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KISALTMALAR VE SIMGELER

ABD Amerika Birlesik Devletleri
ELISA Enzyme Linked Immunososrbant Assay
IM Intramusculer

v Intravenous

ML Mililitre

PCR Polymerase Chain Reaction
CFT Complement Fixasyon Testi
CO2 Karbondioksit

DNA Deoksiribo Niikleik Asit
RNA Riiboniikleik Asit

AB.D Ana Bilim Dali

FAT Factory Accentance Test
Mg Miligram

Kg Kilogram

RT Revers-Transkriptaz

POMP Dis Membran Proteini

uL Mikrolitre

EC Elementer Cisimcik

RC Retikiiler Cisimcik

ETY Embriyolu Tavuk Yumurtasi



OZET

SANLIURFA’DA SAFKAN ARAP ATLARINDA CHLAMYDIA ABORTUS
SEROPOZITIFLIGININ BELIRLENMESI

Ismail KARADAS

Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi

Bu ¢alismada, zoonoz bir etken olan Chlamydia abortus’un Safkan Arap
at populasyonunun en yogun oldugu Sanliurfa ili merkez ilgelerinde seropozitiflik
durumunun belirlenmesi amaglandi. Bu amagla, Eyliil 2019 ve Agustos 2020
tarihleri arasinda, halk elinde yetistirilen 180 adet pedigrili damizlik Safkan Arap
atindan alinmis serum ornekleri test edildi. Serum Orneklerinde C. abortus
antikorlarini tespit etmek icin ticari bir ELISA kiti kullanildi. Test sonucunda
toplamda 180 serumdan 3’1 (%1,67) pozitif olarak degerlendirildi. Bu calisma,
atlarda C. abortus infeksiyonu konusunda Tiirkiye’de yapilan ilk ¢alisma olup,
Sanlurfa bolgesinde atlarda etkene karsi olusmus antikorlar tespit edildi. Sonug
olarak hayvan refahi ve halk sagligi agisindan C. abortus’a karst Onlem
alimmasinin yararl olacagi kanisina varildi. Ayrica daha fazla 6rnek ve ileri tam
yontemleri kullanilarak yapilacak ileri ¢aligmalarin atlardaki C. abortus

infeksiyonunu daha belirgin olarak ortaya koyacag: diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Chlamydia abortus, At, ELISA, Serolojik tani.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF CHLAMYDIA ABORTUS SEROPOSITIVITY IN
ARABIAN THOROUGHBRED HORSES IN SANLIURFA

Ismail KARADAS

Department of Veterinary Microbiology, Master Thesis

In this study, it was aimed to determine the seropositivity rate against
Chlamydia abortus, which is a zoonotic agent, in Purebred Arabian horses in
Sanlurfa province and its central districts where the Arabian horse population was
the most intense. For this purpose, serum samples from 180 breeding Purebred
Arabian horses between the dates September 2019 and August 2020 were tested.
Horses were randomly selected and all were hand-raised pedigree horses. Serum
samples were tested by using a commercial ELISA kit to detect C. abortus
antibodies. The test was performed according to manufacturer's instructions. At
the end of study, 3 out of 180 sera were found as positive. This study is the first
study conducted on horses in our region. To determination anti C. abortus
antibodies indicated the presence of the disease in the area. Therefore, it was
considered that precautions should be taken against C. abortus infection in related
to economic loss, animal welfare and its zoonotic impact.. In addition, it was
thought that further studies which include more samples and advance
methodology will be necessary in order to reveal the real infection status in the

region.

Keywords: Chlamydia abortus, horse, ELISA, serodiagnosis.
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1. GIRIS

Chlamydia abortus (C. abortus), farkl tiir konakgilarda bulunan, diinyanin
cesitli ilkelerinde hayvanlarda ve insanlarda {ireme ve solunum yolu
hastaliklarina neden olan, mecburi hiicre i¢i yasama bagli, gram negatif bir
bakteridir (1-4).

Bu hastalik, genellikle koyun ve kegi abortlarnin onde gelen
nedenlerinden biridir ve bir¢ok iilkede endemik seyretmektedir (5).
Bulgaristan’daki kiigiikbaslarda, yavru atiklariin %35,8’ine C. abortus’un sebep
oldugu bildirilmistir (6). Iran’da kiigiikbaslarda yapilan bir arastirma sonucu,
abortlarmm %111 ile %38’ arasindaki oranda C. abortus tan kaynaklandigi
anlasilmistir (7-9). Yunanistan’da serolojik olarak koyunlarda %14,9 kegilerde ise
%21,2 oraninda pozitiflik belirlenirken (10), genotipik olarak tiim diinyada
ayrisan 2 farkli sus izole edilmistir (11,12).

C. abortus, diinyada aborta sebep olan onemli bir etken olarak kabul
edilmistir. Eger aborta neden olan bakteriyel etkenler i¢in siralama yapilacak olsa,
diinyada birgok iilkede kontrol altina alinmasina ragmen ve hala ilk sirada olan
brusellozdan sonra ikinci sirada yer almaktadir. C.abortus ilk olarak Almanya’da
goriilmiistiir (13). Yeni Zelanda ve Avustralya, C. abortus’un sebep oldugu
hastaliklardan aridir. Kuzey Avrupa’da, onemli infeksiyoz abort etkeni olan C.
abortus, Birlesik Krallik’ta 1995-2008 seneleri arasinda goriilen ve teshis edilen
infeksiyoz atik etkenleri arasinda %44 oraninda saptanmstir (14). Ispanya’da ise
kiigiikbas abortlarinda C. abortus’un tespit oran1 %56’ya kadar ¢iktigindan bu
durum ciddi bir kay1p olarak degerlendirilmistir. Borel ve ark. (15), Isvigre’de C.
abortus’un goriilme sikligini %19 olarak belirlemislerdir. Tunus ise C. abortus’un
yiiksek oranda goriildigi bir iilke olup, C. abortus kaynakli abort oran1 %58
seviyesinde bildirilmistir (16). C. abortus 'un neden oldugu infeksiyonlarin fazla
goriildiigii bir diger iilke ise Urdiin’diir. Al-Qudah ve ark. (17)’nin yaptiklar1 bir
caligmada, abortlarin goriildiigi asilanmamis 56 siiriiyii komplement fikzasyon
testi (CFT) ile kontrol etmisler ve siiriilerin tamaminin C. abortus yo6niinden

seropozitif oldugunu belirlemislerdir. Amerika Birlesik Devletleri’nde kegilerde
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ilk dogumunda aborta sebep olan etkenlerden en ¢ok izole edilen C. abortus
olmustur (18). Hastaligin Meksika’daki varligi da serolojik ve molekiiler
tekniklerle gosterilmistir  (19). Cin’de incelenen Orneklerde kegilerde
infeksiyonun seroprevalans: %8,5 olarak tespit edilmistir (20). Klamidiyozisin
ticari olarak yetistirilen hindi ve ordeklerde ekonomik 6neme sahip oldugu ve
Avrupa da bir halk saghgi tehlikesi olusturdugu bildirilmistir. Cin ve
Avusturalya’daki ilgili ¢alismalarla 6rdeklerde klamidiyozis birka¢ arastirmaci
tarafindan arastirilmistir. Kazlarda C. psittaci antikorlari1 ve/veya klinik bulgularin
gozlemlenmesi, etkenin hastalikli dokulardan izole edilmesi ve son zamanlarda
tavuklarda ard arda tespit edilmesi bu etkenin, ciddi sikintilara neden olabilecegini

diistindiirmustiir (21-24).



2. GENEL BILGILER
2.1. Etiyoloji

Hastaligin etkeni, Chlamydiaceae ailesi, Chlamydia cinsinde yer alan
Chlamydia abortus’tur. Chlamydia abortus Gram-negatif, hareketsiz, kokoid,
kiiciik, sporsuz, kapsiilsiiz, bifazik tireme siklusuna sahip, sert bir hiicre duvari
olan, boliinerek ¢ogalan, DNA ve RNA igeren, zorunlu hiicre i¢i bir bakteridir. Bu
etken mezofilik olup, ortalama 37°C’lik sicaklik ve %5’lik CO; igeren ortamda
cogalabilmektedir (1-4).

Bifazik iireme siklusuna sahip yasam dongiisii siiresince Elementer
cisimcik (EC) ve Retikiiler cisimcik (RC) olarak adlandirilan iki formda
goriiliirler. EC metabolik yonden aktif olmayan cevre kosullarina dayanikli
infektif formdur. RC ise infektif 6zelligi olmayan ancak konak hiicre iginde
cogalma yetenegine sahip metabolik yonden aktif olan formdur (25).

Memelilerde patojenik Chlamydia tiirleri arasinda C. abortus bulunur. C.
abortus memelilerde abort etkeni olarak C. psittaci serotipi 1 isimlendirilmistir.
Chlamydia tiirleri farkli hayvanlarda infeksiyona sebep olmaktadir. Yapilan
caligmalarda, C. pecorum tiiriiniin koalalarda, sigirlarda, koyunlarda ve kegilerde,
C. felis tiirtiniin kedilerde, C. pneumoniae tiiriiniin tim memelilerde, C. caviae
tirtiniin kobaylarda, C. trachomatis ve C. suis tiiriiniin domuzlarda C. maridarum
tiirtiniin ise farelerde infeksiyona sebep oldugu belirlenmistir (6,21).

Etken hiicre kiiltiirlerinden dokulardan ve yumurta sarist zarindan elde
edilen (Giemsa, Stamp, Macchiaveola, Castenada, Gimenez, Ziehl-Neelsen, vs.
boyama teknikleri ile) preparatlarda, hiicre i¢inde ve/veya disinda kiimeler halinde
veya tek tek, yuvarlak-oval bi¢imde gorilir (23). Giemsa ile koyu mor, Stamp
boyama ile pembe, Castenada boyama ile mavi, Macchiavello ve Gimenez
teknikleri ile kontrast renkle boyanmis zeminde kirmizi renkte goriinmektedirler.
Genelde Chlamydia ve Chlamydophila'lar i¢in Gimenez boyama diger boyama
yontemlerine tercih edilmektedir (26,27).



2.2. Zoonotik Onemi

Etkenin neden oldugu hastaliklar ¢ok eskiden beri bilinmektedir. Daha ¢ok
koyun, keci ve sigirlarda abort, 6lii dogum ve bunlara bagh ciddi ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (26). En 6nemli bulasma kaynagi plasental bulasma
olup, kontamine plasentalarin ¢evreye atilmasi hastaligin daha ¢ok yayilmasina
sebep olmaktadir. Infekte olan hayvanlar ile temas eden insanlarda inhalasyon
yoluyla bulasma olmaktadir. Etken insanlarda atipik pnomoniye neden olmakta,
hamile kadinlarda abort ciddi risk teskil etmekte ve olii dogumlara neden
olmaktadir. Insan ve hayvan saghig1 yakindan birbirine baglidir. Yasam refah1 ve
yetersiz beslenme, diger hastaliklarda oldugu gibi bu hastalikta da 6nemlidir. Ayni
zamanda diizensiz ila¢ kullanimi ve iklim degisikligi bu hastali§in bulasmasinda

ve hastalik yapma giiciinde oldukga etkilidir (27).
2.3. Epidemiyoloji

C. abortus’un; koyun, kegi, sigir, at ve domuz tiirlerinde aborta sebep
olmaktadir. Etken inek ve koyun gibi ruminantlar arasinda endemiktir ve
plasentaya kolonize olur. C. abortus spontan diisiikklerden, fetal organlardan ve
plasentadan izole edilmistir. infekte olmus disiler ovulasyona yakin, bakteri
sacarlar. Bu nedenle C. abortus memelilerde oral ve cinsel yolla bulagabilmektedir
(28,29).

Etken kisraklarda aborta neden olmadan Once iki yila kadar persiste
kalabilir. C. abortus’un tavsan, at, fare ve kobaylardaki atiklardan izole edilmis
olup tahmin edilenden daha fazla konakgida olmasi, endiseye yol agmaktadir (30).
Infekte atlar ile temasta olan hamile kadilarin diisiik riskleri olduca yiiksektir. C.
abortus ile infekte hayvanlar siit, vajinal akinti digki ve abort materyali ile
elementer cisimcikleri etrafa sagarlar. infeksiyon bu akinti ve materyallerin
bulastigi yemlerle dagilmaktadir (31). Giiney Galler’de 2014 yilinda pnémoni
bulgular1 goésteren bir hastanin anamnezinde, abort yapan bir kisragin fotal
membranlar1 ile direkt temas etmis olmasi, en belirgin risk faktorii olarak
degerlendirilmistir (32). Saglikli fakat siirekli abort sekillenen ve tekrarlayan
solunum yolu tikanikligi olan kisraklarda %90 oraninda C. abortus oldugu

belirtilmistir (33). Yine saglikli atlarda yapilan bir ¢alismada, alinan 99 nazal
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slirlintiiniin 47°sinde (%47.47) C. abortus pozitif bulunmustur (34). Giliney
Afrika’da yapilan bir caligmada, C. abortus’un atlarda disiiklere ve
konjuktivitlere sebep oldugunu kanitlamistir (35). Ayrica bu kisraklarda solunum
giicliigii ve atesin oldugu da belirtilmistir. Gebeligin dokuzuncu ayinda abortun
sekillendigi ve genel itibariyle sekillenen abortlardan yapilan caligmalarda,
fetiislerden %27,1 ile %55 arasinda degisen bir oranda C. abortus 'un izole edildigi
bildirilmistir (35) Atlar ve katirlar arasinda C. abortus yoniinden serolojik yonden
karsilagtirma yapilan bir ¢alismada, atlardan alinan 49 numunenin 20 sinde
(%40,8) pozitiflik saptanirken, katirlardan alinan 50 numunenin ise 27’sinde
(%54) pozitiflik saptanmistir. Bdoylelikle, katirlarda atlardan daha fazla C.
abortus’un goriildigii kanisina varilmigtir (35-37).

Etken, Tirkiye'de ilk kez 1954 yilinda Eskisehir'in Beylikahir ve civar
koylerinde atik yapan 80 tane koyunun 13'inden (%16,3) izole edilmistir (31).
Tirkiye’de Giineydogu bolgesinde siitte C. abortus seropozitifligi %8,3 olarak
belirlenmistir (38). Sigir C. abortus infeksiyonu igin seroprevalans yoniinden

diger iilkelerde de %0,4-57 arasinda rapor edilmistir (36).
2.4. Patogenez

Inkiibasyon periyodlar1 degisse de abortlar genellikle infeksiyonun
baslangicindan 5-6 hafta sonra gerceklesir. Kegiler ve koyunlar C. abortus ile
gebelikten dnce ve gebelikten sonra infekte olabilirler. Infeksiyonun zamani,
gebeligin hangi doneminde abort olacag: ile ilgili 6nem tasimaktadir. Kegi ve
koyunlarda; gebeligin 30-120. giinlerinde abort sekillenir. Infeksiyon gebelik
oncesi veya gebeligin 120. giiniinden sonra sekillenmis ise daha sonraki
gebeliklerde de abort goriiliir (1). C. abortus infekte hayvanda hematogenesis
yoluyla viicuda yayilir (33). Etken plasentada, fotal korionik epitelyumun
trofoblast hiicrelerine yerlesmeyi tercih eder. Sonra g¢evredeki interkotiledonar
membranlara yayilir ve belirgin nekrotik plasentite sebep olur (34). Etken
elementer cisimciklerin ¢ogalmasiyla gebeligin 90 — 95. giinlerinde plasental
dokulardan Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile teshis edilebilir. infeksiyon
latent hale de gegebilir. Ancak baska infeksiyonlar veya stres sebebiyle immun

sistem gii¢siiz diistiigiinde tekrar aktive olur (39).



C. abortus kiigiikbas hayvanlarda enzootik abortus etkeni olarak
bilinmektedir. C. abortus sigirlarda ise metrit ve kisirlik gibi genital sistem
infeksiyonlarina sebep olmaktadir (32). Atlarda genelde konjuktivit
goriilmektedir (33). C. abortus’un plasental fonksiyonlar1 etkileyerek perinatal
Oliimlere ve aborta sebep oldugu bilinmektedir. Abort yapan veya infertil
kisraklarda, kronik endometritis daha ¢ok goriilmiis, C. abortus etkenleri tespit
edilmistir (39). C. abortus pozitif sigirlarda 6lii dogum, perinatal 6liim ve abort

oranlarinin arttig1 bilinmekle beraber, kisraklarda bu tiir bilgiler ¢ok azdir (27,40).
2.5. Klinik Goriiniim

C. abortus sigirlarda son ii¢ aylik donemde atiklara sebep olmaktadir.
Koyun ve kegilerde daha ¢ok enzootik abortlara neden olmaktadir. Gebe
koyunlarda sistemik belirti genelde gozlenmemektedir. Koyun ve kegide
nekrotizan plasentit, kotiledonlarda degisiklikler, poliartrit ve pndémoni
sekillenmektedir. Iinfekte koglarda ise seminal vezikiilit ve orsit goriilmekte olup
spermada da C. abortus saptanmaktadir (41).

Infeksiyon, gebeligin son déneminde sekillenen abort ile daha cok
bilinmektedir. Prematiire dogumlar, hayatta kalma giicii zayif yavrular ve normal
agirhiktaki yavrulardan oldukg¢a zayif yavru dogumlari da goriilmektedir. Abort,
genelde herhangi bir belirti olmadan sekillenmektedir. Abort orant %25-90
arasinda degisebilmekte, ayrica abort yapan disilerde daha sonra solunum sistemi
infeksiyonu ve metrit goriilebilmektedir (1). Bazi kiigiikbas siiriilerinde gebe
kalma oranlarinda diisme gortilebilir. Etken, klinik ve subklinik mastitise de sebep
olmaktadir. ileri gebeliklerde 6lii dogum zayif veya erken dogumlara da sebep
olmaktadir. Gebe koyun ve kegiler, gebeliklerinin 3. aymnda duyarlilik
gostermektedirler. Gebe kaldiktan hemen sonra koyun ve kegilerde higbir belirti
farkedilmeden fetiis kaybedilebilir ve hayvan kisir kalabilmektedir. Vajinal
kanamalar, infeksiyondan sonraki 2 hafta iginde siklikla goriillmektedir. Saglikli,
zay1f, 6lii kuzu veya oglaklar farkli gebelik siireclerinde koyun veya kecilerde
goriilmektedir. Bazen aborte olmus kuzu veya oglak normal goriiliirken bazen de
abort olmus yavru karin sis goriilmektedir. Bu belirtiler kecilerde daha yaygindir.

Bazen hastaligin goriildiigii siiriilerde enzootik abort yaninda poliartrit,



keratokonjuktivit ve inatc1 bir solunum gii¢liigii goriilmektedir. Olii dogum yapan
hayvanlar sonraki gebeliklerinde normal saglikli yavru dogurmaktadirlar.
Deneysel olarak infekte erkeklerde ise orsitis, epididimitis ve seminal vezikiilitise
de sebep olmaktadir (6).

2.6. Postmortem Bulgular

C. abortus’un neden oldugu bulgular arasinda, plasentada degisik
derecelerde nekrotik odaklar ve kotiledonlar tizerinde kremsi, koyu kirmizi
kahverengi eksudat sayilabilir. Taze fetusun dis bakisinda ise nekrotik odaklarin
goriilmedigi, fakat karin boslugu ve plevra bosluklarinda goriilebildigi
belirtilmektedir. Ayrica karacigerde tikaniklik veya tizerinde nekrotik odaklarin

sekillendirdigi beyaz bir goriiniim olusabilmektedir (6).
2.7. Tam

C. abortus’un atlarda infeksiyona sebep olduguna dair smirli sayida
calisma bulunmustur. C. abortus’un teshisi, etkenin niikleik asidinin tespit
edilmesi ile etkenin identifikasyonu ve izolasyonu esasina dayanmaktadir.
Chlamydial antijen, ELISA, immunohistokimya, Floresan antikor testleri (FAT)
ile tespit edilmektedir. Etkenin DNA’sinin tespiti ise molekiiler metotlar ile (Real
Time PCR veya mikroarray testleri) olmaktadir. Etkenin izolasyonu i¢in mutlaka
canli hiicreye, dokuya ihtiyag duyulmaktadir. Bu amagla gesitli hiicre kiiltiirleri ve
embriyolu tavuk yumurtas1 (ETY) kullanilabilmektedir. Bu islemler yapilirken
sik1 biyogiivenlik 6nlemleri alinmalidir (42,43). Abort veya 6lii dogum sonrasi C.
abortus’a kars antikor titresinde artis ELISA ile tespit edilebilmektedir. Ayrica
1/32°den disiik titreler C. abortus i¢in non-spesifik kabul edilmektedir. Siipheli
durumlarda Western-Blot ile dogrulama yapilabilmektedir. C. abortus, diger
Chlamydia tiirleri ve bazi gram negatif bakterilerle ortak antijenik yapiya sahiptir.
Bu nedenle Komplement Fikzasyon Testi ve ELISAteshis i¢in bazen spesifik
olmayabilir (44,45). Dogum sonrasi yapilacak serolojik taramalar kontrol
onlemlerinin alinmasi agisindan oldukga énem arz etmektedir. PCR sensitivite ve
spesifite istiinliiglinden dolayr boyama ve FAT testlerine gore daha giivenli

sonuglar vermektedir. Yapilan bir ¢alismada etkenin bol oldugu dokularda niikleik



asit ve antijenik yapilarin sekresyonlarla digar1 atildigi gozlenmistir. Koriyonik
villuslar plasentanin bitisik bolgelerinde yapilan mikroskobik calismalarda sikca
rastlanmistir. Bu bolgedeki bezlerden alinan vaginal svaplardan da etken tespit
edilmistir. PCR testleri sik¢a kullanilmaktadir. DNA mikrodizi hibridizasyon
testleri farkli tiirleri ayirt etmede yardimer olmaktadir. C. abortus’un teshisi igin
immiinohistokimya, immiinofloresan, antijen yakalayan ELISA gibi yontemler

kullanilabilir (42,43).
2.8. Tedavi

Tedavide tetrasiklinler, abortlar1 onleyip etkenin ¢ogalmasini sinirlasa da
bulas riskini azaltmamaktadir. Koyun ve kecilerde gebeligin 105. ve 120.
giinlerinde 20 mg/kg IM yolla oksitetrasiklin tedavisi abortlar1 onledigi
belirlenmistir (13). Yine koyun ve kegilerde yapilan benzer bir ¢alismada
oksitetrasiklin injeksiyonunun gebeligin 100. giiniinden sonra 10-14 giin
araliklarla doguma kadar tekrarlanmasi Onerilmistir (46). C. abortus
infeksiyonunun ileri safhalarinda oksitetrasiklin uygulanmasi, abortlar1 6nlemekte
fakat infeksiyonun bulas riskini azaltmamaktadir. Ayrica plasentada iylesmesi
miimkiin olmayan dejenerasyonlara neden olmaktadir (1,47). Siirekli tetrasiklin
kullanmak antibakteriyel dirence sebep olmaktadir. Bu nedenle antibiyotigi
sadece acil durumlarda kullanmak gerekir (1). Asilama hem bakteri sagilimini
engellemesi hem de abortlar1 onlemesi bakimindan tavsiye edilen korunma

yontemidir (13).
2.9. Koruma ve Kontrol

[k amag, hastaligin bulasma ve yayilmasini dnlemektir. Plasenta, fotiis gibi
bulagma ihtimali yiiksek materyalleri yok etmek veya ortamdan uzaklastirmak
hedeflenmelidir. Dogum alanlar1 izole edilip dezenfekte edilmeli, hayvan
alimlarinda Chlamydia ge¢misi olmayan siiriiler tercih edilmelidir. Boylece latent

seyreden infeksiyonun 6niine gegilebilmektedir (46).

Bu caligma safkan Arap atlarindan alinan serum oOrnekleri ile

gerceklestirilmistir. Safkan arap ati atik, hizli, tek seferde donme yetisine sahip,



giiclii kemikleri olan, gii¢lii mafsalli, cok saglam tendon ve tirnak yapisi olan,
dayanikli, az yemle yetinen akilli, uyumlu, disaridan bakildiginda begenilen bir at
wrkidir.  Ulkemizde bu nedenle at 1slahinda Arap ati kullanilmakta ve
yetistirilmesinde {iretici iilkelerin basinda gelmektedir. Ulkemizde at
yetistiriciligi, yiik tasimak i¢in gdsteri ve kosu amaciyla yapilmaktadir. Kosu
atlari, yaris at1 olarak yetistirilmis ve lilkemizde at yarislari sektor haline gelmistir.
Ulkemizde at yarislarinda saf kan Ingiliz ve Arap atlar yaristirilmaktadir. Tiirkiye
de yetistirilen tiim saf kan Arap atlarinin %60°1 Sanliurfa’da yetistirilmekte ve
halk elindeki bu atlara yaris i¢in bakilmakta ayrica periyodik olarak tilkemizin
cesitli bolgelerine yariglar i¢in sevk edilmektedir. Yapilan literatiir taramasinda
gerek Sanliurfa bolgesinde gerekse Tiirkiye’de atlarda C. aborutus’un
saptanmasina yonelik bir calismaya ulasilamadi. Bu nedenle olduk¢a genis bir
konak¢1 yelpazesine sahip olan etkenin atlardaki durumunun belirlenmesi hem
diger tiirlere hem de insan sagligina olan etkisini ortaya ¢ikarma agisindan 6nem
tasimaktadir.

Bu veriler 1s18inda, C. abortus'un evcil hayvanlar {izerindeki varligi ve
etkisi ile diger hayvan tiirleriyle olan iliskilerinin hem halk sagligi hem de hayvan
saglig1 agisindan 6onemli oldugu goriilmektedir.

Bu c¢alismanin amaci, atlarda C. abortus antikorlarinin varligim
degerlendirmek ve atlardaki mevcut seropozitiflik durumunun tespit edilmesi ile
olast riskleri belirlemek ve gerekli o6nlemlerin alinmasi i¢in farkindalik

olusturmaktir.



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Calisma Serumlari

Bu ¢alismada 2019 Eyliil ay1 ile 2020 Agustos aylar1 arasinda Harran
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina
getirilen, Sanliurfa merkez ilgelerinde bakilan 7-20 yas araliginda pedigrili ve

sahipli 180 disi safkan Arap kisragina ait kan serumlari kullanilda.
3.1.2. Kullanilan Materyaller

Calismada, C. abortus’a karsi olusan IgG antikorlarinin saptanmasi amaci
ile ticari olarak temin edilen ELISA test kiti (ID screen Chlamyophila abortus
Indirect Multi-species, IDvet, Fransa) kullanildi.

Test kiti icerigi asagidaki bilesenlerden olusmaktaydi.

1. C. abortus ELISA mikropleytleri: C. abortus antijeni ile kapli 96 kuyucuklu
kullanima hazir pleyt.

2. Pozitif Kontrol: Kullanima hazir, C. abortus ile reaksiyona giren at serumu.

3. Negatif Kontrol: Kullanima hazir C. abortus ile reaksiyona girmeyen at serumu.
4. Diliisyon buffer 13.

5. Konsantre ve peroksidaz ile isaretlenmis konjugat.

6. Diliisyon buffer 3.

7. Konsantre yikama soliisyonu.

8. Substrat Sollisyonu, TMB/H202.

9. Kullanima hazir Stop Soliisyonu.

Konjugat, kontroller ve substrat soliisyonu 5°C (£ 3), diger reaktifler +2 °C -
+26°C arasinda muhafaza edildi.

Testin gerceklestirilmesi i¢in Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda bulunan inkiibator, otomatik pleyt

yikayici, OD okuyucu, otomatik pipetler ve pipet uglar1 kullanildi.
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3.2. Yontem
3.2.1. ELISA Uygulanmasi

Harran Universitsi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali
Mikrobiyoloji laboratuarinda -20°C’de saklanan kan serum ornekleri, ticari bir
multispecies indirekt ELISA kiti kullanilarak C. abortus antikorlari yoniinden test
edildi. Antijen olarak C. abortus'a 6zgii 80-90 kDa (POMP) rekombinant protein
fragmanm1 ile kaplanmis mikropleytlerde testin uygulanmasi {ireticinin
talimatlarina gore gergeklestirildi. Bunun igin, serum o6rnekleri ile pozitif ve
negatif kontroller bos steril bir mikropleytte sulandirilarik test mikropleytine kisa
stirede aktarildi. Boylece drnekler arasindaki inkubasyon siirelerindeki farkliliklar
en aza indirildi. Bu amagcla sulandirma mikropleytinin her bir goziine kit i¢erisinde
yer alan sulandirma soliisyonundan 180 pL eklendi. Daha sonra gozlere 20 pL
test edilecek serum Ornegi ile kit icerisinde bulunan pozitif ve negatif kontrol
ornekleri eklendi. Bu sekilde hazirlanan 6rneklerden 100 pL antijen kapl test
mikropleytlerine transfer edildi ve 45 dakika inkiibasyondan sonra, kit ile verilen
yikama soliisyonu ile (her goz i¢in 300 pL) iic kez yikandi ve kurutuldu. Daha
sonra 100 uL konjugat soliisyonu eklenerek 30 dakika inkubasyona birakildi,
Yikama ve kurutma islemlerinin ardindan 100 pL substrat soliisyonu ilave edildi
ve 15 dakika inkiibe edildi. Son olarak, her bir géze 100 pL stop soliisyonu eklendi
ve bir kolorimetrik okuyucu (Versamax) ile 450 nm dalga boyunda absorbans

degerleri belirlendi.

3.2.2. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Elde edilen absorbans degerleri, lireticinin at serum i¢in talimatlarina gore
belirtilen formiil ile hesapland1 ve %60'tan yiiksek degerler pozitif olarak kabul
edildi.

3.2.3. Etik Onay

Bu tez ¢aligmasi Harran Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu’nun 05/07/2019-E.28767 tarih ve sayili karari ile gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Kan serumlariin ELISA sonuglar1 Sekil 4.1. de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. At serum 6rnekleri ile yapilan ELISA sonuglari

Plate-1 ve 2: Al ve B1 negatif kontrol, C1 ve D1 pozitif kontrol, H11lve H12
Blank, E1- H10 test serumlari; Plate-1 C3 pozitif 6rnek, Plate-2 G3 ve G8 pozitif
ornek,
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Kan serumlarinin ELISA ile elde edilen sonuglar1 Tablo 4.1. de

gosterilmistir.

Tablo 4.1. ELISA Sonuglar:

Orneklerin Alindig1 Yer | Kan Alinan | Seropozitif At | Seronegatif At

At Sayisi Sayis1 (%) Sayis1 (%)
Sanliurfa Merkez ilgeleri 180 3 (%1,67) 177 (%98,33)

Yapilan analizlerde, 180 atin 3’iinde C. abortus antikorlar1 saptandi ve
seropozitiflik oran1 %1,67 olarak bulundu. Geriye kalan 177 at serumu ise negatif
olarak degerlendirirldi. C. abortus seropozitif olan kisraklarin 7, 9 ve 12
yaslarinda olduklar1 goriildii.

= Negatif = Pozitif

Sekil 4.2. At serum Ornekleri ile yapilan ELISA sonuglarinin dagilimi.

13




5. TARTISMA

C. abortus cesitli konakgilarda bulunan, diinyanin bir¢ok {iilkesinde
hayvanlarda ve insanlarda iireme ve solunum yolu hastaliklarina neden olan gram
negatif, zorunlu hiicre igi bir bakteridir (1-4).

Atlarda, Chlamydia kaynakli abort olaylar1 genellikle nadir kabul edilir.
Ancak bazi calismalarda, atlarda bildirilen abort ve konjunktivit vakalarinda
Chlamydianin 6nemli bir rol oynadigmna dair bildirimler yapilmistir (48).
Henning ve ark. (35) solunum sistemi bulgular1 ve atesi olan bir kisraktan
gebeligin dokuzuncu ayinda abort olmus bir at fetiistinden, Chlamydia izole
etmislerdir. Forster ve ark. (49), Chlamydia infeksiyonlarinin atlarda solunum
yolu hastaliklarina neden olabilecegini, ancak abortla iligkili olmadigini
savunmuslardir. Atlar yaninda yak ve bufalolarda da pnomoni vakalarinda
klamidyal infeksiyonlar bildirilmistir (4).

Atlarda bildirilmis olan Chlamydia psittaci vakalar1 bulunmaktadir.
Chlamydia psittaci serotip 1 daha sonra Chlamydophila abortus (30) ve yakin
zamanda Chlamydia abortus (28) olarak adlandirilmistir. Bu nedenle,
muhtemelen C. psittaci olarak tanimlanan bazi izolatlar artik C. abortus olarak
tanimlanabilir (50). Oliimciil solunum sistemi hastaligi olan bir atin akciger
dokularindan C. psittaci izole edilmistir (51). Ayrica, enfekte midillilerde goriilen
subklinik hastalik olgularinda mikroskobik olarak generalize bir klamidyal
infeksiyon belirlenmis ve arastiricilar, C. psittaci'nin pndmoniye neden
olabilecegi ve invaziv hale gelebilecegi sonucuna vardiklarini rapor etmislerdir
(50-51). Moorthy ve Spradbrow (52), akut solunum yolu hastalig1 olan atlarin
burun yolundan C. psittaci izole ettiklerini, ancak, 14 aborte tayin dokularindan
klamidya izole edilmedigini bildirmislerdir. Szeredi ve ark. (34), Macaristan'da
atlarda aborte fetiislerin fetal membranlarinda C. psittaci infeksiyonu igin yiiksek
bir prevalans tespit etmislerdir. Arasticilar immiinohistokimya, PCR ve modifiye
Ziehl-Neelsen boyamas ile yapilan testler sonucunda, atlarda genital kanalda
olusan klamidyal infeksiyonlarin at tireme bozukluklarinda olasi bir faktor

oldugunu rapor etmislerdir. Son zamanlarda, Jelocnik ve ark. (53), at plasentitis
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vakasindan, daha sonra insanda ortaya ¢ikan psittakoz vakasi ile iliskili olan C.
psittaci izole etmisler ve bu nedenle, C. psittaci'nin atlarda goriilen abortlar ve
olusan bu abortlarin zoonotik potansiyelini vurgulamislardir. Ayrica Di Francesco
ve ark. (26) klinik olarak saglikli atlarda, test edilen orneklerden %26,5'inde
Chlamydia pnueumoniae identifiye edildigini belirtmislerdir. Tavsanlarda,
kobaylarda ve farelerde abortus vakalarindan izole edilen C. abortus gibi atlarda
da abortus vakalarindan C. abortus izole edildigi rapor edilmistir (30).
Almanya'da, klinik olarak saglikli ve tekrarlayan hava yolu obstriiksiyonu olan
atlarda C. abortus identifiye edilmistir (3). Atlarda tireme bozukluklarinda bir
patojen olarak C. abortus'un 6neminin arastirildigi bir ¢alismada, Chlamydia spp.
yoniinden pozitif bulunan palsenta dokularinin %91’inde RT-PCR ile C. abortus
saptanmustir (43).

Nervo ve ark. (54), kronik endometritisli subfertil kisraklarda C. abortus
varhi@ini arastirdiklar1 ¢alismada Chlamydia pozitif 6 hayvanin 5’inde
endometrial lezyonlarda C. abortus varligini saptamislardir.

Her ne kadar atlarda C. abortus infeksiyonlari siklikla goriilmese de,
yukarida verilen arastiricilarin bildirimleri dikkate alindiginda, ozellikle at
popiilasyonunun yogun oldugu bolgelerde hastaligin gozardi edilmemesi
sonucuna varilabilir.

Diinya’da atlarda C. abortus agisindan yapilan serolojik c¢alismalar
oldukea siirli olup, ELISA ile gerceklestirlen az sayida aragtirma bulunmaktadir
(33, 51). Jimenez ve ark. (51) atlarda goriilen 6nemli infeksiy6z etkenlerin
varhi@ini arastirdiklart bir ¢aligmada ticari bir ELISA kiti kullanarak 146 at
serumundan 7’sini (%4,8) pozitif olarak saptamislardir. Rubio-Navarrate (33) ise
yine bir ticari ELISA Kiti ile 301 at serumu Ornegini test etmis ve 4 hayvani
(%1,32) pozitif olarak saptamistir. Arastiricilar pozitif hayvanlarin erkek ve 2,6
yastan daha biiylik oldugunu bildirmislerdir. Sunulan bu ¢alismada da bildirilen
aynt ticari kit kullanilarak ELISA gergeklestirilmis ve 180 kisragin 3’i (%1,67)
C. abortus yoniinden pozitif bulunmustur. Bu sonug arastiricilarin pozitiflik
oranlartyla uyumludur. Calismada sadece kisrak serumlar1 test edilmis olup,
pozitif olarak saptanan kisraklarin 7, 9 ve 12 yaslarinda oldugu saptanmustir.

Aragtirict C. abortus yoniinden sadece aygirlarda pozitiflik saptandigini
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bildirirken, sunulan bu g¢alismada ise kisraklarda arastiricinin aygirlar igin
bildirdigi seropozitiflik oranina benzer seropozitiflik saptanmasi, gerek
aygirlarda, gerekse kisraklarda C. abortus yoniinden benzer oranlarda
seropozitiflik saptanabilecegini diisiindiirmektedir. Ote yandan sunulan bu
caligmada 7-20 yas araliginda yer alan kisraklarin serumlari test edilmis olup, daha
kiigiik yastaki hayvanlara ait sonuglar olmadigi i¢in Rubio-Navarrate’nin yasla
ilgili bulgusu ile tam olarak karsilastirilamamistir. Ancak, arastiricinin bildirdigi

2,6 yastan biiylik oldugu soylenebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan birgok bilimsel ¢aligmalar sayesinde atlarda C. abortus tarafindan
olusturulan infeksiyonlar tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alismada ELISA ile
Sanlhurfa’da 180 Safkan Arap kisragin 3’i (%1,67) C. abortus yoniinden
seropozitif bulunmustur. Bu ¢aligma ile Sanliurfa ilinde Safkan Arap atlarinda C.
abortus seropozitifliginin durumu ilk kez arastirilmistir.

Sonug olarak Sanliurfa ilinde Safkan Arap atlarinda serolojik olarak C.
abortus pozitifligi %1,67 olarak tespit edilmistir. Bolgede atlarin gerek yaris
amacli gerekse c¢iftlestirme amaciyla yurticinde gergeklestirilen hareketleri
hastaligin bolgeler arasi yayilimi agisindan 6nem arz etmektedir. Ayrica bu durum
etkenin kesin tanisi igin altin standart olarak kabul edilen izolasyon ve
identifikasyon yontemlerinin uygulanmas:t i¢in c¢alisilmast  gerekliligini
gostermistir.

Pedigrili atlarin, satin alman damizliklarin bu etken acisindan
incelemelerin yapilarak igletmelere alinmasi gerekliligi ortaya ¢ikmustir.

Ayrica her atigin veya solunum sistemi lezyon ve akintilarinin kuvvetli
sliphe olarak degerlendirilerek bu etken agisindan da incelemeye tabi tutulmast,
hastaligin tespiti ve erken koruma ve kontrol tedbirleri agisindan 6nemli olabilir.
Hastaligin zoonoz oldugu da dikkate alindiginda, neden oldugu kayiplarin
onlenebilmesi igin hayvanlar ve insanlar i¢in koruyucu oOnlemlerin alinmasi
oldukg¢a énemlidir. Ote yandan epidemiyolojik degerlendirme icin az sayida
orneginin test edildigi bu c¢alismanm, daha fazla sayida 6rnek kullanarak C.
abortus seroprevalansinin saptanmasina yonelik yapilacak ileri c¢aligmalara

referans olabilecegi kanisina varilmistir.
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