bazı enterik bakterilerin 0-1 fajına karşı duyarlılık-
ları incelenmiştir. Araştırmanın sonuçlarına göre, 41 kanatlı orijinli salmo-
nella suşundan 37 adedi (% 90.2) 0-1 fajına duyarlı, 4. adedi (% 9.7) di-
rençli, kanatlı orijinli olmayan toplam 53 salmonella suşundan 37 adedi
(% 69.8) faja duyarlı, 16 adedi (% 30.2) ise dirençli bulunmuştur.

Toplam olarak 94 salmoneıla suşundan 74 adedinin (% 78.7) duyarlı,
20 tanesinin (% 21.3) ise 0-1 faJına dirençli oldukları belirlenmiştir.

Denemelerde kullanılan ,W E.coli, 9 S1zigella, 5 Proteus vulgaris, 5 Pseu-
domonas aeruginosa suşları arasından 0-1 faJına karşı sadece 1 E.coli suşu
duyarlı diğerleri ise dirençli bulunmuştur.
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Giriş

Enterobacteriaceae familyasının salmoneIla cınsıne ait türleri-
nin diğerlerinden ayırt edilmesinde esas olarak çeşitli biyokimyasal
ve serolojik yöntemlerden yararlanılmaktadır. Ancak, biyokimya-
sal testler her zaman gerçek ve kesin sonuçlar vermekte yeterli ol~
mamaktadırlar. Serolojik tanı, önce polivalan (O) ve sonra da grup
spesifik O-antiserumlardan yararlanılarak mikroorganizmanın sero-
grubunu belli etmektedir. Bundan sonra, flageIla(H) antiserumlarıyla
türü bulunmaktadır (faz-l ve faz-2). Ancak, bu standartserumların
ticari kaynaklarından elde edilmesi oldukça masraflı ve zaman alıcı-
dır. Bu nedenle son yıllarda, birçok ülkede, izole edilen etkenlerin
salmoneIla' cinsine ait olduğunu ortaya koymada, ilk defa :Felix ve
CaIlow(3) tarafindan bulunan Ol-fajından yaygın olarak yararla-
nılmaya başlanmıştır.

Cherry ve ark. (2) ilk olarak 0-1 fajının salmoneIla etkenlerınin
identifikasyonundaki önemini ortaya koymuşlardır. Araştırıcılar, de-
nemelerinde kullandıkları 427 salmoneIla suşundan 415 (% 97.2)'nin
0-1 fajı tarafından !ize olduğunu, buna karşın 12 (% 2.8) suşun faj
tarafından lize edilemediğini, ayrıca salmoneIla dışındaki diğer en-
terik mikroorganizmaların faj duyarlılıklarını incelendiğinde, bu
mikroorganizmaların çok düşük oranda etkilendiklerini (Shigclla
195 suşta % 0.5, E.coli 93 suşta % 1.1) bildirmişlerdir.

Thal ve Kal1ings ( ll), 2134 gram negatif organizmanın 0-1
fajına duyarlılıklarını incelemişlerdir. Kullandıkları 1811 salmoneI-
la suşundan 1802'sinin faj tarafindan lize olduğunu, faj testinin bi-
yokimyasal testlerle birlikte kullanılmasının salmonella'ların rutin
tanısında polivalan serumlarla yapılan teşhis yerine kuIlanılabile-
ceğini araştırmalarında ortaya koymuşlardır. Fey ve ark. (4), çeşitli
gruplara aİt toplam 8255 adet salmonella suşunun 0-1 fajına karşı
duyarlılıklarını saptadıklarında, 8028 (% 97.2)'nin faja duyarlı,
227 (% 2.8)'inin ise dirençli olduğunu, ayrıca salmoneıla dışın-
daki enterik bakterilerden, Arizona grubunda 193 suştan III 'inin
(% 57. 5), 118 E.coli suşundan % 10.2'sinin, Providencia grubu 126
suştan % 2.4'nün faja karış duyarlı, 57 Proteus ve 37 adet Shigella
suşlarının ise dirençli olduklarını ve Bockmülh (1), denemelerinde kul-
landığı 888 salmoneIla suşundan % 79.2'nin 0-1 fajı tarafından eri-
tildiğini, kullanılan suşlardan 176'sının O grup E'ye dahilolup, bu
gruptaki suşların ancak % 47.4'nün faj tarafından lize edilebildiğini
belirtmişlerdir. Welkos ve ark. (12), kullandıkları 603 salmonella
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suşundan % 98.2'sinin 0- ı fajı tarafından lize edildiğini, ayrıca sal-
monella grubu dışında teste tabi tutulan 146:l adet gram negatif
organizmanın O-I fajına direnç gösterdiklerini, ancak testte kullanı-
lan 239 E.coli'den 14'ünün (% 5.9) faja duyarlı olduğunu, Fey ve
ark.(5), toplam 22880 salmoneıla suşundan 21.977'sinin (% 96. i), ay-
rıca 707 adet diğer gram negatif organizmalardan 64 (% 9. i) 'nün
O-I fajına duyarlı olduklarını bildirmişlerdir. Güdcl ve Fey (6), 0-
grubu Eı-E2 salmoneıla suşlarının O-I fajına karşı diğer gruplara
oranla daha az duyarlı olduklarını, ancak bu grup mikroorganizma-
lara etkili faj G-47'nin O-I fajına katılmasıyla, bu faj karışımına bu grup
etkenlerin daha duyarlı haıc geldiklerini denemelerinde gözlediklerini
bildirmişlerdir. Kazan(9), değişik kaynaklardan sağladığı ı28 sal-
monella, 62 proteus, 18 shigella, ı21 pseudomonas ve 76 adet E.coli'niıı
0- i fajına karşı duyarlılıklarını incelediğinde, salmoneıla suşlarından
126 (% 98.4) adedinin O-I fajı tarafindan lize edildiğini, testte kul-
lanılan diğer mikroorganizmaların bu fajdan ctkilenmediklerini açık-
lamıştır.

Bu çalışma, kanatlı orijinli ve kanatlı orijinli olmayan salmoncI-
la suşları ilc diğcr enterik bakterilerin 0--i fajına kaqı duyarlılıklarının
i'nceIenmesi ve bu testin Salmonella grubu bakterilerin rutin teşhi-
sinde geçerliliğini araştırmak amacı ilc de alınmıştır.

Materyal ve Metot

i- Kanatlı orijinli salmoneıla suşları

a) Standart suşlar: Denemelerde kullanılan Salmol/ella pullorum
Standart (5-), S.pullorum Variyant (V-) suşları Pendik VeteTiner ve
Kontrol Araştırma Enstitüsünden, S.pullorum i.5.5. Roma, S.gallina-
rum Kauffma,n suşları Refik Saydam Merkez Hıfzısıhha Küitür Kol-
leksiyonu ünitesinden ve S.anatis Gülhane Tıp Akademisi Mikrobi-
yoloji Bölümünden, S.gallinarum patojenik i007 suşu ise, Güney Af-
rika Birliğinden sağlanmıştır. Ayrıca, S.gallinarum 9R suşu Bakteri-
yoloji Bilim Dalından temin edilmiştir.

b) İzole suşlar: A.Ü. Veterincı' Fakültesi Bakteriyoloji Bilim Da-
lı'na getirilen hastalıklı ve ölü tavuklardan 18 adet, Pendik Veteri-
ner ve Kontrol Araştırma Enstitüsünde, hastalıklı ve ölü tavuklar-
dan izole ve identifiye 16 adet S.gallinarum suşu, denemelerde kulla-
nılmıştır.



SALMONELLA SUŞLARININ O - i FAJINA KARŞI...

2 - Di/jer salmoneıla suşlan: Denemelerde, çeşitli ara~tırma ensti-
tülerinden sağlanan ve kanatlı orijinli olmayan toplam 5:1 saImoncI-
la suşundarı yararlanılnıl~tır.

3- sa/moııella dışlI/daki cııterik bakteri/er: Bu araştırmada kullaııı-
lan 40 E coli, 9 Slzigella sp., 5 Proteııs vulgaris, .:) PseudomOlws aenlgillUsa
Anabilim Dalı Kültür kolleksiyonundan sağlanmış ve kanatlı hayvan-
lardan izole edilen salmoneıla su~ları ilc çeşitli enstitülerden temin
edilep Salmonella suşlarıpu~ ve di,~er enterik bakterilerin bütün ka-
rak terleri yeniden incelenmişt ir.

0-] Fajı: Çalışmada kullanılan 0-] fajı \"C konak!,:ı suşu S.para£ıphi
B, İsviçre Bem Üniversitesi Baktcriyoloji Enstitüsünden Prof". Dr. H.
Fey'den sa.~lanmıştır.

Aııtisemm: Salmoneıla suşlarının O antijenlerinin l)lQirknme-
sinde Salmoneıla poly-O antiserumu (B13L) kullanılmıştır.

Besi )'erleri: Denemelerde kullanılan suşların üretilmesinde, özel-
liklerinin saptanma~ında, gepel katı, sıvı I)('siyerlerinden ve özel 01'-
tamlardan yararlanılmıştır. Fajın ün:tilmesi, Rutin Test Dilusyo-
nunun (R TD) belirlenmesi ve suşların faja duyarlılıklarının saptan-
masında nutrient buyyon ve agar kullanılmıştır.

Fajl1l üretilmesi: Fajın üretilmesinde Fey ve ark.(4)'nın bildirdik-
Ieri yöntemden yararlanılmıştır. ısısı 3fCC. olan 100 mL. nutrient
buyyona, 0.1 fajlll1n konakçı suşu S.paralJ-phi jJ'nin 2 saatlik 37cC.
su banyosundaki buyyon kültüründen ı mL. ve i mL. de O-I f:ıjı ila-
ve edilerek karışını, 3fCC. lik su banyosunda ara sıra çalkalanarak
6 saat inkube edilıniştir. Bu süre sonunda faj süspansiyonuna % 2
kloroform (Mcrck) katılarak i gece oda ısısında bekletilmiş, daha son-
ra kuvvetlice santrifüje edilerek üst sıvı alınınış ve buna tekrar final
konsantrasyonu %) 2 olacak şekilde klororarm katılarak :-4°C. de
saklanmıştır.

Rutin test di/us)'o1l1llIıın (R TD) saptanması: -Ci retilen 0- i fajının
RTD'sini saptamak amacı ilc, konakçı suşu S.parat'ı'jJhi B'nin iH saat-
lik buyyon kültüründen 0.1 nıl., 7 mL. nutrient buyyona ekilenerek
37°C. lik su banyosunda 2 saat inkube edilmiştir. Bu kültürden i
mL. yüzeyi daha önceden kurutulmuş nutrient agar plaklarına ya-
yılmış ve LO dak. bekletilelikten sonra fazla sıvı bir pipet yardımı ilc
alınmış ve agar yüzeyinin tamamen kurumasından sonra RTD'si
saptanacak fajın nutrient huyyondaki iO i .... 10-7 dilusyonlarından
birer damla agar plaklarının i~;Hetlenmiş bölgelerine damlatılmıştır.
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Tekrar yüzeyi kurutulmuş ve 37 oc. de 5-6 saat inkübasyon sonunda
sonuçlar değerlendirilmiştir. i8-24 saat sonra sonuçlar tekrar kontrol
edilerek, RTD, fajın mikroplar üzerindeki konfluent erimesi olarak
değerlendirilmiştir.

Paj deneyi: Faja karşı duyarlılıkları saptanacak suşların 37cC.
de 2 saat bekletilerek hazırlanan buyyon kültürlerinden, daha ön-
ce yüzeyleri kurutulan nutrient agar plaklarına yayılmıştır. Fazla
olan kültürler pipetle alınarak yüzeyi tekrar kurutulmuştur. Daha
sonra i X RTD ve i000 X RTD olan f;ıjdan birer damla damlatılarak
tekrar yüzeyin kuruması sağlanmış ve agar plakları 37 °C.de 6 saat
inkübe edilerek sonuçlar, erime meydana getirip (+) getirmemesine
(-) göre değerlendirilmiştir. Değerlendirmeler ı8 - 24 saat sonra
tekrar yapılmıştır.

Bulgular

O-I fajının RTD sonucu: Denemelerde kullanılan O-I fajının ko-
nakçı hücresinde RTD'si ıo-s, ve plak oluşturma ünitesi de (plaque
forming unit-pfu) 12x 101°1 mL. olarak belirlenmiştir.

Faj deneyi sonuçları

1- Kanatlı orijinli salmone/la suşları

a) Standart suşlar: Tablo-I 'de görüldüğü gibi, kanatlı orijinli
standart suşlardan 3 tanesi 0-1 fajının i X RTD'sinde, 4 tanesi ise
i000 X RTD'de duyarlı bulunmuşlardır.

Tablo I. Kanatlı orijinli standart salmonclla suşlarının faj deneyi sonuçları.

O-I lajma duyarlılık

IxRTD 1000xRTD

.... - T

--
+ -r-

- -
--

- --
------ -----

- .+
- ,.,

- ----------_._--
S. gallinanım 1007 i

-- -.--- -- -_ - ••• •• __ 0- ••• __ ._______ _ _

S. gallinarum 9R

S. anaıis
------- --_._----_._----

s. pulIarum LS.S. Roma

S. pulIarum (Y)

S. pulIorum (S)

Suşun adı

S. pullanım Kaunİnann
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b) İzole suşlar: KanatlıIardan izole ediIen 34. suştan 33'ü 0-1
fajının hem 1X RTD ve hemde 1000 X RTD'de, bir suş ise (S.galli-
narum Çorum-S) hcl' iki testte de negatif bulunmuştur (tabIo-2).

Tablo 2. Kanatlı orijinli yerli izole salmoneıla suşlarının f"j deneyi sonuçları

Suşun adı

0.. 1 fajına duyarlılık

IxRTD IOOOxRTD
, __ • ' ----------_._ •••• - -- __ o •• - , ••• -_._--

S. gallinanım (Çubuk-I,-2,-3,-4)
-_._--- _.-._-_. __ .__ .. _-_.-----~ -----"._-- - ------_.- _.-

S. gallinarum (Çoruın-l,-2,--3,-4) -, "j"

___ •• __ ._._ --o ._" • -- -.-.----.-- -_._--_.- -----

~~ ~l~~arum _(~..arum-5)_ ---.- --- ------. ----- --_'-' :'__.-.----1
S.gallinarum (Beypazarı- ı,-2,-3,-'1,-5,.-6,-7)

- ._--------------_. "---"'- _. __ o - __ o.

S. gallinarul11 (Samsun) -i.-s~gallinaı:;~~ (Ank~-ı~ ------------- ..---- --1- '--.,---
~ö~-~~i:~t~.~~T3,~I;~~~;i~-\G~,~~,;.-5,=(i:~7,-8,=;,~--.- --_~--1--. ---~---
Denemelerde kullanılan standart ve izole topIam 41 saImone!-

la kanatlı orijinIi suşundan 1xRTD'de 36 (% 87.8), 1000xRTD'de
ise 37 (% 90.2) duyarlı suşun bulunduğu saptanmıştır.

2- Diğer salmonella suşları: İncelenen 53 saImonella suşundan
tablo-3'de görüldüğü gibi, 31 adedi (% 58.4) 0-1 fajının 1 xRTD'sin-
de, 37 adedi (69.8) ise, 1000 X RTD'de duyarlı olarak buIunmuştur.
Dirençli olan topIam 16 saImonella suşunun (% 21.2) 5 tanesinin
B, 9'un E grubuna, 2'nin ise O grubuna dahiI oIdukları belirlenmiştir
(tablo-4).

3- Salmonella dışındaki diğer enterik bakteriler: Denemelerde kul-
nılan 40 E.coli suşundan sadece i tanesi 1000 X RTD'de pozitif~
diğer E.coli'ler, Proteııs vulgaris, Pseudomonas aemgmosa ve shigella sp.
ler negatif bulunmuştur.

Sonuç olarak, denemelerde kullanılan topIam 94 saImoneHa
suşundan 74 (%78.7)ü faja 1000xRTDde duyarlı olduğu saptan-
mıştır.



M. ARDA. Ö. AKA Y - M. İZGÜR

Tablo 3. Diğcr salmonella suşlarının l'aj dcncyi sonuçları.

0- i l'ajına duyarlılık

Suşun adı

S. paraıpyplıi A (ı ,.-2,-3, -4,- Oj)

S typhimmium (-1,2,-3,--4)

S. typhimuriurn Breslau

S. ıyphimurium Heildelbcrg

S.ıyplıimurium lll' Ursp I.R.Koclı

S. duhlin

S. urbana

S. aborlus O\'is (-1'-2)

S. havana

S. london

S. newport

S.paratyphi C

S. binza

S. botton (-1,-2)

S. paratyphi II (I ,.2,-3, -4,-.1,-6)

S paratyplıi B GLillıanc

S. paralyphi B SehooI Ui\iSA IR Kodı

S. Iıarıford

S. Ii\'crpooI (-I, -2)

S. minnesota WRAH Ets. 99/152

S. minnesOla Kaul'l'mann

S. chaıııpaign Kaul'l'mann

S. sel'tcnbcrg Kaul'fmann

lxRTD

+

1000xRTD

+-

-i-

-i-

+

-~-

.~.

!-

_L

- ----- --- --- -- --.._--_.-._ .. _.__ .. _-- ----._-. __ ._--- .. _- ..__ ._--
S. sel'ıenbcrg ıP Ehrliclı -i-

.- _._--- -_._- _._- __ O • •••• __ " •• ,_. " __ ._ - __ • •• __ ._

S. t1"lIlıson (-I,--2,- 3)

S. riogrande

S. pensacoııa

S. adelaide i .. i ,-2)

-i- -i-

1-
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Tablo 3. devamı

4.17

Suşun adı

S. illinois Kaul'l'ınann (- ı,-:Z)

S. give

S. arizona

S. orion

S. amslerdam

S. newingıon

I"RTD 1000xRTD

+

Tablo 4. Kanaılı orijinli olmayan Salmon('lla gruplarının 0-] fajına duyarlılık testi sonw;Jarı
(Toplam olarak)

Salmonclla
grubu

A

il

c

Suş adadi

17

7

IOOO"RTD

duyarlı

12

7

dirençli

:J

D

E

G

2

14

- --- -- --- i
2

9

L 2
N i

, 2

o 2 1-
-"._-- .'-- .."._,---- - _. ---"---_ .. _._- .. _-- _._----

Q.

R
_. .. ,_ - - .__ "_.__ ..._. - - - ._0_- _

TOPLAM :,3 37 16

Tartışma ve Sonuç

Çeşitli kaynaklardan izole edilen salmoneıla'dan şüpheli s\l~la-
rımn rutin identifikasyonlarında dünyanın birçok laboratuvarında
biyokimyasal ve serolajik testler kullanılmaktadır. Salmonclla 0-- i fa-
jı ise salmoneılalar üzerine yüksek oranda (~tkili olmasına rağmen
henüz laboratuvarlarea nıtin olarak kullanılan bir test haline gele-
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memıştır. Klasik biyokimyasal ayırıcı sistemlerde, kesin identifikas-
yon için en azından 2-3 günlük bir süreye gereksinim vardır. Sero-
lojik testlerin uygulanması hem pahalı ve hem de zaman alıcıdır.
Buna kaqın, O-I fajının kendine özgü bazı avantajları bulunmakta-
dır. Örneğin, faj testi çabuk, kolay ve ucuz bir yöntemdir. Ayrıca, bu
fajın salmoneıla etkenleri üzerine etkisi de oldukça fazladır. Bunların
yanısıra faj testi 6 saat gibi kısa bir süre içinde sonuç vermektedir.

Hofmann (7), inceledikleri i500 enterik bakteriden salmoneIla-
ların % 95'den fazlasının 0-1 fajı ile identifiye edildiklerini, difazik
arizona suşlarının faja duyarlı olduklarını ve diğer enterik bakteri-
lerin etkilenm(~dikıerini, Seidcl (ıo), et ve et ürünlerinden izole edi-
len şüpheli salmoneIla mikroorganizmaların rutin tanısında, O-I faj
testinin tamamlayıcı bir yöntem olduğunu ve biyokimyasal testler-
den KCJ'\ ile birlikte uygulanmasının yararlı olacağını bildirmişler-
dir. KaIlings(8), denemelerinde kullandığı salmoneIla ve salmonclla
dışındaki mikroorganizmaları 3 grup altında teste tabi tutmuştur. Bi-
rinci grupta bulunan 521 salmoneIla suşundan 515'inin (% 98.8),
salmoneIla olmayan 695 suştan 8'inin (% 1.2), ikinci grupta bulunan
215 salmoneIla suşundan 162'sinin (% 75.4), salmoneıla dışındaki 52
suştan 3'ünün (% 5.8), üçüncü grupta bulunan 2260 salmoneıla suşu n-
dan ise 2258'inin (% 99.9) faja duyarlı olduklarını araştırmasında
açıklamıştır. Fey ve ark.(4), 8255 salmoneıla suşundan % 97.2'sinin
faja duyarlı, % 2.8 inin ise dirençli olduğunu ve Böckmühl(l) ise, 888
salmoneıla suşundan % 97. i'nin fiıj tarafından lize edildiğini ve de-
nemelerde kullanılan 176 suşun Ogrup "E" ye dahilolduğunu ve bu
gruptaki suşların % 47.4'nün !ize edilebildiğini bildirmişlerdir. Bu
araştırmadan alınan sonuçlara göre, (1000 X RTD kabul edilmiştir)
kanatlı orijinli toplam 41 salmoneıla suşundan 37'sinin (% 90.2),
kanatlı orijinli olmayan 53 salmoneIla suşlarından 37 adedinin (%
69.8) ve ayrıca çalışmalarda kullanılan toplam 59 enterik bakteri-
den sadece i adet E.coli'nin O-I fajına karşı duyarlı, diğerlerinin
ise dirençli oldukları belirlenmiştir. Bu bulgulara dayanarak her neka-
dar kanatlı orijinli olmayan salmoneIla suşlarının 0-1 fajına karşı
duyarlılık oranı % 69.8 gibi düşük bir oranda bulunmasına rağmen
dirençli olan 16 suşun 9'nun (% 56.2) E grubuna dahilolduğu be-
lirlenmiş, E grubundaki salmoneıla suşlarının O-I fajına karşı sensi-
tiviteIerinin az olduğu görüşünü savunan araştırıcıların bulgularına
uygunluk sağlamıştır. Kanatlılardan izole edilen salmoneıla suşları-
nın ise, yüksek oranda (% 90.2) faja duyarlı oldukları saptanarak,
araştırıcıların sonuçlarına paralellik sağlanmıştır.
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Sonuç olarak, O-I fajının, salmoneIla'ların idcntifikasyonunda
biyokimyasal ve scrolojik testler yanısıra kullanılabilecek kolay,
ucuz ve kısa sürede sonuç veren yardımcı bir test olabileceği kanısına
varılmıştır.
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An investigation on the comparing of aııergic and seralogic methods for the diag-
nosing of avian tuberculosis.

Summary: lu this sll/{£v, diagnostie ,'alııe ~/ aLlergie aııd serologieal
tests (whole blood and plate agglııtiııation tesıs) were illt('stigated in experimen-
ta(y Tb. inIeeted chiekeııs. The results wae aLSawııfinned with autGps)'fiııdings.
111this experiment, 30 rlelJ('1Imonllls oj olrls ehideııs (25 Tb. infected and 5
control animals) were ıısed. Agglııtinatioıı lest aııd alter.i}.iereaetioıı were ear-
ried out iıı ehiclzens60 da,.ysafta iııjection. '[he wlwle hlood if 21 (8/~ %) and
the Sf1'a oj 23 (% 92) 11 the 25 tııbacıılaııs animals gave posith'e ıeaetion in
tests. Sixtecıı ehickeı.zs (% 64) reacted lo the lubemdin. Alt ~rtlze 5 control
animals werefouııd lo be ııegative iıı these tests. Autops.y ji'ndiııgs were alsa
condated witlz agglutinatioıı test and tubNmlilı ıeaction.

Agglutiııatioıı test has foıınd mileiı 1/1ore sn/sith'e and sjıeClji'r in com-
parison with tııbermLin reaction. This intestigation has also shou;n that u:hen
these tests weıe used siumultaneoııs/j', more reactiz:e cllickens ma,} be diagno-
sed in a .flock.

Özet: Denqsel olarak infekte edilen tavuk ,:e Iloıw:.larda, hastalılim
alleıJik ı'e seralojik (kan ve serum aglutinaS):oılıı)yöııtemlerie teşhisi ve bunların
mahoskopik bulgularla olan ilişkisi incelelimiştir. Çalışmada 30 adet 11 aylık
Leghom (25 iııfekte, 5 kontrol) ha)'uaızlar kul/amlmıştır. İııfekte ve kontrol
ha)'vaııların kan ve sf1'umları ı'e alleıjik .loklamaları denepel iıifeksi)'ondan
GOgiiıı sonra)'apılmış De{abuk kan aglutinas)'onu ile 2 ı tanesi pozitif (% 84),'
4 tanesi negatıf (% 16), çabuk Serlım aglutina.f)'oıl1l iLe 23 tanesi po;:.itif
(% 02),2 tanesi negatif (% 8), tuberkulin teJti ile 2.5 jw)'vandan 16 tanesi
(% 64) pozitif, 9 tanesi (% 36) de negatif buLunmuştur. Kontrol h(l)'vanlann
hepsi biill/n testleıde negatif sonuç uermiştir. Her iki testin, otopsi bulgulan
ile pamlellik gösterdikleri belirlenmiştir.

*1'1'01'.Dı., A.Ü.Vcıcrincr hıkülı,-,;i, Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Ankara-Türkiye,
**Do,;. Dı., A.C. V,'tcriner Fakültesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, Ankara-Türkiye,

***Do,'. Dr., A.ü.Vetcrirıcr Fakiilıcsi, j\'likrobiyoloji Anabilim Dalı, Ankara-Türkiye.
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Alınan sonuçlara giire, avian tüberkülo/-;,is'iıı tamsmda çabuk aglııtinas-
)'on )'öntemi t/lberkulin testine oranla daha olumlu sonuçlar ııermektedir. An-
cak, her iki testin birlikte ll)'/!,Iı/anması halinde daha )'iiksek oranda portör ha.-l'-
vanın orta,ya (ıkarabi/ece.~i kanısl17a uarı/mıştn.

Giriş

Kanatlı hayvanlarda verem, özellikle yaşlı hayvanlarda görülen
ve birçok organlarda tüherkülozik bozuklukların mcyd~ll1a gelmesiyle
karakterize olan, kronik seyirli bir infeksiyondur. Hastalık çoğunlukla
tavuklarda görülmekte ise UC, hindi ve diğer kanatlılarda da i "feksiyon-
na rastlanılmaktadır.

Avian tüherkulozis'de portör hayvanların meydana çıkarılması
ve sürüden dimine edilmesi amacıyla uzun yıllardan beri değişik ül-
kelerde yoğun çalışmalar yapılmıştır Kf)"Wıli(6) , .1I,;1oses,'e ark.(7),
ProcilOrow (9), lJa/ik(2) ve flitla(3). Bunların çağ'u allerjik ve sero-
lojik yöntemlere dayanmaktadır Yine hazı araştırmacılar tarafından
her iki uygulamal1lJı pratikte geçerliliği, tqhis bakımından birbirle-
rine olan üstünlüklerinin saptanması amacıyla da. çalışmalar yapıl-
mıştır Ilitler c'e ark.(4), TlInk/(17) ve Nassal(8).

Avian tubcrkülozis'iıı aglutinasyon metodu ile saptanması ilk
olarak J\!/oses ve ark.(7), tarafindan gerçekleştirilmiştir. Araştırıcılar,
:) i\1ycobacttrium (J,'ill11Z suşundan 2 tar'esini antijen hazırlanması
için uygun bulmuşlar, konsantre antijenlc .')0 tavuk üzerinde yaptık-
ları denemclrrde, 22 tavuğu n hem tuberkulin ve hem de serum
aglutinasyonu ile reaksiyon verdiklerini, bunlardan 12 tanesinin tü-
berkulin pozitif olduğunu saptamışlardiL Karlson ve ark. (5), 282 ta-
vukta tuberkulin ve aglutinasyon reaksiyonlarını karşılaştırdık-
larında, 44 tavuğu n hem tüberkulin ve hem de aglutinasyon testi
ilc pozitif olduklarını, ayrıca tuberkulin negatif reaksiyon veren hay-
vanlar arasında çabuk kan aglutinasyonu ile müsbct reaksiyon veren
i4 portör tavu k saptadıklarını bildirmişlerdir. Prochorow(9), allerjik
testin tavuklarda portürlcrin tqhisinde kullanılmasının olumlu so-
nuç vermediğini, bu yöntemle çok az sayıda portör hayvanın ortaya
konabileceğini, 23355 hayvana tübcrkulin tatbik ederek yaptığı de-
nemede bunlardan 756 (% 3. 2) pozitif geriye kalan 22599 hayvandan
2079 (% 8.4-) çabuk lam aglutinasyonu ilc reaksiyon verdiğini ortaya
koymuştur. Halik (2), tuberkulin testi ilc aglutinasyon testini karşılaş-
tırmış, aglııtinasyon testinin tubcrküline oranla daha duyarlı ve spc-
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sıfik olduğunu açıklamıştır. Sehliesser ve Hilter( 12), i29 tavuk ü~erinde
yaptıkları karşılaştırmalı denemelerde, 105 hayvanın çabuk kan ag-
lutinasyonu, 29 hayvanın tuberkulin testi ilc pozitif bulunduğunu ve
yapılan otopsilerinde 103 hayvanda tü berküloz lezyonu saptadıkları-
nı bildirmişlerdir. Sehliesser ve Berger(lI), 2428 hayvanı tüberkülin
ve çabuk kan aglutinasyonu ile tüberküloz yönünden incelediklerinde,
308 hayvanın (% 12.7) aglutinasyon, 160 tavuğun (% 6.6) tüberkulin
testinde pozi~if olduğunu ortaya koymuşlardıL Nassal(8), 1270 tavuk
üzerinde yaptığı denemede, tuberkulin testi ile 67 (% 3.9), aglutinas-
yon reaksiyonu ile de 221 (% i2.8) portör saptamış,. ayrıca deneysel
infekte edilen tavuklarda aglutinasyonun tüberkulin° testine oranla
daha uygun sonuç verdiğini ve pratik olduğunu belirtmiştir. Sfolt ve
Lueas( 16), ise çabuk kan aglutinasyon testinin tuberküline oranla
daha uygun sonuç verdiğini, ancak saha taramalarında her iki yön-
temin birlikte uygulanması görüşünde olduklarını açıklamışlardır.
Sehoop ve ark.(I4), deneysel damar içi ve ağızdan infekteettikleri
tavuklarda belirli aralıklarla aglutinasyon testini uygulayarak, damar
içi infekte edilenlerde birinci hafta sonu reaksiyon zayıf, ikinci hafta-
da kuvvetli, ağızdan infekte ediIcnlerde ise, birinci ve ikinci haftada
reaksiyonun zayıf ancak üçüncü haftada kuvvetli olduğunu bildir-
mişlerdir. Selıneider ve Haass(13), 2000 tavuk üzerinde çabuk lam
aglutinasyonu ile çabuk serum aglutinasyonunu karşılaştırmışlar,
kan aglutinasyonu ile 27 (% 1.35), serum aglutinasyonu ilc de 34
(% 1.7) hayvanı pozitif bulmuşlar, ayrıca serum aglutinasyonunda
oluşan reaksiyonun daha kuvvetli ve belirgin olduğunu ortaya koy-
muşlardır. Keyhani(6) , deneysel infekte ettiği hayvanların serumları-
nı tü berküloz yönünden pozitif olarak belirlediğini, i65 tavuk üzerinde
yaptığı diğer bir denemede ise, aglutinasyonla 25 hayvan saptadı-
ğını ancak, bunlardan ii tanesinin yapılan otopsisinde Iczyon belir-
Icyemediği gibi etken izole edemediğini de açıklayarak, aglutinasyo-
nun sağlıklı tavuklara ait serumlarla da meydana gelebileceğini
bildirmiştir.

Bu çalışmada, deneysel olarak infekte edilen tavuklarda allerjik
ve serolojik yöntemlerin karşılaştırılması ve bu verilerin otopsi bul-
guları ilc olan paralelliğini ortaya koymak amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot

Deneme suşu: Antijen hazırlanmasında ve deneysel infeksiyonlarda
kullanılan Myeobaeterium avium-3 suşu, Bakteriyoloji Bilim Dalına
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getirilen tüberkülozlu tavuklardan izole ve identifiye edilmiştir. Mik-
roorganizmanın denemeye alınmadan önce bütün karakterleri yeni-
den gözden geçirilmiştir (morfolojik, kültürel, serolojık, tiplendirme
ve patogenite).

Besi yerleri: Antijen olarak kullanılan suşun izolasyonunda, anti-
jenin hazırlanmasında, mikroorganizmanın morfolojik ve kültürel
özelliklerinin belirlenmesinde Lowenstein-Jensen ve gliserinli agar
ortamlarından yararlanılmıştır.

Deneme hayvanları: 30 adet i i aylık Leghorn tavuk ve horoz Bak.
teriyoloji Bilim Dalından temin edilmiştir.

Tuberkiilin: Deneme infeksiyonu oluşturulduktan sonra hayvan-
larda allerjik testin uygulanmasında kullanılan avian PPD, Etlik Ve-
teriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsünden sağlanmıştır.

Deneysel i~reksiyon: Bu amaçla, 25 adet Leghorn tavuk ve horoza
0.25 mg.; 0.5 mL. fizyolojik tuzlu su içinde Myco. avium-3 suşu V.
cutanea ulnaris'den intravenöz verilmiştir. Kontrol amacı ile kulla-
nılan 5 hayvana ise inokulasyon yapılmamış ve her iki gruptaki hay-
vanlar ayrı olarak muhafaza edilmişlerdir.

Antijen hazırlanması: Denemelerde kullanılan çabuk lam agluti-
nasyon antijeni, Afoses ve ark. (7) 'nin bildirdiğilyöntem modifiye edile-
rek hazırlanmıştır. Deney tüplerinde üretilen Myco.avium-3 suşundan
viski şişelerindeki Lowenstein-Jensen besi yerlerine ekimler yapılmış
ve şişeler 37 oC. lik etüvde tam bir üreme meydana gelinceye kadar
inkube edilmişlerdir. Uygun üreme meydana geldikten sonra, beher
viski şişesinin içine % 0.5 fenol içeren fizyolojik tuzlu sudan iOmL.kon-
muş ve kültürler ayrı ayrı olarak tüplere toplanmıştır. Tüpteki kül-
türler, bir erlenmayerde bir araya getirilerek yukarıda bildirilen so-
lusyon ile 3 kez yıkanmıştır. Daha sonra sediment miktarının belir-
lenmesi için, fizyolojik tuzlu su ile süspanse edilerek dereceli santrifüj
tüpüne alınmış ve tortu % 0.5 fenollü fizyolojik tuzlu suda % iO ora-
nında olacak tarzda konsantre edilerek cam pamuğundan 2 kez sü-
zülmüş, pH'sl 7.4' e ayarlanarak denemelerde kullanılmıştır. Hazırla-
nan bu antijenin negatif, pozitif serumlarla ve fiz. tuzlu su ile kontrol-
leri yapılmış ve uygun bulunmuştur.

Lam aglutinasyon, testi: Deneme infeksiyonundan 60 gün sonra
hayvanların tüberküloz yönünden serolojik yoklamaları çabuk lam
aglutinasyon yöntemi ile gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla, hayvan-
ların kan ve serumları incelenmiştir. Her iki muayene tekniğinde de
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temiz bir I:ım üZCTine bir damla ~{) LO konsantre antijenden konımış
ve üzerine bir damla kan veya bir damla serum ilave eniimiş, karış-
tırıldıktan sonra sonuçlar 60 saniye içerisinde reaksiyonun derecesiTl<.~
göre --, 1+,2 L, 3-!, ve 4+ olarak gözle değ"erlendirilmiştir.

Tuberkülin testi :-Deneme infeksiyonundan 60 gün sonra hayvan-
ların saka i derisi içine avian PPD 0.1 mL. şırınga edilmiş ve injeksi-
yondan 4-3 saat sonra inokule edilen saka! diğ(~ri ile karşılaştııılarak
(ödem, şişme, sıcaklık, duyarlılık) sonuçları değerlendirilmiştir.

Bulgular

Llim aglutinas)'oıı testi sonuçlarz
a-Kanla )ıapzlan test soııuçları: Deneme infeksiyonundan 2 ay sonra

yapılan yoklamada, 25 hayvandan 4 tanesinin negatif (% 16), 21 ta-
nesinin ise değişik derecede pozitif reaksiyon verdikleri (% 84) sap-
tanmıştır. Kontrololarak kullanılan hayvanların hepsi negatif bulun-
muştur.

b-Serumla }apılan test sonuçları: Deneme infeksiyonundan GO gün
sonra hayvanlardan kan alınmış, serumları ayrılmış ve antijen ilc lüm
üzerinde aglutinasyon yönünden yoklamaları yapılmıştır. Teste tabi
tutulan 25 hayvana ait serumdan 23'ü pozitif sonuç verirken (% 92)
2 tanesi negatif bulunmuştur (% 8).

Kontrololarak kullanılan 5 hayvanın hepsi de negatif reaksiyon
vermişlerdir.

Her iki testı e ilgili sonuçlar Tablo-l 'de gösterilmiştir.
Tüberkülin test sonuçları: Deneysel infeksiyondan iki ay sonra ya-

. pılan tüberkülin testi sonucunda infekte edilen 25 hayvandan 16 ta-
nesi (% 64) tüberkulin pozitif, 9'.u ise (% 36) negatif sonuç vermiştir
(Tab~o-l).

Kontrololarak kullanılan 5 hayvan ise negatif bulunmuştur.

Otopsi sonuçları: Lım aglutinasyon ve tüberkulin testi uygula-
nan hayvanlara daha sonra otopsi yapılarak organları tüberkulozik
bozukluklar yönünden incelenmiştir. Otopsilcri yapılan 25 infekte
hayvandan 22 tanesinde tü berkülmik l:?zyonlar saptanmasına karşın,
diğerlerinde herhangi bir makroskopik değişime rastlanamamıştır
(Tablo- i). Lezyonlu organlardan yapılan bakteriyolojik yoklama-
lar sonucu etken izolasyonu gerçekleştirildiği halde, lczyon görülme-
yen hayvanların organlarından yapılan bakteriyolojik yoklamalar
sonucunda İse etk:?n i?:ol~si mümkün olamamıştır.
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Aglutinasyon testi, tüberkulin reaksiyonu ve otopsi bulgularının
karşılaştırılmaları yapıldığında; çabuk serum aglutinasyonun un ça-
buk kan aglutinasyonuna oranla sonuçların daha kolay okunabilece-
ği (No. 2, 3, 4, 7, 8, 10, 13, 14, 16, 18 ve 20) ve kanla negatif sonuç
alındığı halde serumla bu hayvanların pozitif olabilecekleri (No. 4ve
18), kan-serum aglutinasyonu ile tüberkulin testinin karşılaştırmasında
ise, aglutinasyon testinin tüberkulin testine oranla çok daha uygun
sonuçlar verdiği (No. 2, 4, 5, 10, 14, IS, 18 ve 19), ancak bazı durum-
larda aglutinasyon (kan ve serum) negatif olabildiği halde tüberkulin'-
in pozitif bulunabileceği (~o.22) ve her iki uygulamanın otopsi bul-
guları ile bir korelasyon sağladığığı (3 olgu hariç- No. 4, 12 ve 18)
ortaya konulmuştur (Tablo- 1).

Tartışma ve Sonuç

Mycobacterium avium'dan ileri gelen kanatlı tüberkülozis'inin
dünyada yaygın olduğu literatür kayıtlarından anlaşılmaktadır. Bu
infeksiyonun kronik bir seyir izlemesi ve etkenin alınmasından has-
talığa ilgili belirtilerin ortaya çıkıncaya ve hatta kaşeksi tablosu olu-
şuncaya kadar dikkati çekecek herhangi bir bulguya rastlanması pek
mümkün olmadığından, bu durum göz önünde tutularak, bir sürü-
deki portör hayvanların elimine edilmesi amacıyla değişik uygulama-
lar yapılmaktadır. Bunlar arasında en geçerli olanları scrolojik ve al-
lerjik metodlardır. Her iki test birlikte kullanılmak suretiyle, çeşitli
ülkelerde tüberkülozdan ari, doğal ve yapay infekte sürülerde test-
lerin teşhisteki önemi, geçerliliği ve birbirlerine üstünlüğü açısından
çalışmalar yapılmıştır.

Bekte ve ark. (I), hazırladıkları antijenle 3208 hayvanın sero-
lojik ve allerjik yoklamalarının yaptıklarında, aglutinasyon testi ilc
151 (% 4.7), tüberkulin reaksiyonu ilc de 186 (% 5.8) hayvanı po-
zitif bulduklarını, Richter( 10), 1438 hayvan üzerinde yaptığı dene-
melerde aglutinasyonla % 6.8, tüberkulin ilc % 10.8 portör sapta-
dıklarını bildirmişlerdir. Bu sonuçlara benzer bulgular Hitler ve
ark. (4), tarafından 290 yetiştirmeye ait 10075 tavuk üzerinde yapılan
denemeden alınmıştır. Araştırıcılar, kan aglutinasyonu ilc 8867, tü-
berkülin testi ilc de 1855 reaktif belirledikıcrini ve 50 i aglu tinasyon
pozitif reaksiyon veren tavuklar üzerinde, yapılan otopsi yoklamaların-
da ise 389 hayvanda lczyon saptadıklarını açıklamışlardır. Hitler (3) ,
25 kuş tipi mikobakteriden 3 tanesini antijen hazırlanmasında uygun
bulduğunu ve bu antijenlerle 118 tavukta yaptığı denemelerde 55
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tanesinin aglutinasyon, 13 adedinin ise tüberkulin pozitif sonuç ver-
diğini, serolojik olarak pozitif bulunan tavukların yapılan otopsile-
rinde 48 hayvanda lezyon belirlendiğini ve alınan bu sonuçlara göre
serolojik metodun allerjik yönteme oranla daha üstün olduğunu bil-
dirmiştir. Stool (15), tüberkülozdan ari olduğu varsayilan yetiştir-
melere ait 520 tavuk üzerinde uyguladığı çabuk kan ag1utinasyonu ilc
bunlardan 54 tanesini (% 10.39) pozitif bulduğunu rapor etmi~tir.
Tunk (17) ise, aglutinasyonun diğer testlere oranla daha praQk ol-
duğunu bildirmiştir. Karşılaştırmalı olarak yapılan denemeler de
deneysel olarak infekte edilen hayvanların, inokul~syondan 2 ay
sonra yapılan serolojik ve allerjik yöntemlerle muayenelerinde; has-
talıklı 25 hayvandan 21 tanesinin çabuk kan aglutinasyonu (% 84) po-
zitif, 4 tanesinin negatif (% 16), çabuk serum' aglutinasyonu ile 23
tanesinin pozitif (% 92), 2 tanesinin negatif (% 8), tübcrkulin testi
ile de 16 tanesinin (% 64) pozitif, 9 tanesinin ise (% 36) negatif ol-
duğu belirlenmiştir. Literatür bilgisi ve tartışmanın bir bölümünde
bildirildiği gibi tüberkülozlu reaktif hayvanların ortaya çıkarılmasında
en geçerli olan yöntemler, aglutinasyon ve allerjik testlerdir. Araştı-
rıcıların rapor ettikleri gibi, bazı olgularda tüberkulin aglutinasyona
oranla, bazılarında ise, aglutinasyon allerjik yönteme nazaran daha
uygun sonuçlar vermektedir. Yapılan denemelere göre; aglutinasyon
testi tüberkulin'e oranla daha uygun sonuçlar vermekte ve araştı-
rıcıların bulgularına paralellik göstermektedir. Ayrıca pozitif bulunan
(aglutinasyon ve tüberkulin) hayvanların yapılan otopsilerindc 3
olgu hariç, bir korelasyon mevcut olduğu da belirlenmiştir.

Denemelerden alınan sonuçlara göre; Avian tüberkülozis'li hay-
vanların tanısında serolojik yöntemler iyi sonuç vermektedir. Ancak,
reaktör hayvanların ortaya çıkarılmasında hem allerjik ve hem de se-
rolojik yöntemlerin birlikte kullanılmasıyla daha fazla sayıda portör
hayvanın saptanabileceği kanısına varılmıştır.
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