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OZET

MARMARA BOLGESINDE RUMINANT ABORTLARINDA CHLAMYDIA
ABORTUS’UN REAL TIME PCR iLE TESHISI VE MULTILOKUS VNTR ANALIZI
ILE GENOTIPLENDIRILMESI

Malal, ME. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2020.

Chlamydia abortus insanlarda ve bir¢cok hayvan tiiriinde hastaliga sebep olan Gram negatif,
zorunlu hiicre i¢i, zoonoz bir bakteridir. C. abortus un ruminantlarda sebep oldugu enzootik
abort hastalit hemen hemen tiim diinyada yaygm olarak goriilmektedir. Ulkemizde C.
abortus 'un, abortif etkenler icerisindeki yerini gésterecek genis ¢apta bir ¢calisma yapilmamis
olmakla birlikte; etkenin genotipleriyle ilgili yaymnlanmis herhangi bir veri de
bulunmamaktadir. Bu calismanin amaci, Marmara Bolgesi’ndeki ruminant abortlarinda C.
abortus’un teshisini yapmak ve etkenin genotiplerini belirleyerek bu anlamda ulusal ilk
epidemiyolojik veriyi elde etmektir. Bu amagla 12 ilden 267’si sigir, 380’1 koyun, 70’1 kegi,
13’1 mandaya ait toplam 730 abort materyali (f6tal i¢c organlar, cenin mide sivisi, plasenta,
kotiledon, vaginal sivap) C. abortus yoniinden incelendi. Calismada, abort materyalinden,
diigiik tespit limitine sahip, tiir spesifik Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
metodu ile etken DNA’s1 arastirildi. Pozitif sonuglara ait DNA’lar Multilocus Variable
Number Tandem Repeat (VNTR) Analysis (MLVA) yontemi ile genotiplendirildi. 730
materyalden 87 (%11.9) tanesi C. abortus yoniinden pozitif bulundu. Pozitiflik oranlar
kegilerde %21.4, koyunlarda %16.6, mandalarda %7.7 ve sigirlarda %3 olarak tespit edildi.
Genotiplendirme sonucunda hakim genotip MLVA genotip 2 (%93.1) olarak bulundu ve
genotip 3, 4, ve 5 ile birlikte toplam 4 farkli genotipin enfeksiyonlarda rol aldig goriildii. Bu
calisma ile iilkemizde ilk kez C. abortus’un genotiplendirilmesi yapilirken; bir manda
fetusunda C. abortus tespit edildi. Ayrica Marmara Bolgesi’nde C. abortus’un 6zellikle kiigiik
ruminant abortlarinin 6nemli bir kismindan sorumlu oldugu belirlendi. Etkenin zoonotik
olmas1 ve yaygin goriilmesi sebebi ile ulusal strateji plan1 hazirlanmasinin gerekliligi ve
yurdumuzda diger bolgelerde yapilacak benzer calismalarin da etkenin yaygmligmin ve
genotiplerinin ulusal ¢apta belirlenmesine katki saglayacagi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Chlamydia abortus, genotyping, MLVA, Real Time PCR, VNTR.



ABSTRACT

DIAGNOSIS OF CHLAMYDIA ABORTUS BY REAL TIME PCR IN
RUMINANT ABORTIONS IN THE MARMARA REGION AND GENOTYPING
WITH MULTILOCUS VNTR ANALYSIS

Malal ME. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of Microbiology
Program, PhD Thesis, Aydin, 2020.

Chlamydia abortus is a Gram negative, obligate intracellular, zoonotic bacteria that causes
disease in many animal species and humans. Enzootic abortion caused by C. abortus in
ruminants is common almost all over the world. There is no extensive studies to show the
place of C. abortus in abortive agents and no published data about the genotypes of the agent
in our country. The aim of this study is to diagnose C. abortus in ruminant abortions in the
Marmara Region and to determine the genotypes of the agent and obtain the first national
epidemiological data in this sense. For this purpose, a total of 730 abortion materials (fetal
tissues, fetal stomach contents, placentas, cotyledons, vaginal swabs) of 267 cattle, 380 sheep,
70 goats, 13 buffaloes were examined for C. abortus. In this study, DNA of the agent was
investigated from abort materials by species specific Real Time Polimerase Chain Reaction
(PCR) with low detection limit. DNAs of positive results were genotyped by Multilocus
Variable Number Tandem Repeat (VNTR) Analysis (MLVA) method. From 730 materials,
87 (11.9%) were found positive for C. abortus. Positivity rates were 21.4% in goats, 16.6% in
sheep, 7.7% in buffaloes and 3% in cattle. As a result of genotyping, the dominant genotype
was found as MLVA genotype 2 (93.1%), and a total of 4 different genotypes with genotypes
3, 4, and 5 were involved in infections. With this study, genotyping of C. abortus and
detection of the agent in a buffalo was done for the first time in our country. It was also
determined that C. abortus was responsible for a significant part of small ruminant abortions
in the Marmara Region. As the agent is zoonotic and widespread, it was concluded that the
necessity of preparing a national strategy plan and similar studies in other regions of our
country will contribute to the determination of the prevalence and genotypes on a national
scale.

Keywords: Chlamydia abortus, genotyping, MLVA, Real Time PCR, VNTR.
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1. GIRIS

Chlamydia abortus ruminantlarda ozellikle de koyun ve kegilerde abortla seyreden,
“Klamidiyozis” veya “Enzootik Abortus” olarak adlandirilan hastaliga neden olur (Szeredi ve
Bacsadi 2002; Givens ve Morally, 2008). Hastalik; koyun ve kecilerde gebeligin genellikle
son 2-3 haftasinda goriilen abort, prematiire dogum, diistik canli agirlikta, zayif yavru dogumu
ve canli olarak diinyaya gelen yavrunun 48 saat i¢erisinde dlmesi ile karakterizedir (Givens ve
Morally, 2008).

Hastalik siirli icerisinde periyodik araliklarla tekrarlar ve enzootik seyirli olan bu
hastalig1 kontrol altina almak oldukc¢a zordur. Hastalik nedeniyle goriilen kuzu ve oglak
kayiplari, hasta hayvanlarin tedavi giderleri ve siit verimindeki azalma gibi faktorler dikkate
alindiginda ¢ok énemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Longbottom ve ark, 2002; Carter
ve Wise, 2004). Etken koyun ve kecilerden baska, sigirlarda, domuzlarda da abortlara neden
olur. Ayrica insanlarin da hastaliga duyarli olmas1 ve diisiiklere sebep olmasi acisindan halk
sagligi riski olusturmaktadir (Ward, 2006).

Etken diinyanin bir¢ok bolgesinde koyun ve keci abortlarinin en énemli sebebidir ve
endemik seyir gosterir (Essig ve Longbottom, 2015). Durum iilkemizin sinir komsulari igin de
benzerdir. Yapilan molekiiler caligmalarda; Bulgaristan’da goriilen kiiciik ruminant
abortlarmin  %35.8 gibi ¢ok yiiksek bir oranmnin C. abortus’tan kaynaklandigi ortaya
konulmustur (Simeonov ve Chilingirova, 2018). iran’da yapilan ¢alismalarda kii¢iik ruminant
abortlarinda %11.0 ile %38.0 arasinda degisen oranlarda C. abortus tespiti yapilmistir (Ebadi
ve ark, 2015; Barati ve ark, 2017; Heidari ve ark, 2017). Yunanistan’da yapilan serolojik
calismada koyunlarda %14.9, kegilerde %21.2 oraninda pozitiflik belirlenirken (Bisias ve ark,
2010), genotipik olarak tiim diinyadan ayrisan 2 farkli sus tespit edilmistir (Siarkau ve ark,
2002; Laroucau ve ark, 2009).

C. abortus genetik acidan ¢cok homojen bir tiirdiir. C. abortus’un genotiplendirilmesinde
en ¢ok tercih edilen yontemler Multilokus Sekans Tiplendirme (MLST) ve MLVA’dir. Bu
yontemlerden MLST yontemi C. abortus’u 5 farkli genotipe ayirabilirken, MLVA ile 7 farkli
genotip elde edilebilmektedir (Siarkou ve ark, 2015). Ayrica MLVA yontemi abort
materyalinden direkt tiplendirme yapmaya miisaittir (Laroucau ve ark, 2009). Bu yontem

bakteri genomundaki ardisik tekrar polimorfizmleri belirlemeye dayalidir (Vergnaud ve
Pourcel, 2006).



Tiirkiye’de genellikle etkenle ilgili serolojik ¢aligmalar yapilmis; koyunlarda ELISA ile
Diizce’de %20.8 (Karagiil ve ark, 2019) ve Burdur’da %32.0 (Oztiirk ve ark, 2016) gibi
nispeten yiiksek seropozitiflik oranlar1 bildirilmistir. Yurdumuzda molekiiler caligmalar ve
izolasyon caligmalar1 ile etkenin varlig1r ortaya konulmus olmakla birlikte, bu calismalar
ulusal anlamda hastaligin yayginlig: ile ilgili yeterli veriyi sunmaktan uzaktir. Tiirkiye’de C.
abotus’un izolasyonu ile ilgili ilk ¢aligma Tiriitoglu ve Erganis tarafindan 1996 yilinda
gerceklestirilmis ve koyun abort materyalinden %16.6 oraninda izolasyon yapildigi
bildirilmistir. Daha sonra, Giiler ve ark (2006) ve Kalender ve ark (2013) koyun
abortlarindan konvansiyonel PCR yontemiyle sirasiyla %7.4 ve %9.8 pozitiflik elde
etmiglerdir. Tirkiye’nin sinir komsusu Yunanistan’da iki varyant susu tespit edilmistir
(Siarkou ve ark, 2002). Ancak, Tirkiye’de etkenin genotipleriyle ilgili herhangi bir veri
bulunmamakla birlikte; Tiirkiye’de de cografi konumu geregi farkli tiplerde suslarin
bulunabilecegi diisiiniilmektedir ve simdiki bilgilerimize gore yurdumuzda secicilik ve
duyarliligi en yiiksek yontemlerden biri olan Real Time PCR ile yapilmis bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Bu yoniiyle ¢alismamiz hem biitiin bir cografi bolgeyi kapsamasi, hem de
Real Time PCR yontemi ile yapilmasi sebebiyle ulusal anlamda bir ilktir. Bu ¢alismada,
Marmara Bolgesi’nde goriilen ruminant abortlarinda C. abortus’un Real Time PCR ile
teshisinin yapilarak MLVA ile genotiplendirilmesi amaclanmigtir. Bdylece, hastaligin
Marmara Boélgesi’nde goriilen abort vakalar igerisindeki 6nemi belirlenerek, hayvan sagligi
ve halk sagligi agisindan daha iyi anlagilmasina ve hastalikla miicadele stratejisinin
olusturulmasina katki saglanacaktir. Ayrica Marmara Bolgesi’nde mevcut olan etkenin
genotiplerinin  belirlenerek bu alanda Tiirkiye’deki ilk epidemiyolojik verinin elde
edilemesinin, diger cografik bdlgelerde yapilacak benzer caligmalara Oncii olacagi ve
dolayisiyla, ulusal olarak C. abortus’un genotipik ¢esitliliginin belirlenmesinin ilk adimi

olacag1 degerlendirilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

Klamidya tiirleri kanatlilar, memeliler ve insanlarda ¢ok farkli hastaliklara yol acan
obligat intraselliiler bakterilerdir. Son zamanlarda kabul goren sinflandirmaya gore,
Chlamydiaceae familyasi i¢erisinde Chlamydia tek cins olarak kabul edilmektedir. Chlamydia
abortus ve Chlamydia pecorum tiirleri ruminantlarda hastalik olusturan tiirlerdir. Sigirlarda
klamidyalarin sebep oldugu enfeksiyonlar ¢ogunlukla reprodiiktif bozukluklar olup abort,
endometritis, vaginitis gibi klinik belirtilere neden olmaktadir (Longbottom ve Coulter, 2003).
Yavru atan hayvanlarda infeksiyoz elementer cisimcikler her tiirlii viicut salgilari ile (vajinal
akitilar, siit, diski, nasal ve okiiler akintilar) ¢evreye bulagsmaktadir. C. abortus infertiliteye
ve embriyonik oliime sebep olmakla birlikte semen ile de nakledildigi de bilinmektedir.
Yabani hayvanlar da bu mikroorganizmanin rezervuari olarak hastalifin yayilmasina sebep
olurlar. Gebe olmayan hayvanlarda mikroorganizma gebeligin baslangicina kadar lenfoid
dokularda latent formda bulunur. Bununla birlikte, abortus meydana gelinceye kadar
enfeksiyon serolojik olarak ya da patojenin direk tespiti yoluyla saptanamamaktadir
(Longbottom ve Coulter, 2003).

C. abortus laboratuvar ortaminda olduk¢a zor (doku kiiltiirii, embriyolu tavuk
yumurtasi, laboratuvar hayvanlarinda) iiretilebilmektedir. C. abortus’u iiretebilmek igin
plasenta, fetal organlar, vaginal akinti ve semen gibi biyolojik Ornekler siklikla
kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan yontemler embriyolu tavuk yumurtasi, siirekli hiicre
kiiltiirti, protein tespiti ve niikleik asit tespiti gibi tekniklerdir. En ¢ok kullanilan serolojik
yontemler ELISA ve komplement fikzasyon testidir (CFT) (Longbottom ve Coulter, 2003).
CFT uzun yillar boyunca hastalik teshisinde kullanilmis olsa da klamidyal antijenin biiyiik
oranda tiim Chlamydiaceae igin ortak olan LPS igermesi sebebiyle hatali pozitifliklere sebep
olmaktadir. ELISA yontemleri ise tarama amacli kullanimda faydali goriilmektedir (WEB_2).
Son zamanlarda etkenin abort materyalinden dogrudan teshisini yapabilmesi, hizli ve
giivenilir sonuglar vermesi sebebiyle molekiiler yontemler tercih edilmektedir. Bu
yontemlerden tiir diizeyinde teshis yapabilen, diisiik tespit limitine sahip, validasyon
caligmalar1 yapilmis ve diinya hayvan saghg: orgiitii (OIE) tarafindan 6nerilen yontemlerden
biri olan Real Time PCR yontemi (Sachse ve ark, 2009) c¢alismanin teshis basamaginda
kullanilmigtir. Fenotipik ve molekiiler arastirmalar C. abortus’un genetik heterojenitesinin

diisiik oldugunu gostermistir. Ancak C. abortus, genomundaki ardisik tekrar polimorfizmlere



gore simiflandirma yontemi olan MLVA ile farkli genotiplere ayrilabilmistir (Laroucau ve ark,

2009; Siarkou ve ark, 2015).

2.1. Tarihce ve Siniflandirma

C. abortus, Chlamydiaceae ailesinin bir iiyesidir. Bu ailede yer alan bakteriler, bir gok
hayvan tiiriinii ve insan1 etkileyen ¢ok ¢esitli hastaliklara yol acar. Bunlardan bazilar1 abort,
ensefalomiyelit, pnomoni, konjuktivit, artrit, mastit, gastroenterit, solunum sistemi
enfeksyionlari, trahoma, psittakoz, metrit ve cinsel yolla bulasan hastaliklardir (Longbottom
ve Coulter, 2003).

Klamidya’nin tanimi1 1907 yilina dayanmaktadir. Halberstaedter ve Von Prowazek
(1907) bir trahoma vakasina ait konjuktival kazintida Giemsa boyamada intrastoplazmik
vakuoller igerisinde etkeni gérmiisler ve protozoon oldugunu degerlendirerek etkene
Chlamydozoa ismini vermislerdir. Bu isimlendirmeyi Yunanca Ortiili anlamina gelen
Chlamys/khlamus’tan esinlenerek yapmislardir. Daha sonra ayni etkeni iretrit, servisit, yeni
dogan konjuktiviti, lenfogranuloma venereum vakalarindan tespit edilmistir (Lindner, 1910;
Durand ve ark, 1913). 1929-1930 yillarinda diinya ¢apinda pandemiyle seyreden , psitasin
kuslarla temas halindeki insanlarda goriilen akut ve atipik pndmoni vakalarinda hem kuslarda,
hem insanlarda bulunan etkenin psitakoz etkeni de oldugu ortaya ¢ikmistir (Bedson ve ark,
1930). Hastalik etkeni, bakteriyel filtrelerden gecebildigi ve besiyerinde liremedigi i¢in viriis
olarak nitelendirilmistir (Miyagawa ve ark, 1935). Rake ve Jones (1942) bir komplement
fikzasyon antijeni identifiye etmigler ve bunun hastalifa neden olan etken olabilecegini
bildirmistir. 1966°da elektron mikroskopla etkenin yapisi incelendiginde Gram negatif
bakterilerin hiicre duvar1 yapisinin oldugu, DNA, RNA ve ribozom igerdigi goriilmiis ve
bakteri olarak smiflandirilmistir (Moulder, 1966). Chlamydiae ilk olarak embriyolu
yumurtanin korioallontoik zarinda kiiltiire edilmistir. Daha sonra T’ang ve ark (1957) trahoma
susunu embriyolu tavuk yumurtasinin sar1 kesesinde kiiltlire etmislerdir. O zamandan beri
mikrobiyologlar etkenin daha derin morfolojik ozelliklerini incelemek igin bu ydntemi
kullanmaktadirlar. Su anda Chlamydiaceae bir ¢ok monolayer hiicre hattinda
tiretilebilmektedir (Omsland ve ark, 2012). Chlamydia trachomatis i¢in hiicre icermeyen saf

tiretim ¢aligmalar da yapilmaktadir. (Nunes ve Gomes, 2014).



Onceleri Chlamydiaceae ailesinin sadece Chlamydia isminde tek bir cinsinin oldugu
kabul edilirdi. Bu cinse ait 4 tiir tanimlanird1. Bunlar C. trachomatis, C. pcittaci, Chlamydia
pneumoniae ve C. pecorum’du (Borel, 2008). Daha sonra Everett ve Andersen (1999) 16S ve
23S rRNA sekans analizleri ile Chlamydiaceae ailesini, Chlamydia ve Chlamydophila olarak
iki cins seklinde tanimladilar (Everett, 2000). Bu tanimlamadan sonra yapilan ¢alismalarda,
sekans datalarinin yetersiz oldugu ve tek cins olmasi gerektigi savunulmustur (Schachter ve
ark, 2001). Bunun iizerine 2009 yilinda yine tek cins olarak smiflandirilmistir. Bu cinsin
icinde Chlamydia muridarum, Chlamydia. pneumoniae, Chlamydia pecorum, Chlamydia suis,
Chlamydia abortus, Chlamydia felis, Chlamydia caviae, Chlamydia psittaci ve Chlamydia
trachomatis olmak iizere 9 tiir bulunmaktadir. (Stephens ve ark, 2009).

C. trachomatis: Insanlarda hastalik etkenidir. Nadiren koalalarda hastalik yapar. Cesitli
hastaliklara yol acan ¢ok sayida serovart bulunmaktadir. Neden oldugu hasatliklar; trahoma,
pnémoni, artrit, yenidoganlarda konjuktivit, lenfogranuloma venereum, prostit ve diger
tirogenital yol enfeksiyonlaridir.

C. suis: Onceden domuzlarin C. trachomatis’i olarak adlandirilirdi. Domuzlarda enterit,
konjuktivit ve pndmoniye sebep olur.

C. muridarum: Farelerin C. trachomatis’i olarak adlandirilir. Fare, gine domuzu ve
hamsterlarda solunum sistemi enfeksiyonuna yol agar.

C. psittaci: Insan psittakozuna ve kanatl klamidyozisine sebep olur.

C. abortus: Daha once yapilan calismalarda C. psittaci serotip I olarak adlandirilirdi.
Koyunlarda enzootik aborta, sigir, domuz ve kegilerde klamidyal aborta sebep olur.

C. caviae: Eski ¢alismalarda Chlamydia psittaci nin gine domuzu susu olarak bilinirdi. Gine
domuzlarinda konjuktivite sebep olur.

C. felis: Chlamydia psittaci'nin kedi susu olarak bilinirdi. Kedilerde konjuktivite ve
pndmoniye sebep olur.

C. pneumonia: Insanlarda, siiriingenlerde, amfibilerde, koalalarda ve atlarda solunum sistemi
enfeksiyonuna yol agar.

C. pecorum: Koyun, keg¢i, sigir ve domuzlarda pnémoni, enterit, artrit, poliartrit, konjuktivit,
abort ve sporadik bovine ensefalitise sebep olur (WEB_1, 2017).

2014 yilinda bu tiirlere 2 tane daha eklenerek tiir sayist 11°e ¢ikmistir. Chlamydia
avium giivercinlerde hastaliga sebep olurken, Chlamydia gallinacea tavuk, hindi ve beg
tavuklarinda enfeksiyona yol agtig1 tespit edilmistir (Sachse ve ark, 2014).

Ayrica misir turnasindan izole edilen Chlamydia ibidis (Vorimore ve ark, 2013),

sahinlerden izole edilen Chlamydia buteonis (Laroucau ve ark, 2019), yilanlardan tespit edilen
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Chlamydia sanzinia, Chlamydia serpentis ve Chlamydia poikilothermis (Taylor-Brown ve
ark, 2016; Staub ve ark, 2018) yeni aday tiirlerdir.

2.2. Morfoloji ve Yasam Dongiisii

C. abortus; Gram negatif, pleomorfik, hareketsiz, zorunlu hiicre i¢i bir bakteridir.
Etkenin kendisine 6zgli bir yasam dongiisii vardir. Etken konake1 hiicrelerinde retikiiler
cisimcik (RB) ve elementer cisimcik (EB) olmak tlizere 2 farkli formda bulunur (Litwin,
1959). EB metabolik olarak inaktif, infeksiyoz ve cevresel etkenlere karsi direngli, RB ise
metabolik olarak aktif, cogalan ancak infeksiydoz olmayan formudur. Elementer cisimcikler
yaklasik 0,3 pm boyutunda, kiiciik, oval sekillidir. Merkezi ve yogunlugu yiiksek bir ¢ekirdek
icerir. Sert hiicre duvariyla spor benzeri bir formdur. Cevresel sartlara ¢ok dayaniklidir.
Retikiiler cisimcik ise elementer cisimcige gore daha biiyiiktiir. Yaklagik 1 um boyutundadir.
Yapisal olarak esnektir. RNA acisindan daha zengindir ve yogun DNA igerir. Yapisal
ozellikleri intraseliiler ¢ogalma, nutrisyonel faktorleri alma, atiklari uzaklastirma gibi
metabolik aktiviteleri yapmasina olanak saglar (Moulder, 1991).

Enfeksiyonu takiben 0.25 pm biiyiikligiinde, kiire bigimli ve hayli enfeksiydz olan
elementer cisimcikler giris yoluna bagli olmak tlizere konak¢imnin solunum, gastroenterik veya
genital kanalindaki fagositik hiicrelere veya mukoza epiteline lokalize olurlar. Daha sonra
bakteri, 4 fazda konakg1 hiicresindeki gelisimini tamamlar (Carter ve Wise, 2004).

Faz 1: Uyuyan faz olarak bilinir. Bu fazda metabolik aktivite ¢ok dusiiktiir. Elementer
cisimcigin konakgr hiicrelerce, ozellikle trofoblast hiicrelerince fagosite edilmeden once
hiicreye baglandig: fazi tarif eder.

Faz 2: Bu fazda elementer cisimcikler fagosite edilerek, inkliizyon denilen endozomal
vakuoller olusur. Bu inkliizyonlar lizozomlarla par¢calanamaz. Metabolik aktivite 12 — 24 saat
igerisinde baslar.

Faz 3: Metabolik aktivitenin baglamasinda 24 — 48 saat sonra elementer cisimcigin ¢ekirdegi
dagilmaya baglar ve bu dagilma sonucunda retikiiler cisimcik olusur. Bu adimm retikiiler
cisimciklerin inkluzyon igerisinde ikiye boliinerek cogalmasi izler.

Faz 4: Cogalma tamamlandiginda olgun retikiiler cisimcikler son boliinmeden 20 — 30 saat
sonra tekrar elementer cisimciklere doniisiirler. Daha sonra hiicre lize olarak yiiksek
infektivitedeki elementer cisimcikler, yeni bir konakgiya tutunup yeni bir dongiiyii baslatir

(Moulder, 1991; Carter ve Wise, 2004).



Dordiincii faz1 tamamlayan elementer cisimciklerin sayisi1 milyonlart bulur ve bunlar

uterus akintilari, siit, idrar, digk1 yoluyla tekrar sagilirlar.
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Sekil 1. Chlamydia abortus’un yasam dongiisii (Samkange, 2008).

2.3. Antijenik Yapis1
2.3.1. Lipopolisakkarit (LPS)

Bakterinin antijenik yapisinda yer alan lipopolisakkaritler 1siya dayaniklidir.
Chlamydiaceae ailesinin tiim {iyelerinde ortak olarak bulunur. Hiicre duvarinin
bilesenlerinden biridir. Chlamydiaceae i¢in CFT ve ELISA gibi serolojik testlerde kullanilir
(Everett, 2000).

2.3.2. Major Dis Membran Proteini (MOMP)

Patojen — konak¢1 etkilesiminde, bakterinin korunma mekanizmasinda ve

immunopatolojide 6nemli rol oynar (Lampe ve ark, 1993). LPS ile birleserek kompleks



molekiiler form olusturur. Enfeksiydz elementer cisimciklerin yiizeyindeki baskin antijenik
yapidir. MOMP, ompA genleri tarafindan kodlanir. Bu genler VS1 - VS4 olarak adlandirilan
farkli segmentler igerirler. Bu segmentler C. abortus ve C. pecorum’da farklidir. Bu bolgelere

spesifik monoklonal antikorlar kullanilarak tiir bazinda tespit yapilabilir (Everett, 2000).

2.3.3. Polimorfik Dis Membran Proteinleri (POMP)

Bir tiir MOMP olarak gériiliir. Ozellikle C. abortus S26/3 susunun hiicre zarinda
oldugu diisiiniilmektedir. 4 tane gen tarafindan kodlanir. POMP90 isimli 90 kda agirligindaki
POMP’un Chlamydia abortusun serolojik teshisinde kullanilabilecegi distintilmiistiir
(Longbottom ve ark, 1998).

2.3.4. Kazeince Zengin Dis Zarf Proteinleri

Sirastyla omp3 ve omp2 genleriyle kodlanan A ve B zarflaridir. RB olarak sentezlenip
EB’ye doniigiirler. Her iki zarf da ozmotik stabiliteyi artiran kompleks yapi olusumunu

saglarlar (Everett ve Hatch, 1995).

2.3.5. Is1 Sok Proteinleri

Dis membran kompleksinde bulunan 1s1 sok proteinleri prokaryot ve Okaryot
hiicrelerde yaygin olarak bulunur ve yapisi oldukca 1yi sekilde korunmustur. Is1 soku yaniti
hiicrelerin veya bakterilerin degisen c¢evresel kosullarda hayatta kalmasindaki en Onemli
mekanizmalardan biridir. Is1 soku yaniti stres kosullar1 altinda transkripsiyonu tetikleyerek
bakterilerin kisa siireler igerisinde yeni proteinler sentezlemesini saglar. Klamidya kiiltiirleri
42-45 °C 1sida tutulduklarinda birkag dakika igerisinde transkripsiyon seviyesinde
diizenlenmis 1s1 sok yanitt gelistirmektedir. Escherichia coli groEL'in ve dnaK genlerinin
ilgili homologlar1 oldugu tespit edilen genler, 10, 60 ve 70 kD olan 1s1 sok preoteinlerini
klonlar ve dizer. Bu klamidyal genler, klamidyal yasam dongiisii boyunca temel olarak
eksprese edilir. Is1 stresi sirasindaki regiilasyonlarda da novo protein sentezi gerektirir.

Klamidya' daki groEL ve groES genleri, polististronik haberci RNA transkriptlerine sahip bir
8



kaliim bolgesi olusturur. Klamidya genom dizilemesinden elde edilen veriler hepsinin
bakterinin tim yasam dongiisii sirasinda islevsel olup olmadigi belli olmayan ii¢c groEL
kopyast oldugunu gostermistir. dnaK geninin ekspresyonu, 1s1 sokuna maruz kaldiktan
sonraki 10 dakika i¢inde en az 10 kat artar ve olusan transkriptler yaklasik 5 dakikalik yari
Omiire sahiptir. Her {i¢ 1s1 sok proteinleri temel dig membran kompleksinde ve kisimlarinda
yer alir. Ayrica bu 1s1 sok proteinleri Klamidya tiirlerinde ¢ok iyi korunmustur. Protein
diizeyinde benzerlikleri % 95 ‘den fazladir. Klamidyanin immiinobiyolojisi i¢in dnemli olan
bu 1s1 sok proteinlerinin, diger bakteri tiirleriyle amino asit acisindan % 60 ve insan 1s1 sok
proteinleri ile yaklagik % 50 homolojiyi paylasir. DnaK (hsp70) protein ailesi, hiicre igi
tasinmada polipeptitlerin baglanmasi, katlanmasi ve translokasyonunda yer almaktadir.
Hsp60' in klamidya igindeki fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Ancak Escherichia
coli'nin yiizeyinde eksprese edilen rekombinant hsp70'in, bakterilerin insan endometrial epitel
hiicrelerine baglanmasina neden oldugu ve bu nedenle bir ligand fonksiyonuna sahip oldugu
gosterilmistir.  Bu proteine karsi olusan antikor klamidya enfektivitesini in vitro olarak
notralize eder. GroEL ve GroES (hspl0 ve hsp60) protein ailelerinin, yeni sentezlenmis
oligomerik peptitlere refaket ettigi ayrica katlanma ve translokasyonda rolleri oldugu
bildirilmistir. Klamidyal hsp 60 bakterinin tiim yasam dongiisii boyunca goriiliir. Is1 sok
proteinlerinin hiicre i¢i transport mekanizmalarinda, biiyiik molekiillerin olusturulmasi ve
ayristirilmasinda ve anormal veya fonksiyonunu kaybetmis molekiillerin par¢alanmasinda rol
aldig1 da diistinlilmektedir. Hiicresel immun aktivasyona yanit olarak, protein katlanmasi ve

degredasyonunda rol alirlar (Raulston, 1995; Peeling ve Mabey, 1999; Lund, 2001).

2.3.6. Glikolipid Antijenleri

Klamidyalar cins spesifik glikolipid antijeni sentezlerler. Bu antijenler enfeksiyon
sonrasi hiicre kiiltiirlerinde 48 — 72 saat sonra ve embriyolu tavuk yumurtalarinda Elementer
cisimciklerde tespit edilmiglerdir. Lipopolisakkaritin i¢ yapisinda bulunur (Stuart ve ark,
1994).



2.4. Epidemiyolojisi

2.4.1. Konake¢i Dagilimi

C. abortus esas olarak koyun ve kegcilerin hastaligidir. Bununla beraber, daha az
siklikla sigirlarda, mandalarda, domuzlarda, atlarda, geyiklerde, lamalarda ve insanlarda
enfeksiyona yol agar (Wang ve ark, 2001; Borel, 2008). Etken ayrica Gine domuzu, tavsan,
fare, yesil deniz kaplumbagasi, yilanlar ve kurbagadan izole edilmis olsa da, hastalikla direkt
iliskisi heniiz ispatlanmis degildir (WEB_1, 2017). Cin’de kiirkii i¢in yetistirilen tilki, rakun
ve vizonlarda etken tespiti yapilmig ve bu hayvanlarin tasiyici oldugu ve halk saglig

acisindan risk olusturabilecegi degerlendirilmistir (Li ve ark, 2018).

2.4.2. Etkenin Dayanikh@

Elementer cisimcikler ¢evrede, iliman mevsimlerde giinlerce, donma 1sisina yakin
1silarda ise aylarca canli ve enfeksiy6z olarak kalabilir (Borel, 2008). Elementer cisimcikler
toprak ve digkida ise uzun siireler canli kalir (Carter ve Wise, 2003).

Diger bir ok bakteri gibi otoklavda 121°C’de 15 dakikada, 160°C — 170°C kuru
sicakta 1 saatte oliir. Bir ¢calismada Chlamydia trachomatis’in %0.25- 2.5 sodyum hipoklorit,
%70 etanol, %2 glutaraldehit, ortofitalaldehit, %7.5 hidrojen peroksit ve %0.2 perasetik asite
duyarli oldugu bulunmustur. Kuaterner amonyum bilesiklerinin etkili oldugu
diisiniilmektedir. C. pcittaci’nin asit ve alkali dezenfektanlara direngli oldugu raporlanmistir

(Smith ve ark, 2005; Coulon ve ark, 2012).

2.4.3. Hastali@in Diinyadaki Durumu

Hastalik ilk kez Almanya’da raporlanmistir. Hastalik etkeni diinyada aborta neden olan
ana etkenlerden biri olarak kabul edilir; yapilan siralamada aborta sebep olan etkenler
arasinda ikinci siradadir. Birinci sirada olan Bruselloz ise etkin miicadeleyle bir ¢ok iilkede
kontrol altina alinmistir (Rodolakis, 2001). Yeni Zelenda ve Avustralya hastaliktan aridir.
Kuzey Avrupa’da en 6nemli enfeksiyoz abort etkenidir. Birlesik Krallik’ta 1995-2008 yillari

arasinda goriilen ve teshisi yapilan enfeksiydz abort etkenleri arasinda C. abortusun orant
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%44 olarak bulunmustur (Stuen ve Longbottom, 2011). Ispanya’da ise kiiciik ruminant
abortlarinda C. abortus’un oram1 %56’ya kadar ¢ikmaktadir. Borel ve ark (2004) isvigre’de C.
abortus’un seroprevalansini %19 olarak belirlemislerdir. Tunus yine Klamidyal abortlarin
yiiksek olarak goriildiigii bir iilkedir. Tunus’ta C. abortus kaynakli abort orani %58
seviyesinde bulunmustur (Rekiki ve ark, 2002). Enfeksiyonun yiiksek oranda goriildigii
iilkelerden bir digeri Urdiin’diir. Al-Qudah ve ark (2004) yaptiklar1 bir ¢alismada, abortlarn
goriildiigii asilanmamis 56 siiriiyii komplement fikzasyon testi (CFT) ile kontrol etmisler ve
stiriilerin tamaminin C. abortus yoniinden pozitif oldugunu bildirmislerdir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde ilk dogumunda abort yapan kegilerden en ¢ok izole edilen etkendir (Aiello ve
Mays, 1998). Hastaligin Meksika’daki varligi serolojik ve molekiiler olarak gosterilmistir
(Campos-Hernandez ve ark, 2014). Cin’de yapilan ¢alismada kegilerde seroprevalans %8.5
olarak tespit edilmistir (Hu ve ark, 2018). Yunanistan’ 1n gilineyinde yapilan serolojik
calismada C. abortus’a karst antikor yanitlar1 koyunlarda %14.9, kegilerde %21.2 oraninda
pozitif olarak bulunmustur (Bisias ve ark, 2010).

2.4.4. Hastahi@in Tiirkiye’deki Durumu

Tiirkiye’de ilk olarak Ataman ve Hakioglu (1955), Eskisehir’in Beylikahir ilgesi ve
civar koylerindeki koyunlarda hastaligi teshis etmislerdir. Yilmaz (1962) Bandirma Merinos
Ciftligi ile Tahirova Tiirk-Alman Ciftligi’ndeki yavru atan koyunlarda enzootik abortusu
serolojik olarak saptamustir.

Etkenin seroprevalansi bolgelere gore farklilik gosterir. Gokge ve ark (2007) Kars’ta
yaptiklar1 bir ¢alismada, abort goriilen koyunlarda seropozitiflik oranin1 %13.9, sigirlarda ise
%8.33 olarak bulmuslardir. Yine Kars’ta Otlu ve ark (2007) abort yapan koyun serumlarinda
%5.4 seropozitiflik belirlemislerdir. Caya ve ark (2006) C. abortus seropozitiflik oranlarini
Kahramanmaras’ta %30, Hatay’da %27, Mersin’de %23.5, Kilis’te %20, Gaziantep’te %
16.8, Sanlurfa’da %16.7, Osmaniye’de %9.5, Adiyaman’da %5, Adana’da %2.5 olarak
tespit etmislerdir. Kiigiikayan ve ark (2007) 2003 — 2007 yillar1 arasinda Etlik Merkez
Veteriner Kontrol Enstitiisiine gonderilen atik fetiis ve kan serumlarindan yaptiklar1 ¢alismada
koyun kan serumlarindan 2635’inden 395’inde (%15) Bruselloz’a 1746’sinin  130’unda
(%7,4) Kampilobakterioz’a, 1296’simin 3’tiinde (%0.23) Salmonelloz’a, ve 2376’sinin
43’iinde (% 1.8) ise Klamidyoz’a kars1 antikor saptamislardir. Duman ve Durak (1998) Konya
bolgesinde goriilen atiklardan CFT ile %20 seropozitiflik ve %12.5 siipheli sonug tespit
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etmiglerdir. Tiriitoglu ve Erganis (1996) 80 koyun abort 6rneginin 13’iinden (%16.3) etkeni
izole etmislerdir. Giiler ve ark (2006) 94 adet koyuna ait vaginal sivap 6rneginin 7’sinde (%
7.5) Klamidyal DNA tespit etmislerdir. Kalender ve ark (2013) Kuzey Anadolu’da goriilen
abortlardan temin edilen 64 koyun abort materyalinde, kiiltiir ve polimeraz zincir reaksiyonu
yontemleri ile %9.8 oraninda etken DNA’ sin1 belirlemislerdir. Kili¢ ve ark, (2010) Elaz1g
yoresinde sigirlara ait 47 abort materyalinden hem kiiltiirel olarak hem de PCR ile 3 pozitiflik
bulmuslardir. Oztiirk ve ark (2016) ELISA yontemini kullanarak Burdur’ da koyunlarda
hastaligin seroprevalansinin %32 oldugunu bildirmislerdir. Diizce’de 72 koyun kan serumu
ornegiyle yapilan serolojik ¢alismada C. abortus seroprevalansit %20.8 olarak bulunurken,

seropozitif siiriilerin oran1 % 42.8 olarak belirlenmistir (Karagiil ve ark, 2019).

2.4.5. Enfeksyion ve Bulasma

Yavrulama esnasinda kontamine olan ¢evre, kuzu ve oglaklar i¢in enfeksiyonun en
biiyiik sebebini olusturmaktadir. Abort esnasinda sagilan C. abortus’un elementer cisimcikleri
enfeksiyonun ana kaynagidir. Ust solunum yollar1, g6z ve agiz mukozasi ana giris yollar:
olarak goriilmektedir. Gebe ve gebe olmayan koyunlarla yapilan ¢alismalarda, enfeksiyondan
sonra bakterinin kan yolu ile tim viicuda dagildig: gosterilmistir. Etkenin plasenta ve uterusta
tespit edilebildigi ge¢ gebelik donemine kadar, digkl sagilimi haricinde enfeksiyon goriinmez
kalir (Dawson, 1988).

Enfekte anneler, yavrulama sirasinda plasenta ve fotal sivilar ile birlikte yiiksek
miktarda elementer cisimcik yayarlar. Enfeksiyondan aborta kadar gegen siire koyunlarda 6
haftaya ve kecilerde 2 haftaya kadar diisebilir (Dawson, 1988). Koyunlarda etkenin sacilimi
aborttan bir giin once vaginal akintilarla baslar ve 2-3 hafta devam eder. Ovulasyondan 2-3
giin oncesi ve sonrasinda da etken sagilimi1 olmaktadir (WEB_1, 2017). Kegiler koyunlardan
farkl1 olarak aborttan 2 hafta Oncesinden 2 hafta sonrasina kadar elementer cisimcikleri
yayabilirler (Dawson, 1988; Rodolakis, 2001). Baz1 hayvanlarda vaginal akintilarla etkenin
sacilimi1 2-3 il siirebilir (WEB_1, 2017). Inkubasyon siiresinin daha kisa olmas1 ve vaginal
sekresyonlarin erken baslamasi, salgimin baslangicinda fazla sayida hayvanin etkilenmesine
sebep olabilmektedir (Dawson, 1988). Kegilerin fizyolojik durumuna gore enfeksiyona
duyarhiliklar1 degismektedir. Gebeligi 100. glinden az olanlar, gebeligin ge¢ doneminde
olanlara ve gebe olmayanlara gore enfeksiyona daha duyarlidir. Abort sonrasinda siit, idrar ve

diskiyla diisiik miktarlarda etken uzun siire sagilabilir (Rodolakis, 2001).
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Enfeksiyon, anneden yavruya iki sekilde gecer; birincisi enfeksiyonun dogum
esnasinda dogum kanalindan bulagmasi ile olur. Bu durumda enfekte yavru ikinci gebeliginde
yavru atar (Pelzer, 2012). Diger yol enfeksiyonun uterusta kongenital yolla yavruya
geemesidir. Bu durumda enfekte yavru ilk gebeliginde abort yapar (Aiello ve Mays, 2005).
Abort goriilmedigi durumlarda ise yavru, persiste enfekte olarak etkeni siirii icerisinde veya
stiriler arasinda sagmaya devam eder (Rodolakis, 2001; Kadra ve Balla, 2006).

Teankum ve ark, (2007) ko¢ ve bogalarin genital organlart ve semenlerinde C.
abortus’ un varhigini aragtirmiglardir. Arastirma sonucunda tiim genital organlari etken
yoniinden negatif bulurken, 304 boga semeninin 20 tanesinde etkeni PCR ile teshis
etmislerdir. Incelenen tiim kog semenleri ise etken ydniinden negatif bulunmustur.

Etken, sigirlarin testis ve epididimisinden izole edilmistir. Ayrica etkenin suni
tohumlama i¢in hazirlanmis ve dondurulmus semende canli kalabildigi gosterilmistir. (Storz
ve ark, 1966). Etken koglar i¢in de epididimitis etkenidir (Lozano, 1986).

Enfeksiyon kaynaklari ve bulasma yollar1 agagida 6zetlenmistir (Sekil 2).

Pi=s=nt= w= Foe=l
membrani=sin
erfeicsvons

Gebo= olmavanliar
e meb=lisin

120 sSntondan
sonra enfaksivon

- —_—
: {IT=as1vi1c1)
- A Dbort
_ Ciftlasmms selkillenmax
. - si1rasinda venaral
AN AT eSS

Sekil 2. Enfeksiyon ve bulagsma yollar1 (Manasrah, 2013).

e C. abortus, abort yapmis annenin diskisinda, idrarinda, uterus akintisinda ve daha az
olmakla birlikte stitiinde bulunur. Asemptopmatik hayvanlar kronik tastyici olabilir
(WEB_1, 2017).
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e Abort materyali, diski, uterus sivilar1 gibi etkenin bulundugu sekret ve ekstrektler ile
kontamine yem veya suyun sindirim yoluyla alinmasiyla (Aiello ve Mays, 2005)

e Kontamine toz, aerosol ve damlaciklarin inhalasyonuyla (Carter ve Wise, 2003)

e Ciftlesme sirasinda venereal veya mekanik olarak (Livingstone ve ark, 2009)

e Anneden yavruya vertikal yolla (Aitken, 2007) ve

e Karga, tilki gibi vahsi vektorlerin etkeni siiriiler arasinda tagimasiyla bulasir (Dawson,

1988).

2.5. Patogenez

Inkubasyon periyodlar1 farkli olmakla birlikte abort genellikle enfeksiyondan 5 — 6
hafta sonra gerceklesir. Koyun ve kegiler C. abortus ile gebelik oncesi ve sonrasi enfekte
olabilirler. Enfeksiyonun zamani, abortun hangi gebelik déoneminde olacag ile ilgili 6nem arz
etmektedir. Eger hayvan gebeligin 30 — 120. giinlerindeyse hayvan abort yapar. Eger
enfeksiyon gebelik Oncesi veya gebeligin 120. gilinlinden sonra olugmussa bir sonraki
gebeliginde abort goriiliir (Aitken, 2007).

C. abortus konakgida hematogenesis yoluyla yayilir (Givens ve Maraly, 2008). Etken
plasentada, 6zellikle de fotal korionik epitelyumun trofoblast hiicrelerinde lokalize olmay1
tercth eder. Daha sonra g¢evredeki interkotiledonar membranlara yayilir ve karakteristik
nekrotik plasentite sebep olur (Buxton ve ark, 2002).

Etken elementer cisimciklerin ¢ogalmasiyla en erken gebeligin 90 — 95. giinlerinde
plasental dokulardan PCR ile tespit edilebilir (Buxton ve ark, 1990). Enfeksiyon latent hale
de gecebilir. Ancak stres veya baska enfeksiyonlar sebebiyle immun sistem zayifladiginda
tekrar aktive olur. Antijenik uyarimin yiiksek olmasi interloykin 1 tarafindan olusturulan ve
LPS tarafindan uyarilan kronik inflamasyon ve skarizasyon ile sonuglanir (Carter ve Wise,
2003).

C. abortus’un patogenezinde rol alan 3 ana viriilens faktorii bulunmaktadir.

Cins spesifik lipopolisakkarit antijen veya komplement fikzasyon antijeni konakci
savunma hiicrelerinden saklanmanin yanisira inflamasyonu da uyarmaktadir.

Proteaz / proteozom benzeri aktivite faktori (CPAF), konak¢inin major
histokompatabilite kompleks (MHC) ftiretimi ile ilgili transkripsiyon faktorlerini azaltarak
etkenin T hiicrelerince taninmasin1 engeller ve MHC tarafindan olusturulan immun sistem

hiicreleri arasindaki iligkiyi bozar.
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Tip 3 sekresyon aparati, vakuol membraninda bir kanal acarak patojenik iirlinlerin
konakg1 hiicre sitozoliine birakilmasini saglar. Ornek olarak CPAF bu ydntemle transfer edilir

(Aitken, 2007).

2.6. Klinik Belirtiler

C. abortus ruminantlarda poliartrit, konjuktivit, pndmoni ve abortu igeren gesitli klinik
belirtilere neden olur (WEB_2, 2018).

Asagida sayilan faktorler varsa Klamidyal enfeksiyondan siiphelenilebilir.

o Siiriideki hayvanlar agir stres kosullarinda yasiyorlarsa (Transport, sicak vb)
e Siirii gegmisinde C. abortus veya diger abort etkenleri kaynakli abort vakalar1 varsa
e Siirii ¢esitli kaynaklardan yeni toplanmissa.

e Damuzlik erkekler baska siiriilerce de kullaniliyorsa

e Yem ve su hijyeni iyi degilse

e Hayvan etleri veya aborte fetus ile beslenen evcil hayvanlar bulunuyorsa

¢ Suni tohumlamada kontamine materyal kullaniliyorsa

e Siirii ortak merada bagka siiriilerle birlikte otluyorsa

e Abortlar gebeligin 3. Tremesterinde sekilleniyorsa

e Dogan kuzular 24 saat igerisinde dliiyorsa

e (Cevre giftliklerde de abortlar gortiliiyorsa

e Siiriiye disaridan yeni disi hayvan alinmigsa

e Siirliye oranla yiiksek abort oranlar1 goriiliiyorsa

e Daha 6nce siirliye C. abortus’un canli asis1 yapilmissa.

Hastalik gebeligin son aylarinda goriilen abort ile karakterizedir. Prematiire dogumlar,
yasama giiclinden yoksun yavru dogumlar1 ve diisiik canli agirlikta yavru dogumlar1 da
goriilebilir. Abort 6nceden hicbir belirti vermeksizin goriilebilir. Abort oran1 %25-90 arasinda
degisebilir. Abort yapan disilerde daha sonra metrit veya solunum sistemi enfeksiyonu
gortlebilir (Aitken, 2007). Aborttan sonra hizlica iyilesme gozlenebilir. Bazi kecilerde
kahverengi vaginal akinti goriilebilir. Dispne belirtileri goriilmeksizin devam eden siiregen
okstirtik, artritis ve keratokonjuktivitis gelisen diger komplikasyonlardir (Rodolakis, 2001).

C. abortus enfeksiyonlarinda en yiiksek abort insidensi enfeksiyon siiriiye girdikten

sonraki 2. yavrulama sezonunda ortaya ¢ikar (Kadra ve Balla, 2006). Enfeksiyonun yeni
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girdigi bir siiriide ilkine gebelerin %901 hastaliktan etkilenebilir. Siit iiretiminde azalma
goriiliir. Yiiksek abort orani hastalik siklik dongiiye girene kadar 3 yil siireyle devam eder.
Daha sonralar1 her sene yeni eklenen disilerle abort orant %10 lar seviyesinde sabit kalir.
Hayvanlar genellikle hizlica iyilesir ve genellikle daha sonraki gebelikler sorunsuzdur. ki kez
aborta nadir olarak rastlanmaktadir (Rodalakis 2001, Kadra ve Balla, 2006).

Aborte fetiislerin lizerinde kirmizi-kahverengi bir akinti bulunabilir. Renksiz veya
kirmizi renkli difiiz 6dem, retensiyo sekundinarum, abdominal ve pleyral bosluklarda kanli
sivt birikimi, dil ve agiz boslugunda petesiyel kanamalar goriilen diger degisikliklerdir

(Rodolakis, 2001).

2.7. Asilar ve Bagisikhik

C. abortus enfeksiyonlarinda immunite Immunglobulin G (IgG) ve Immunglobulin M
(IgM) ile iliskilidir. Enfekte hayvanin dolagiminda bu immunglobulinlerden birinin veya
ikisinin birlikte bulunmasi enfeksiyonun zamani hakkinda bilgi verir. Antijene karsi verilen
ilk yanit I[gM’ dir. IgM, antijenin taninmas1 ve dolayisiyla daha uzun ve gii¢lii immun yanit
olusturulmasinda rol alir. Eger IgM seviyesi yiiksekse enfeksiyon yeni baslamis olarak kabul
edilir. Eger neonatal donemdeyse intrauterin enfeksiyon varligini gosterir. 1gG yamit1 IgM
yanitindan daha sonra gelisir ve uzun siirelidir. Bagisikligin temeli IgG’dir. Ayrica hastaligin
evresi hakkinda bilgi verir ve serolojik testlerde IgG spesifitesi daha yiiksek oldugu i¢in tercih
edilir (Manasrah, 2013).

Klamidyoza karsi immunite hastalifi gegirerek ve asilama yolu ile olusur. Hastaligi
geciren hayvanlarda bagisiklik yillarca siirer. Kecilerde bu siire 3 yil kadardir. Ancak bu
hayvanlar asemptomatik tasiyicilardir ve enfeksiyonu yaymaya devam ederler (WEB_1,
2017).

Asilamada en ¢ok canli ve inaktif asilar kullanilmaktadir. Inaktif asilar genellikle
embriyolu tavuk yumurtasinda veya hiicre kiiltiirlerinde iiretilmis biitiin halde elementer
cisimcikleri igeren adjuvanli asilardir. Hastalii kontrol altina almada etkili olmalarina
ragmen tam bir koruma saglamazlar. Rodalakis ve Soirau (1983) inaktif bir asmin %50
oraninda abort miktarin1 azalttiZin1 ancak vajinal sagilima etkisi olmadigini ortaya
koymuslardir. Garcia ve ark (2004) ticari 2 inaktif asiy1 deneysel 2 asiyla karsilastirmis ve
ozellikle deneysel M7 asisimin digerlerine gore kegileri aborttan korumada ve bakteri

sacilimin1 azaltmada etkili oldugunu belirtmistir. Ateniie asilar ise enjeksiyon bolgesinde
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lokal yangisal reaksiyonlara yol agmasinin yaninda uygulayicinin enjektorii kendine batirmasi
acisindan risklidir (Aitken, 2007). Canli asilarda 1siya duyarli mutant C. abortus 1B susu
kullanilmaktadir. Bu sus patojenik saha susu olan AB7 nin nitrosoguanidin ile indiiklenmis
1siya duyarli mutantidir. 38° C’ de iirerken, koyunlarin viicut 1s1s1 olan 39.5°C’ de iiremesi
siirlidir (Rodolakis ve Souriau, 1983). Ciftlesmeden 4 hafta 6nce uygulanir ve giiglii ve uzun
stireli bir immun yanit olusturur ve dogum esnasinda bakteri sa¢ilimini azaltir. Hem canli hem
inaktif asilar ciftlesmeden 4 hafta dnce uygulanabilir. Inaktif asilar gebelik déneminde de
uygulanabilir, canli asilar da gebelik doneminde uygulanabilse de ¢iftlesme sonrasi en az 4
hafta beklenmelidir. Asilama 3 yil sonra veya gerekli goriiliirse daha dnce tekrarlanir (Aitken,
2007). Canli C. abortus asilarinin bagka abort etkenlerini igeren asilarla kombine edilerek
kullanimina yo6nelik ¢alismalar vardir. Canli Brucella melitensis, Salmonella Abortusovis ve
C. abortus 1B agilarmin birlikte uygulanmasi fare modeli tizerinde denenmis ve olusan
bagisikligin asmin tek uygulanmasina gore farkli olmadigi belirtilmistir (Plommet ve ark,
1987). Benzer bir calismada ayni asilar bu kez hedef hayvan olan koyunlar iizerinde
denendiginde yine benzer sonuglar elde edilmistir (Souriau ve ark, 1988). C. abortus 1B canli
agisinin - canli  toxoplasma asist ile aym1 zamanda farkli enjeksiyon yerlerinden
uygulanabilecegi ortaya konulmustur (Chalmers ve 1997).

Gilinimiizde en yaygin olarak kullanilan asilar 1s1 ile ateniie edilmis C. abortus 1B
susunu iceren canli asilardir. Ancak son yillarda yapilan calismalar canli asilarla ilgili bazi
soru igaretlerini ortaya ¢ikarmistir. Sargison ve ark (2015) hastaligin daha 6nce goriilmedigi
ve diizenli olarak canli C. abortus 1B asisinin uygulandigi bir ¢iftlikte 2012 yilinda meydana
gelen abort vakalarini incelemislerdir. Bu vakalarda C. abortus kaynakli abortlarda oldugu
gibi plasentada multifokal kalinlagmalar, grimsi beyaz akintilar bulunmaktadir. Mikroskobik
boyamalarda  aside direngli  hiicre i¢i  inkluzyon cisimcikleri  gOriilmiistiir.
Immunohistokimyasal boyamalarda klamidya spesifik lipopolisakkaritler belirlenmistir. Abort
materyalleri molekiiler yontemlerle incelendiginde C. abortus DNA’si tespit edilmis ve
restriction fragment length polymorphism (RFLP) analizleriyle bu DNA’nin C. abortus 1B as1
susuna ait oldugu anlasilmigtir. Daha sonrasinda siiriiden toplanan kan serumlart CFT ile
incelendiginde sadece hastalik durumlarinda olusabilecek kadar yiiksek titrelerle
karsilagilmistir. Tiim bu bulgular as1 susunun hastali§a neden oldugunu diisiindiirmektedir.

Viriilent saha suslar1 ve as1 giivenlik caligmalar1 sirasinda meydana gelen abortlardan
izole edilen suslarin, tiim genomlarinin incelenmesi sonucu as1 susu 1B’nin ateniie olmamis
olabilecegi, bagisikligin ¢ok yiiksek dozlarda elementer cisimciklerin koruyucu bagisiklig

uyarmastyla olugsmus olabilecegi ortaya konulmustur. Ayrica daha 6nce as1 uygulanmamis ve
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abort yapmig bir hayvandan da as1 susu 1B’nin tespit edilmesi, as1 susunun hayvandan

hayvana bulasip hastalik olusturabilecegini gostermektedir (Longbottom ve ark, 2018).
Deneysel kosullarda subiinit asilar basarili sonuglar vermesinin yaninda hazirlamasi

zor ve pahalidir. Rekombinant protein ve DNA asilar1 ise su ana kadar ¢ok etkili sonug

vermemistir (Aitken, 2007).

2.8. Zoonotik Onemi

C. abortus zoonotik bir bakteridir. Gebe kadinlarda hayati tehlikeye kadar varan ciddi
enfeksiyona ve aborta yol acar (Jorgensen, 1997). Enfeksiyon 0&zellikle yavrulama
mevsimindeki enfekte hayvanla temas edilmesi ve abort materyaliyle kontamine gidalarin
sindirim yoluyla alinmasiyla sekillenir. Etkenin inhalasyon yoluyla alinmasi ciddi pndmoniye
yol agabilir (Ward, 2006).

Pastorize edilmemis siit de insanlar i¢in bir risk faktorii olarak degerlendirilir (Dawson
1988). Mezbaha calisanlari, hayvan bakicilari, asi iiretiminde c¢alisanlar ve laboratuvar
calisanlarinda hastalik bildirilmistir (Ward, 2006).

Kadinlarda C. abortus siipheli spontane abortlarin ge¢misi 1950’lere kadar
dayanmaktadir. Ancak bu konuda ilk dokiimantasyon 1967 yilina aittir. 1987-2000 yillar
arasinda ise C. abortus etkeni tespit edilmis 20 insan abort vakasi bulunmaktadir. (Pospischil
ve ark, 2002).

Fransa’da hamile bir kadinda gebeliginin 23. haftasinda kuru oksiiriik, yiiksek ates, bas
agirist gibi grip benzeri belirtiler gosteren akut solunum yolu hastaligr ile birlikte diisiik
gerceklesmistir (Pichon ve ark, 2020). Benzer olarak Italya’da hayvan abort materyalleriyle
temas gecmisi olan 32 haftalik hamile bir kadinda septisemiyi takiben ¢oklu organ yetmezligi
goriilmiis ardindan abort gerceklesmistir (Walder ve ark, 2005). Her iki vakada da hastalik
anne icin ¢ok ciddi seyretmis ve antibiyotik tedavisi ile iyilesme saglanmistir.

Kadimlar gebeligin her doneminde enfeksiyona duyarlidir. Abort gebeligin 14-32.
haftalar arasinda olusur. Tedavi edilmeyen vakalarda aborta ek olarak septisemi, yorgunluk,
ates, pelvik enflamasyon, pndmoni, bobrek yetmezligi, hepatit, ve yaygin damar ici
koagiilasyon ile birlikte trombositopeni goriiliir.

Diger insanlar icin hastalik non-spesifik semptomlarla seyreder. Bu semptomlar bag
agris1, bas donmesi, ates, kusma gibi grip benzeri semptomlardir. insandan insana bulasma

bilinmemektedir.
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Gebe kadmlar slipheli hayvanlarla, 6zellikle de abort yapmis hayvanlarla yakin
temasta bulunmamalidir. Hayvanlara temas gerekliyse koruyucu 6nlemler alinmali, hijyene
dikkat edilmeli ve dezenfeksiyon tedbirleri alinmalidir (Kadra ve Balla, 2006; WEB _1,
2017).

Laboratuvar calisanlar1 da risk altindadir. Etkenle calisilirken en az Biyogiivenlik
diizeyi II laboratuvara ihtiya¢ vardir (WEB_2, 2018).

2.9. Teshis

C. abortus’un teshisi etkenin izolasyon ve identifikasyonuna, etkenin kendisinin veya
niikleik asidinin tespit edilmesine dayanir. Abort siras1 ve sonrasinda humoral immun yanit
tespit edilebilir. Teshis i¢in koyun ve kegilerde gebeligin son doneminde abort hikayesi,
nekrotik plasentit ve etkenin yogun olarak bulundugu plasenta boliimlerinden yapilan
boyamalarda etkenin goriilmesi ¢cok Onemlidir. Yeni doganin {izerinden annesi tarafindan
temizlenmeden alinan sivaplar, abort yapan anneden alinan vaginal sivaplar teshis amagl
kullanilir. Kotiledonlardaki lezyonlar Toxoplasma gondii ile benzerlik gosterir. Boyamalar
ise Coxiella burnetii ile karisabilecegi igin dikkatli olunmalidir.

Klamidyal antijen ELISA, immunhistokimya ve floresan antikor testi ile tespit edilir.
Etkenin DNA’s1 PCR veya mikroarray ile saptanir. Bunlardan bazilari ticari kit olarak
bulunmaktadir.

Etkenin izolasyonu i¢in canli hiicreye ihtiya¢ vardir. Bu amacgla embriyolu tavuk
yumurtasi ve g¢esitli hiicre kiilttirleri kullanilir (WEB_2, 2018).

Teshiste kiiltiir altin standart olsa da, klinik 6rnegin taginmasinda 6zel besiyerlerine
ithtiya¢ duyulmasi, kontaminasyon nedeniyle izolasyon yapilamamasi ve izolasyon sansinin az
olmas1 gibi dezavantajlar1 vardir. Molekiiler yontemler ise diger yontemlere gore cok daha

duyarlidir (Ward, 2006).

2.9.1. Serolojik Testler

Erken dogum veya abort sonrasi antikor yiikselisi CFT ile tespit edilebilse de bu
durum her kosulda gegerli degildir. CFT’nin duyarlilik ve 6zgiilliigii diisiiktiir. C. pecorum’da

da bulunan lipopolisakkarit antijeni kullanilir. C. pecorum ¢ogu ruminantin bagirsaklarinda
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bulunur. Bu iki tiir arasindaki ve bazi diger Gram negatif bakterilerle olusan capraz
reaksiyonlar sonuglarin yaniltici ¢ikmasina sebep olabilir. CFT i¢in abort sonrasi antikor
yanitin en yiiksek seviyelere ¢iktigi iiglincii ve altinca haftalar arasinda testin yapilmasi
onerilir (Rodolakis, 2001). CFT ayrica asili ve dogal enfekte hayvanlarin ayrimini yapamaz.
Eger bireysel hayvanlarda veya abort gecmisi olmayan siiriilerde diisiik titrelerle karsilagilirsa
sonuglar dikkatle degerlendirilmelidir. 1/32” den disiik titreler C.abortus i¢in non-spesifik
kabul edilmelidir. Bu titrelere diisiik oranda enfeksiyon da sebep olur. Siipheli sonuglarda
Wester-Blot ile dogrulama yapilmalidir (WEB_2, 2018).

C. abortus ve C. pecorum arasindaki antikor yaniti indirekt mikroimmunofloresans
yontemiyle ayirt edilebilse de bu yontem rutin teshiste kullanilamayacak kadar zaman alicidir.

ELISA CFT’ye gore daha duyarli ve segicidir. Monoklonal antikor teknolojisiyle
tretilen kompetatif ELISA ve rekombinant antijen teknolojisi igeren indirekt ELISA
yontemleri CFT’ye gore daha duyarli ve se¢ici bulunmustur (Salti-Montesanto ve ark, 1997;
Longbottom ve ark, 2002). Higbir serolojik yontem asili ve dogal enfekte hayvanlar1 ayirt
edememektedir. (Gerber ve ark, 2007).

2.9.2. Boyama Yontemleri

C. abortus, doku veya sivaplardan yapilan boyalamalarla ve etkilenen dokularin
incelenmesiyle teshis edilebilir (Rodolakis, 2001). Eger plasental materyal bulunamiyorsa
abort sonras1 annesi tarafindan temzilenmemis fetusun yiizeyinden ve abomasum igeriginden
ve vajenden alinan sivaplar faydalidir. Ancak bu sivaplar plasental sivaplara gore daha az
sayida etkeni icerir (WEB_2, 2018).

Bir ¢ok farkli boyama yontemi kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar1 Machiavello,
Giemza, Ziehl-Neelsen, Stamp, Gimenez, Streptavidin- biotin boyama yontemleridir (Szeredi
ve Bacsadi 2002). Boyamalarda elementer cisimcikler kiimeler halinde kirmizi renkli goriiliir.
Coxiella burnetii’nin boyamalardaki goriiniimii ¢ok benzerdir. Bu yiizden hastaligin ge¢misi
iyl arastirllmali, plasental lezyonlar da incelenmelidir. Serolojik testlerden ayrimda
yararlanilir. Ayrica Floresan antikor testi (FAT) de bu amagla kullanilir (WEB_2, 2018).

Dokulardan hazirlanan ince kesitlerin boyanmasiyla intrastoplazmik inkluzyon
cisimleri goriiliir. Ancak daha iyi sonuglara immunolojik boyamalar ile ulagilir.

Immunperoksidaz yontemi streptovilin- biotin boyamaya gore daha hizl1 ve kolaydir (Szeredi
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ve Bacsadi, 2002). Elektron mikroskobi, negatif kontrastla etkeni Coxiella burnetii’den
ayirmada kullanilir (WEB_2, 2018)

Szeredi ve Bacsadi (2002) immunohistokimyasal, immunositokimyasal ve stamp
boyamayr karsilastirdigi calismada en dogru sonucglarin immunohistokimyasal yontemle

alindigini, en az tespitin ise stamp boyama ile yapildigini bildirmistir.

Resim 1. Enfekte hiicrede inkliizyon cisimcigi igerisinde elementer (koyu ve kiigiik) ve
retikiiler (soluk ve biiylik) cisimcikler (Aitken, 2007).
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Resim 2. C. abortus enfeksiyonunda histopatolojik goriinimler. A: Etkilenen plasental
membranda nekroz, epitelinde dokiilme, mezensimde inflamasyon. (Hematoksilen eosin
boyama) B ve C: Plasentada Klamidyal antijenin immunhistokimyasal goriiniimii. D:
Plasentomda karankular septum (s) ve plasental vilinin (v) birbirine ge¢mis goériinimii.
Villusun biiylimesi ve nekrozu, septal dokuda Klamidyal antijen. E: Fotal Onbeyinde
periventrikiiler 16komalazi (pl) F: Fotal karacigerin heamatoksilen-eosin boyamasi, fokal
nekroz (n) ve periportal inflamasyon (ok) (Longbottom ve ark, 2013).

2.9.3. Antijen Tespiti

Antijen tespiti i¢in kullanilan gesitli ticari kitler vardir. Bunlarin igerisinde ELISA
FAT’a gore daha duyarlidir. Ancak her iki yontem de grup bazinda tespit yapabilir. Ciinkii
Klamidyalarin ortak antijeni olan LPS’ yi tespit eder. Histopatolojik olarak Klamidya LPS
veya MOMP antijenine karg1 antikorlari kullanilarak antijen tespiti yapilir (WEB_2, 2018).

2.9.4. Molekiiler Yontemler

Konvansiyonel ve Real Time PCR, etkenin izolasyonuna gerek kalmadan dogrudan
materyalden tespitini yapmas: acisindan ¢ok faydalidir. Ancak sahada materyal ve cevre
arasindaki ¢apraz bulagma hatali pozitifliklerin alinmasina sebep olabilir. Bir diger sorun ise
inhibitor faktorlerin etkisiyle hatali negatifliklerin elde edilmesidir (WEB_2, 2018).

Konvansiyonel PCR yontemleri etkenin 16S-23S rRNA bdlgelerini (Everett ve
Andersen, 1999) veya POMP genlerini hedef alir (Laroucau ve ark, 2001). Bu yontemler
RFLP analizi ile kombine edilerek C. abortus, C. pcittaci ve C. pecorum ayrimi ve asi,
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enfeksiyon ayrimi yapilabilmektedir (Laroucau ve ark, 2010; Wheelhouse ve ark, 2010;
WEB_2, 2018).
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Resim 3. Alu 1 restriksiyon enzimi kullanilarak yapilmis RFLP analizi. M.100 bp Ladder 1.
C. abortus S26/3. 2. Negatif kontrol. 3. C. psittaci 6BC 4-10. Pozitif 6rnekler (Kalender ve
ark, 2013).

Real Time PCR yontemi DNA’nin ¢ogaltilmasini es zamanli olarak izleme imkani verir.
Jel elektroforez gibi ikincil bir isleme gerek yoktur. Bu sebeple tiim analiz kisa siirede
tamamlanir. Real Time PCR konvansiyonel yonteme gore ¢ok daha az manipiilasyon
gerektirir ve uygulamasi daha kolaydir. Reaksiyon cihazin ekranindan izlenebildigi i¢in analiz
tamamlanmasa bile pozitif sonuglar ¢ok daha kisa bir siirede elde edilebilmektedir. Real Time
PCR tespit yontemlerinden biri SYBR Green yontemidir. Bu yontemde 151ma herhangi bir ¢ift
iplik¢ik olusumuna bagli olarak elde edilebilir. Ornegin primerlerin birlesip dimer olusturmasi
da 151maya sebep olur. Bu sebeple SYBR green yonteminin duyarliligi yiiksekken 6zgiilliigii
dusiiktiir. Yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik i¢in floresan prob bazli yontemler kullanilmaktadir.
Klinik mikrobiyolojide en ¢ok 3 prob bazli yontem kullanilmaktadir. Bunlar 5 Niikleaz
(Tagman) problar, molekiiler isaret¢iler ve FRET hibridizasyon problaridir. Bu tespit
yontemlerinin tiimii, floresan rezonans enerji transferi olarak adlandirilan bir islem olan iki
bitisik boya molekiilii arasindaki 151k enerjisinin transferine dayanir. Gelistirilen ilk Real Time
floresan problar1 Tagman problaridir. Bu problar 5" ucunda alici boya, 3" ucunda baskilayici
boya olan kisa oligoniikleotitlerdir. Bir 151k sinyali olusturmak i¢in 2 reaksiyon meydana
gelmelidir. Oncelikle prob uygun DNA zincirine baglanir. Ardindan taq polimeraz enzimi
primer uzamasi sirasinda probun 5" ucunu pargalayarak alici boyanin baskilayict boyadan
kurtularak serbest kalmasini saglar. Serbest kalan boyanin yaptig1 1sima cihaz tarafindan

okunur (Espy ve ark, 2006).

23



Son yillarda kolay standardize edilmesi, hizli ve dogru sonu¢ vermesi sebebiyle
hastaligin teshisinde daha ¢ok Real time PCR tercih edilmektedir (Sachse ve ark, 2009).
Kullanilan Real Time yoOntemlerinde en fazla ompA geni hedeflenmistir. Bu gen bolgesi
Klamidyal suslar icerisinde en iyi ayrimin yapilabilecegi gen bolgesidir. OIE tarafindan
onerilen iki Real Time PCR yontemi (Livingstone ve ark, 2009; Pantchev ve ark, 2009) de
ayni geni hedef alarak tiir spesifik teshise olanak saglamaktadir.

Materyalden direkt ve hizli teshis yapma imkani sunan DNA mikroarray hidridizasyon
testi de oldukga etkili bir teshis yontemidir. YoOntemin rutin teshis laboratuvarlarinda
kullanilabilecek kadar duyarlilifa sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica tek bir seferde 9 farkl
Klamidya tiirliniin ayrim1 yapilabilmektedir (Borel ve ark, 2008).

C. abortus suslarini tiplendirmek igin ¢esitli yontemler denenmistir. Monoklonal
antikorlarin gapraz reaksiyonuna, ompA geninin restriksiyon analizine ve rRNA genlerinin
filogenetik analizine dayanan yontemler, konake, iligkili hastalik veya suslarin cografi
kokenine iliskin genetik cesitlilikle ilgili cok az bilgi verebilmis veya bu konuda hi¢ kanit
sunamamistir. Bununla birlikte, daha sofistike bir molekiiler tipleme araci, yani amplifiye
edilmis fragman uzunlugu polimorfizm (AFLP) analizi, rRNA ve ompA sekanslar yiliksek
oranda korunmus olsa bile, Fransiz suslarmin diger kokenli olanlardan daha iyi ayrilmasini
saglamistir. Bundan baska, Yunanistan'da izole edilen LLG ve POS adli iki C. abortus
susunun, ayni alanda dolasan diger C. abortus suslarindan 6nemli Olgiide farkli oldugu
bulunmustur. Bu suslar, benzersiz inkliizyon morfolojisi, polipeptit profillerindeki farkliliklar
ve antikor ¢apraz reaktivitesi, TRNA, ompA ve pmp sekanslarimin ¢esitliligi ve diger vahsi tip
suslara kiyasla plasenta ve fetiisii kolonize etmek icin farkli davranis ve yeteneklerinin olmasi
sebebiyle varyantlar olarak karakterize edilmistir. MLVA ve MLST yontemleri C. abortus
suslarmi farkli genotiplere siiflandirabilmektedir. 5 farkli VNTR lokusunun incelendigi
MLVA yontemi ile suslar 7 farkli genotipe ayrilabilirken, MLST ile 5 farkli genotip elde
edilmistir (Siarkou ve ark, 2015).

MLVA etkeni daha fazla sayida genotipe ayirabilmenin yanisira abort materyalinden
DNA ekstraksiyonunu takiben saflagtima veya izolasyon gerektirmeksizin direkt calisma
imkani sunar (Laroucau ve ark, 2009). MLVA ve MLST yontemlerinin birlikte kullanilmasi
daha fazla genotipik ayrim yapilabilmesini saglamistir (Siarkou ve ark, 2015).

Daha once calismamimizda tercih edilen Real Time PCR ve MLVA yoOntemlerini
kullanan g¢aligsmalar yapilmistir. Cezayir’de kiigiik ruminantlarda C. abortus Real Time PCR
ile tespit edildikten sonra MLVA ile genotiplendirilmis ve hepsi genotip 2 olarak bulunmustur
(Merdja ve ark, 2015). Cin’de Tibet sigirlarinda C. abortus teshis edildikten sonra MLVA
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genotiplendirmesi yapilmis ve yine tiimii genotip 2 olarak siniflandirilmistir (Li ve ark, 2015).
Siarkou ve ark, (2015) ve Laroucau ve ark, (2009) ¢alismalarinda diinyanin ¢esitli iilkelerinde

izole edilmis suslarin yaninda saha 6rneklerinden de MLVA genotiplendirme yapmislardir.

2.9.5. izolasyon

C. abortus, embriyolu tavuk yumurtasi ve hiicre kiiltiirlinde izole edilebilir. Hiicre
kiiltiirtinden 6zellikle yeni suslarin tespitinde daha fazla yararlanilir. Etken zoonotik oldugu
icin izolasyon ve identifikasyon prosediirleri biyogiivenlik diizeyi II laboratuvarlarda
yapilmalidir.

Izolasyon igin en uygun materyaller, hastalikl1 kotiledon, plasental membranlar, fotal
organlar ve vaginal srvaplar’dir. Izolasyon prosediiriine baslamadan 6nce herhangi bir
gecikme yasanacaksa izolasyon materyalinin tasiyici besiyerine alinmasi ve g¢alisma baslayana
kadar -80°C veya -20°C de bekletilmesi gerekir. Siikroz/Fosfat/Glutamat besiyeri uygun bir
tastyicidir.

C. abortus’un izolasyonu i¢in embriyolu tavuk yumurtasi kullanilacaksa 6-8 giinliik
yumurtalar secilmelidir. Yumurtalar daha sonra 37°C’de tutulur. inokulasyondan 4-13 giin
sonra embriyolar Oliir. Yumurtalarin sar1 kese zarindan hazirlanan sivaplarda ¢ok miktarda
elementer cisimcik vardir.

C. abortus, diger hiicre kiiltiirlerinde de izole edilebilir. En fazla tercih edilenleri
McCoy, Buffalo Green Monkey (BGM) ve baby hamster kidney (BHK) “dir (WEB_2, 2018).

2.10. Tedavi ve Kontrol

Enfeksiyondan korunmada ilk basamak hastalik etkeninin yayilmasini sinirlamaktir.
Bu amagla plasenta, aborte fetus gibi enfekte materyaller yok edilmelidir. Dogum alanlar1 her
dogum sonras: etkili dezenfektanlarla dezenfekte edilmeli, abort yapan hayvanlar siiriiden
izole edilmelidir. Hastaligin goriilmedigi siiriilere yeni disi alimi1 Klamidyoz ge¢misi olmadigi
bilinen siiriilerden yapilmalidir. Boylelikle latent enfekte hayvanlarin siiriiye katilmasi,
dolayisiyla siiriiniin enfekte olmasinin 6niine gegilir (Dawson, 1988).

Tedavide tetrasiklinler etkenin ¢ogalmasini sinirlayip abortlar1 Onlese de, etkenin

sacilimina etki etmezler. Gebeligin 105 ve 120. giinlerine 20 mg/kg dozunda kas i¢i yolla
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oksitetrasiklin uygulamasi abortlar1 6nler (Rodolakis, 2001). Dawson (1988) oksitetrasiklin
enjeksiyonlarinin gebeligin 100. giiniinden sonra 10-14 giin araliklarla doguma kadar
tekrarlanmasin1 6nermektedir. Salgin durumlarinda tiim stiriiye oksitetrasiklin uygulamak
yavru kayiplarin1 azaltir ancak enfeksiyonu ortadan kaldirmaz. Ayrica plasentada geri
doniisiimsiiz hasara neden olur. Bu nedenle sayilar1 azalsa da abortlar devam eder (Rekiki ve
ark, 2006; Aitken, 2007). Tekrarlayan antibiyotik uygulamalart antibakteriyel direng
gelisimine neden olabilir. Bu nedenle antibiyotik uygulamalar1 sadece acil durumlarda tercih
edilmelidir (Aitken, 2007). Tavsiye edilen korunma y6ntemi hem abortlari 6nlemesi hem de

bakteri sagilimini engellemesi bakimindan agilamadir (Rodolakis, 2001).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismada, 2017-2019 yillar1 arasinda, T. C. Tarim ve Orman Bakanligi Istanbul
Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii’'nlin sorumluluk alaninda bulunan illerde (Bilecik,
Istanbul, Edirne, Canakkale, Tekirdag, Kirklareli, Bursa, Balikesir, Diizce, Yalova, Kocaeli,
Sakarya) goriilen ruminant abort vakalarindan teshis amaci ile Enstitli’ye gonderilen marazi
maddeler kullanildi. Numune se¢iminde hayvan cinsi, abortun gergeklestigi mevsim, siirliniin
durumu, vs. gibi herhangi bir kriter aranmada.

Calismanin materyalini aborte fetiise ait i¢c organlar (akciger, karaciger, bobrek, dalak)
ile mide s1visi, anne hayvana ait plasental dokular ile vaginal sivaplarlar olusturdu. Bu amagla
267 sigir, 380 koyun, 70 kegi, 13 adet mandaya ait toplam 730 abort materyaline ait 6rnekler

analiz edildi. Calisilan materyallerin illere gére dagilimi Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Calisma 6rneklerinin illere ve hayvan tiirlerine gore dagilima.

] Sigir Koyun Kegi Manda Toplam

Balikesir 32 37 2 - 71
Bilecik 5 9 3 - 17
Bursa 26 58 11 2 97
Canakkale 41 81 21 - 143
Diizce 32 3 - 4 39
Edirne 66 85 6 - 157
Istanbul 3 7 5 - 15
Kirklareli 17 49 14 - 80
Kocaeli 11 14 5 7 37
Sakarya 10 7 1 - 18
Tekirdag 19 25 2 - 46
Yalova 5 5 - - 10
Toplam 267 380 70 13 730
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Arastirmanin yapilmasinda, T. C. Tarim ve Orman Bakanligi Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisiit Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 06.04.2018 tarih, 187 sayr ve 07/2018

karar no ile Etik Kurul kararina gerek olmadigi bildirilmistir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar asagida listelenmistir.

- Vortex (Velp Scientifica, italya)

- MagNALyser (Roche, Almanya)

- Mikrosantrifiij (Hettich Micro 200R, Almanya)

- Kuru blok 1sitict (Allsheng MK 200-1, Cin)

- Real time PCR cihaz1 (Himedia insta Q96, Hindistan)

- Yatay elektroforez cihazi ve gii¢ kaynagi (Fisher Scientific, ABD)
- Mikrodalga firin (Argelik, Tiirkiye)

- Hassas terazi (Shimadzu 8x4200 H, Japonya)

- UV transilluminatoér (Vilber-Lourmat, Fransa)

- Biyogiivenlik kabini (Demair Class II Tip A, Tiirkiye)

- Genetik analizor (Applied Biosystems ABI 3130 XL, ABD)

- Spektrofotometre (Thermo Scientific NanoDrop ND-1000, ABD)

3.1.3. DNA Ekstraksiyon Kiti

Calismada DNA ekstraksiyonunda DNeasy Blood & Tissue ekstraksiyon kiti (Qiagen)
kullanildi. Kitin i¢eriginde dokunun lize edilmesi amaciyla Proteinaz K enzimi, Buffer ATL
ve Buffer AL, Yikama soliisyonu olarak Buffer AW1 ve AW2, kolondaki DNA’nin eldesi

amaciyla buffer AE soliisyonlari ile toplama tiipleri ve kolonlar bulunmaktadir.

3.1.4. Mastermiks Kitleri

Real Time PCR analizi i¢in 2x konsatrasyonda Real Time mastermiks kiti (Roche),
MLVA igin PCR isleminde ise Tagman 2x PCR Mastermiks kiti (Norgen) kullanildi.
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3.1.5. Agar Jel Elektroforez

Agar jel elektroforez islemi i¢in Agaroz (Grisp), 6x loading dye soliisyonu (Biomatik),
10 mg/ml etidyum bromid soliisyonu (Sigma-Aldrich) ve 100 bp DNA ladder (Bioron)

kullanima hazir olarak temin edildi.

3.1.6. Cozelti ve Tamponlar

3.1.6.1. Fosfat Tamponlu Tuz (PBS)

PBS, marazi maddelerin ekstraksiyonu Oncesi homojenat hazirlamak amaciyla
asagidaki sekilde hazirlandi:

10 mM pH 7.4 fosfat (PBS) tamponu hazirlamak igin 1 litre saf suya 1.44 g sodyum
dihidrojen fosfat (Na,HPQO,), 0.24 g potasyum dihidrojen fostat (KH,PO,) karistirilmistir.
Uzerine 8 g NaCl ve 0.2 g KCI tuzlari ilave edilmistir. Derisik NaOH ile tampon pH 7.4 'e
ayarlandiktan sonra 121°C’de 15 dk otoklavlandi.

3.1.6.2. TAE

Tris, Asetat, EDTA (TAE) buffer 10X (Grisp) konstantrasyonunda ticari olarak temin
edildi. Agar jel elektroforezde 1X konsantrasyonunda kullanilacak sekilde 100 ml 10X TAE
buffer, 900 ml distile su ile karigtirilarak 1000 ml 1X TAE buffer hazirlandi.

3.1.7. Primer ve Problar

Real Time PCR igin primerler ve prob Microsynth AG (isvigre) firmasia hazirlatildi.
Prob FAM-6 boyasi ile isaretletildi. MLVVA primerleri Metabion International AG (Almanya)
firmasina hazirlatildi. Kapiller elektroforez igin sadece forward primerler 5 ucundan FAM 6
boyasi ile isaretli olarak sentezletildi. Sekans analizleri i¢in primerler Sentromer (Tiirkiye)

firmasina hazirlatildi. Bu primerler MLVA i¢in kullanilan primerler olup floresan boya ile
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isaretlenmemistir. Liyofilize halde, soguk zincirde temin edilen primerler ve prob, firmalarin

talimatlarina goére niikleaz icermeyen su kullanilarak 100 puM olacak sekilde sulandirilarak

stok hazirlandi. Calisma sirasinda kullanilacak primerler 10 uM olacak sekilde stoktan

sulandirilarak primerler 100’er upl, prob 50’ser ul olacak sekilde porsiyonlandi ve

numaralandirildi (Tablo 2, Tablo 3, Tablo 4).
Tablo 2. Real Time PCR Analizi primer ve prob 6zellikleri.

Primer Sekans (5°-3") Ag?/[rl?glfl((;;rlnol) SE;ZSI oD 'I;l\:/l
CpaOMPL-F  GCAACTGACACTAAGTCGGCTACA 7330.8 24 912 652
CpaOMPL-R  ACAAGCATGTTCAATCGATAAGAGA 7707 25 744 60.9
CpaOMP1-S g'gﬁy{;ééé_TTAAcﬁRAgGAATGGCAAGTT 10712.2 31 494  69.7
Tablo 3. MLVA primer ozellikleri.
.y Molekiil

Gen bilgesi | Sekans (53 Agir ke oD T
gﬁ?igilsoo-F 6-FAM-AGACCTAAAGCGCCACCTTCA 6852 21 64 61
gﬁgigi/i%OO—R ATGCGCCAATCTATACGCTGA 6390 21 1014 57.9
Sﬁ?ﬁﬁfQ . OFAVLGTACAAAAAAAACGTAGCAGC gegg 2 c7 o
gﬁ?ﬁ%ﬂsm CACGTTGGCAAGAAGCTGTGT 6486 21 1084 598
gﬁgigi/essw 6-FAM-ACAGCACCAGCATTAGCCG 6305 19 8§ 59
gﬁ?i?)%Bl-R TGGATAGTTGTCGCTGGTGG 6235 20 1196 594
Eﬁ?f\ﬁfé op | CPAM-ATGCTATAATIGCTTAGTITIT poq, a1 s 6
gﬁiiiﬁi/GZO—R CACATGCCGCCCTGAAC 5160 17 1193 576
Sﬁflﬁf@ up | CTAMTTTAAAGTTTCCGTATCTITGT 0401 2 s o
gﬁiﬁ%l ur  TTTTAGAATTCGCATCATTACCAGAA 7928 26 1216 56.9
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Tablo 4. Sekans analizleri i¢in primer 6zellikleri.

Gen bélgesi / a Molekil 55, op T™
i fsmi Sekans (57-3") Agirh@ o
Primer Ismi sayisi C
(9/mol)

CAB267/

ChlaAb_300-F AGACCTAAAGCGCCACCTTCA 6344 21 10.17 59.8
CAB267/

ChlaAb_300-R ATGCGCCAATCTATACGCTGA 6390 21 10.14 57.9
CAB398/ GTACAAAAAAAACGTAGCAGCAAGAA 8047 26 14.38 58.5
ChlaAb_457-F . .
CAB398/

ChlaAb_457-R CACGTTGGCAAGAAGCTGTGT 6486 21 10.84 59.8
CAB502/

ChlaAb_581-F ACAGCACCAGCATTAGCCG 5767 19 12.67 58.8
CAB502/

ChlaAb_581-R TGGATAGTTGTCGCTGGTGG 6235 20 11.96 59.4
CABSAL/ ATGCTATAATTGCTTAGTTTTTTTAACATTG 9495 31 123 57.6
ChlaAb_620-F . .
CAB541/

ChlaAb_620-R CACATGCCGCCCTGAAC 5160 17 11.93 57.6
CABT8E/ TTTAAAGTTTCCGTATCTTTGTAATCGAT 8863 29 11.97 58.2
ChlaAb_914-F . .
CABT786/

ChlaAb_914-R TTTTAGAATTCGCATCATTACCAGAA 7928 26 12.16 56.9

Tiim iglem biyogiivenlik kabini icerisinde, soguk zinciri bozmamak i¢in sogutucu

bloklar kullanilarak, probun olumsuz etkilenmemesi igin karanlik ortamda yapildi. Primerler

kullanilana kadar ve her kullanim sonras1 -20°C’ de saklandh.

3.1.8. Referans Kontroller

PCR analizleri igin pozitif kontrol olarak C. abortus S26/3 referans susu (Pendik

Veteriner Kontrol Enstitiisii, Tiirkiye) , negatif kontrol olarak niikleaz igermeyen su (Roche,

Almanya) kullanildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Aborte fetiislere nekropsi yapilarak akciger, karaciger, bobrek, dalak ve mide
sivisindan alinan Ornekler ekstraksiyon yapilana kadar seramik boncuklu tiiplere
(MagNALyser Green Beads) alinarak -20°C de saklandi. Ekstraksiyon oncesi oda 1sisinda
¢ozdiiriildiikten sonra tizerlerine 500 pul PBS ilave edilerek MagNALyser’da 5000 rpm de 60
sn par¢alanarak homojenat hazirlandi. Vajinal sivaplar 1.5 ml steril PBS iginde vortekslendi
ve elde edilen sivi DNA ekstraksiyonunda kullanildi. Tek olarak goénderilen organ ve
dokulardan, plasental materyaller ve cenin mide sivilarindan homojenat hazirlanmadan, direkt
DNA ekstraksiyonu yapildi. Hazirlanan homojenatlar, organ, doku ve vaginal sivap 6rnekleri
ekstraksiyon yapilana kadar -20°C de saklandi. Ekstraksiyon, kitin {iretici firmasinin
protokoliinde belirtildigi gibi yapildi. Ekstraksiyon oncesi kit iceriginde konsantre halde
bulunan buffer AW1 ve buffer AW2 sise lizerinde belitilen miktarda %96 etil alkol ile dilue
edildi. Ekstraksiyon basamaklari asagida agiklandi.

e 10-25 pg doku ornegi kiiciik pargalara ayrilarak, 20-50 pg homojenat, veya 200 pl vajinal
stvap sivist 1.5 mI’lik ependorf tiip igine kondu.

o Uzerine 180 pl buffer ATL ve 20 ul proteinaz K eklenerek 30 saniye siireyle vortekslendi.
56°C’de doku tamamen lize olana kadar (1-3 saat) kuru blok isiticida inkube edildi.
Inkubasyon sirasinda araliklarla vorteksleme islemi tekrarland.

e Inkubasyon sonras1 200 ul buffer AL eklenerek 15 saniye vortekslendi. Bu islemden sonra
200 ul %096 etil alkol ilave edilerek tekrar 15 saniye vortekslenerek iyice karistirildi.

e Tim igerik, i¢inde spin kolon bulunan 2 ml hacimli toplama tiipiine alindi ve 6000 g
devirde 1 dk siire ile santrifiij edildi.

e Toplama tiipii atild1 ve spin kolon yeni toplama tiipiine koyuldu. Uzerine 500 ul buffer
AW1 eklendi ve 6000 g’de 1 dk siire ile santrifiij edildi.

e Ardindan toplama tiipli tekrar yenisi ile degistirilerek spin kolona 500 pl buffer AW2
koyularak 20000 g de 3 dakika santrifiij edildi.

e Spin kolon temiz 1.5 ml’lik ependorf tiipe alinarak 100 ul Buffer AE damla damla
filtrenin merkezine gelecek sekilde eklendi ve 6000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Ependorf tiipe gecen s1vi template DNA olarak kullanildi.
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Izolasyonu gergeklestirilen DNA’larm kalitesi ve miktarlar1 spektrofotometre ile
Olgtimler yapilarak belirlendi. DNA miktarlari mastermiks kitlerinin prosediirlerine gore 250

ng/ul’ yi gegmeyecek sekilde ayarlandi ve analiz edilene kadar -20°C’de sakland.

3.2.2. Real Time PCR

C. abortus’un teshisi amaciyla OIE tarafindan da rutin teshis laboratuvarlarinda
kullanilmasi Onerilen yontemlerden birisi olan Pantchev ve ark (2009)’nin bildirdikleri
yonteme gore Real Time PCR analizi yapildi. Segilen primerler C. abortus DNA’sina spesifik
olup ompA gen bolgesini gogaltmaktadir. Bu gen bélgesi C. abortusun major outer membran
proteinini (MOMP) kodlamaktadir (Bush ve Everett, 2001). OmpA gen bolgesi C. abortus’un
Real Time PCR ile teshisinde en ¢ok hedeflenen gen bolgelerinden biridir (Livingston ve ark,
2009; Pantchev ve ark, 2009). Yapilan ¢alismada ompA, 16S ve 23S rRNA gen bolgelerinin
sekanslart incelenmis ve Klamidyal tiirlerin ayriminda en uygun gen bolgesinin ompA oldugu
goriilmistiir. Yontemin tespit limiti reaksiyon basina 2 inkluzyon olusturan {nite (ifu)’dir

(Pantchev ve ark, 2009).

3.2.2.1. Tespit Limitinin Belirlenmesi

C. abortus S26/3 referans susu ekstrakte edilerek niikleaz igermeyen su ile 10 katl seri
dilusyonlar1 hazirlandi. Her bir dilusyondan Real Time PCR analizi yapild1 ve pozitif sonug
veren son Cycle Threshold (CT) degeri yontemin tespit limiti olarak belirlendi. Analizlerde,
belirlenen degerden once CT veren ornekler pozitif, sonrasindakiler ise negatif olarak

yorumlandi.

3.2.2.2. Orneklerin Real Time PCR incelenmesi

Reaksiyon karigimi toplam 25 pl olacak sekilde her bir primer 0.9 uM, prob 0.2 uM,
template DNA ise 2 ul’dir. Template DNA’lar ekstraksiyon sonrasi herhangi bir saflastirma

islemi yapilmadan kullanildi. Bir 6rnek i¢in mastermiks karisimi Tablo 5.” de gosterildi.
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Tablo 5. Real Time PCR mastermiks karisimu.

Mastermiks Icerigi Miktar (ul)

2x Hazir Real Time Mastermiks 125

CPA-F Forward primer (10 uM) 2.25

CPA-R Reverse primer (10 pM) 2.25

Prob (10 uM) 0.5

Niikleaz igermeyen su 5.5

Ornek DNA miktar 2

TOPLAM 25

Ornek DNA’s1 hari¢ mastermiks karisimi sogutucu bloklarda biyogiivenlik kabininde,
diistik 1s1kta hazirlandi. Analizi yapilacak 6rnek sayisi ile bir pozitif ve bir negatif kontroliin
toplamimin %10 fazlas1 hesaplanarak karisim hazirlandi ve PCR reaksiyon tiiplerine
porsiyonlandi. Ornek DNA’ lar1 bagka bir odada ilave edilerek PCR reaksiyon tiipleri Real
Time PCR cihazina yerlestirildi.

Amplifikasyon 95°C’ de 15 dakikalik denatiirasyon isleminin ardindan 45 siklus 95°C’
de 15 saniye denatiirasyon ve 60°C> de 1 dakika baglanma ve uzama basamaklarini

icermektedir. PCR 1s1 kosullarinin sematize edilmis hali Tablo 6’ da verilmistir.

Tablo 6. Real Time PCR amplifikasyon kosullari.

Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi

Denatiirasyon 95 15 dk 1
PCR Amplifikasyonu

Denatiirasyon 95 15 sn
45

Baglanma ve Uzama 60 60 sn

Pozitif kontrol olarak C. abortus S26/3 susunun ekstraksiyonundan elde edilen DNA,
Negatif kontrol olarak niikleaz icermeyen su kullanildi. Analizin dogrulugu i¢in pozitif
kontroliin pozitif, negatif kontroliin negatif sonu¢ vermesi beklendi. Analizlerde esik degeri
otomatik olarak cihaz tarafindan belirlendi. Pozitif sonug¢ veren 6rneklere ait DNA’lar MLVA

yapilmak tizere +4°C’de saklandi.
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3.2.3. MLVA

MLVA igin Laroucau ve ark (2009)’nin ¢alismasindaki yontem modifiye edilerek
kullanilmistir. Laroucau ve ark (2009) ¢alismalarinda C. abortus S26/3 genomunda 6 bp’den
biiyiik tekrar eden 34 gen bolgesi belirlemis ve ruminant abortlarina ait 34 C. abortus izolati
tizerinde yapilan c¢alismada bu gen boélgelerinden 5 tanesinin  degisken oldugunu
saptamiglardir. Bu gen bolgeleri ile yapilan MLVA ile 6 farkli genotip tanimlanmis daha
sonra ayni yontemle yapilan baska bir ¢alismada 7. genotip tanimlanmistir (Siarkou ve ark,
2015). C. abortus S26/3 referans susunun MLVA igin primerlerin baglanma bolgeleri C.
abortus genomundan (Sekans ID: CR848038.1) bulunarak her bir gen bolgesi i¢in olmasi
gereken amplikon biiyiikliikleri gosterildi (Tablo 7.).

Tablo 7. Multilokus VNTR analizinde C. abortus S26/3 igin primer baglanma bolgeleri ve
amplikon biiytikliikleri.

Gen Bolgesi/ Primer Baglanma Bolgeleri Biiyiik
Primer liik

AGACCTAAAGCGCCACCTTCAATATTAAAAGCTCGATCGCTCAGAG
ATTCTAAAGATACCTTAGTGGTATGCATTGCACACGTAGTTGCATAA

CAB267/ GCAGATTGCCAAAAGATATTGCTTACGAAATCACCTTTGTGATCGGT 998 by

ChlaAb 300 TTTTATGTGATCGGTTTGTGTTTGTGTATCTTGAGTTTCTTGAATTTC
GGAAGCGTGATCAGTATCTTCAGCGTATAGATTGGCGCAT

GTACAAAAAAAACGTAGCAGCAAGAAAACAGCGACTAAAGCTGTTC
GTAAACCTGCTAGGAAGGCTACTGCTAAGAAGACGGCGACGAGAA
AGCCTGCAGTTAAAAAGGCAGTTCGCAAGACAGCTGCGAAAAAAGC
CAB398/ TACTGTGCGTAAGACTGTTAGCAAAATGACAGTACGCAAGACTGTA
ChlaAb 457 GCGAAAAAAGCTACTGCTAAGAAGACGGCGACAAGAAAGCCTGCG 358 bp
- GCGAGAAAGACGGTCCGTAAGACAGCTGCGAAAACAGCGGCTACTC
GCAAGCCTGCCGCTAGAAAAGCCGTAGCAAAACCTGCTATGTCATG
CCATAAGCATCACAAACACACAGCTTCTTGCCAACGTG

ACAGCACCAGCATTAGCCGCTTCCATAATTCCCGGACCTGCTTCAGT

CAB502/ AACTACAGAGTACCCATGTTTAACTAACCCATGTTTAACTAATAGAT
ChlaAb 581 ATCCTATAGTCTGAGCTTTTTTATAATTTTCATCTGTAGGGCAGAGA  161bp
- CCACCAGCGACAACTATCCA

ATGCTATAATTGCTTAGTTTTTTTAACATTGTTTTCGTCTTTATGAGA
ATAGCTCCTCATTTCTGTTTAAGTTCTTTTTAAGTTCTTTTTAAGTTC
CAB541/ TTTTAATAAAGAGCCCACTTATTGTGATAAAATAGTGTCTAAATTAG
ChlaAb 620 ATAACTACTTCTATTTCGGCGGGAAACAAATAGAAATCGTCGGAAG 241 bp
- AAATGAACAAACTCAGGAAATCATCTGCATGTCCAGTTCAGGGCGG
CATGTG

TTTAAAGTTTCCGTATCTTTGTAATCGATTGTTTTCCAACCTGCGGAA

CABT786/ ACAAAAGGGCATTTCTTATTAAAACGCTTCCTTCTGTGTTCATTATT 174 bp

ChlaAb_914  ATGAACAGGCTTATTATGAACAGGCTTATTCATATTTTCTCCTTAAA
CAATTATTCTGGTAATGATGCGAATTCTAAAA

*Sar ile isaretli kisimlar primerlerin baglanma bolgelerini gostermektedir. Kalin yazilmis
harfler tekrar tinitelerinin baslangi¢laridir.
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Yontemde belirlenen gen bdlgeleri, tekrar iinitelerine gore analiz sonucunda olasi

amplikon biiytikliikleri Tablo 8.’de verilmistir.

Tablo 8. MLVA igin gen bdlgeleri, tekrar iiniteleri ve olas1 amplikon biiyiikliikleri.

Gen bolgesi/  Tekrar Unitesi 1 2 3
Primer
CAB267/ ob 209 b 218 b 227 b
ChlAb_300 P i IO p
CAB398/
72 bp 358 bp 430 bp
ChlAb-457
CAB502/
15 bp 146 bp 161 bp
ChlAb_581
CAB541/ b 219 b 230 b 241b
" L 41
ChlAb_620 P P i p
CAB786/
15 bp 159 bp 174 bp
ChlAb_914

Calismada Laroucau ve ark (2009)’'nin yonteminden farkli olarak amplikon
biiytikliiklerinin tespitinde agaroz jel elektroforez yerine bant biiyiikliiklerini daha iyi ayirt

etme imkan1 saglayan kapiller jel elektroforez yontemi kullanilmisgtir.

3.2.3.1. PCR

Reaksiyon toplam 20 pl mix igerisinde 10 pl 2x Mastermiks, 1’er pl 10 qmol primerler,
5 pl niikleaz icermeyen su ve 3 pul template DNA ile gerceklestirildi.

Tim C. abortus pozitif DNA 6rnekleri ve pozitif kontol olarak C. abortus S26/3 susu
DNA’st ile her bir gen bolgesi i¢in floresan boya ile isaretli primerler ile ayr1 ayr

konvansiyonel PCR analizi yapildi (Tablo 9.).
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Tablo 9. Konvansiyonel PCR amplifikasyon kosullari.

Sicaklik (°C) Siire  Dongii sayisi

Denatiirasyon 95 15 dk 1
PCR Amplifikasyonu

Denatiirasyon 95 30sn

Baglanma 58 30 sn 40

Uzama 72 45 sn

Son Uzama 72 10 dk 1

PCR islemi tamamandiktan sonra elde edilen iiriinler agar jel elektroforez yapilana
kadar +4 C’de, agar jel elektroforez sonrasi kapiller elektroforez i¢in ise -20°C’de karanlkta

muhafaza edildi.

3.2.3.2. Agaroz Jel Elektroforez

Elektroforez islemi i¢in agaroz jel asagidaki sekilde hazirlandi.

1.5 gram agaroz tartilarak 250 ml erlen igerisine konuldu.

- 100 ml, 1X TAE buffer erlene ilave edildi.

- Hafifce karistirildiktan sonra mikrodalga firinda her 1 dk’da tekrar elle karistirilarak
toplamda 3 dk kaynatildi.

- Karigim 50-600C’ye soguyunca 5 ul etidium bromid ilave edilerek etidium bromid
konsantrasyonu 0.5 pg/ml’ye ayarlandi.

- Karigim tarak yerlestirilmis jel standina dokiilerek 30 dk donmas1 beklendi.

- Jel donduktan sonra tarak jelden ¢ikarildi ve jel standi elektroforez tankina yerlestirildi.

- Tank jelin lizerini kapatacak sekilde 1X TAE ile dolduruldu.

PCR iiriinlerini jele yiiklemek i¢in her iiriin i¢in 1’er pl loading dye bir parca parafilm
tizerine koyuldu. 5’er ul PCR f{iriinii loading dye ile karistirilarak jel {izerindeki kuyucuklara
yiiklendi. Uriin biiyiikliiklerinin kontrolii i¢in 100 bp DNA ladder’dan 5 ul ilk kuyucuga
koyuldu. Yiikleme islemi bittikten sonra tankin kapag: kapatilarak tankin tam diiz zeminde
oldugu su terazisi ile kontrol edildikten sonra gii¢ kaynagi 80V 300mA akima ayarlanarak
triinler 60 dk stire ile yiriitiildii. Sonuglar UV transilluminator ile goriintiilendi. Sonuglar
daha once bildirildigi biiyiikliklerde (Tablo 6.) bant varligi ve mevcut yerleri agisindan
degerlendirildi. Beklenen biiyiikliiklerde bant veren iiriinler kapiller elektroforez igin -20°C’de

sakland1. Bant goriilmeyen 6rnekler i¢in PCR analizi tekrarlandi.
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3.2.3.3. Kapiller Elektroforez

Agar jel elektroforez sonrasi amplikonlarin tam biiyiikliiklerini belirlemek amaciyla
kapiller jel elektroforez islemi hizmet alimi ile Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Molekiiler
Teshis Laboratuvar’inda, ABI 3130 XL cihazi kullanarak gerceklestirildi.

Elektroforez islemi sonucunda amplikon biiyiikliikleri Tablo 8.’de bildirildigi sekilde
yorumlanarak her 6rnegin 5 gen bolgesinin tekrar eden boliimlerinin sayist bulundu ve Tablo

10°daki verilere gore genotipleri belirlendi (Laroucau ve ark, 2009).

Tablo 10. Tekrar sayilarina gore genotipik siniflandirma.

Genotip ChlaAb-300 ChlaAb-457 ChlaAb-581 ChlaAb-620 ChlaAb-914

1 3 1 1 1 1
2 3 1 1 2 1
3 3 1 2 2 1
4 3 1 2 3 1
5 (S26/3) 3 1 2 3 2
6 2 2 1 1 1

3.2.4. Sekans Analizi

Oncelikle C. abortus S26/3 referans susu ekstrakte edilerek 5 MLVA gen bélgesi i¢in
isaretlenmemis primerler kullanilarak PCR yapildi. Kapiller elektroforez sonucu farkli
bulunan sonuglar i¢in aynm1 yontem kullanildi. Sekans analizi i¢in primerler 5 pmol olarak
dilue edilip soguk zincir sartlarinda PCR f{iriinleri ile birlikte Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii Molekiiler Genetik Laboratuvarina gonderildi. Laboratuvarda sekans analizi ABI
3130 XL cihazi kullanilarak yapildi. Sonuglar National Center of Biotechnology
Information’in web sayfasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Nucleotide-Nucleotide
BLAST programi kullanilarak degerlendirildi. Bu amagla referans susun MLVA gen
bolgelerinin sekanslari ayni susun daha 6nce yayimlanan sekanslari (Sekans ID: CR848038.1)
ile karsilastirildi. Beklenen amplikon biiyiikliklerinden farkli bulunan 6rneklerin sekans
dizileri, benzer dizinlerin olup olmadig, varsa farkliligin nereden kaynaklandigi yonlerinden

arastirildi.
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3.2.5. istatistiksel Analiz

Real Time PCR analizi sonrasinda bulunan pozitifliklerde illere gore anlamli bir
farklilik olup olmadig: istatistiki olarak Pearson Ki-kare testi ile degerlendirildi. Bu amagla
Predictive Analytics Software (PASW)- SPSS (Statistical Package for the Social Science)
versiyon 18 paket programi (IBM, SPSS Inc, Chicago, IL) kullanildi. Kii¢iik ruminantlardaki
pozitifliklerin ve toplam pozitifliklerin dagilimlar1 ayr1 ayr1 arastirildi. Test sonucu %95
giiven araliginda, P degerinin 0.05’den kiiciik olmas1 durumunda pozitifliklerin illere gore
farkliliginin anlamli oldugu, 0.05’den biiyiik degerin, anlamli olmayan bir farklilig1 gosterdigi
seklinde degerlendirildi (Biyiikoztiirk ve ark, 2012).
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4. BULGULAR

4.1. Real Time PCR

4.1.1. Analizin Tespit Limitinin Belirlenmesi

Ekstrakte edilen C. abortus S26/3 DNA’sinin 10 katli seri dilusyonlart hazirlandi. 10
dilusyon birinci 6rnek olacak sekilde Real Time PCR analizi yapildi. Floresan sinyal
miktarinin, gozlemlenebilmesi i¢in gereken minimum deger (esik degeri) otomatik olarak
cihaz tarafindan belirlendi. Analizin tespit limiti 10™ dilusyonda 36.35 CT olarak bulundu.
Calisilan orneklerde 36.35 CT’den onceki degerler pozitif sonu¢ olarak kabul edildi. C.
abortus S26/3 DNA’smin dilusyonlarinin amplifikasyon egrileri Sekil 3’de, CT degerleri
Sekil 4’de verilmistir.

— Amplification Curve
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Sekil 3. C. abortus S26/3 DNA’sinin dilusyonlarinin amplifikasyon egrileri.
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—— Quan. Analysis Result

# Well Assayltem Property Dye Ct CtAver. CtSD Cal. Con. Con.Aver. Con.SD Sample ID
1 AD1  Targetl Unknown FAM 2259 2259 0 dilusyon01
2 AD2  Targetl Unknown FAM 25,88 25.86 0 dilusyon02
3 A0S Targetl Unknown FAM 3029 3029 0 dilusyon03
4  A04  Targetd Unknown FAM 3635 3635 0 dilusyon04
5 AD5  Targetl Unknown FAM 0 0 dilusyon05
6 A06  Targeti Unknown  FAM 0 0 dilusyon06
7 AD7T  Targetl Unknown FAM 0 0 dilusyon07

Sekil 4. Standart susun dilusyonlarinin CT degerleri.

Saptanabilen en diisik DNA diliisyonu 10™ olarak tespit edildi. DNA diliisyonu 10

olacak sekilde diliie edilen ornekte ise amplifikasyon sinyali elde edilmedi.

4.1.2. Orneklerin incelenmesi

Calisilan toplam 730 materyalin 87’sinden (%11.9) Real Time PCR analizi ile C.
abortus DNA’s1 tespit edildi. Hayvan tiirlerine gére 63 ornek ile (%72.4) en ¢ok koyun,
takiben 15 Ornek ile (%17.2) keg¢i ve 8 Ornekle sigir (%9.2) 6rnegi pozitif bulundu. Manda
orneklerinden 1 adet pozitiflik tespit edildi. Pozitif orneklerin illere gore dagilimi
incelendiginde 23 pozitif 6rnekle en fazla pozitiflik Edirne’de bulunurken, 19 pozitif 6rnekle
Canakkale ve 16 pozitif 6rnekle Kirklareli Edirne’yi takip eden iller olmustur. En az pozitiflik
3’er ornekle Kocaeli, Tekirdag ve Diizce’de ve 1 pozitiflikle Yalova’da goriildii. Sakarya’da
ise pozitiflige rastlanmadi. Pozitif drneklerin hayvan tiirlerine ve illere gore dagilimi Tablo

11.’de verilmistir.
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Tablo 11. Hayvan tiirlerine ve illere gore Real Time PCR sonuglari.

. .] .o] §o) o Toplam Toplam
iL Koyun R Keci R Sigr R Manda R i Pozitif
= = = =  Ornek
= = = = (%)
Balikesir 37 6 2 - 32 1 - - 71 7(9.8)
Bilecik 9 - 3 1 5 - - - 17 1(5.9)
Bursa 58 7 11 1 26 1 2 - 97 9(9.3)
Canakkale 81 16 21 2 41 1 - - 143 19 (13.3)
Diizce 3 1 - - 32 1 4 1 39 3(7.7)
Edirne 85 16 6 3 66 2 - - 157 21 (13.4)
istanbul 7 3 5 1 3 - - - 15 4(26.7)
Kirklareli 49 11 14 5 17 - - - 80 16 (20)
Kocaeli 14 1 5 2 11 - 7 - 37 3(8.1)
Sakarya 7 1 10 - 18 0(0.0)
Tekirdag 25 2 2 - 19 1 - - 46 3(6.5)
Yalova 5 - - - 5 1 - - 10 1(10)

Hayvan tiirlerine gore pozitif 6rnekler materyallere gore karsilastirildiginda:
o 70 keci 0rneginden 15 pozitiflik tespit edilmis olup pozitiflik ylizdesi %21.4’ diir.
. 380 koyun 6rneginden 63 pozitiflik tespit edilmis olup pozitiflik yiizdesi %16.6’dur.
o 13 manda 6rneginden 1 pozitiflik tespit edilmis olup pozitiflik yiizdesi %7.7’dir.
o 267 s1g1r orneginden 8 pozitiflik tespit edilmis olup pozitiflik yiizdesi %3.0°d1r.
Real Time PCR analizinin hastaligin esas konakg¢ist olan kii¢iik ruminantlardaki
sonuclarinin illere ve hayvan tiirlerine gére dagilimi ve bulunan pozitiflik yiizdeleri Tablo

12°de verilmistir.

42



Tablo 12. Kii¢iik ruminantlardaki Real Time PCR analizi sonuglart.

Toplam

il Toplam  Pozitif % Topla.m Pozitif %  Kiiciik Pozitif oy
koyun Sonug¢ Keci Sonug ruminant Sonuc¢

Balikesir 37 6 16.2 2 - 0 39 6 154
Bilecik 9 0 0 3 1 33.3 12 1 8.3
Bursa 58 7 12.1 11 1 9.1 69 8 11.6
Canakkale 81 16 19.8 21 2 9.5 102 18 17.6
Diizce 3 1 33 - - - 3 1 333
Edirne 85 16 18.8 6 3 50 91 19 20.9
Istanbul 7 3 42.9 5 1 20 12 4 33.3
Kirklareli 49 11 22.5 14 5 35.7 63 16 25.4
Kocaeli 14 1 7.1 5 2 40 19 3 15.8
Sakarya 7 - - 1 - - 8 0 0.0
Tekirdag 25 2 8 2 - 0 27 2 7.4
Yalova 5 - - - - - 5 0 0.0
Toplam 380 63 16.6 70 15 21.4 450 78 17.3

4.2. istatistiksel Analiz

Pearson Ki-Kare (x2) testine gore: sonuglar hem tiim hayvanlar, hem kii¢iik ruminantlar
icin sehirlere gore degerlendirildiginde pozitiflikler arasinda anlamli bir fark bulunamamstir

(0.159 > 0.05, 0.273 > 0.05). Ki-Kare test sonuglar1 Tablo 13’ de verilmistir.

Tablo 13. Real Time PCR sonuglarindaki farkiliklarin istatistiki degerlendirmesi.

x2 testi x2value P value
Sehirler ve Pozitiflik (Kiigiik Ruminant)  13.326 0.273
Sehirler ve Total Pozitiflik 15.540 0.159

4.3. MLVA

Real Time PCR analizi ile C. abortus yoniinden pozitif bulunan 87 6rnegin MLVA
analizi sonucunda genotipleri tespit edildi. C. abortus S26/3 susunun MLV A gen bolgelerinin

agaroz jel gorliinimii Resim 4.’ de verilmistir.
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Resim 4. C. abortus S26/3 susunun MLVA profilinin agaroz jel goriiniimii.

1.100 bp ladder 2. ChlAb-914 3. ChlAb-620 4. ChlAb-581 5. CHLAb-457 6. ChlAb-300 7.

100 bp ladder.

Toplam 87 ornegin 81 (%93.1)’1 genotip 2 olarak bulundu. Genotip 2’yi 4 (%4.6)

ornekle genotip 5, 1 (%]1.1) 6rnekle genotip 4 ve 1 (%]1.1) 6rnekle genotip 3 takip etti (Tablo
14.). Toplam 63 koyuna ait C. abortus DNA’sindan 60 (%95.2)’1 genotip 2, 3 (%4.8)’1 ise

genotip 5°tir. 15 keci Orneginin tamami genotip 2 olarak smiflandirildi. Sigirlarda ise 8

ornegin 6 (%75)’smin genotip 2, birer tanesinin (%12.5) genotip 4 ve genotip 5 oldugu

goriildii. Tek pozitif manda 6rnegi genotip 3 olarak siiflandirildi. Hayvan tiirlerine gore

genotipik siiflandirma verileri Tablo 15.’de verilmistir.

Tablo 14. C. abortus genotiplerinin hayvan tiirlerine gére dagilimu.

Genotip Hayvan Tiiri Adet Toplam
(%)
Koyun 60
) Kegi 15 81
Sigir 6 (%93.1)
: Koyun 3 4
Sigir 1 (%4.6)
4 Sigr 1 1(%1.1)
3 Manda 1 1(%1.1)

44



Tablo 15. Hayvan tiirlerine gore genotipik siniflandirma.

Hayvan Tiirii Genotip 2 (%) Genotip 3 (%) Genotip 4 (%)  Genotip 5 (%)

Koyun 60 - - 3

y (%95.2) (%4.8)
. 15

Kegi (%100) - - -

S 6 ] 1 1
121 (%75) (%12.5) (12.5)

1
Manda - (%100) - -

4.4. Sekans Analizi

MLVA oncesinde referans C. abortus S26/3 susu sekanslanarak dizinler iizerinde
analizde kullanilacak her gen bdlgesinin tekrar eden bolgeleri bulunarak tekrar sayilari
dogrulandi (Tablo 16).

Tablo 16. C. abortus S26/3 susunun MLVA gen bdlgelerinin sekans dizinleri.

cen Sekans Dizini Tekrar
Bolgesi Sayis1

ATACCTTAGTGGTATGCATTGCACACGTAGTTGCATAAGCAGATTGC
CAAAAGATATTGCTTACGAAATCACCTTTGTGATCGGTTTTTATGTGA

CAB267  TCGGTTTGTGTTTGTGTATCTTGAGTTTCTTGAATTTCGGAAGCGTGA 3
TCAGTATCTTC AGCGTATAGATTGGCG

TGCTAGGAAGGCTACTGCTAAGAAGACGGCGACGAGAAAGCCTGCA
GTTAAAAAGGCAGGCAAGACTGTAGCGAAAAAAGCTACTGCTAAGA
AGACGGCGACAAGAAAGCCTGCGGCGAGAAAGACGGTCCGTAAGAC

CAB398  AGCTGCGAAAACAGCGGCTACTCGCAAGCCTGCCGCTAGAAGAAAG 1
ACGGTCCGTAAGACAGCTGCGAAAACAGCGGCTACTCGCAAGCCTGC
CGCTAGAA

ACTACAGAGTACCCATGTTTAACTAACCCATGTTTAACTAATAGATAT
CAB502 CCTATAGTCTGAGCTTTTTTATAATTTTCATCTGTAGGGCAGAGACCA 2
CCAGC

TAAGTTCTTTTTAAGTTCTTTTTAAGTTCTTTTAATAAAGAGCCCACTT
ATTGTGATAAAATAGTGTCTAAATTAGATAACTACTTCTATTTCGGCG

CAB541  GGAAACAAATAGAAATCGTCGGAAATGAACAAACTCAGGAAATCATC 3
TGCATGTCCAGTTCAGGGCGGCATGTG

TTTCTTATTAAAACGCTTCCTTCTGTGTTCATTATTATGAACAGGCTTAT
CAB786  TATGAACAGGCTTATTCATATTTTCTCCTTAAACAATTATTCTGGTAATG
ATGCGAATTCTA

*Sari isaretli kisimlar tekrar eden bolgeleri gdstermektedir. Kalin yazilmis harfler tekrar eden
bolgelerin ilk bazlarini ifade eder.
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Kapiller elektroforez sonucuna gore bir koyun DNA o6rnegi mevcut MLVA

genotiplerinden ayr1 bir genotip 6zelligi gosteriyordu. Sonucu dogrulamak i¢in bu DNA’nin

her MLVA gen bdlgesi ayr1 ayr1 sekanslandi. Sekans dizileri incelendiginde kapiller

elektroforezde 212 bp (2 tekrar) olan CAB267 gen bdlgesinin lizerinde tekrar eden bolgeler

tespit edildi ve tekrar sayisinin 3 oldugu goriildii. Amplikonun C. abortus S26/3 genomuna

gore 15 bp eksik bir bolge icermesi sebebiyle daha kiiciik oldugu anlasildi (Resim 5.). Sekans

sonucuna goére genotipi genotip 2 olarak tespit edildi.

Chlamydophila abortus strain $26/3, complete genome
Sequence ID: CR848038.1 Length: 1144377 Number of Matches: 1

Range 1: 300510 to 300691 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

239 bits(129) 3e-59 167/182(92%) 15/182(8%) Plus/Plus

Query 1 TTCTAAAGATACCTTAGTGGTATGCATTGCACACGTAGTTGCATAAGCAGATTGCCAAAL 6@
coier zoos0 HUMMMLAETH IR e,
Query 61 GATATTGCTTACGAAATCACCTT -~ - - - - - === - - - TGTGATCGGTTTGTGTTTGTGT 185

LEDUEREEELEEEE Tt LELLERLELEEEELEInery
Sbjct 3@@57@ GATATTGCTTACGAAATCACCTTTGTGATCGGTTTTTATGTGATCGGTTTGTGTTTGTGT 300629

e titiitithndhnmitivintatininhinns
Sbjct 380638 ATCTTGAGTTTCTTGAATTTCGGAAGCGTGATCAGTATCTTCAGCGTATAGATTGGCGCA 308685
Query 166 TA 187

Sbjct 3@@69@ TA 380691

Resim 5. CAB267 gen bolgesi 212 bp biiyiikliikte bulunan bir susun sekans analizi.
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5. TARTISMA

C. abortus birgok hayvan tiirtinde genellikle abortla seyreden hastaliga sebep olan Gram
negatif, zorunlu hiicre i¢i, zoonoz bir bakteridir. Diinyada 6zellikle kii¢lik ruminantlarda en
cok tespit edilen abort etkenlerinden biridir. Etkenin olusturdugu enzootik abort enfeksiyonu
hemen hemen tiim diinyada goriliir (Rodolakis, 2001; Szeredi ve Bacsadi 2002; Givens ve
Morally, 2008).

Hastalik Yeni Zelanda ve Avustralya hari¢ tiim diinyada yaygindir. Avrupa’da ise en
onemli abort etkenlerinden biridir (Rekiki ve ark, 2002; Stuen ve Longbottom, 2011; Essig ve
Longbottom, 2015). Tiirkiye’nin komsularinda yapilan ¢alismalarda da seropozitiflikler elde
edilmigtir. Bisias ve ark (2010) Yunanistan’da koyunlarda %14.9, kecilerde %21.2
seropozitiflik belirlemislerdir. Irakta yapilan serolojik ¢alismalarda C. abortus seropozitiflik
oranlar1 %11.2 ve %11.4 (Al-Dabagh, 2014; Fahad ve Salman, 2017) olarak bulunmustur.
fran’da ise seroprevalans degeri kiigiik ruminantlarda %26.5 olarak bildirilmistir (Esmaeili ve
ark, 2015).

Ulkemizde ¢esitli illerde ve farkli zamanlarda yapilan serolojik calismalarda %1.82 ile
%32.0 arasinda degisen oranlarda seropozitiflikler bulunmustur. Duman ve Durak (1998)
tarafindan Konya ilinde atiklardan yapilan ¢alismada CFT ile %20.0 seropozitiflik tespit
edilmistir. Caya ve arkadaglarimin 2006 yilinda Gilineydogu ve Akdeniz bolgesindeki illeri
kapsayan caligmalarinda sirasiyla Kahramanmaras’ta %30.0, Hatay’da %27.0, Mersin’de
%23.5, Kilis’te %20.0, Gaziantep’te %16.8, Sanlurfa’da %16.7, Osmaniye’de %09.5,
Adiyaman’da %5.0, Adana’da %?2.5 oranlarinda seropozitiflik saptanmistir. Kars ilinde
Gokee ve ark (2007) tarafindan yapilan ¢alismada abort yapan koyunlarda %13.9 ve sigirlarda
%38.33 oraninda seropozitiflik saptanmigstir. Otlu ve ark (2007)’nin yine Kars’ta abort yapan
koyunlarda yaptiklari ¢alismada seropozitiflik %5.4 oraninda bulunmustur. Kiigiikayan ve ark
(2007) ¢alismalarinda Etlik Merkez Veteriner Enstitiisii’'niin sorumluluk alanina giren Ig
Anadolu Bolgesindeki illerden gelen atik fetiis ve kan serumlariyla yaptiklari ¢aligmada %]1.8
oraninda Klamidiyozis’e kars1 antikor bulmuslardir. Oztiirk ve ark (2016) Burdur ilinde
koyunlarda hastalik prevalansin1 ELISA ile %32.0 olarak tespit etmislerdir. Karagiil ve ark
(2019) Diizce ilinde yaptiklart serolojik ¢alismayla C. abortus’un seroprevalansini %20.8
olarak belirlerken pozitif siiriilerin oran1 %42.8’dir. Ancak bu ¢aligmalarin hi¢biri Marmara
bolgesindeki illeri kapsamamaktadir. Marmara bolgesinde C. abortus’un prevalansi ile ilgili

yaymlanmis bir veri bulunmamaktadir. Ulkemizde enzootik aborta yonelik asi

47



yapilmamaktadir. Ayrica ithalatina izin verilmis C. abortus asis1 da yoktur (WEB_1, 2020).
Bu nedenle, her ne kadar serolojik testlerde kros reaksiyonlar sebebiyle hatali pozitiflikler
gortlebilirse de, bu konu ile ilgili olarak yurdumuzda yapilan caligmalarda saptanan yiiksek
seroprevalans degerleri enfeksiyonlarin etiyolojik etkeninin C. abortus olabilecegini
diistindiirmektedir. Serolojik ¢aligmalarin disinda etken tespitine yonelik az sayida yapilan
molekiiler ¢aligmalar ve izolasyon g¢alismalart da mevcuttur (Tiirlitoglu ve Erganis, 1996;
Giiler ve ark, 2006; Kalender ve ark, 2013). Yapilan serolojik, molekiiler ve kiiltiirel
caligmalarla etkenin varlig1 gosterilmis ve hastaligin iilkemiz i¢in yiliksek risk potansiyeli
tagidigr konusunda bilgiler elde edilmistir. Ancak ¢alismalar biiyiik cografi alanlar
kapsamadig1 icin sinirli kalmistir. Ulkesel veya bolgesel anlamda bir degerlendirme yapma
imkan1 bulunmamaktadir.

Yurdumuzda yiliksek seroprevalans degerlerinin goriilmesi ve etkenin varliginin
belirlenmesi, C. abortus’un Avrupa iilkeleri ve sinir komsumuz olan iilkelerde oldugu gibi
Tiirkiye hayvanciligi i¢in de onemli bir abort etkeni olabilecegini gostermistir. Dolayistyla
tilke veya bolge ¢apinda abort materyallerinin C. abortus yoniinden arastirilmasi gereklidir.
Bu gereklilikten yola c¢ikarak; bu c¢alismada, Marmara bdlgesinde goriilen ruminant
abortlarinda C. abortus varliginin arastirilarak bolgesel anlamda hastalikla ilgili ilk
epidemiyolojik verinin elde edilmesi amaclanmistir. Ayrica {ilkemizde C. abortus’un
genotiplendirilmesi ile ilgili daha dnce yapilmis bir calisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismayla
Tiirkiye’de goriilen hastalik etkeni MLVA ile genotiplendirilerek bu anlamda ilk veri ortaya
konmustur.

Hastaligin teshisinde farkli yontemler kullanilmakla beraber, en giivenilir ve hizlh
sonuglar molekiiler teshis ile miimkiindiir. Bu amagla en ¢ok tercih edilen yontemlerden biri
Real Time PCR’dir (Sachse ve ark, 2009). Izolasyon, materyalin laboratuvara ulastirilmast
sirasinda 6zel besi yerlerine ihtiya¢ duyulmasi, izolasyon sansinin diisiik olmasi ve etkenin
zoonoz olmasi sebebiyle molekiiler yontemlere gore daha az tercih edilir (Ward, 2006). CFT
testi Chlamydiaceae ailesinin ortak antijeni olan lipopolisakkaritleri tespit etmesinden dolay1
tiir spesifik sonuglar vermez. ELISA testi de hastalik teshisi amaciyla degil, tarama testi
olarak faydalidir (WEB_2, 2018). Bu calismada C. abortus’u tiir spesifik olarak teshis
edebilen, ayn1 zamanda diisiik tespit limitine sahip olan Real Time PCR yontemi tercih
edilmistir. Yontemin tespit limiti reaksiyon bagina 2 ifu’dur. Yontemin 6zgiillik ve duyarlilig
Klamidyal ve Klamidyal olmayan bakterilerle arastirtlmig, C. abortus harici higbir
mikroorganizmada tespit edilebilen bir PCR sinyali olusturmamistir (Pantchev ve ark, 2009).
Yontem OIE tarafindan onerilen Real Time PCR yontemlerinden biridir (WEB_2, 2018).
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Calismada Marmara bolgesi genelinde 380 tanesi koyun, 70 tanesi kegi, 267 tanesi
sigir, 13 tanesi mandaya ait abort materyallerinden sirasiyla 63 (%16.6), 15 (%21.4), 8 (%3.0)
ve 1 (%7.7) pozitiflik, toplam 730 numunede 87 (%11.9) pozitiflik tespit edildi. Hayvan
tiirlerine gore degerlendirildiginde en yiiksek pozitiflik oran1 %21.4 ile kegilerde ve %16.6 ile
koyunlarda saptandi.

Ulkemizde kiiciik rumimnantlarda daha &nce yapilan g¢aligmalar incelendiginde
Tiirtitoglu ve Erganis (1996) koyun abort vakalarindan C. abortus izolasyonu yapmislar ve
materyalin %16.3’tinden C. abortus izole etmislerdir. Bu oran ¢alismadaki oranla benzerdir.
Giiler ve ark (2006) yaptiklar1 ¢alismada koyunlara ait vaginal sivap orneklerinden %7.45
oraninda, Kalender ve ark (2013) Kuzey Anadolu Bélgesinde goriilen koyun abortlarinda
%09.8 oraninda Klamidyal DNA saptamislardir. Calismamizdaki koyunlardaki pozitiflik
oranlar1 bu iki ¢calismaya gore yiiksektir. Farkliligin 6rnekleme yonteminden, kullanilan analiz
metodundan ve bolgesel farkliliktan kaynaklanmig olabilecegi degerlendirilmektedir.

Kiiciik ruminantlardaki pozitiflik oranlar1 yurtdisindaki ¢alismalarla kiyaslandiginda;
Isvigre’de koyun abortlarinim %39.0, kegi abortlarinin %23.0’min C. abortus kaynakli oldugu
goriilmiistiir (Chanton-Greutmann ve ark, 2002). Bizim ¢alismamizda kecilerde tespit edilen
oran (%21.4) ¢ok yakindir. Koyunlarda ise (%16.6) daha diisiik bulunmustur. Tiirkiye’nin
sinir komsularindan fran’da PCR metoduyla yapilan galismalarda koyun ve kegilerde degisen
oranlarda pozitiflikler bulunmustur. Barati ve ark (2017) 100 koyun abort 6rnegini incelemis
ve 26 (%26.0) tanesinde C. abortus varligini belirlemislerdir. Bagska bir ¢alismada, koyun
abort materyallerinde C. abortus %37.0 oraninda pozitif olarak bulunmustur (Ebadi ve ark,
2015). Yine Iran’da yapilan diger bir molekiiler calismada koyun ve kegi abortlarinda C.
abortus orani %11.0 olarak bildirilmistir (Heidari ve ark, 2017). Bulgaristan’da 2013-2018
yillar1 arasinda koyun ve kegilerde goriilen abort vakalar1 C. abortus yoniinden PCR ile
arastirilmis ve %35.8 oraninda pozitiflik bulunmustur. Bu ¢alismada koyun ve kecilerdeki
ayr1 ayr1 pozitiflik oranlar sirasiyla %41.9 ve %25.0°dir (Simeonov ve Chilingirova, 2018).
Calismalarda degisen pozitiflikler belirlenmis olmakla birlikte genellikle kiiclik ruminantlarda
goriilen abortlar igerisinde C. abortus’un yiiksek oneme sahip oldugu goriilmektedir. Bu
yoniiyle sonuclar calismamiz ile benzer bulunmustur.

Calismamizda sigirlarda pozitiflik %3.0 oraninda tespit edildilirken tek bir manda
orneginde C. abortus DNA’s1 tespit edildi. Sigir vakalar1 karsilastirildiginda; Temur ve ark,
(2007) Erzurum’da sigir abortlarindan yumurta inokiilasyonunu takiben modifiye Ziehl-
Neelsen boyama metodu ile %5.5 oraninda hastalik etkenini tespit etmislerdir. Kili¢c ve ark,

(2010) ise sigir abortlarina ait 47 materyalden %6.3” iinde etken DNA’sin1 tespit etmislerdir.
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Aras ve ark (2017) Konya ve Aksaray’da goriilen sigir abort vakalarindan %3.0 oraninda C.
abortus pozitifligini PCR yontemiyle belirlemislerdir. Calismamizda sigir abortlarinda tespit
edilen %3.0’lik pozitiflik oram1 Tiirkiye’de sigirlarda etken tespitine yonelik yapilan
calismalara paralel bulunmustur. Isvigre’de 2003-2004 yillarinda goriilen sigir abort
vakalarinda, bu ¢alisma sonuclarina paralel bir sekilde, 235 6rnekten 12 tanesinde (%5.1) C.
abortus molekiiler olarak tespit edilmistir (Borel ve ark, 2006). Osman ve ark (2012) Misir’da
sigirlarda Chlamydiaceae varligini arastirdiklart ¢alismalarinda toplam 73 sigir 6rneginin
%15.1° inde C. abortus DNA’smi tespit etmislerdir. Bu oran c¢alismamizdaki sigir
pozitifligine gore (%3.0) yiiksek bulunmustur.

Chlamydia tiirlerinin mandalar1 enfekte ettigi bilinmekle birlikte (Galiero, 2007;
Burnard ve Polkinghorne, 2016) molekiiler tespit ile ilgili yapilmis ¢alismalar ¢ok siirhdir.
Greco ve ark, (2008) yaptiklar1 bir ¢alismada abort oran1 %36.8 ¢ikan bir siiriide etkeni nested
PCR ile arastirmig ve 14 vaginal sivap drneginin %21.4’tinden ve 7 fetusun %42.9’undan
Chlamydia spp. tespiti yapmustir. Fetuslardan iki 6rnegin C. abortus ve C. pecorum ile ayni
anda, birinin sadece C. abortus ile enfekte oldugunu belirlemistir. Misir’da ise 102 manda
orneginde %9.8 oraninda pozitif bulunmustur (Osman ve ark, 2012) . Calismamizdaki manda
sayisinin (13) diisiik olmasi, oransal olarak degerlendirme yapmayi miimkiin kilmamaktadir.
Ancak bu ¢alisma, iilkemizde ilk kez bir manda fetiisiinde C. abortus tespit edilmis olmasi
agisindan 6nem arz etmektedir.

Hastaliktan en fazla etkilenen tiirler olan kiiciik ruminantlardan koyun ve kegiler
birlikte degerlendirildiginde 450 materyalin %17.3’tinde (78 o6rnek) etken DNA’s1 tespit
edildi. Si1g1ir ve mandalar birlikte degerlendirildiginde pozitiflik yiizdesi %3.2 olarak bulundu.
Bu oranlar tiim diinyada oldugu gibi Marmara Bolgesi’nde de hastalifin daha ¢ok kiiglik
ruminantlarda 6nemli oldugunu géstermektedir (Longbottom ve Coulter, 2003).

Calismada Real Time PCR sonuglar1 Marmara Bolgesi ele alinarak
degerlendirildiginde;  Istanbul, Edirne, Kirklareli, Tekirdag, Canakkale, Kocaeli,
Yalova, Bilecik, Bursa ve Balikesir illerinde C. abortus pozitifligi tespit edildi. Yalnizca
Sakarya ilinde pozitif 6rnek mevcut degildi. Ancak temin edilen materyal sayisinin (18) az ve
bunlarin da 6nemli kisminin (10) ise pozitiflik orani diisiik olan sigir numuneleri olmasi
sebebiyle bulunan negatif sonucun yaniltic1 olabilecegi degerlendirildi. illerden elde edilen
pozitif sonuclar hastaligin Marmara Bolgesi genelinde yaygin olarak bulundugunu ortaya
koymustur.

Illere gére materyal sayisi ile pozitiflik kiyaslandiginda numune sayis1 agisindan

yetersiz sayilabilecek Istanbul degerlendirme dis1 birakildi ve en yiiksek oranlar sirasiyla
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Kirklareli ve Edirne’de tespit edildi. Kirklareli’den temin edilen 80 abort materyalinin
%18.7°si, Edirne’den temin edilen 157 materyalin  %13.4’1i pozitif olarak bulundu.
Hastaliktan en fazla etkilenen kiigiik ruminantlardaki pozitiflikler ayrica incelendiginde en
¢ok numune temini yapilan 5 ilden yine en yiiksek pozitiflikler %25.4 ile Kirklareli ve %20.9
ile Edirne’de bulundu. Diger illerde bulunan pozitiflik oranlari Canakkale’de %17.6,
Balikesir’de %15.4 ve Bursa’da %1.6’dur. illere gore pozitiflik oranlarindaki fark istatistiki
olarak anlamli bulunmamustir (Tablo 11). Bu sonu¢ Marmara Boélgesi’nde hastaligin yogun
seyrettigi bir il olmadigini, tiim bolgenin hastaliktan etkilendigini ve dolayisi ile de bir ilde
hastaligin baska bir ile gore daha yogun olmadigini géstermektedir.

Marmara Bolgesi’nde genotiplendirilen toplam 87 C. abortus DNA’sinin %93.1’inin
genotip 2 oldugu goriilmiistiir. Cezayir’de yapilan bir caligmada 25 c¢iftlikten koyun ve
kegilere ait 199 vaginal sivaptan %6.5 C. abortus DNA’s1 tespit edilmis, yapilan MLVA ile
tamami genotip 2 olarak bulunmustur (Merdja ve ark, 2015). Cin’de Tibet sigir1 abort vakalari
C. abortus yoniinden arastirilmistir. Dokuz siiriiden 9 aborte fetiis ve 126 vaginal sivap
orneginden %?23.8 oraninda etken tespit edilmis ve bunlarin tamaminin MLVA genotip 2
oldugu belirlenmistir (Li ve ark, 2015). Fransa’da klinik 6rneklerden izole edilmis 9 C.
abortus susunun %88.9’unun genotip 2 oldugu goriilmiistiir. Farkl1 olarak ingiltere’de su ana
kadar sadece genotip 4 ve genotip 5 tespit edilmistir (Laroucau ve ark, 2009). Bu ¢alismalar,
diinyada genellikle hakim genotipin genotip 2 oldugunu gostermektedir ve bu sonuclar
calismamizla da uyumludur. Ancak calismamizla tilkemizde genotip 3, 4 ve 5 genotiplerinin
de enfeksiyonlarda rol aldigi goériilmiistiir. Bu yoniiyle C. abortus’un iilkemizde genotipik
cesitliliginin yiiksek oldugu sdylenebilir.

Hayvan tiirlerine gore genotipler incelendiginde sigir, koyun ve kecilerde hakim
genotipin genotip 2 oldugu goriilmektedir. 63 koyundan %95.2’si, 16 kecinin %1001, ve 8
sigir Orneginin %75.0’1 genotip 2 olarak bulundu. Mandalardan tespit edilmis tek bir etken
DNA’s1 genotiplendirildiginde genotip 3 oldugu goriildii. Sadece tek bir pozitif 6rnek oldugu
icin manda enfeksiyonlarinda yaygin genotip ile ilgili bir degerlendirme yapilamadi. Ancak
tek bir manda izolatinin normalde yaygin olmayan genotip olan genotip 3 olarak bulunmasi
ve baska hicbir hayvan tiirlinden genotip 3 tespit edilmemis olmasi olduke¢a dikkat ¢ekicidir.
Manda izolatlarinin MLVA ile genotiplendirmesinin yapildigi baska bir calismaya
rastlanmadig1 i¢in kiyaslama yapilamadi. Bir siir 6rnegi genotip 4 bir tanesi de genotip 5
olarak bulundu. Koyun ve ke¢i orneklerinden genotip 4 tespit edilmezken 3 koyun Ornegi
genotip 5 olarak siniflandirildi. Bu yoniiyle bakildiginda Maramara Bolgesi’nde genotip 3 ve

4 olarak bulunan suslar yalnizca biiylik ruminantlardan tespit edildi. Manda Ornegi
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Diizce’den, sigir 6rnegi ise Yalova’dan temin edildi. Daha dnce yapilan ¢aligmada genotip 4
olarak tespit edilen suslarin Ingiltere, Almanya ve Yunanistan’da izole edilmis olduklari
gorilmektedir. Genotip 5 olarak siiflandirilan suslar Canakkale ve Kirklareli’den birer koyun
ve Balikesir’den bir sigira aittir. Genotip 5 daha 6nce Almanya, Ingiltere ve Yunanistan’da
tespit edilmistir. Tiim diinyadan ayrigan, Yunanistan varyant suslarinin (LLG, POS) ait

oldugu genotip 6 (Laroucau ve ark, 2009) Marmara Bolgesi'nde tespit edilmemistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde enzootik abort ile ilgili bugiine kadar biiyiik ¢apta arastirmalar yapilmamus,
bunun sonucu olarak da hastaligin 6nemi yeterince anlagilamamistir. Bu ¢alisma ile hastaligin
Marmara Bolgesi genelinde ruminant abortlar1 agisindan yeri, 6zgiilliik ve duyarliligr yliksek
bir test olan Real Time PCR ile ortaya konmus ve Ozellikle kii¢iik ruminantlarda hastaligin
yaygin olarak goriildiigii ve abortlarin 6nemli bir kismindan sorumlu oldugu sonucuna
ulasilmstir.

Bu c¢alisma ile Marmara Bolgesi’nde goriillen abortlarda C. abortus’un MLVA
genotipleri iilkemizde ilk kez belirlenerek etkenin genotip cesitliligi ile ilgili ilk
epidemiyolojik veriler elde edilmistir. Diinya’da yapilan calismalara paralel olarak hakim
genotip genotip 2 olarak bulunmakla birlikte, genotip 3, 4 ve 5’in varligi da ortaya
konulmustur. Bu agidan diisliniildigiinde Marmara Bolgesi’nde C. abortus’un genotipik
cesitliliginin yiiksek oldugu sonucuna varilmistir.

Bu ¢alisma ile yurdumuzda ilk kez mandadan C. abortus tespiti yapilmistir. Ayrica
diinyada ilk kez bir manda abortundan sorumlu C. abortus etkeni MLVA ile
genotiplendirilmistir.

Calisma sonuglarinin 1s1g1nda 6neriler asagida siralanmistir:

1- Hastalik kiigiik ruminantlarda Marmara Bolgesi genelinde yaygin olarak goriilmektedir.
Yurdumuzun diger bolgelerinde veya iilke genelinde hastalik etkenini belirlemeye yonelik
calismalar yapilmasi ulusal anlamda hastaligin epidemiyolojisini anlamak ag¢isindan faydali
olacaktir.

2- Hastalikla miicadelede en 6nemli nokta enfeksiyonun saglikli hayvanlara bulagsmasini
sinirlandirmaktir. Bu amagla iyi bir siirii yonetimi gereklidir (Stuen ve Longbottom, 2011).
Hastalikla 1ilgili ulusal kontrol stratejisi hazirlanmalidir. Tarim ve Orman Bakanligi’nin
hayvan hastaliklari ile miicadele ve hayvan hareketleri kontrolii programinda enzootik abort
hastaliginin da yer almasi hastaligin siirlandirilmasi ve kontrolii i¢in énemlidir. Hastalikla
miicadele icin olusturulacak stratejinin  temelinde Oncelikli olarak  asilamanin
degerlendirilmesi gerekir. Diinyada en yaygin olarak kullanilan asi canli asidir. Ancak
kullanilan asinin enfeksiyona yol actii gosterilmis olsa da hastaligin kontroliinde en etkili
yontem oldugu da bilinmektedir (Stuen ve Longbottom, 2011). As1 kaynakli enfeksiyonlarin
molekiiler yontemlerle dogal enfeksiyondan ayirt edilebildigi i¢in (Laroucau ve ark, 2010)

asinin llkesel capta saglayacagi fayda- zarar analizi yapilabilir.
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Ayrica vaka bazinda abort goriilen siiriilerde enfeksiyonun yayginlifinin ve hastalik
kaynagiin belirlenmesi gibi epidemiyolojik caligsmalar lokal olarak hastalikla miicadeleyi
kolaylastirabilir.

Hastalikla miicadeleyi zorlastiran en Onemli etkenlerden birisi ortak meralardir.
Merada abort yapan bir hayvan hastaliktan ari siiriileri bu yolla enfekte edebilir. Bu amagla iyi
bir mera yonetimi uygulanmalidir.

Hastaligin yayiliminda hayvan hareketlerinin 6nemi biiyiiktiir. C. abortus igin hayvan
hareketlerini sinirlayan bir yasal mevzuat bulunmamaktadir. Damizlik hayvan hareketlerinde
ve ithalatinda hayvanlarin C. abortus’dan ariliginin serolojik ve molekiiler yontemlerle
aranmasi hastaligi sinirlamada biiyiik yarar saglayacaktir.

3- Hastalik halk sagligi agisindan da onemlidir. Diinyada C. abortus kaynakli insan abort
vakalar1 bildirilmistir (Pospischil, 2002; Walder ve ark, 2005; Pichon ve ark, 2020). Ancak
Tiirkiye’de insanlarda yapilan ¢aligmalarda genellikle C. trachomatis varligi arastirilmis
olmakla birlikte (Kémeg, 2013; Ozbek ve ark, 2008; Altunsu 2013; Albayrak 2013; Kutluca
2016), C. abortus’un durumuyla ilgili bir veriye rastlanmamistir. Marmara Bolgesi’nde
hastaligin yayginligi diisiiniildiigiinde insan abort vakalarinin bir kisminin C. abortus kaynakli
olabilecegi diisiiniilebilir. Bu sebeple Marmara Bolgesi’nde kii¢iikk ruminant temasi olan ve
diisiik yapan kadinlarda C. abortus arastirmasi da yapilmalidir. Bu konuda tek saglik anlayisi
ile beseri hekimlikle birlikte yapilacak ortak ¢aligmalar faydali olacaktir.

4- Enfeksiyon yoniinden en riskli durumda olan hayvan yetistiricilerine hastalikla ilgili
dokiimanlar hazirlanmasi, egitim verilmesi gibi uygulamalar farkindaligin artirilmasi
acisindan faydali olacaktir.

5- Marmara Bolgesi’nde C. abortus’un genotiplendirilmesi ile bu konuda ulusal ilk
epidemiyolojik veri saglanmistir. Yapilacak benzer calismalar etkenin yurdumuzdaki tiim
genotipleriyle birlikte ortaya konulmasina katki saglayacaktir.

6- Calismada 87 pozitif materyal igerisinde genotip 3 olan tek 6rnek, sadece tek pozitif tespiti
yapilan mandaya ait olmasi, yani mandalarda tespit edilen hastalik etkeninin diger hayvan
tiirlerinden farkli bir genotipte bulunmasi ilgi ¢ekici bir arastirma konusu olabilir. Daha ¢ok

manda 6rnegi ile benzer ¢alismalarin yapilmasi faydali olacaktir.
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