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OZET

KOYUN VE KECILERDE AYAK CURUGU VAKALARINDAN
DICHELOBACTER NODOSUS IZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU
[Than SAHIN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Veterinerlik Mikrobiyolojisi Ana Bilim Dal1
Doktora, Nisan/2022
Danigman: Prof. Dr. Alper CIFTCI

Ayak clirigli, koyun ve kegilerde anaerobik bir bakteri olan Dichelobacter
nodosus'un neden oldugu bulasic1 bir hastaliktir. Bu ¢alisma, Samsun ili ve ¢evresinde
koyun ve kecilerdeki ayak ciiriigii vakalarindan as1 ¢aligmalarinda kullanilmak iizere
D. nodosus'un izolasyonu ve molekiiler karakterizasyonu amaciyla yapilmistir.

Bu amacla Samsun ili’ne bagl 5 ilcede 27 ¢iftlik 6rnekleme igin ziyaret edildi.
Ayak problemi olan toplam 84 koyun ve 4 kecinin interdigital bolgesinden ve 6zellikle
lezyonlu kisimlarindan svaplar alindi. Toplanan materyaller, %10 koyun kanli Eugon
agara ekildi ve anaerobik ortamda 37°C'de en az 4-7 giin inkiibe edildi. Identifikasyon
amaciyla tipik D. nodosus kolonileri segildi. Secilen izolatlarin identifikasyonu, D.
nodosus'a 6zgii 16S TRNA genini hedefleyen PCR ile gerceklestirildi. PCR ile tiir
diizeyinde identifikasyon sonucunda 10 adet bakteri D. nodosus olarak tanimlandi. D.
nodosus izolatlar1 multipleks PCR yontemi ile serogruplandirilda.

Yedi izolat serogrup D, iki izolat serogrup H olarak tanimlandi. Bir izolat
serogruplandirilamadi. D. nodosus izolatlarimin viriilensi, viriilanta spesifik klon
pV470-13 (Vf1/Vrl, Vf2/Vr2), benign spesifik klon pB645-335 (Bf/Br), intA,
aprV2/B2, aprV5/B5, bprV/B genlerinin varlig1 ile genotipik olarak belirlendi. PCR
sonuglarmma gore dokuz izolatin intA genini icerdigi belirlendi. Ayni {i¢ izolat
aprV2/B2, aprV5/B5, bprV/B icin pozitif sonu¢ verdi. Ayrica, viriilent spesifik klon
pV470-13'te bulunan Vf{1/Vrl primerleri ile bes izolatin pozitif oldugu saptandi.
[zolatlarin filogenetik yakiliklart RAPD-PCR ile %70-91 olarak belirlendi.

Sonug olarak Samsun'da footrot olgularindan D. nodosus serogrup D ve H'nin
baskin oldugu ve olas1 as1 ¢alismalarinda bu serogruplarin hedeflenmesi gerektigi
kanisina varildi.

Anahtar Sozciikler: Asi, Dichelobacter nodosus, karakterizasyon, piyeten

il



ABSTRACT

THE ISOLATION AND CHARACTERISATION OF DICHELOBACTER
NODOSUS FROM FOOTROT CASES
[Than SAHIN

Ondokuz Mayis University

Institute of Graduate Studies
Department of Veterinary Microbiology

Doctorate, April/2022
Supervisor: Prof. Dr. Alper CIFTCI

Foot rot is a contagious disease of sheep and goats caused by the anaerobic
bacterium Dichelobacter nodosus. This study has been conducted for the isolation and
molecular characterization of D. nodosus to be used in the selection of vaccine strains
from footrot cases of sheep in Samsun province.

For this purpose, 27 farms in 5 districts of Samsun were visited for sampling.
Swabs were taken from the interdigital region and especially from the lesioned parts
of a total of 84 sheep and 4 goats with foot problems. The collected materials were
inoculated on eugon agar with 10% sheep blood and incubated in anaerobic jars at
37°C for at least 4-7 days. Typical D. nodosus colonies were selected for identification.
Identification of selected isolates was carried out by identification of the D. nodosus
specific 16S rRNA gene. The bacterium isolated from 10 samples as a result of the
identification at the species level by PCR was defined as D. nodosus. D. nodosus
isolates were serogrouped by multiplex PCR method. Seven isolates were defined as
serogroup D, and two isolates as serogroup H. One isolate could not be serogrouped.
The virulence of D. nodosus isolates was determined genotypically by the presence of
the genes of virulent-specific clon pV470-13 (V{1/Vrl, VI2/Vr2), benign-specific clon
pB645-335 (Bf/Br), intA, aprV2/B2, aprV5/B5, bprV/B. According to the PCR results
for virulence determination, nine isolates contained infA gene. Same three isolates
were positive for aprV2/B2, aprV5/BS, bprV/B. Also, five isolates were found as
positive with the primers of V{1/Vrl found in virulent-specific clon pV470-13. The
phylogenetic relations of the isolates were determined as 70-91% by RAPD-PCR.

In conclusion, it was determined that D. nodosus group D and group H from
footrot cases were dominant in Samsun, and these serogroups should be targeted in
possible vaccine studies.

Keywords: Characterization, Dichelobacter nodosus, Foot-rot, Vaccine
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1. GIRIS

Ayak ciiriigii (Footrot, piyeten) kiiciik ruminantlarin ayaklarini etkileyen ve
diinya ¢apinda koyunculuk sektorii icin 6nemli bir sorun teskil eden bulasict bir
hastaliktir (Wani and Samanta, 2006). Footrot koyun ve kecilerde hem hayvan refahini
hem de verimi etkilemektedir (Albinsson, 2021). Birlesik Krallik’ta tedavi ve verim
kayiplari ile iliskili olarak hastaligin koyunculuk sektoriine yillik maliyetinin yaklasik
24-80 milyon sterlin oldugu bildirilmektedir (Wassink et al., 2010). Avustralya’daki
yillik kayip ise 18,4 milyon dolari bulmaktadir (Dhungyel et al., 2014). Almanya,
Isvigre ve Avusturya’da footrot’un koyun basina yillik maliyetinin 9,25 sterlin oldugu
tahmin edilmektedir (Friedrich et al., 2012). Hastalik diinya capinda dagilim
gostermesine ragmen Ozellikle Avustralya ve Yeni Zelanda gibi bol yagish iliman ve
sicak iklimlere sahip olan {ilkelerdeki koyun yetistiriciligini ©Onemli Olgiide
etkilemektedir. Hastaligin tedavi ve kontrol maliyetlerinin artmasina ek olarak yapagi
gelisimi ve viicut agirhiginda %10 kayiplara neden oldugu belirlenmistir (Glynn,
1993). Ingiltere’de yapilan bir anket ¢alismasinda koyun yetistiricilerine May1s-2012
ve Nisan-2013 aras1 donemi kapsayan sorular sorulmus ve ciftliklerin %90,5’inde
mevcut olan interdigital dermatitis ¢iftlik bazinda en yaygin ayak lezyonu iken
ciftliklerin %81,6’sinda ise siddetli ayak ciirtigii tespit edilmistir (Winter et al., 2015).
Ingiltere’de koyun topalliklarinin yaklasik %70’i ayak ¢iiriigii kaynaklidir (Clifton and
Green, 2016). Ulkemizde de yaygin olarak goriilen bu hastaligin ekonomik kayiplara
neden oldugu bilinmektedir. Yeme erigimin zorlagmasi ve yem tiiketimin azalmasina
bagli olarak ekonomileri olumsuz etkilemesi dolayisiyla dikkate alinmasi gereken bir

hastaliktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ayagin Anatomisi

Bacagin articulatio metacarpo-metatarso phalangea (topuk eklemi) asagisinda
kalan kismina “ayak” denir (Ko¢ ve Alkan, 1994). Ayagin 6nemli unsurlarindan biri
olan tirnak c¢ift tirnakli hayvanlarda “ungule” olarak isimlendirilir ve kékeni farkl: iki
boliimden olusur: derinin epidermis katmanindan gelisen kapsula ungule ve derinin
dermis katmanindan gelisen koryum ungule (Tanyolag, 1993). Kapsula ungule ve
koryum ungule’de ayrica anatomik olarak kisimlandirilir. Koryun ungule kapsula
ungule’nin gelismesini ve tirnagin uzamasint saglayan elastik iplikler, damar ve
sinirlerden zengin bir bolgedir. Kapsula ungule ise onu bir ayakkabi gibi sarip dis
etkilerden koruma gorevini yapar. Bu iki tabaka ¢ok siki bir sekilde birbirine ge¢mistir
ve ancak baz1 hastalik olgularinda ayrilirlar (Sekil 2.1 ve Sekil 2.2) (Tasbas, 1996).

(a) (b)

Sekil 2.1. Cift tirnakli hayvanlarda tirnak boliimleri (Konig and Liebich, 2007) (a) Kapsula ungule (b)
Koryum ungule

Ruminantlarda kapsula ungule ve koryum ungule tek tirnaklilardaki gibidir
(Dursun, 2008).

Tirnag: olusturan tabakalar aynen deride oldugu gibidir. Tirnagin {ist yliziinde
yer alan stratum corneum boynuzlagmis ve nukleuslart olmayan hiicrelerden
olusmustur. Bunun altinda ve koryum’un {izerinde stratum germinativum (matriks)
yer alir. Matriks stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum ve stratum

lucidum olmak iizere 4 tabakadan olusur (Tasbas, 1996).



ekil 2.2. At tirnaginin yapisi (Wendy, 2016’dan uyarlanmistir). 1: Kemik; 2: Parmak Yastigi; 3.
g yap
Corium (Derma); 4: Bazal membran; 5: Stratum bazale; 6: Stratum spinosum; 7: Stratum
granulosum; 8: Stratum lucidum; 9: Stratum corneum

2.2. Footrot (Piyeten, Ayak Ciiriigii)

Footrot, ilk defa on sekizinci ylizyilin sonlarinda Fransa'da bildirilen bir
hastaliktir (Delafond, 1838). Hastalik 6zellikle koyun kecilerin ekonomik olarak
onemli ve bulagici bir hastaligidir. Hastalik tirnak matriksinin ve tirnak arasi derisinin
nekrozunu takip eden eksudatif bir yangi ile karakterizedir. Bunun sonucunda
tabandaki yumusak doku toynaktan ayrilir. Etkilenen hayvanlarda topallik, viicut
kondiisyon kayiplari, yiin ve et iiretiminde azalma ve fertilitede diisiis goriiliir (La
Fontaine et al., 1993). Beveridge 1941°de ayak ciirligline neden olan etkeni
Dichelobacter nodosus olarak identifiye etmistir. Deneysel ¢caligmalar sayesinde ayak
¢lriigliniin meydana gelmesi i¢in sadece D. nodosus’un yeterli oldugu sonucuna
varilmasina ragmen Fusobacterium necrophorum ve Spirochaetes’lerin dahil oldugu
diger bakteri tiirleri mevcut oldugu zaman hastalik daha siddetli seyretmektedir
(Clifton and Green, 2016). Daha sonraki patogenez c¢alismalar1 interdigital
dermatitis’in etkeninin F. necrophorum oldugunu bildirmistir. D. nodosus’un
kolonize olabilmesi i¢in Oncesinde F. necrophorum’un mevcut olmast gerekliligi
bildirilmektedir (Roberts and Egerton, 1969).

Hastalik diinya ¢apinda dagilim gostermesine ragmen 6zellikle Avustralya ve
Yeni Zelanda gibi bol yagisli iliman ve sicak iklimlere sahip olan iilkelerdeki koyun
yetistiriciligini 6nemli 6l¢giide etkilemektedir (Stewart, 1989). Hastaligin tedavi ve

kontrol maliyetlerinin artmasina ek olarak yapagi gelisimi ve viicut agirliginda %10



kayiplara neden oldugu belirlenmistir (Glynn, 1993). Avustralya’da {iretimin
azalmasi, tedavilerin zaman almasi ve hastaligin kontrol ve eradikasyonu i¢in yapilan
yonetim masraflari yiiziinden footrot’un sadece yiin endiistrisine yillik maliyetinin 20
milyon Avustralya dolar1 oldugu bildirilmektedir (Barton, 1986).

Koyun siiriilerinde ayak c¢iiriigiiniin ortaya c¢ikmasi konaga, cevreye ve
mikroorganizmalara iligkin faktorler ile iligkilendirilmektedir (Egerton and Raadsma,
1991). Ayak ciirtigi koyun ve kecilere 6zgii bulagic1 bir hastalik olmasina ragmen
s1g1r, at, domuz ve geyiklerde de rapor edilmistir (Ghimire et al., 2002).

Ayak ciiriigii ve interdigital dermatitisde herhangi bir klinik belirti olmaksizin
koyunlarda virulent D. nodosus identifiye edilmesi yliziinden, virulent D. nodosus
suslarinin varhigr ile klinik goériiniimiin her zaman uyumlu olmadig: bildirilmistir
(Moore et al., 2005; Stduble et al., 2014). Koyun tirnak arasi derisinde F.
necrophorum, Treponema tlrleri ve bazi diger bakteri cinsleri izole edilmistir
(Bennet et al., 2009; Calvo-Bado et al., 2011; Frosth et al., 2015). Lezyonlarin
baslangi¢ doneminde deri boynuz tirnak ayrim noktasinda F. necrophorum baskin ve
genellikle tek istilacidir. F. necrophorum’un bu hastalik tizerindeki rolii iizerine
giincel 2 hipotez vardir (Witcomb et al., 2015):

(1) F. necrophorum’un D. nodosus enfeksiyonu oOncesinde interdigital
dermatitis sekillenmesinde 6nemli oldugu ve bu yiizden hastaligin basladigi,

(2) Ikincil bir patojen olarak firsatg1 bir rol oynadigi ve ayak ciiriigii

lezyonlariin siddetine ve siirekliligine neden oldugu.
2.2.1. Etiyoloji

Ayak ¢iiriigiine neden olan mikroorganizma ilk defa 1938 yilinda izole edilmis
ve bu organizmanin saf kiiltiirleri ile deneysel hastalik olusturulmustur. Baslangicta
organizmanin Bacteroides cinsine ait oldugu diisiiniilmiistiir (Beveridge, 1938). ilk
zamanlarda Bacteriodes nodosus ve Fusiformis nodosus olarak bilinen D. nodosus
1941 yilinda Beveridge tarafindan ayak cliriigii vakalarindan birincil patojen olarak
identifiye edilmistir (Beveridge, 1941).

D. nodosus Cardiobacteriaceae familyas1 (Cardiobacteriales, Gammaproteo-
bacteria) icerisinde smiflandirilmaktadir. Bu familya ayrica aerobik olan
Cardiobacterium ve Suttonella cinslerini icerir. 16S rRNA gen dizilimi ailenin ii¢
liyesi arasinda %93 benzerlik oldugunu gostermistir. Gram negatif, biiylik diiz veya

kavisli comaklar seklindedirler. 1.0-1.7 um ¢apinda ve 3-6 um uzunluktadir. Uclar
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cogunlukla siskin ve son kisimlart yuvarlak goriintimliidiir. D. nodosus zorunlu
anaerop (obligat/strickt anaerop) bir bakteridir. Sporsuz ve kapsiilsiizdiir (Tablo 2.1)
(Cooper, 1977). Sahip oldugu proteazlar ve keratinazlar sayesinde koyun tirnagini
ayrigtirabilir. Bu enzimler D. nodosus’un patobiyolojisinde 6nemli rol oynarlar.
Viriilent suslarin tespit edilmesi amaciyla bugiin hala kullanilirlar ve ayak ¢iiriigiiniin
tanimlanmasinda 6nemli role sahiptirler (Thomas, 1958). D. nodosus nazli ve yavas
tireyen bir bakteri tiiriidiir. Bu yiizden bu bakterilerin izolasyon ve identifikasyonu
zahmetli ve zaman alicidir (Gradin and Schmitz, 1977; Langworth, 1977).

Tablo 2.1. Dichelobacter nodosus ve Fusobacterium necrophorum arasindaki ayrim* (Petrov and
Dicks 2013’den uyarlanmistir)

Karakteristik ozellikler D. nodosus F. necrophorum
Hiicre uzunlugu 3.0-6.0 um 3.0-70.0 pm
Hiicre genisligi 1.0-1.7 pm 0.5-0.6 pm
Pilus tip IV fimbria uzun flamentler
Geri cekilme hareketi # -
Fosfataz aktivitesi zay1f +

DNase aktivitesi - +

Lizin degragasyon - +

Lipaz iiretimi - +

Indol iiretimi - +
Jelatinde proteolitik aktivite + -
Kazeinde proteolitik aktivite - -/zay1f
Hemoliz - +
Karbonhidratlardan gaz iiretimi - +
Karbonhidratlardan asit iiretimi - - (glikozdan butirik asit)
G+C igerigi (%) 444 29-31

*Her iki tlirde de suslar Gram negatif sporsuz ¢omaklardir. Uglar1 yuvarlak sekillidir. Katalaz negatif
ve kapsiilsiizdiir, anaerobik kosullarda iirerler. H,S ve ektraselliiler poroteazlar {iiretirler. Nitrat’t
indirgemezler, lireaz liretmezler, nisasta ve eskiilin’i hidrolize etmezler

Koyunda MHC sinif I gen bdlgesindeki allel genler (bir karakter tizerinde ayni1
ya da farkli yonde etkili olan iki veya daha fazla genlerden her biri) sayesinde footrot’a
kars1 dogal direncin kalitsal genetik faktorler yoluyla olustugu bildirilmektedir
(Escayg et al., 1997). SY6 ve SYIb molekiillerini iceren siif I koyun lenfosit
antijenleri (OLA) asilama sonrasi antikor cevabi gelistirerek hastaliga karsi direng
olusumuna katkida bulunur. Ancak enfekte olmus veya asilanmis koyunlarda uzun
donem siiren bir bagisiklik sekillenmez ve yeniden enfeksiyon olusabilir (Buller and
Eamens, 2014).

D. nodosus ¢ok sayida pilusa sahiptir. Pilus sayisina gore koloni morfolojisi

degiskenlik gosterir (Dewhirst et al., 1990). Fimbria antijenleri esas alinarak D.



nodosus suslart 10 serogrup (A-I, M) ve 18 serotip olarak klasifiye edilmistir.
Klasifikasyonun temeli olmasinin yani sira tip IV fimbria olduk¢a immunojeniktir ve
viriilens faktorii olarak bilinir. Tip IV fimbria D. nodosus’un konak hiicreye
yapismasinda rol oynar ve tipik kayma hareketine (twitching motility) neden olur
(Kennan et al., 2001). D. nodosus izolatlarinin viriilensi, fimbria ile iliskili motilitesi
ve/veya proteazlarinin aktif ve dayanikli olmasi test edilerek 6l¢iilebilir (Stewart et al.,
1986). Ayrica intA geni ve vrl geni gibi virlilensle iliskili genetik elementlerin
belirlenmesine yonelik viriilens testleri gelistirilmistir (Cheetham et al., 2006).

D. nodosus’un virulent susu olan VSC1703A’nin tiim genom dizilimi yapilarak
genomun 14 Mbp boyutunda ve 1299 putative (varsayilan) gene sahip oldugu tespit
edilmistir. Fimbria olusumunu kodlayan yirmi bir putative gen ve regiilasyonda yer
alan 10 gen genom dizisinde tanimlanmistir (Sekil 2.3 ve Sekil 2.4) (Myers et al.,
2007).

D. nodosus™un fimbrias1 fimA geni tarafindan kodlanan tek bir alt iinite pilin
(fimbria proteini) polimerlerinden olusan uzun proteinli bir eklentidir (Stephen et al.,
1996). FimA proteini i¢indeki yapisal varyasyona ve fimbrial gen bolgesinin genetik
organizasyonuna gore D. nodosus izolatlar1 Stnif I (A set fimA) ve Siuf II (D set fimA)
olmak tiizere 2 sinifa ayrilmistir (Mattick et al., 1991). Smif [ izolatlar A, B, C, E, F,
G ve I serogruplarin1 kapsarken, sinif Il izolatlar D ve H serogruplarini kapsamaktadir
(Elleman, 1988). Bakteriyel fimbria, morfolojik ve hemaglutinasyon o6zelliklerine
gore 5 tipte (I-V) simiflandirilmaktadir. D. nodosus’un fimbriasi tip IV karakterindedir
(Strom and Lory, 1993). Tip IV fimbrialar bir¢ok 6nemli patojende mevcuttur. Tip IV
fimbria asir1 ince, peritrik sekilde diizenlenmistir. Mannoz direngli (MR)
hemaglutinasyon ve hiicreler tizerine adezyon 6zellikleri gosterir. D. nodosus’da dogal
transformasyon, adezyon, twitching hareketi ve proteaz sekresyonu gibi viriilens
ozellikleri i¢in gereklidirler (Kennan et al., 2001; Parker et al., 2006). Tip IV
fimbrialarin biyogenez genleri genom boyunca 8 bolgede dagilmistir. Genom 21
putative biyogenez geni ve 10 regiilator gen igerir. Kayip genlerin ¢ogu regiilasyona
dahil edilir. Putative tip adhesin (pilC) ve sekretin (pilQ) genlerine ilave olarak
potansiyeli dahilinde kayma hareketine karisan genler (pilT, pilU) ile onlarin
regiilasyon genleri (chpA, pilJ, pill, pilG, pilH, ppk, fimX) identifiye edilmistir (Myers
et al., 2007). D. nodosus’un A-1, M olmak tizere 10 serogrubu ve 19 serotipi vardir

(Chetwin et al., 1991).



D. nodosus suslari, ayak ¢iirigii hastaliginda goriilen doku hasarindan sorumlu
olan ve birbiri ile yakin iligkili oldugu varsayilan 3 adet serin proteazi salgilar. D.
nodosus proteazlar tiimiiyle subtilisin benzeri proteazlar (subtilaz)’dir ve bu siiper
familyanin B alt familyasinda klasifiye edilirler (Siezen and Leunissen, 1997). D.
nodosus’un viriilent suslariin subtilisin benzeri ekstraselliiler proteazlari: Asidik
proteaz izoenzim 2 (AprV2), asidik proteaz izoenzim 5 (AprV5) ve bazik proteaz
(BprV) olarak isimlendirilir. Bu proteazlar sirasiyla aprV2, aprV5 ve bprV genleri
tarafindan kodlanir (Billington et al., 1996). Benign suslar, BprB2, BprB5 ve BprB
analog proteazlarini salgilar ve bunlar da sirasiyla aprB2, aprB5 ve bprB genleri
tarafindan kodlanir (Billington et al., 1996; Kortt and Stewert, 1994). D. nodosus’un
virulent bir susunda (VSC17003A) ekstraselliiler proteaz aktivitesinin ¢ogundan
AprV5’in sorumlu olmasina ragmen, ekstraselliiler elastaz aktivitesinin cogundan ise
AprV2’nin sorumlu oldugu ve virulens igin zorunlu oldugu bildirilmistir (Kennan et
al., 2010). Virulent suslarin sahip oldugu aprV2 geni termostabil proteazi kodlarken,
benign suslarin sahip oldugu aprB2 geni ise termolabil proteazi kodlamaktadir
(Stauble et al., 2014). AprV2, benzeri olan AprB2’den sadece bir amino asit degisimi
ile (Tyr92Arg) ayrilir. Genetik diizeyde bu farklilik aprV2 ve aprB2 genleri arasinda
2 baz ¢iftinin degisimi ile olur (Riffkin et al., 1995).

D. nodosus’un tim genom diziliminde putative bir rzx geni tanimlanmistir. Bu
gen, Gram negatif bakterilerde 6nemli bir viriilens faktorii olan RTX proteinini
kodlamaktadir. RTX proteinleri biiylik porlar sekillendirmek suretiyle konak
hiicresine zarar verir ve savunma mekanizmalarin1 bozar (Myers et al., 2007). D.
nodosus’un RTX toksini, fimbrial {irtin olan PilR/S (bu iki bilesenli uyarim
transdiiksiyon sistemi {izerinedir) ve alternatif bir sigma faktorii (c54) tarafindan
olusturulmaktadir (Parker et al., 2006). Gram negatif bakterilerin cogu RTX proteini
sentezler. Bu proteini kodlayan gen genomda coklu ardisik tekrarlar gosterir ve
degiskenlik gosteren bir dizi olarak ortaya c¢ikar. RTX benzeri toksinin viriilensle
iligkisi olabilecegi bildirilmistir (Myers et al., 2007).

D. nodosus’un dis membran proteini yapisal olarak farkli fakat bagli 4 gen
(omplA,B,C,D) tarafindan kodlanir (Moses et al., 1995). D. nodosus’un major dis
membran proteini olan Omp1 bolgesi degiskendir ve yakin iligkili olan kiimelenmis 4
gen arasindaki yerlesiminde farkliliklar meydana gelmektedir (Myers et al., 2007).
Ompl koyunlarda enfeksiyon esnasinda giiclii bir antikor cevabina neden olur (Moses

et al., 1995). Genomun Ompl bdlgesi major dig membran proteininin dort farklh
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formunu (DNO_0382 ile DNOO0_0385 aras1) kodlayan dort iliskili gen igerir. Bir diger
atipik niikleotid bilesim bolgesi (pgr geni) ise dokuz aminoasitlik tekrarlayan
birimlerden olusan ve viriilens ile iligkilendirilen bir proteini (DNO_0690) kodlar
(Kennan et al., 2014).

DNO_0690 geni de D. nodosus’un virulensi ile iliskilendirilmistir. DNO_0690
geni tekrarlayan 9 aminoasite sahip 32 aminoasitlik biiyiik bir salgisal proteini kodlar
ve konak hiicreye adezyonda rol oynadigi varsayilmaktadir (Myers et al., 2007).

D. nodosus’un virulent izolatlar1 virulensle iligkili vap (virulence-associated
protein) ve vrl (virulence-related locus) olmak iizere iki gen bolgesi icermektedir
(Myers et al., 2007; Rood, 2002). D. nodosus genomunun vap bolgeleri, genetik bir
element olan infA (integra A) elementinin bir tRNA genine entegrasyonu ile ortaya
cikmistir (Rood et al., 1996). Entegrasyon genleri bu vap bdlgelerine komsu olarak
bulunur ve bu bolgelerin ayrintili analizi intA, intB, intC ve intD elementleri olarak
adlandirilmasina yol agmistir (Bloomfield et al., 1997; Cheetham et al., 1995). intA
isimlendirmesi virulensle ilgili bu protein (vap) i¢in kullanilmistir (Whittle et al.,
1999). D. nodosus’un en iyi bilinen mobil elementleri vrl ve int4 dir (Rood et al.,
1996). Hem intA, hem de vrlinin D. nodosus'un potansiyel global genetik
diizenleyicileri yakininda yerlestigi i¢in viriilens regiilasyonunu etkileyebilecegini
diisiiniilmektedir (Myers et al., 2007).
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Dichelobacter nodosus

VCS1703A susu
1,4 Mb

pilT  PilU
Sekil 2.4. Tip IV fimbrial sisteme katilan genlerin bazilarinin genomik lokasyonu (Kennan et al.,
2011°den uyarlanmustir)

D. nodosus’un virulent ve benign suslarindan hazirlanan genomik DNA’y1
taramak icin bu gen bolgelerini igeren plazmidler prob olarak kullanilmaktadir. Bu
gen bolgelerinin fragmanlarini iceren plazmidler, viriilent ve benign D. nodosus’un
saha suslarindan hazirlanan genomik DNA'y1r taramak i¢in prob olarak
kullanilmaktadir. Bu plazmidlerden ii¢li, pJIR313 ve pJIR314B (vrl bolgesinin
parcalarin1 sunar) ve pJIR318 (vap bdlgesini sunar) viriilent suslar ile iligkili olarak
bildirilmistir (Mc Pherson, 2018).

Sirkiiler kromozoma sahip olan, hem viriilent olan hem de dogal olarak sekil
degistirebilen D. nodosus VSC1703A susu kullanilarak yapilan genom sekans analizi
sonucunda tip IV fimbrial biyogenez genlerinin genom boyunca sekiz bolgeye
dagildig1 belirlenmistir. Genomun 21 fimbrial biyogenez geni ve 10 regiilatdr gen
igerdigi bildirilmistir (Myers et al., 2007).

Adezin (pil C) ve sekretin (pil Q) genleri olarak kabul edilen genlere ilave olarak
kismen kayma hareketine (twitching motility) katilan genler (pilT, pilU) ile onlarin
regiilasyon genleri (chpA, pill, pill, pilG, pilH, ppk, fimX) tanimlanmistir (Myers et
al.,, 2007). Han et al. (2008) pilU mutantlarinn hiicre dis1 proteaz salgilamasi ve
adezyon 0Ozelligine dogal sus seviyelerinde sahip oldugunu fakat pilT mutantlarinin
epitel hiicrelere baglanmada ve proteaz salgilanmasinda azalma gdsterdigini

bildirmislerdir.



Bazi genler kromozom boyunca (fimX, ppk) dagilmistir (Kennan et al., 2011).
Bazilan ise genomda birkag farkli lokus igerisinde yer alabilir (Myers et al., 2007).
Gen lokuslarina 6rnek olarak; pilMNOPQ lokusu ve pilT-pilU lokusu (Han et al.,
2008), pil CVWXfimUpilE lokusu (Han et al., 2007), chpApilGHIJ lokusu (Bertrand et
al., 2010) gosterilebilir.

VSC1703A susunda degiskenlik gosteren bolgelerin en biiyligli Mu-benzeri
bakteriyofaja birlesmis oldugu goriilen 38.4-kb’lik bolgedir (Myers et al., 2007). Bu
bolge muhtemelen lateral gen transferi ile kazanilmistir (Frosth, 2016). Mu benzeri
bakteriyofaj onceden bir baska izolatta DinoH1 olarak adlandirilmistir (Cheetham et
al., 2008).

Genomdaki vrl ve vap bolgeleri viriilensle iligkilendirilen bolgelerdir (Rood,
2002). VCS1703 A susunun vrl bolgesi, A198 susunun 27 kb'lik vrl bolgesinden farkli
olan yalnizca 3 bp'ye sahiptir (Billington et al., 1996). D. nodosus’un bir ¢ok susunda
genomun sekiz degisken bdlgesinin ikisinde vap bdlgelerinin ¢oklu kopyalar
bulunmustur (Myers et al., 2007). Bu vap bolgeleri tRNA genine/genlerine
bakteriyofaj veya plazmid eklenmesiyle ortaya ¢ikmistir ve bu bolgelerin genomik
adalar olarak adlandirilmasia neden olur (Rood, 2002). Genomda vap bolgelerine
bitisik integraz genleri bulunmasi sebebiyle ilerleyen arastirmalarda vap bolgeleri
intA, intB, intC ve intD elementleri olarak adlandirilmistir (Bloomfield et al., 1997;
Cheetham et al., 1995).

Bir diger degisken bolge tipl restriksiyon ve modifikasyon sistemini kodlayan
gen bolgesidir ve bu bolge yakin iligkili AsdR, hsdM, hsdS genlerinden olusur (Murray,
2000). Sekanslanmis D. nodosus suslariin %95 inde her ii¢ gen de vardir. Suslar

arasinda major varyasyon sadece hsdS geninde gézlemlenmistir (Kennan et al., 2014).
2.2.2. Epidemiyoloji

Ayak ciirtigli mortalitesi diisiik, morbiditesi yiiksek bir hastaliktir (Hall et al.,
2011). Hastaliktan etkilenen hayvanlarin aktif lezyonlar: ile kontamine olan toprak
vasitasiyla koyunlar enfektif mikroorganizmaya maruz kalmaktadir (Roberts and
Egerton, 1969). Ayrica, diskiyla bulagik ¢cevreden enfeksiyonu alan hayvanlar saglikli
hayvanlara hastalig1 bulastirir (Whittington and Nicholls, 1995). D. nodosus sadece
hayvanlarin hastalikli ayaklarinda yasar ve diskida, toprakta veya merada ise 7 ila 14

giin siire ile canli kalir (Stewart and Claxton, 1993).
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Ciftliklerin algakta olmasi, barmnaklarda hayvanlarin  sikistk  olarak
yetistirilmesi, kis mevsimine bagli hava sartlari, rutin tirnak diizeltmeleri, yetersiz
tedaviler ve hasta hayvanlar izole edilirken yapilan hatalar ayak ciirtigiiniin olusumu
ile ilgili risk faktorleridir (Wassink et al., 2010).

Hastalik en ¢ok Avustralya ve Yeni Zelanda olmak iizere Britanya, Brezilya,
Kanada, Danimarka, Fransa, Almanya, Hollanda, Hindistan, Malezya, Nepal,
Portekiz, ispanya, Isvigre, Amerika Birlesik Devletleri, isve¢ ve Norveg’i kapsayan
bircok iilkede bildirilmistir (Buller and Eamens, 2014).

Bir siiriide ayak c¢iiriigiiniin ortaya ¢ikmasina bakterinin viriilensi, ¢evre kosullar
ve konagin kalitsal duyarliligi olmak tizere 3 faktdr neden olmaktadir (Egerton and
Raadsma, 1991). D. nodosus’un viriilent, benign ve intermedier suslar farkli siddet
derecesinde hastalik tablosu olusturmaktadir (Raadsma and Egerton, 2013). Cevresel
faktorler footrot’'un klinik goriiniimiinii ve bulasmasim1 etkiler. Yil boyu
goriilebilmesine ragmen genelde ortam 1sis1 10°C’nin iizerinde iken ve yeterli nem
oldugu zaman, erken yaz ve geg ilkbahar donemlerinde yiiksek bulasicilik gosterir. D.
nodosus nemli toprakta yaklasik 2 hafta yasayabilir (Abbott and Egerton, 2003).
Mikroorganizma deneysel kosullar altinda 5°C 1s1da ve tirnak tozu mevcudiyetinde 24
giin kadar canli kalabilir (Cederldf et al., 2013). Ozellikle Avustralya’da tanimlanan
ayak clriigii vakalarinda iklimsel kosullarin bulagsmada cok etkin oldugu tespit
edilmistir (Graham and Egerton, 1968). Iki ila {i¢ ay siiren yagislar aylik 50 mm’yi
astiginda ve ortalama giinliik sicakligin diizenli olarak 10°C’yi agmasiyla hastalik
ortaya ¢ikar. Kalici olarak devam eden 1slak kosullar predispozisyon olusturur. Ayrica
hastaligin olugmasinda nem etkilidir. Eger uzun siire ve kalabalik meralarda 1slak
mikrogevre kosullar1 altinda kalinirsa yogun ¢ig ve yagislar serbest neme neden olur.
Geng koyunlarin yasl koyunlara gore ayak ciirtigiine daha duyarli oldugu bildirilmistir
(Plant et al., 2017).

Hastalik koyun ve kegilere spesifik olmasina ragmen, ayrica sigir, at, geyik ve
domuzlarda da bildirilmistir (Ghimire et al., 2002). Sigirlarda ve geyiklerde hastaligin
hafif bir formu gelisirken, koyun ve kegilerde siddetli formu gelisebilir (Egerton and
Laing, 1978). Bazi Avustralya koyun irklar ayak ciiriigiine kars1 daha fazla duyarh
iken, baz1 Ingiliz koyun 1rklarinin daha az duyarli oldugu ileri siiriilmiistiir (Emery et
al., 1984). Bu hastalik Almanya ve Isvigre’de yaban kegisi ve dag koyunu gibi yaban
toynaklilarda da bildirilmistir (Belloy et al., 2007). Koyun irklarinin tiimii, her yasta ve

her iki cinsiyette ayak ciirtigline duyarlhdir.
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2.2.3. Patogenez

Koyun ayak ciirtigli;” interdigital dermatitis (ID)” ve “under-running ayak
clriigii (boynuz tirnak ile derinin ayrilmasi)” olmak iizere iki farkli klinik goriiniim ile
seyretmektedir. Interdigital dermatitis tirnak aras1 yangisinin bir baslangicidir ve
buradaki yiizeyel epidermal tabakalarda yangi, hasar ve diizensiz bir sekilde siyriklar
goriiliir. Sonra, tabandaki yumusak dokunun boynuz tirnaktan ayrilmasi ile karekterize
under-running ayak c¢lrigli haline gelir (Egerton et al., 1969). Avustralya’da
interdigital dermatitis ile benign ayak ¢iirtigii (hafif ayak ¢iirtigii) es anlamli olarak
kullanilmistir ve under-running ayak ciiriigii de “virulent ayak c¢iiriigli” olarak
adlandirilmigtir (Raadsma and Dhungyel, 2013). Ekstraseliiler proteazlarin enzimatik
aktivitesi sayesinde D. nodosus’un virulent ve benign suslarinin konagin ekstraseliiler
matriksini ayrigtirma yetenegi farklidir (Riffkin et al., 1995).

fleri asamadaki ayak ¢iiriigii lezyonlar: sikhikla tirnak duvarini ve tabanini
kapsamasina ragmen yeni enfeksiyonlar her zaman tirnak arasi derisinden baslar.
Tirnak arasi derisi normalde bakteriyel enfeksiyonlara direnglidir. Eger tirnak arasi
derisi uzun siire 1slak kosullara maruz kalirsa deride yumusama ve direngte azalma
meydana gelir. Bunun sonucunda da tirnak arasi derisi olduk¢a duyarli hale gelir
(Cross, 1978).

F. necrophorum’un da i¢inde oldugu her koyunun cevresinde yaygin olarak
bulunan bazi bakteriler daha sonra ovine interdigital dermatitis (OID) ile sonuglanan
enfeksiyon olusturabilir. Bu durumun kendisi olduk¢a hafif ve yiizeysel olmasina
ragmen, D. nodosus ile enfeksiyon olusmasi i¢in predispozisyon yaratir (Roberts and
Egerton, 1969). Tirnak arasi lezyonlarin gelisimini takiben ayak ¢iiriigli ayak tabaninin
altinda yatan hassas tabakaya uzanabilir ve sonra agamali olarak ayaktan ayirir (Deane
and Jensen, 1955). Ayagin epidermal matriksine sizma i¢in hem F. necrophorum hem
de D. nodosus gereklidir. F. necrophorum ilk basta stratum corneum’a kolonize olur
ve D. nodosus ile enfeksiyon olusmasina olanak saglar. Olusan D. nodosus
enfeksiyonu F. necrophorum’un daha derin dokulara penetre olmasini saglar ve daha
ileri diizeyde yang1 ve epidermal yikima neden olur. D. nodosus daha az yangiya neden
olur fakat epidermal matriksin oncelikli istilacist oldugu goriiliir, tirnak ayrilma
siirecinin baslaticis1 olarak ortaya ¢ikar ve F. necrophorum’un liremesi i¢in ortam
saglar. Ayrica F. necrophorum’un yikici etkisini ve ¢ogalmasimi arttiran faktorler

tiretir (Roberts and Egerton, 1969). D. nodosus’un proteaz enzimlerinin genis kapsaml
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aktiviteleri dolayisiyla tirnakta ayrilmanin baglamasi kaginilmazdir (Stewart, 1979).

Ayak ciiriglinde ayak tabaninda uzanan yapilarin tirnaktan ayrilmasi ve nekrotik
materyal birikimine gore hastaligin siddeti degiskendir (Thomas, 1962). Ayak
curiiglinde epidermisdeki bakteriyel invazyona cevap olarak epidermise ve dermise
dogru notrofillerin ve lenfositlerin invazyonu goriiliir (Davenport et al., 2014).

Histolojik c¢alismalar sonucunda ayak ciirigii hiicresel dejenerasyon (hiicre
balonlagmasi), mikro apselerin sekillenmesi ve birlesen vakuoller olusumu ile
sonuglanan stratum granulosum ve stratum spinosum’un dejeneratif bir durumu olarak
tanimlanmistir (Thomas, 1962). Klinik olarak saglikli ve etkilenmis ayaklarla ilgili
giincel bir histolojik ¢alisma, saglikli, ID ve ayak ¢iirigli 6rnekleri arasinda dermiste
ve epidermise dogru lenfosit ve notrofil sizmasinda ilerleyici bir artis gostermistir
(Davenport et al., 2014). Ayak c¢iirtigli vakalarinda yangi, epidermal dejenerasyon,
nekroz ve epidermal-dermal yarik alanlari ortaya ¢ikmaktadir. Onceki galismalarda
oldugu gibi epitelin stratum spinosum katmaninda sitoplazmik balonlagsmaya niiklear
yogunlagmanin (niiklear piknoz) eslik ettigi (Thomas, 1962) ve bununla beraber doku
hasar1 ve kronik reaksiyonu gosteren fibrozis alanlar1 gézlemlenmistir (Egerton et al.,
1969).

Son yillarda yapilan bir caligmada ayak ciiriigiinden alinan érneklerden yapilan
incelemelerde D. nodosus yiikii ile IL-1p ve CXCL-8 mRNA ekspresyon diizeyinin
(IL-6 ve IL-17 mRNA hari¢) iligkili oldugu bildirilmistir (Maboni et al., 2017a).
Ayrica, D. nodosus ile enfekte edilmis koyun interdigital deri ex vivo organ
explantlarinin uyariliminin IL-1f salinimina neden oldugu belirlenmistir (Maboni et
al., 2017b). Yine son yillarda ayak cliriigiinden etkilenmis ve saglikli ayaklarda koyun
interdigital derisininin histopatolojik 6zeliklerini karsilastirmak i¢in analizler
yapilmistir. Bunun sonucunda epidermis ve dermisteki yangiy1 degerlendirmek igin
yeni bir skorlama sistemi gelistirilmistir. D. nodosus yiikii ve pro-inflamator bir stokin

olan IL-1pB ekspresyonu ile bu skorlarin iligkisi incelenmistir (Agbaje et al., 2018).
2.2.4. Semptomlar

Footrot’dan etkilenmis koyunlarda topallik her zaman goriilmemesine ragmen
footrot’un ilk belirtisinin genellikle topallik oldugu bildirilmistir. Genellikle bir
toynaktan daha fazlasi etkilenmektedir. Footrot tirnak arasi derisinin yangisi ile
baslamakta ve toynagin germinal tabakasinin istilasi ile ilerlemektedir. Bunun

sonucunda da ayagin yumusak dokulari, boynuz tirnaktan ayrilmaktadir (Beveridge,
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1941). Olusan lezyonlar belirgin bir kétii kokuya sahiptir ve boynuz tirnaktan ayrilan

yumusak dokunun yiizeyinde genellikle sulu, beyaz-gri, nekrotik materyal mevcuttur.

Ayak cliriigli ayaktaki lezyonlara gore ayirt edilebilen bir hastaliktir. Hastaliktan
etkilenmis hayvanlarda klinik bulgular hafif bir tirnak aras1 yangidan boynuz tirnaktan
hassas dokularin ayrilmasina ve tabanda iltihaplanmaya kadar genis bir degiskenlik
gosterir. Ayak ciliriigiinii subjektif degerlendirilmesi, lezyonlarin biiyiikliigliniin ve
siddetinin standart bir tanima kavusturulmasi i¢in bir puanlama sistemi gelistirilmistir
(Raadsma and Egerton, 2013). Bircok iilkede bu puanlama sistemi veya bunun
modifiye sekilleri kullanilmaktadir. Stewart ve Claxton 5’li puanlama sistemi
kullanmistir (Stewart and Claxton, 1993). Norveg’te 2 lezyon puaninin 2A, 2B, 2C
olarak detaylandirildigi puanlama sistemi kullamilmistir (Greneng, 2015).
Avustralya’da Ayak Ciirigii Calisma Gurubu Raporu’na gore ve Hayvan Saglik
Komitesi tarafinan onaylanan 3 lezyon puaninin detaylandirildigi bir puanlama sistemi

kullanilmistir (Buller and Eamens, 2014).

Toynak lezyonlari, tirnak arasi derisindeki hasarin derecesine gore 1 ile 5 arasi
puanlanmaktadir (Sekil 2.5) (Stewart and Claxton, 1993). Benign veya virulent
footrot’u belirlemede siirli yayginlig1 yoniinden yaklasilir. Benign footrot’lu bir stiriide
skorlama 1 ya da 2 olarak degerlendirilmektedir. Bu lezyonlar tedavi ile gerilemektedir
(Seaman, 2014; Stewart and Claxton, 1993). Hastaligin ¢ikmasi i¢in uygun cevresel
kosullar altinda, virtilent footrot’a sahip bir siiriide tipik olarak 4 ve 5 puanl lezyonlar
goriilmekte ve enfeksiyonda hizli bir ilerleme goriilebilmektedir (Seaman, 2014).
Siddetli footrot lezyonlarina sahip koyunlarda istahsizlik meydana gelir. Bu da yiin
iretim oraninin azalmasina neden olur. Azalmis viicut agirligi ve azalmig yiin iiretimi

enfekte olmus ayagin sayist ve lezyonlarin siddeti ile dogrudan iligkilidir.

Footrot agagidaki klinik patolojilerin bir kismini1 veya tamamini gosterebilir
(Buller and Eamens, 2014):

e Tirnak arasi derisinin ve boynuz-deri baglantisinin yangisi alttaki dokularda
ilerleyici bir dejenerasyona neden olabilir.

e Boynuzsu tirnakta bozulma,

e Taban ve topugun yumusak boynuzunun altindaki iltihaplanma ve bu
iltthaplanmanin sert boynuz duvarlarinin altina uzamasi,

e Tirnagin germinal tabakalar1 boynuzdan ayrilmasi.
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Ayak ciiriigii etkeninin viriilensine bagl olarak hastalik benign, virulent ve
intermediate olarak kategorize edilir (Stewart et al., 1986). Footrot tirnak arasi
derisinde hafif bir yangi olarak baglar. Benign footrotta yangi ilerlemez veya ¢ok az
ilerler. Etkilenmis koyunlarin kiiciik bir oraninda arka taban ve topukta yumusak
boynuzun ayrilmasi goriilebilir ancak virulent footrotta tam aksine az miktarda
nekrotik eksudat birikintisi ve yumusak dokularin altinda azalmis nekroz vardir.

Benign footrotta karakteristik olarak hafif bir topallik vardir ve gevre sicak ya da kuru

oldugu zaman veya tedavi sonras1 hizli bir iyilesme goriiliir (Buller and Eamens,
2014).

(c) (d)

Sekil 2.5. Footrot nedenli ayak lezyonlarinda skorlama (Raadsma and Egerton, 2013°den
uyarlanmustir). (a) Skor 1: Hafif interdigital dermatitis; (b) Skor 2: Daha yaygin interdigital
dermatitis; (c) Skor 3: Siddetli interdigital dermatitis, taban ve topugun yumusak
boynuzunun ayrilmasi; (d) Skor 4: Skor 3’e ilave olarak ayrilmanin toynak duvarinn sirt
boynuzuna dogru uzamast

Viriilent footrot olarak tanimlanan siddetli bir lezyon, uygun kosullar altinda
baslangictaki enfeksiyonu takip eden genellikle 7-14 giin i¢inde sert ve yumusak

boynuzun tiimiiyle iltihaplanmasina kadar interdigital yanginin hizli ilerlemesi ile
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karakterize edilmektedir. Topalliklar kronik ve siddetli olabilir. Uygun bir ¢evrede
hastalik hizlica yayilir ve siirliniin biiyiik bir orani etkilenir. Kuru kosullar oldugu
zaman lezyonlarin bazilarinda gerileme meydana gelir fakat enfeksiyonlarin bazilar
taban/duvar baglantisinda gelisir (Buller and Eamens, 2014). Etkilenen hayvanlar
tedavi edilmezse ¢cogunda y1l boyu virulent footrot meydana gelebilir.

Tirnak arasi derisi, deri boynuz baglantis1 ve boynuz hasarinin boyutu ve tutari
bir lezyon numaralandirma sisteminin temelini sekillendirir. Hafif lezyonlar 1 veya 2
olarak, daha siddetli lezyonlar 3,4,5 olarak numaralandirilir. Footrot’un intermedier
bir formu Avustralya’daki bazi eyaletlerdeki otoriteler tarafindan bildirilmistir. Bu
eyaletlerde etkilenmis koyunlarin kiiciik bir oran1 3 veya 4 skoruna sahip oldugu

goriilmiis fakat 5 lezyon skoru goriilmemistir (Buller and Eamens, 2014).
2.2.5. Teshis
2.2.5.1. Klinik Teshis

Footrot’un klinik olarak teshisi, toynak muayenesi sonrasi lezyon skorlarinin
degerlendirilmesi ve yorumlanmas: ile yapilir. Toynak eksudatindan alinan
smearlarin bakteriyoskopisi ve kiiltiiriinii kapsayan laboratuvar testleri saha teshisini
dogrulamakta kullanilir. D. nodosus’un saglikli ayakta da bulunmasi nedeniyle
numune toplanmasi ve izolasyonu, klinik tanmin tamamlayicist olarak
nitelendirilmektedir (Frosth, 2016).

Sap, mavi dil, tetanoz, ektima ve kas hastaliklar1 gibi sistemik hastaliklardaki
koyun topalliklar1 i¢in ayirt edici bulgulara dikkat edilmelidir. Ayrica, travmatik
yaralanmalar, ayak lezyonlar1 ve osteoarthritis’in de topalliklara neden olabilecegi
gozden kagirilmamalidir (Greneng, 2015).

Ayak ciliriigiinlin 6zellikle interdigital dermatitis ve kontagiy6z ovine digital
dermatitis ile ayrimini iyi yapmak gerekir. Interdigital dermatitis, tirnak arasinda bir
kizariklik seklinde goriiliir. Ayrica {lizerinde gri veya beyaz renkli bir yapiskan
olabilir. Etken F. necrophorum’dur. Lezyonlar sadece tirnak arasinda goriiliir
(Stewart, 1989; Winter, 2004). Kontagiyoz ovine digital dermatitiste ise lezyonlar
koroner bantta goriiliir ve tiiy kaybina neden olur. Hastalik Treponema cinsiyle
iliskilidir. Tirnak arasinda lezyon goriilmez. Tirnak altina ve tirnak duvarina
ilerleyebilir. Siddetli durumlarda tirnak kapsiiliinden ayrilabilir (Duncan et al., 2014).

Diger topalliklar, tirnak ve ayak apseleri ile beyaz ¢izgi hastaligindan (white

line disease) kaynaklanabilmektedir (Winter, 2008). Ayagin daha az yaygin olan
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infeksiyonlar1; strawberry footrot, post-dipping lameness (koyun erisipeli), toksik
laminitis (rumen asidozu komplikayonu), ektima (ORF), iilseratif dermatosis, mavi
dil ve sap hastaligidir (Raadsma and Egerton, 2013). Bu hastaliklarin footrot ile
karigmas1 miimkiin olabilecegi i¢in kesin teshis etken izolasyon ve identifikasyonu

ile yapilir.
2.2.5.2. Bakteriyolojik Teshis

Footroot’un laboratuvar tanisinda interdigital bolgeden ve 6zellikle de lezyonlu
kisimlardan alinan svaplar kullanilmaktadir (Sekil 2.6). Footrot lezyonlarinda D.
nodosus varhigini gostermek i¢in Gram boyamay1 takiben mikroskopi, kiiltlir ve/veya
PCR gibi metotlar kullanilmaktadir. Bakteriyoskopi ve kiiltiir sonuclarini dogrulamak
icin PCR ve MALDI-TOF-MS (matrix assisted laser desorption ionization-time of
flight mass spectrometry) gibi ek metotlar tercih edilmektedir (Frosth, 2016).

Sekil 2.6. Ornek toplama islemlerinin 6zeti (Bennett and Hickford, 2011°den uyarlanmustir). 1: Parmak;
2: Eksendeki duvar; 3: Dis duvar, Eksen dist duvar, Sert boynuz; 4: Ayak ¢iiriigiiniin
baslangi¢ yeri oldugu icin eger miimkiinse svaplar boynuz-deri baglantisindan toplanir; 5:
Yumusak boynuz; 6: Deri; 7:Topuk (6kg¢e); 8: Taban; 9: Tirnak

2.2.5.3. Dichelobacter nodosus un izolasyonu

Lezyonlu kisimlarda alinan svaplardan preparatlar hazirlanarak Gram boyama
ile boyanir. Preparatlarda Gram negatif etkenler goriiliir ancak bu durum kesin tani
icin yeterli degildir. Kiiltiir i¢in ayagin nemli tirnak arasi derisinden ya steril bir bistiiri
ucu ile ya da svap ile toplanan materyal ge¢miste en duyarli metot olarak
bildirilmekteydi. Giiniimiizde ise en iyi 6rnekleme yeri olarak ayak ¢iirtigli vakalarinin
baslangicinda, boynuz tirnak deri baglantisinin tirnak arasi dersindeki beyazimsi
kopiiklenmis 6lii doku oldugu kabul edilmektedir. Ilerlemis vakalarda drnekler tirnak
aras1 derisindeki yariklarin dibinden veya ayrilma lezyonlarmin gelistigi uclardan

alinmalidir (Stewart and Claxon, 1993). Atilmis ayaklarda D. nodosus bulunmayacagi
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g6z Oniine alinmal1 ve bakteriyolojik inceleme i¢in zayif sonuglar veren bu alanlardan
ornek toplanmamalidir.

Toplanan ornekler, 24 saat i¢inde buzda veya ortam sicakliginda laboratuvara
nakledilmelidir. Eger nakil siiresi 24 saati gegecek ise D. nodosus'un canliligini devam
ettirmek ve kontaminant bakterilerin iiremesini engellemek i¢cin numuneler 4°C’de
bekletilmelidir. Tasima siiresinin uzunlugu D. nodosus kiiltliriiniin basar1 sansini
etkiler. Uc giin icerisinde laboratuvara transport besi yeri icersinde ulastirilan rnekler
basarili sonug vermektedir. Nakil siiresi 5 glinden fazla olan 6rnekler kiiltiir i¢in uygun
degildir (Pitman et al., 1994).

Toplanan materyallerin laboratuvara ulastirilmasinda modifiye Stuart transport
besi yeri tavsiye edilmektedir. Koyunun tirnak arasi boslugunun svap veya
dokiintiilerinden alinan iyi korunmus kii¢iik miktarda bir numune (dagilma veya
seyrelmesini Oonlemeye yardim etmek i¢in) konsantrasyonu artirilmig agar igeren
Stuart transport besi yeri sayesinde daha verimli olabilmektedir (Pitman et al., 1994).
Alinan 6rnekler besi yerinin iizerinden 2-3 mm igeri dogru yerlestirilir veya gomiiliir.
Alternatif olarak da svap ucu ortama tamamen batirilir ve gubugu kirilip, atilir. Bakteri
kiiltiirii i¢in gerekli olan ve bakteri iceren numunenin ¢ok fazla miktarda
alimamayacag1 goz oniine alinarak, modifiye edilmis bildirilen s6z konusu ortaminin
kullanilmas1 6nemlidir. Ciinkii bu tasima ortami numunenin seyreltilmesini ve
dagilmasini 6nlemek icin yiiksek konsantrasyonda agar igerir ve anaerobik kosullarin
stirdiiriilmesine yardimci olur. Tasima ortaminin rengi bulutlu gri veya buz mavisi
olmalidir. Gii¢li mavi bir renk, ortamin oksitlendigini ve kullanim igin uygun
olmadigin1 gosterir.

D. nodosus’un kiiltiire edilmesi i¢in anaerobik kosullara gereksinim vardir.
Kiiltiir icin Hoof Agar (HA), TAS (trypticase, arginine ve serine) agar, modifiye TAS
agar, TASH agar (Tirnak tozu ile modifiye edilmis TAS agar), TASH agar izolasyon
besi yeri (TASH-IM) ve TASH agar devam besi yeri (TASH-MM) ve kanli Eugon
agar kullanilmaktadir (Buller and Eamens, 2014).

[zolasyon icin besi yerinde %4 oraninda agar olmasi flagellar hareketi inhibe
eder, kontaminantlarin liremesini ve kiimelenmesini engeller; fakat ekim hattindan
uzakta koloniler olusturmak i¢in D. nodosus’un kayma hareketine izin verir.

Baslangig kiiltiir icin %4 agar igeren TASH-IM agar kullanim1 ve subkiiltiir i¢in
%1,5 agar iceren TASH-MM agar kullanimi1 kati besi yerinde iireme icin besin

maddeleri agisindan en iyi ortami saglamaktadir. {lave testler icin TAS buyyon ve
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modifiye Eugon buyyon gibi s1vi besi yerlerinde subkiiltiir islemi gergeklestirilebilir
(Buller and Eamens, 2014).

D. nodosus ortalama olarak 37-39°C’de iiremektedir. Oda 1s1sinda liremesi daha
yavastir. Anaeorob bir bakteri olmasina ragmen kisa stireli (15 dk) havaya maruz
kalmay1 tolere edebilir. Koloniler steromikroskop altinda 10’luk biiyiitmede incelenir
ve siipheli koloniler saf kiiltiir elde etmek i¢in subkiiltiire edilir (Buller and Eamens,
2014).

Agar pleytleri (TASH-IM, TAS, Hoof agar, Eugon agar) 37°C’de 15 dk’y1
gecmeyecek sekilde yaklagik 10 dk kurutulur. Kontaminantlarin asirt yayilimin
engellemek i¢in nemsiz bir ortamin olmas1 gerekir. Eger miimkiinse inokiile edilmemis
pleytler pleytlerin oksijen absorbsiyonunu engellemek icin anaerobik bir ortamda
saklanmalidir (Buller and Eamens, 2014).

Toplanan Ornekler Stuart transport besi yerinin iist kismindan iceri dogru
yerlestirilir. Steril bir 6ze telinin ucu (paslanmaz celikten, 1,5 mm ¢apta ve 75 mm
uzunlukta) transport besi yerinden numune toplamak icin kullanilabilir ve 2 adet
izolasyon besi yerine (TASM-IM ve/veya Hoof agar) ekilir. Baslangi¢ ekim ¢izimi
agarin yilizeyine dogru yapilir sonra inokulum pleytin dibine ve agarin i¢ine dogru
ittirilir. Sonra ikincil ¢izimler (1,2,3 numarali ekim hatlar) hafif bir iz birakmak icin

agar ylizeyine dogru yapilir (Pitman et al., 1994).

Ornek almak igin svap kullanilmis ise agar pleytlerine inokulasyonu &zel bir
sekilde gerceklestirilir. Svap ile yapilan ilk ekim sonrasi agarda izgara deseni
olusturmak sureti ile seyreltme uygulanir. Besi yerleri 37°C’de 4-6 giin inkiibe edilir
ve D. nodosus kolonileri ekim ¢izgilerinin disinda yass1 yarim daire seklinde iirer
(Frosth, 2016).

Tipik D. nodosus kolonileri en dista graniillenmis zonlar1 ile tanmr ve
kolonilerin merkezi kismi1 ve dis kisim arasinda {iremenin olmadig1 anlasilan bantlar
ayirt edilir. Inokulasyondan 5 giin sonra koloniler incelendiginde olusan “buzlu cam”
goriintiisii  spesifiktir. Koloni goriinlimii agiktir fakat kullanilan agara, agar
yogunluguna ve D. nodosus izolatlarinin ozelliklerine gore degiskenlik gosterir
(Skerman et al., 1981).

Cok sayida numune ile calisildigi durumlarda miimkiinse numuneler
karbondioksit akis devamliligi olan anaerob jarlara yerlestirilir. Tim pleytler

ekildikten sonra CO» tiipii ¢ikarilir, indikator serit iceren anaerobik hava iireten paket
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eklenir, jar kapatilir ve 37°C’de en az 48 saat inkiibe edilir. Eger CO> akisi
saglanamiyorsa pleytler inokulasyondan 15 dk sonra uygun bir gaz lireten paket iceren
anaerobik jarlara yerlestirilir. Gaz {lireten ticari paketler oksijeni % 1’de az ve
karbondioksiti % 9-13 olan hava iretir. Inkiibasyondan 48 saat sonra kiiciik biiyiitmede
(10x) ve dikey aydinlatmaya sahip steromikroskopta ayrim yapilir. D. nodosus’un
tipik kolonilerini ayrirt etmek i¢in bir biiylite¢ veya kuyumcu gozligi kullanilir.
Koloniler buzlu cam goriiniimiine sahiptir, bu goriinlim 6zelikle koloni kenarlar
civarindadir. Koloniler ekim hattindan uzakta ve disarida tireme gosterir (Buller and

Eamens, 2014).

[zolasyon sonrasi bakterileri saflastirmak icin TASH-MM, Hoof agar, TAS
agar, modifiye TAS agar, TASH veya kanli Eugon agar gibi besi yerlerine subkiiltiir
gergeklestirileir ve bu amagla 2 metot kullanilir. Siipheli koloniler bir 6ze ile veya bir
mikrospatiil kullanarak agarli koloni ¢ikartilabilir. Alinan koloni veya koloni ile
birlikte agar blogu, subkiiltiir i¢in kullanilan besi yeri yiizeyine koloni asag1 gelecek
sekilde yerlestirilir. Bir numuneden bir pleyte 3-4 bakteri subkiiltiiriinden fazlasi
yapilmamalidir (Buller and Eamens, 2014).

Subkiiltiirler ve orjinal izolasyon besi yerleri anaerobik kosullarda ve 37°C’de
en az 48 saat inkiibe edilir. Subkiiltiirler iireme saflig1 ac¢isindan bir mercekle veya
steromikroskopla incelenir. Saflik Gram boyama ile kontrol edilir. Negatif raporlama
oncesi D. nodosus olmadig1 goriilen koloniler 2-6 giin daha inkiibe edilir.

Saf iiremeler jelatin test (proteaz termostabilitesini belirlemede) ve zimogram
testlerinde kullanilmak tizere TAS veya HEPES-TAS buyyona ekilir.

D. nodosus kiiltiirlerinin kisa siire i¢in (2-3 hafta) anaerobik kosullarda TASH-
MM agar, Hoof agar, TAS agar veya Eugon agar’da canliligi devam ettirilebilir ve
karanlikta oda 1si1sinda saklanabilir (Buller and Eamens, 2014).

Uzun siire saklama i¢in liyofilize edilir veya -80 °C’de saklanir. -80 °C’de
saklama i¢in, boncuklu bakteri koruma tiipleri basariyla kullanilabilir (Buller and
Eamens, 2014). islem, 48 saatlik bir kiiltiirden bir 6ze dolusu iiremenin emiilsiyon
haline getirilmesini ve boncuk sivisina karigtirilmasini, ardindan  sivinin
uzaklagtirilmasini ve boncuklarin -80°C'de dondurulmasini igerir. Alternatif yontem
olarak kiiltiir, %20 gliserol iceren buyyonlarda -80°C'de saklanabilir.

Izolatlarin saklanmasi igin kullanilan diger bir yontem de liyofilizasyon olup, 2

mL Wheaton serum siselerinde kriyoprotektan olarak 1 mL miktarinda inositol igeren
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at serumu eklenmesi ile gergeklestirilir. Kriyo-protektan sivi ile nemlendirilmis steril
pamuk uclu bir svap, liyofilizasyondan once sivi nitrojen i¢inde hizli bir sekilde
dondurulmadan 6nce kriyoprotektan siv1 iginde siispanse edilen D. nodosus hiicrelerini
toplamak icin kullanilir. Kriyoprotektan olarak yagsiz siit kullanimi da tavsiye

edilmektedir (Buller and Eamens, 2014).
2.2.5.4. Biyokimyasal Testler

D. nodosus’un identifikasyonunda, bakteride varyasyonlarin olmasi nedeniyle,
biyokimyasal testler giivenilir olarak kabul edilmemektedir. Bakteri hareketsiz
olmasina ragmen kayma hareketi goriilebilir ve bu durum kati1 besi yerinde yayilma
tiremesi olarak goriiliir.

Bakterinin oksidaz, katalaz, iireaz, arginin dekarboksilaz (ADH), DNaz, indol
olusumu, nitrat rediiksiyonu, nisasta hidrolizi, eskiilin hidrolizi ve glukoz/sorbitol
fermentasyonu negatiftir.

Ornitin dekarboksilaz ve H,S iiretimi pozitiftir.

Proteolitik aktivite, jelatin, kazein ve alblimin iceren ortamlarda goriilmektedir.

ADH ve nitrat reaksiyonlar1 degiskenlik gostermektedir (Buller and Eamens,

2014).
2.2.5.5. Viriilens Testleri

Elastaz testi: Testin prensibi D. nodosus izolatlarinin elastin agarda trettikleri
elastaz miktarinin 6l¢iimiine dayanir. Yillar gectikce, bu test gelistirilmistir ve izolatin
bir elastin agar pleytine inokulasyonundan elastaz aktivitesinin saptanmasina kadar
gecen slire artik o izolatin viriilansinmi siniflandirmak i¢in kullanilmaktadir (Stewart,
1979). Viriilent suslar elastin agardaki elastinin tamamini yikimlar, benign suslar ise

parcalamaz (Liu and Yong, 1997).

Elastin partikiilleri ¢coziilmeden dokiilen agara D. nodosus diiz bir ¢izgi seklinde
inokule edilir ve anaerobik kosullarda inkiibasyona birakilir (Stewart, 1979). Pleytler
4 giin arayla toplam 28 giin siire ile incelenir. Kolonilerin etrafindaki ¢oziilmemis
elastin partikiillerinin sagladig1 aciklik zonunun yogunlugu elastaz aktivitesinin bir
gostergesidir (Sekil 2.7) (Stewart, 1979). Viriilent suslar elastaz aktivitesini 8-12
giinde gosterirken, benign suslar 24-28 giinde zayif elastaz aktivitesi gosterir veya
gostermez. Yaklasik 14-21 giin sonra goriilen gecikmis elastaz aktivitesi, bakterinin

intermedier sus oldugunu gosterir (Claxton, 1986).
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(@) (b)

Sekil 2.7. Pozitif ve negatif elastaz testi (Buller and Eamens, 2014’den uyarlanmistir) (a) 21 giin
sonunda negatif elastaz testi, (b) 7 giin sonunda pozitif elastaz testi

Jelatin testi: Jelatin testi, proteaz dayanikliligina gére D. nodosus’un benign ve
virulent suslarini ayirt eder. Benign suslar tarafindan salgilanan proteaz 1siya duyarlh
iken virulent suslar tarafindan salgilanan proteaz 1sitya dayaniklidir (Palmer, 1993).
Test icin D. nodosus TAS buyyonda iiretilir ve siv1 kiiltiirden alinan siipernatantin bir
kism1 68°C’de 8 ve 16 dk’lik peryotlarla isitilir. Isitilmig ve 1sitilmamis siipernatant
kisimlar1 jelatin eklenmis agarin {izerindeki kuyucuklara yerlestirilir. Jelatinin
hidrolizi proteaz aktivitesini gdsterir. Hidroliz zonlar1 6l¢iiliir. Is1 gérmemis proteaz
aktivitesi ile 1s1 gérmiis proteaz aktivitesi karsilastirilir ve termostabilite, proteaz
aktivitesindeki ylizde degisim belirlenir. Sonu¢ “Yiizde Sabitesi = (1sitilmis zon
biiyiikliigii/isitilmamis zon biiyiikliigii)x100” formiilii ile hesaplanir.

Onalt1 dk’lik 1s1tma sonrasi jelatinde agilma olmus ise pozitif, agilma olmamis
ise negatif olarak degerlendirilir. Parcasal agilmalar ise siipheli (hatali zon c¢ap1
Olciilmiis olabilir) olarak kaydedilir (Sekil 2.8). Isitilmamis Ornekte zon ¢ap1 12
mm’den az ise test gecersiz kabul edilir (baslangi¢ proteaz aktivitesi diisiik olabilir).
Izolatlardaki gegersiz ve siipheli degerler yeniden test edilebilir. Virulent ve benign
referans suslar sirasiyla pozitif ve negatif sonu¢ vermedikge test gecersiz olarak

degerlendirilir (Links and Morris, 1996).
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1

Sekil 2.8. Pozitif ve negatif jelatin testi (Buller and Eamens, 2014’den uyarlanmustir) (a) 1stya direngli
sus; (b) 1stya duyarli sus; (1) 1s1 uygulanmamuis sus; (2) 8 dk 1s1 uygulanmis sus; (3) 16 dk 1s1
uygulanmis sus

Zimojen testi: Zimojen test, virulent ve benign suslarin salgiladiklari
ekstraselliiler proteazlarin elektroforetik hareketlerinin oranina gére ayrimini saglar
(Mc Pherson, 2018). Zimojen testte virulent suslarin 4 bant olusturdugu, benign
suslarin ise 5 bant olusturdugu tespit edilmistir. Benign izolatlar 2 bant varligi ile
virulent suslardan ayrilmaktadir. Bunlar birinci ve ikinci bantlar olup daha az etkili
proteazlardir. Fakat bu bantlar1 belirlemek zordur. Bu test ile intermedier suglar ayirt

edilemez (Liu et al., 1994; Stewart et al., 1986).
2.2.5.6. Serolojik Teshis

Serolojik teshis amaciyla yapilan ¢aligmalarda viriilent ve benign suslara 6zgii
monoklonal antikorlar kullanilarak, izolatlarda belirli proteazlarin varligin1 veya
yoklugunu gostermek i¢cin ELISA yontemleri gelistirilmistir. Saf kiiltiirler
kullanilarak elde edilen monoklonal antikor iceren ELISA'larin viriilent ve benign
izolatlar1 konvansiyonel testlere benzer sekilde ayirabildigi bildirilmistir. ELISA'nin
spesifitesi ile elastaz ve jelatin jel testleri gibi testler arasindaki korelasyonun sinirl
oldugu goriilmiistiir (Dhungyel et al., 2002; Links et al., 1995). Bu yiizden antijen

antikor reaksiyonuna dayanan serolojik testler teshis amaciyla tercih edilmemektedir.
2.2.5.7. Molekiiler Teshis

Bakteriyoskopi ve kiiltlir sonuglarint dogrulamak i¢in PCR ve MALDI-TOF-
MS gibi molekiiler metotlar kullanilmaktadir (Frosth, 2016). PCR genellikle spesifik

ribozomal rRNA sekanslarinin tespitine dayanmaktadir (La Fontaine et al., 1993). D.
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nodosus’un belirlenmesi i¢in ayrica fimbrial gen sekanslari ortaya ¢ikartilmig ve D.
nodosus tanisinda serogrup spesifik PCR analizleri gelistirme olasiligi
vurgulanmistir. D. nodosus'un fimA genini belirleyebilen ve ul, u2, d1, d2 ve d3
primerlerinin kullanildigi PCR metotu ile tanimlanmaktadir (Zhou and Hickford,
2000).

Benign ve viriilent spesifik primerler kullanilarak ve hibridizasyon
problarindan yararlanilarak, bakterinin viriilent, benign ve intermedier suslarinin
ayrimi yapilabilmektedir (Katz et al., 1991; Liu and Webber, 1995; Stewart et al.,
1990). Son yillarda viriilensin modiilasyonu ile ilgili hareketli bir genetik element
olan intA geninin tespitine yonelik PCR temelli analizler kullanilmaktadir (Cheetham

et al., 2006; Whittle et al., 1999).

D. nodosus’un proteazlarini kodlayan genler de bakterinin serogruplandirilmasi
i¢cin tanimlanmig ve karakterize edilmistir. On D. nodosus serogrubundan 9’u (A-I)
multipleks PCR metotlar1 ile ayrilabilmis ve tanimlanmistir. PCR’lar serogrup
spesifik 9 reverse primer ve yaygin bir forward primer kullanimi ile D. nodosus’un
tip IV fimbriasinin majér subunit fimbrial geni olan fimA‘y1 tespit etmeyi
hedeflemektedir (Dhungyel, 2002). Bununla beraber hali hazirda 10. serogrup olan
serogrup M’yi belirlemek i¢in bir PCR bildirilmemistir. Primerler spesifik olarak
serogrup smif I igin gelistirilmis, ancak amplifikasyonda ve sonrasinda bu 6zel

serogruplarin identifikasyonunda da kullanilmaktadir (Zhou and Hickford, 2000).
2.2.6. Tedavi

Koyun ayak ciiriigiiniin tedavisinde kullanilan ¢esitli metotlar bulunmaktadir ve
en iyi sonucun bu metotlardan birkaginin kombine edildigi zaman alindig1 bildirilmistir
(Whittier and Steven, 2009). Tedavi metotlar1 genel olarak tirnak kesimi, ayak
banyolari/emdirmeleri, kuru kimyasal kullanimi, oral terapi, antibiyotik enjeksiyonlari

ve lokal uygulamalar bagliklar1 altinda incelenmektedir.

Bakterilerin yogun olarak bulundugu enfekte tirnagin temizligi, bakterilerin
saklanabilecegi catlak ve yariklarin sayisini azaltir. Boylece havanin ve ilaglarin
mikroorganizma iizerindeki etkinligini arttirir. Tirnak kesiminin rutin bir yonetim
uygulamasi olarak, yilda en az bir iki kere yapilmas1 gerekmektedir. Kesim esnasinda
malzemelerin steril olmasma dikkat edilmelidir. Siddetli enfeksiyon donemlerinde
tedavi uygulanmaksizin tirnak kesiminin hastaligin siddetini arttirdig1 bildirilmektedir

(Whittier and Steven, 2009).
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Ayak banyolari/emdirmeleri i¢in yaygin olarak kullanilan soliisyonlar ¢inko
siilfat ve bakir siilfattir. Tedavi icin birka¢ hafta siireyle haftada bir iki kez
kullanilmalidir. Cinko siilfat; %10’luk olarak hazirlanir. 75,6 litre suya 7 248 gr
katilarak elde edilir. Genellikle bu iki soliisyon igerisinde en etkili ve az toksik olanidir.
Bakir siilfat da ayn1 sekilde hazirlanir. Koyunlar tarafindan tiiketilirse toksik etkiler
gozlenebilir (Whittier and Steven, 2009).

Kuru kimyasal kullanimi, igerisinde koyunlarin yiiriitiilecegi bir alanda bir kutu
icerisine kuru c¢inko siilfat yerlestirmek suretiyle uygulanir. Oral terapi, ozellikle
rasyonda ¢inko eksikligi varsa hem tedavi hem de koruma maksatl olarak 21 giin
stireyle her giin 0,5 gram olarak uygulanir (Whittier and Steven, 2009).

Antibiyotik enjeksiyonlari olarak penisilin ve streptomisin kombinasyonlar1 ya
tek seferlik olarak (ya da yaklasik 10 giin siireyle her giin kullanildiginda ayak
clirligliniin tedavisinde etkili oldugu kanitlanmistir. Prokain penisilin G ve diger
penisilin trlinleri ayn1 dozda ayrica etkilidir. Uzun etkili tetrasiklinlerin tek dozluk
uygulamalar1 bazi vakalarda basarili bulunmustur. Bu ilaglar veteriner hekime
danisilarak kullanilmalidir. Kasaplik hayvanlar atilim siirelerinden 6nce asla kesime
sevk edilmemelidir (Whittier and Steven, 2009).

Lokal uygulamalar ayak ciirligliniin kontroliine yardim etmek igin 6zellikle
tirnak kesimi veya kabuklarin dokiilmesi sonrast hizlica tirnaga uygulanabilir. Bu
amagla agagida bildirilen soliisyonlar kullanilabilir (Whittier and Steven, 2009):

a. Cinko siilfat (% 10) - bir litre su i¢inde Y4,

b. Sirkede bakir siilfat (% 10) - bir litre sirkede %,

c. Cam katraninda bakir siilfat - bir kisim ¢am katraninda 2 par¢a CuSOa.

d. Alkol i¢inde oksitetrasiklin ¢ozeltisi — bir adet 25,69 gram poset ile 1/2 su
bardag su karistirilir, daha sonra 2 litre ¢ozeltiye getirmek icin alkol eklenir.

e. Alkol i¢inde penisilin - 10 cc su ile 5 milyon IU potasyum penisilin G

karistirilir, daha sonra 1 litre alkol eklenir.
2.2.7. Koruma ve Kontrol

Hastaliktan korunmak, tedavi etmekten daha kolay ve daha diisiik maliyetlidir.
Ayak c¢iiriigiiniin hastaliksiz bir siiriiye sokulmasini 6nlemeye yonelik bes temel
yonetim prensibi vardir (Whittier and Steven, 2009).

1. Hayvanlar etkilenmemis gibi goziikse bile ayak ¢iiriigii olan bir siirliden asla

hayvan alinmamalidir.
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2. Enfekte ve temiz hayvanlarin bir arada toplanacagi veya ayni alanin
icerisinden gegecegi hayvan pazarlari veya satis alanlarindan koyun almaktan
kagiilmalidir.

3. Enfekte koyunlarin son iki hafta i¢inde bulunduklari tesisler (izleme alanlari,
agillar, daldirma bolgeleri) kullanilmamalidir.

4. Koyunlar kesinlikle kirli ve dezenfekte edilmemis araglarla tasinmamalidir.

5. Tiim yeni gelen koyunlarin tirnaklar1 kesilmeli ve ayaklari tedavi edilmelidir.
Sonrasinda 30 giinliilk izolasyon siiresinde periyodik olarak tekrar muayene
edilmelidir.

Formalin, ¢inko siilfat, bakir tuzlarinin soliisyonlariyla siklikla ayak banyosu
yapma ayak ciliriigliniin siiriide yayilmasini sinirlandirdigi  goriilmiistiir. Ayak
banyosunun basarisinda uygulama siklig1 6nemlidir. Riskteki siirlinlin tamamu, riskin
yiiksek oldugu donemler boyunca en azindan haftada bir kere ayak banyosu soliisyonu
icerisinde yliriitmelidir. Bu sekilde kullanilan lokal soliisyonlar bakterilerin tirnak
arasi deriden daha ileriye sizmasini engeller ve bu ylizden bir ¢ok hayvanda hastaligin
siddeti smurli kalir. Yayilma doéneminde bireysel olarak koyunlarin ayagini
hazirlamadan ayak banyosu yaptirilmalidir. Siddetli enfeksiyon gegiren hayvanlar
ayak banyosundan yarar saglayacaktir ama tedavi edici olmasi beklenmez. Hastaligin
niiks ihtimalinin oldugu doénemde tedaviye yonelmek zaman ve emek israfidir.
Yukarida belirtilen her bir kimyasal bu amag icin esit derecede etkilidir fakat ¢inko
stilfat ve bakir tuzlar1 koyunlar i¢in daha kullanishdir ve daha az agriya sebep olur
(Raadsma and Egerton, 2013).

Ayak ciirtigliniin kontrolii i¢in bazi 6n kosullar bulunmaktadir (Winter, 2004):

1. Hastaligin bulasici bir hastalik oldugunun farkinda olunmalidir.

2. Hastaligin siiriiler arasinda ve siirii i¢inde siddetinin farkli olabilecegi
bilinmeli ve en uygun tedavi protokolil se¢ilmelidir.

3. Hastaligin sicak ve nemli havalarda kolaylikla yayilacagi bilinmelidir.
Yayilma 10°C’nin altinda veya sicak kuru havalarda gerceklesmez. Barmaklarda
ozellikle nemli ve kirli altliklarin kullanilmasi1 yayilmay1 hizlandirir.

Temel kontrol 6nlemleri de asagidaki sekilde olmalidir (Winter, 2004):

1. Enfekte hayvanlar1 belirlemek i¢in bir grup veya siirtideki biitiin hayvanlar
muayene edilmelidir.

2. Enfekte olan hayvanlar, enfekte olmayanlardan ayrilir ve tedavi edilir.

Etkilenmis hayvanlar iceride veya disarida tutulabilir. Cinko siilfat emdirilmis
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altliklarin kullanim1 dikkate almaya degerdir. Yem ve su oluklarinin oniine
yerlestirilebilir fakat diizenli olarak tazelenmelidir.

3. Hastalikli veya bi¢imsiz ayaga sahip olan koyunlar ile kronik enfekte
koyunlar stiriiden ¢ikarilmalidir. Bunlar siiriideki diger hayvanlar i¢in yeni bir
enfeksiyon kaynagidir.

4. Hem tedavi edici hem de koruyucu etkisi olan asilama programlarina
baslanmalidir. Dogru program riskteki siiriideki her bir hayvan i¢in risk donemleri
esas alinarak yapilmalidir.

5. As1 baslangigta bir doz uygulanir; sonraki dozlarin zamanlamasi, hayvanlarin
ilk tedaviye cevabina bagli olarak degisir.

6. Topalligin prevalansini izlemek i¢in siirii diizenli olarak muayene edilmelidir.
Eger prevalansin arttig1 diisiiniiliiyorsa alternatif yontemlere bagvurulmalidir.

7. Hastaligin erken asamalarinda kontroliinii saglamak i¢in ¢inko siilfath ayak
banyosu diizenli olarak yaptirilmalidir.

8. Enfekte hayvanlarla birlikte kullanilan otlaklar en az 2 hafta
dinlendirilmelidir.

9. Satin alinan hayvanlar en az 3 hafta siireyle karantina yerlerinde tutulmalidir.

10. Satin alinan hayvanlar yerlesik hayvanlara karistirllmadan 6nce koyunlarin
4 ayaginin tamami incelenmeli ve ayak banyosu yaptirilmalidir.

D. nodosus’a karsi asilarin ayak ciiriglinden korunma ve tedavide etkili oldugu
belirlenmistir (Liardet et al., 1989). Ideal olarak asilama muhtemel bir bulasmadan
once yapilmalidir. Prevalansin yiiksek oldugu yerlerde asinin tedavi edici etkisinden
yarar saglamak i¢in daha erken asilama tercih edilebilir. Y1l igerisinde yapilan as1
tekrarlarinda hastaligin epidemiyolojisi dikkate alinmalidir. Asinin tekrar1 bilinen
bulasma donemlerinden Once yapilirsa asilamanin etkinligi artmaktadir (Raadsma
and Egerton, 2013).

D. nodosus’un major serogruplarini igeren asilar ayak ¢iiriigiiniin kontroliinde
basarili olmaktadir. Saha enfeksiyonlarina genellikle birden fazla serogrup neden
olur. Serogruplar arasinda ¢apraz koruma ¢ok azdir veya yoktur. Bu nedenle asilarin
10 serogruptan her birine karsi antikor titresini uyarmasi gerekir (Raadsma and
Egerton, 2013).

Konagin immun cevabindaki antijenik yarigma nedeniyle olusan diisiik antikor
titresi sorunu kombine asinin etkinligini simirlar (Raadsma et al., 1994). Uygun

monovalan bir aginin kullanimi i¢in ayak ¢iiriigline neden olan virulent D. nodosus
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suslarindan sadece bir serogruba ihtiyag vardir. Ayak ¢iiriiglinli kontrol etmek i¢in bu
serogrubun izolasyonu, viriilens Ozelliklerinin belirlenmesi ve identifikasyonun
ardindan monovalan as1 uygulamasi gerekir. Boyle bir yaklasim diinyanin ¢esitli
bolgelerinde bagarili bir sekilde uygulanmistir (Bennett and Hickford, 2011).

Ik ayak ciiriigii asis1 1969 yilinda arastirma maksatli iiretilmistir ve yagl bir
adjuvantta D. nodosus’un monovalent biitlin hiicre emiilsiyonu kullanilmistir
(Egerton, 1970). ilk identifiye edilen 2 serogrubu igeren bivalan as1 hazirlanmis ve
saha denemeleri gerceklestirilmistir (Egerton, 1973) Kontrollere gore asilanmis
koyunlar daha hafif siddette lezyonlara sahip olmasina ragmen, bu asinin saha
denemelerinde kullanimi sonucunda oldukca degisken sonuglar elde edilmistir
(Egerton, 1974).

[lk ticari monovalan as1 1971 yilinda patent almis ve 1972 yilina kadar 3 asiya
ticari olarak erisilebilmistir. Bu asilar kismi ve kisa siireli koruma (8-10 hafta)
sagladig1 i¢in etkisi zayif bulunmustur. Bunun sonucunda piyasadan g¢ekilmistir
(Keogh, 1976; Lambell, 1986).

[Ik multivalan deneysel ayak ciiriigii asilar1 Avustralya’da ¢ogu saha
enfeksiyonunu temsil eden 5 major serogrubun tiim hiicrelerini iceren asilar olarak
gelistirilmistir. Bu agsilar homolog infeksiyonlara karsi koruyucu fakat asinin
icermedigi serogruplara karsi etkisiz bulunmustur (Reed et al., 1981).

Rekombinant agilar lizerinde de ¢alisilmistir. As1 hazirlamada toplu fimbria
tiretimindeki problemlerin 6niine gecmek i¢in D. nodosus’un fimbrial alt {initesini
kodlayan genler Tip 1 fimbrial1 bakteri olan Escherichia coli’de ve daha sonra ise Tip
4 fimbriali Pseudomonas aeruginosa’da klonlanmistir (Anderson et al., 1984;
Mattick et al., 1987).

Gerek multivalan tiim hiicre asilari, gerekse rekombinant asilar ticari olarak
iiretilmis ancak kismi ve kisa siireli koruma saglamistir (Dhungyel et al., 2014;
Raadsma et al., 1994; Schwartzkoff et al., 1993). Son yillarda yapilan bir ¢caligmaya
gore dort antijene sahip asilar daha az etkili olmasina ragmen humoral immun yanit
tizerinde olumsuz bir etki yapmaksizin bivalan rekombinat fimbrial antijenlere gore
virulent ayak cliriigline karsi daha etkili bulunmustur. Bu ¢alisma D. nodosus’un
cesitli fimbrial antijenlerine karsi humoral immun yanit iizerinde olumsuz bir etki
olmaksizin bivalan iki farkli as1 arasinda ii¢ aylik bir silire olacak sekilde
uygulanabilecegini gostermistir. Bu durum, ¢ok suslu enfeksiyonlara karsi

asilamanin, asiy1 tehdit eden antijen rekabeti olmaksizin miimkiin olabilecegini ve
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multivalan veya ¢ok suslu mikroplarin neden oldugu hastaliklara karsi asilamada
daha genis bir uygulamaya sahip olabilecegini gostermektedir (Dhungyel and
Whittington, 2009).

Giincel as1 ¢calismalar1 su noktalara odaklanmastir.

1. D. nodosus’un ¢oklu serogruplari ile enfeksiyon dnlenebilir ve antijenik yaris
ile engellenmeyen D. nodosus’dan identifiye edilen potansiyel antijenlerini kodlayan
genom dizilimi vasitasiyla tersine asilama yontemi (reverse asilama) kullanilarak
yeni evrensel asilar gelistirilebilir (Myers et al., 2007).

2. Ayak ciirigli salginlarinin 6nlenmesi amaciyla monovalan asilarin

gelistirilmesi daha etkin korunma i¢in 6nemlidir (Dhungyel et al., 2008).
2.2.8. Eradikasyon

Eradikasyon metotlar1 genel olarak su bashiklar altinda 6zetlenmektedir
(Raadsma and Egerton, 2013):

1. Stirtideki tiim hayvanlarin elden ¢ikarilmasi,

2. Enfeksiyondan etkilenen hayvanlarin siiriiden ¢ikarilmasi,

3. Enfekte hayvanlarin tespit edilmesi ve tedavisi,

4. Eradikasyon programlarini takiben siiriide virulent ayak ciirligliniin olup
olmadiginin gézlemlenmesi

Hastaligin eradikasyonu zor olmasina ragmen basar1 sans1 da bulunmaktadir.
Basari i¢in tutarli ve planlanmis yonetimsel programlara gereksinim bulunmaktadir
(Mulvaney, 2013). Basaril1 bir yonetim planlamasinin da bazi gereklilikleri vardir. Bu
prensipler hastalik bilgisi ve hastalifin anlasilmasi, basarili bir yonetim planini
belirlenmesi, dogru tan1 ve tedavi ile beraber i1yi tasarlanmis ve korunmus tesisleri
kapsamaktadir.

Eradikasyon programlar ¢iftlikten ¢iftlige ve bireysel ihtiyaglara gore farklilik
gosterebilir. Cogu ¢iftci virulent ayak ¢iiriigii tespit edildikten sonra hizli hareket
etmek ister fakat aceleci kararlar olumsuz etkilere neden olabilmektedir. Ornegin;
ayak clirtigiinii ilkbaharda eradike etmek olas1 degildir. Ciinkii bu donemde koyundan
koyuna yayilma devam eder ve program uygulayicilarini ugrastirir. Aksine yaz
aylarinda ve c¢ok kuru donemlerde hastalik koyundan koyuna yayilmamakta ve
eradikasyon daha basit olmaktadir (Webb and Kluver, 2014).

Her bir bolge icin iyi organize edilmis kontrol planlart tasarlanmalidir.

Eradikasyon programlarinin amaci D. nodosus’u bolgeden ve siirliden tamamen
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ortadan kaldirmaktir. Bazen bolge ozelliklerine gore topal koyun sayisini en aza
indirmek hastaligi tamamen ortadan kaldirmaktan daha gercek¢i bir yaklagimdir.
Koyunlarda ayak c¢iirigli eradikasyonu ile ilgili olarak bazi temel prensipler
gelistirmistir. Bu prensipler sunlardir (Mulvaney, 2013):

1. Tiim koyunlarin ayaklar1 dikkatli bir sekilde incelenmeli ve enfekte koyunlar
izole edilmelidir.

2. Saglikli koyunlara ayak banyosu yaptirilmali ve en az 2 hafta 6ncesine kadar
koyun otlatilmamis meraya sokulmalidir.

3. Enfekte koyunlar tedavi edilmelidir. lyilesen koyunlarda giiclii bir niiks
egilimi oldugu icin enfekte olmus bu koyunlar en azindan bir ay arayla iki muayene
gecirene kadar izole kalmalidir.

4. Eradikasyon sadece hastalifin prevalansinin %5’den az oldugu zaman
uygulanmalidir.

Bu tez calismasi Samsun ili ve ilgelerinde koyunlarin ayak ¢iiriigii vakalarindan
Dichelobacter nodosus 1izolasyonu ve genotipik karakterizasyonu amaciyla

gerceklestirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bakteriyolojik Ornekleme

Tez calismasi kapsaminda Samsun ve c¢evresinde bulunan koyun ve keci
isletmelerinden Samsun ili Damizlik Koyun ve Kegci Yetistiriciligi Birligi isbirligi ile
bakteriyolojik izolasyon amaciyla &rnekler alindi. Birlige baglh olan Canik, ilkadim,
Tekkekoy, Havza ve Bafra olmak iizere 5 ilgede bulunan 27 isletme ornekleme igin
ziyaret edildi (Sekil 3.1). Isletmelerde bulunan ve klinik olarak enfekte oldugu belirlenen
84 adet koyun ve 4 adet keci olmak iizere toplam 88 adet hayvan 6rnekleme amaciyla
secildi. Koyun ve kegilerin interdigital bolgesinden ve 6zellikle de lezyonlu kisimlardan
88 adet svap ornegi alindi (Tablo 3.1). Svap orneklemeleri anaerobik ortami saglayan
Stuart/Amies transport besi yerine konuldu ve soguk zincir sartlarinda Ondokuz Mayis

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’na getirildi

Tablo 3.1. Bakteriyolojik 6rnekleme yapilan isletmelere ait bilgiler

Isletme no Iice Ornek sayisl
1 Ilkadim 6
2 Canik 6
3 Canik 4
4 Tekkekoy 7
5 Tekkekoy 2
6 Tekkekoy 2
7 Tekkekoy 5
8 Tekkekoy 7
9 Tekkekdy 3
10 Tekkekoy 3
11 Tekkekoy 1
12 Tekkekoy 6
13 Tekkekoy 4
14 Tekkekoy 1
15 Havza 3
16 Havza 4
17 Havza 1
18 Havza 2
19 Havza 2
20 Havza 4
21 Havza 2
22 Bafra 1
23 Bafra 1
24 Bafra 3
25 Bafra 2
26 Bafra 2
27 Bafra 4

Toplam 88
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Sekil 3.1. Bakteriyolojik 6rnekleme yapilan igletmelerin cografi dagilimi
3.2. Lezyon Skorlamasi
Ayak ciirtigli lezyonlarinin skorlama yontemi ile degerlendirilmesi lezyonlarin
biiyiikliigiine ve siddetine gore gerceklestirildi (Raadsma and Egerton, 2013).

Skorlama i¢in degerlendirme kriterleri Tablo 3.2’de sunuldu. Sunulan tanimlama

kriterlerine gore ornek alinan hayvanlarin lezyon skorlamalar1 gerceklestirildi.

Tablo 3.2. Ayak c¢iiriigii skorlama sistemi (Raadsma and Egerton, 2013)

PUANLAMA TANIMLAMA
0 Normal kuru veya 1slak deri
Sinirh interdigital dermatitis
Daha yaygin interdigital dermatitis
Siddetli interdigital dermatitis, taban ve topugun yumusak boynuzunun ayrilmasi
Skor 3’e ilave olarak ayrilmanin toynak duvarinin sirt boynuzuna dogru uzamasi

EENNLOST S I

3.3. D. nodosus izolasyonu

Laboratuvara ulastirilan svap orneklerinden D. nodosus izolasyonu icin %10
kanli Eugon agar hazirlandi (Tablo 3.3). Kanli eugon agar hazirlanmasi i¢in ilk olarak
maya ekstrakti distile suda c¢ozdiiriildii ve pH 8,0’a ayarlandi. Eugon agara maya
ekstrakti soliisyonu eklendi ve 121°C’de 15 dk otoklavlandi. Besi yeri 50 °C’ye
sogutuldu ve %10 s1g1r kan1 eklendi. Her bir agar plagina yaklasik 20 ml olacak sekilde
aseptik olarak dagitildi ve kontaminasyon kontrolii i¢in etiivde 1 gece bekletildi.

Hazirlanan besi yerleri kullanilincaya kadar 4 °C’de saklandi.
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Tablo 3.3. Kanli Eugon Agar igerigi (Gradin and Schmitz, 1977)

icerik Miktar
Eugon agar 454 ¢
Maya ekstrakti 20¢g
Sig1r kani (%10 v/v) 100 mL
Distile Su 1L

Laboratuvara ulastirilan svap oOrnekleri Sekil 3.2°de gosterildigi gibi Eugon
agara inokule edildi. Besi yerleri anaerobik jarlarda 37 °C’de 4-6 giin inkiibe edildi
(Buller and Eamens, 2014; Stewart and Claxton, 1993). Inkiibasyon siiresi sonunda en
dista graniillenmis zon olusturan tipik D. nodosus kolonileri identifikasyon amaciyla

secildi.

Sekil 3.2. Dichelobacter nodosus izolatinn Kanli eugon agara ekimi. (a) Oze teli ile besi yerinin
icerisine dogru ¢izik olustaracak sekilde uygulanan ekim hatti. Biiylik ok, inokulumun
birincil ¢izgisi; kiiciik oklar (2, 3) ikincil gizgilerin siras1 ve yonii; (b) Ekim sonras1 goriilen

cizgi deseni
3.4. D. nodosus identifikasyonu

Secilen izolatlarin identifikasyonu amaciyla izolatlardan kaynatma yontemi ile
DNA ekstraksiyonu gergeklestirildi. Bunun i¢in tiim siipheli izolatlardan saf kiiltiir
halindeki bir 6ze dolusu siipheli koloni segilerek 250 pl steril distile su igerisinde
siispanse edildi. Ornekleri iceren siispansiyonlar 100°C’de 10 dk kaynatildi ve
sonrasinda 10 000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda elde edilen
DNA’larin konsantrasyonlar1 nanodrop spektrofotometre ile ol¢iildii ve tiim DNA’lar

konsantrasyonlar1 10 ng/pl olacak sekilde ayarlandi. Ekstrakte edilen DNA’lar
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PCR’da hedef DNA olarak kullanilmak iizere -20 °C’de saklandi.

D. nodosus identifikasyonu amaciyla spesifik 16S rRNA genini (F:
CGGGGTTATGTAGCTTGC; R: TCGGTACCGAGTATTTCTACCCAACACCT)
hedef alan PCR, Wani et al. (2007) tarafindan bildirilen protokol ile gerceklestirildi.
Bu amagla 10 ng ekstrakte edilmigs DNA, 1X PCR tamponu, 3 mM MgCl,, 0,5 uM her
bir primer, 200 uM her bir ANTP, 0,5 U Taq polimeraz ilave edilerek toplam 25 ul
PCR karisimi hazirlandi. Amplifikasyon kosullar1 94°C’de 5 dk 6n denatiirasyon, 35
siklus olmak iizere 94 °C’de 30 sn, 57 °C’de 30 sn, 72 °C’de 30 sn amplifikasyon ve
72 °C’de 10 dk son uzama agamasi olacak sekilde ayarlandi. Amplifikasyon iirtinleri
etidium bromid (2 pg/ml) iceren %]1’lik agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV
transilluminator ile goriintiilendi. Goriintiileme sonrasinda 783 bp’lik bant goriilmesi

D. nodosus i¢in pozitif olarak degerlendirildi.
3.5. D. nodosus Izolatlarinin Serogruplandiriimasi

D. nodosus izolatlarinin serogruplandirilmasi i¢in Dhungyel et al. (2002)
tarafindan bildirilen protokoliin modifikasyonu kullanilarak konvansiyonel multipleks
PCR gerceklestirildi. Serogruplandirma amaciyla gerceklestirilen PCR i¢in kullanilan
serogrup spesifik primerler Tablo 3.4’de sunuldu. Serogrup belirlenmesi i¢in beklenen
bant biiyiikliikleri g6z oniine alinarak 3 farkli miiltipleks PCR tasarlandi.

Birinci protokol D, H ve G serogruplarinin belirlenmesi i¢in gergeklestirildi. Bu
amagla 10 ng ekstrakte edilmis DNA, 1X PCR buffer, 2,5 mM MgCl,, 0,25 uM her
bir primer, 200 uM her bir ANTP, 1 U Tagq polimeraz igerecek sekilde toplam 25 pl
PCR karigimi hazirlandi. Amplifikasyon kosullar1 95 °C’de 10 dk ilk denatiirasyon, 35
siklus olmak iizere 95 °C’de 30 sn, 60 °C’de 30 sn, 72 °C’de 1 dk amplifikasyon ve
72 °C’de 5 dk son uzama asamasi olacak sekilde ayarlandi. Amplifikasyon {irtinleri
etidium bromid (2 pg/ml) igeren %2’lik agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV
transilluminator ile goriintiilendi. Goriintiileme sonrasinda 314, 401 ve 278 bp’lik bant
goriilmesi sirastyla serogrup D, H ve G i¢in pozitif olarak degerlendirildi.

Ikinci protokol B, C ve I serogruplarinin belirlenmesi icin gerceklestirildi. Bu
amagcla toplam 25 pl PCR karisimi 10 ng ekstrakte edilmis DNA, 1X PCR buffer, 2,5
mM MgClz, 0,25 uM her bir primer, 200 uM her bir ANTP, 1 U Taq polimeraz icerecek
sekilde hazirlandi. Amplifikasyon kosullar1 95 °C’de 10 dk ilk denatiirasyon, 35 siklus
olmak iizere 95 °C’de 30 sn, 58 °C’de 30 sn, 72 °C’de 1 dk amplifikasyon ve 72 °C’de

5 dk son uzama asamasi olacak sekilde ayarlandi. Amplifikasyon firiinleri etidium
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bromid (2 pg/ml) igeren %2’lik agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV
transilluminator ile gorlintiilendi. Goriintiileme sonrasinda 281, 326 ve 188 bp’lik bant
goriilmesi sirastyla serogrup B, C ve I i¢in pozitif olarak degerlendirildi.

Ucgiincii protokol F, E ve A serogruplarinin belirlenmesi i¢in gerceklestirildi. Bu
amacla 10 ng ekstrakte edilmis DNA, 1X PCR buffer, 2,5 mM MgCl,, 0,25 uM her
bir primer, 200 uM her bir ANTP, 1 U Taq polimeraz igerecek sekilde toplam 25 pl
PCR karigimi hazirlandi. Amplifikasyon kosullar1 95 °C’de 10 dk ilk denatiirasyon, 35
siklus olmak tizere 95 °C’de 30 sn, 60 °C’de 30 sn, 72 °C’de 1 dk amplifikasyon ve
72 °C’de 5 dk son uzama asamasi olacak sekilde ayarlandi. Amplifikasyon iirtinleri
etidium bromid (2 pg/ml) iceren %2’lik agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV
transilluminator ile goriintiilendi. Goriintiileme sonrasinda 239, 356 ve 410 bp’lik bant
goriilmesi sirastyla serogrup F, E ve A icin pozitif olarak degerlendirildi.

Tablo 3.4. Serogruplandirma i¢in kullanilan oligoniikleotid primerler ve beklenen bant biiyiikliikleri
(Dhungyel et al., 2002)

Primer Hedef gen Oligoniikleotid baz dizisi Amplikon biiyiikliikleri
FP fimA CCTTAATCGAACTCATGATTG -
RA SfimA AGTTTCGCCTTCATTATATTT 415 bp
RB fimA CGGATCGCCAGCTTCTGTCTT 283 bp
RC SfimA AGAAGTGCCTTTGCCGTATTC 325 bp
RD fimA TGCAACAATATTTCCCTCATC 314 bp
RE SfimA CACTTTGGTATCGATCAACTTGG 363 bp
RF fimA ACTGATTTCGGCTAGACC 241 bp
RG SfimA CTTAGGGGTAAGTCCTGCAAG 279 bp
RH fimA TGAGCAAGACCAAGTAGC 401 bp
RI JfimA CGATGGGTCAGCATCTGGACC 189 bp

3.6. izolatlarin Viriilensinin PCR ile Belirlenmesi

D. nodosus izolatlarinin virulent veya benign virulent olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in intA, thermostabil asit proteaz B (aprV2/B2), asidik proteaz V5
(ekstraseliiler subtilisin-benzeri proteaz, aprV5/B5), serin proteaz (bprV/B) ile D.
nodosus 16S rRNA’ya ait virulent-spesifik klon pV470-13, ve benign-spesifik klon
pB645-335 gen varliklar1 arastirildi. S6z konusu genleri hedef alan primerlere ait

oligontikleotid dizilimleri ve beklenen bant biiyiikliikleri Tablo 3.5’de gosterildi.
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Tablo 3.5. D. nodosus izolatlarinin viriilensinin belirlenmesi i¢in kullanilan oligontikleotid primerler ve
beklenen bant biiyiikliikleri

S . e Amplikon
Gen Oligoniikleotid baz dizisi biiyiikliigii (bp) Referans
intA-F ACATCATGCGACTCACTGAC
) 530 Zhou et al. (2010)
intA-R TCTCTGGTCGGTCGTACAAT
Vfl GGACATTCGATGGAAAACAA Liu and Webber
460/472
Vrl GCATTGCCATCTTTAAACTC (1995)
V2 CGCGTCAATCCCCATTGTGC .57 Liu and Webber
V2 GTTTATCAAAAGGCAATATT (1995)
Bf TTTTGGCGAGGGCGGAACGTTATTT 600 Liu and Webber
Br GCCGGAATTCTTGCTCATTTATATT (1995)
aprV2/B2 TCC AAC CGC TGC TCC AAA TG
436 Stauble et al. (2014)
aprV2/B2 ACC ACC GCA ACG ACC CAA TG
aprV5/B5  CTG TTG CCG TAG TAG ATA CAG
1107 Stauble et al. (2014)
aprV5/B5  TTA ATT GAC TCG GAT CAG TAT G
bprV/B CGT GGA TAC TGG AAT TTT GG
1256 Stauble et al. (2014)
bprV/B GCG CTT TAT CGG TTA CTT TC
ERIC-2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG degisken Versalovic et al.

(1991)

D. nodosus izolatlarinin intA geni varlifi Zhou et al. (2010)’nin bildirdigi
yonteme gore belirlendi. Amplifikasyon icin toplam 25 pl karigim igerisine; 10 ng
ekstrakte edilmis DNA, 1X PCR buffer, 3 mM MgClz, 0,5 uM her bir primer, 200 uM
her bir ANTP, 1 U Taqg polimeraz ilave edildi. DNA Amplifikasyon i¢in 94°C’de 4
dakika 6n denaturasyon basamagini takiben 35 kez 94°C’de 30 sn denaturasyon,
58°C’de 30 sn annealing ve 72°C’de 30 saniye uzama agamalar1 gergeklestirildi. Son
olarak, 72°C’de 2 dakika son uzama asamasi ile amplifikasyon tamamlandi.
Amplifikasyon iiriinleri etidium bromid (2 pg/ml) iceren %]1,5’luk agaroz jel
elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi. Goriintiileme
sonrasinda 530 bp’lik bant goriilmesi intA icin pozitif olarak degerlendirildi.

D. nodosus izolatlarimin viriilent ve benign klonlarina ait gen dizisi varlig1 Liu
and Webber (1995) tarafindan bildirilen yonteme gore belirlendi. VIl - Vrl ile Vf2 -
Vr2 viriilent primerleri pV470-13 klonuna ve Bf - Br benign primerleri pB645-335
klonuna ait gen dizilimine gore literatiirde bildirildigi gibi sentezlettirildi (Tablo 3.5).
Bu primerler kullanilarak reaksiyon kosullar1 ayni olan ve her birinde 100 pmol ilgili
primerlerin kullanildig1 3 farkli PCR gerceklestirildi. Amplifikasyon asamasinda V{1-
Vrl ile Vf2-Vr2’yi hedef alan PCR i¢in toplam 25 pl karisim icerisine 10 ng ekstrakte
edilmis DNA, 1X PCR buffer, 2,5 mM MgCl,, 200 uM her bir ANTP, 1 U Tagq
polimeraz ilave edildi. DNA Amplifikasyon i¢in 94°C’de 3 dk 6n denaturasyon
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basamagini takiben 35 kez 94°C’de 60 sn denaturasyon, 50°C’de 45 sn annealing ve
72°C’de 90 saniye uzama asamalar1 gerceklestirildi. Son olarak, 72°C’de 7 dk son
uzama asamasi ile amplifikasyon tamamlandi. BF-PCR icin toplam 25 pl karisim
icerisine 10 ng ekstrakte edilmis DNA, 1X PCR buffer, 2,5 mM MgCl,, 200 uM her
bir ANTP, 1 U Tagq polimeraz ilave edildi. DNA Amplifikasyon i¢in 94°C’de 3 dk 6n
denaturasyon basamagini takiben 35 kez 94°C’de 60 sn denaturasyon, 55°C’de 60 sn
annealing ve 72°C’de 90 saniye uzama asamalar1 gergeklestirildi. Son olarak, 72°C’de
7 dk son uzama asamasi ile amplifikasyon tamamlandi. Amplifikasyon {iriinleri
etidium bromid (2 pg/ml) iceren %1,5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV
transilluminator ile goriintiilendi. Gortintiileme sonrasinda 460, 857 ve 609 bp’lik bant
goriilmesi sirastyla V1, V2 ve BF genleri i¢in pozitif olarak degerlendirildi.

D. nodosus izolatlarinin thermostabil asit proteaz B (aprV2/B2), asidik proteaz
V5 (ekstraseliiler subtilisin-benzeri proteaz, aprV5/B5), serin proteaz (bprB)
genlerinin varligi Stauble et al. (2014)’1n bildirdigi yonteme gore belirlendi. S6z
konusu genlerin amplifikasyonu icin kullanilan primerler Tablo 3.5’de sunuldu. Bu
primerler kullanilarak reaksiyon kosullar1 ayni olan ve her birinde 100 pmol ilgili
primerlerin kullanildig1 3 farkli PCR gergeklestirildi. Amplifikasyon i¢in toplam 25 ul
karisim igerisine; 10 ng ekstrakte edilmis DNA, 1X PCR buffer, 2,5 mM MgCl,, 200
uM her bir ANTP, 1 U Taq polimeraz ilave edildi. DNA Amplifikasyon i¢in 94°C’de
3 dk 6n denaturasyon basamagini takiben 35 kez 94°C’de 60 sn denaturasyon, 55°C’de
60 sn annealing ve 72°C’de 90 saniye uzama asamalar1 gerceklestirildi. Son olarak,
72°C’de 7 dk son uzama asamasi ile amplifikasyon tamamlandi. Amplifikasyon
iiriinleri etidium bromid (2 pg/ml) iceren %]1’°lik agaroz jel elektroforezi sonrasinda
UV transilluminator ile goriintiilendi. Gorilintiileme sonrasinda 436, 1107 ve 1256
bp’lik bant goriilmesi sirasiyla aprV2/B2, aprV5/B5ve bprB genleri i¢in pozitif olarak
degerlendirildi.

3.7. Izolatlarin Genotiplendirilmesi

Izolatlarin filogenetik yakinliklarinin belirlenmesi amaciyla ERIC-2 primeri
kullanilarak Versalovic et al. (1991)’nin bildirdigi yonteme gore RADP-PCR
gerceklestirildi. RAPD-PCR i¢in toplam 25 pl olmak iizere DNaz/RNaz’dan ari distile
su, 1X PCR buffer, 2,5 mM MgCl, 0.2 uM dNTP, 0.25 uM primer, 1U Tag Polimeraz
enzimi ve 2 pl hedef DNA eklenerek PCR karisimi olusturuldu. Amplifikasyon
kosullar1 olarak thermalcycler cihazi 94°C’de 5 dk baslangi¢ denatiirasyonu, 94°C’de
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1 dk denatiirasyon, 36°C’de 1 dk primer baglanmasi, 72°C’de 3 dk uzama
dongiisiinden toplam 40 dongii ve son uzama asamasi 72°C’de 7 dakika olacak sekilde
ayarlandi. Amplikonlarin goriintiilenmesi amaciyla 1X TBE buffer icerisinde
%1,5’luk agaroz iceren jel hazirlandi. Amplifikasyon firiinleri etidium bromid (2
png/ml) igeren %1,5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile
goriintlilendi. Goriintiileme sonrasinda olusan bantlar kaydedildi. Olusan bantlarin
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages) metotunu
kullanan goriintii analiz programi ile degerlendirmesi yapildi ve dendrogramlari

cizildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bakteriyolojik Ornekleme ve Lezyon Skorlamasi

Proje kapsaminda ornekleme yapilan hayvanlara ait ayak c¢liriigii lezyonlarinin
skorlama yontemi ile degerlendirilmesi, lezyonlarin biiyiikliigiine ve siddetine gore
gerceklestirildi. Lezyon skorlama sonuglart Tablo 4.1°de sunuldu. Makroskopik
degerlendirme sonucunda hayvanlarin 12 (%13,64), 39 (%44,32), 28 (%31,82) ve 9

(%10,22)’unda sirastyla 1-4 lezyon skorlarina sahip oldugu saptanda.

Tablo 4.1. Bakteriyolojik 6rnekleme yapilan isletmeler ve lezyon skorlama sonuglart

S tria O
1 2 Sakiz melezi Canik negatif
2 3 Sakiz melezi Canik negatif
3 ) Sakiz melezi Canik negatif
! 4 2 Sakiz melezi Canik negatif
5 2 Sakiz melezi Canik negatif
6 3 Sakiz melezi Canik negatif
7 2 Sakiz melezi Canik negatif
I 1 Sakiz melezi Canik negatif
2 9 1 Sakiz melezi Canik negatif
10 1 Sakiz melezi Canik negatif
11 2 Kargili Tekkekoy negatif
12 3 Kargil Tekkekdy negatif
13 ) Kargili Tekkekoy negatif
3 14 1 Kargili Tekkekoy negatif
15 2 Kargilt Tekkekdy negatif
16 2 Kargili Tekkekdy negatif
17 2 Kargih Tekkekdy negatif
18 3 Kargili Tekkekdy pozitif
! 19 1 Kargili Tekkekdy negatif
s 20 2 Kargil Tekkekoy pozitif
21 3 Kargilt Tekkekoy negatif
22 2 Kargili Tekkekdy negatif
23 2 Kargih Tekkekdy negatif
6 24 1 Kargih Tekkekdy negatif
25 2 Kargili Tekkekoy negatif
26 2 Kargili Tekkekoy negatif
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Tablo 4.1. (devam)

isletme Numune Lezyon Ik flce D. nodosus
No No Skoru izolasyonu
27 3 Kargili Tekkekdy negatif
28 2 Kargili Tekkekoy negatif
29 2 Kargil Tekkekoy negatif
7 30 3 Kargih Tekkekdy negatif
31 2 Kargil Tekkekdy negatif
32 2 Kargili Tekkekdy negatif
33 1 Kargih Tekkekdy negatif
34 4 Sakiz melezi flkadim negatif
35 3 Sakiz melezi flkadim negatif
36 4 Sakiz melezi flkadim negatif
8 37 1 Sakiz melezi flkadim negatif
38 3 Sakiz melezi flkadim negatif
39 B Sakiz melezi flkadim negatif
40 3 Karayaka Tekkekoy negatif
9 41 2 Karayaka Tekkekoy negatif
42 3 Karayaka Tekkekdy negatif
43 3 Karayaka Tekkekoy negatif
10 44 3 Karayaka Tekkekoy negatif
45 3 Karayaka Tekkekoy negatif
11 46 3 Karayaka Tekkekoy negatif
47 4 Karayaka Tekkekdy negatif
48 4 Karayaka Tekkekoy negatif
49 4 Karayaka Tekkekoy negatif
12 50 4 Karayaka Tekkekdy negatif
3 3 Karayaka Tekkekdy negatif
52 3 Karayaka Tekkekoy pozitif
53 2 Karayaka Tekkekdy negatif
54 2 Karayaka Tekkekoy negatif
13 55 4 Karayaka Tekkekoy negatif
56 4 Karayaka Tekkekoy negatif
14 57 3 Karayaka Tekkekoy negatif
58 3 Karayaka Havza negatif
15 59 3 Karayaka Havza negatif
60 2 Karayaka Havza negatif
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Tablo 4.1. (devam)

Isletme Numune Lezyon Ik flce D. nodosus
No No Skoru izolasyonu
61 4 Kegi Havza negatif
6 62 3 Keci Havza negatif
63 3 Keci Havza negatif
64 3 Keci Havza negatif
17 65 2 Sakiz melezi Havza negatif
18 66 2 Sakiz melezi Havza negatif
67 1 Sakiz melezi Havza pozitif
68 ) Sakiz melezi Havza negatif
P 69 1 Sakiz melezi Havza negatif
70 1 Sakiz melezi Havza negatif
bo 71 2 Sakiz melezi Havza pozitif
72 1 Sakiz melezi Havza negatif
73 3 Sakiz melezi Havza negatif
)1 74 2 Sakiz melezi Havza pozitif
75 2 Sakiz melezi Havza negatif
22 76 2 Karayaka Bafra negatif
23 77 2 Karayaka Bafra negatif
78 2 Karayaka Bafra negatif
24 79 2 Karayaka Bafra negatif
80 3 Karayaka Bafra negatif
81 ) Karayaka Bafra negatif
25 ) ) Karayaka Bafra negatif
o 83 2 Karayaka Bafra pozitif
84 2 Karayaka Bafra pozitif
85 2 Karayaka Bafra negatif
- 86 2 Karayaka Bafra pozitif
87 3 Karayaka Bafra negatif
88 3 Karayaka Bafra pozitif

4.2. D. nodosus izolasyonu ve identifikasyonu

Laboratuvara ulastirilan 88 adet svap 6rneklemesinin tamaminda bakteri tiremesi
goriildii. Inkiibasyon siiresi sonunda iireyen D. nodosus siipheli kolonilerin
identifikasyonu amaciyla yapilan PCR sonrasinda 783 bp’lik bant goriilen 10 adet
bakteri (18, 20,52, 67, 71, 74, 83, 84, 86, 88 no’lu izolatlar) D. nodosus icin pozitif
olarak degerlendirildi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. D. nodosus spesifik PCR goriintiisii
4.3. D. nodosus Izolatlarinin Serogruplandirilmasi

D. nodosus izolatlarinin serogruplandirilmasi icin yapilan konvansiyonel
miiltipleks PCR degerlendirmesi sonucunda 410, 281, 326, 314, 356, 239, 278, 401 ve
188 bp’lik bantlar sirastyla serogrup A, B, C, D, E, F, G, H ve I serogruplar1 i¢in pozitif
olarak kabul edildi. PCR sonucunda 7 izolat (18, 20, 52, 83, 84, 86, 88 no’lu izolatlar)
314 bp ve 2 izolat (67, 71 no’lu izolatlar) da 401 bp’lik bant olusturdu. Bir izolat (74
no’lu izolat) ise PCR’da sonug¢ vermedi. Bu sonuglara gore 7 izolat serogrup D ve 2

izolat da serogrup H olarak tanimland1 (Sekil 4.2).

il e 20 57 67 71 .74 83 84 86 @8

40058 401 bp

Sekil 4.2. D. nodosus serogruplandirmasi icin yapilan multipleks PCR goriintiisii. 18, 20, 52, 83, 84,
86, 88: serogrup D; 67, 71: serogrup H; 74: negatif

4.4. izolatlarin Viriilensinin PCR ile Belirlenmesi

D. nodosus izolatlarinin intA geni varliginin belirlenmesi ic¢in yapilan PCR
sonucunda 9 izolatin (18, 20, 52, 67, 71, 83, 84, 86, 88 no’lu izolatlar) 530 bp’lik bant
olusturdugu ve intA pozitif oldugu goriildi (Sekil 4.3). Bir izolat (74 no’lu izolat) ise

PCR’da sonug vermedi ve intA negatif olarak degerlendirildi.

42



MSliEy 20" 52" "6/ /1 83774

536 bp

Sekil 4.3. D. nodosus viriilensinin belirlenmesi i¢im yapilan PCR goriintiisii. 18, 20, 52, 67, 71, 83: intA
pozitif; 74: intA negatif
Termostabil asit proteaz B (aprV2/B2), asidik proteaz V5 (ekstraseliiler
subtilisin-benzeri proteaz, aprV5/B5), serin proteaz (bprV/B) igin yapilan PCR
sonucunda ayni 3 izolatin (52, 83, 84 no’lu izolatlar) 436, 1107 ve 1256 bp’lik bant
olusturdugu ve pozitif sonu¢ verdigi saptandi (Sekil 4.4-4.6). Diger izolatlar ise

PCR’da sonug vermedi ve s6z konusu genler yoniinden negatif olarak degerlendirildi.

e er 52 67 /1 74 83 84 86 88

Sekil 4.4. D. nodosus aprV2/B2 gen varliginin PCR goriintiisii. 52, 83 ve 84 no’lu izolatlar aprV2/B2
pozitif
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Bl 6/ 71 714 B85 B4 B B8

1107 bp

Sekil 4.5. D. nodosus aprV5/B5 gen varliginin PCR goriintiisii. 52, 83 ve 84 no’lu izolatlar aprV2/B2
pozitif

18 20 52 67 71 74 83 84 86 63 Wl

1500 bp

1256 bp 1250 bp

Sekil 4.6. D. nodosus bprV/B gen varliginin PCR goriintiisii. 52, 83 ve 84 no’lu izolatlar pozitif

D. nodosus 1zolatlarinin viriilent ve benign klonlarina ait gen dizisi varlig1 V{1 -
Vrl ile V2 - V12 ve Bf - Br primerleri kullanilarak arastirildi. PCR sonucuna gore 5
izolat (20, 52, 83, 84, 88) V1 primeri ile pozitif sonu¢ verdi (Sekil 4.7). V2 ve B
primerleri ile yapilan PCR’da ise bant goriilmedi ve bu gen varliklar1 yoniinden negatif

olarak degerlendirildi.
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18 20 52 67 71 74 &5 84 &6 58

Sekil 4.7. D. nodosus viriilensinin belirlenmesi icin V1 primeri ile yapilan PCR goriintiisti. 20, 74, 83,
86 ve 88 no’lu izolatlar pozitif

4.5. Izolatlarin Genotiplendirilmesi

Izolatlarin filogenetik yakinliklarinin belirlenmesi amaciyla yapilan RADP-PCR
sonrasinda elde edilen bantlar, UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Averages) metotunu kullanan goriintli analiz programi ile dendrogramlari
cizildi (Sekil 4.8 ve 4.9).

Dendrogramin degerlendirmesi sonucunda izolatlarin  %71-90 arasinda
benzerlik gosterdigi belirlendi. Genotiplendirme amaciyla da %80 benzerlik esik
degeri temel alinarak 3 tekli (RA, RC, RD) ve 2 ¢oklu (RB, RE) genotip belirlendi.
Coklu genotiplerden RB’nin 3 ve RE’nin de 4 izolat1 igerdigi saptandi.

18 20 52 67 J1 /4 B3 84 86 SE4

Sekil 4.8. D. nodosus izolatlarinin RAPD-PCR goriintiisii
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4‘ 0,75

0,71

10,73

0,82

0,86

0,75

10,81

0,88

0,90

4.6. Bulgularin Toplu Degerlendirmesi

Sekil 4.9. D. nodosus izolatlarinin filogenetik analizi

20

86

84

18

88

74

83

52

71

67

“ izolatno Genotip

RA

RB1

RB2

RB3

RC

RD

RE1

RE2

RE3

RE4

Elde edilen bulgular dogrultusunda (Tablo 4.2), Samsun ve c¢evresinde D

serogrupuna ait D. nodosus suslarinin baskin oldugu goriildii. Serogrup D’ye ait 52,

83 ile 84 no’lu izolatlarin intA, aprV2/B2, aprV5/BS, bprV/B ve VF1 spesifik PCR

sonucunda pozitif oldugu goriildii. Bu izolatlar PCR sonucuna gore viriilent suslar

olarak degerlendirildi. Bu ii¢ izolattan 52 ve 83’1lin filogenetik olarak %88 oraninda

benzerlik gosterdigi ve 84 no’lu izolat ile benzerlik oraninin da % 71 oldugu belirlendi.

Tablo 4.2. Caligma sonucunda elde edilen bulgularin toplu sunumu

fzolat Serogruplandirma

Viriilens genleri

Genotip

no D H I INT aprV2/B2 aprV5/BS bprV/B VF1

18 + - - + - - - - RB
20 + - - + - - - + RA
52 + - - + + + + + RE
67 - + - + - - - - RE
71 - + - + - - - - RE
74 - - - - - - - - RD
83 + - - + + + + + RE
84 + - - + + + + + RB
86 + - - + - - - - RB
88 + - - + - - - + RC
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5. TARTISMA

Ayak c¢iirtigii, anaerobik bir bakteri olan D. nodosus'un neden oldugu bulasici bir
koyun ve keci hastaligidir. Hastalik koyun ve kecilerde topallik ile sonuglanmakta ve
buna bagli olarak verim kaybi olusmaktadir. Ayak c¢iirigii koyun ve kegilere 6zgii
bulasici bir hastalik olmasina ragmen si8ir, at, domuz ve geyiklerde de bildirilmistir
(Beveridge, 1967; Ghimire et al., 2002). Hastalik tirnak matriksinin ve tirnak arasi
derisinin nekrozunu takip eden eksudatif bir yangi ile karakterizedir. Yangi sonucunda
tabandaki yumusak doku, toynaktan ayrilir. Etkilenen hayvanlarda topallik, viicut
kondiisyon skorunda kayiplar, ylin ve et iiretiminde azalma ve fertilitede diisiis
sekillenmektedir (La Fontaine et al., 1993; Stewart, 1989). D. nodosus ilk defa 1941
yilinda Beveridge tarafindan ayak ciirligline neden olan etken olarak identifiye
edilmistir. Deneysel calismalar ile ayak ¢iirligliniin meydana gelmesi i¢in sadece D.
nodosus’un yeterli oldugu sonucuna varilmasina ragmen, Fusobacterium
necrophorum ve Spirochaetes’lerin dahil oldugu diger bakteri tiirleri ile miks
enfeksiyon mevcut oldugu zaman hastalik daha siddetli seyretmektedir (Clifton and
Green, 2016). Bazi1 patogenez calismalarinda D. nodosus’un kolonize olabilmesi i¢in
oncesinde F. necrophorum’un mevcut olmasi gerekliligi bildirilmektedir (Roberts and
Egerton, 1969). Ayak ciirigliniin klinik olarak viriilent ayak ¢iiriigii (VFR),
intermediate ayak ¢iiriigii (IFR), benign ayak ¢iiriigii (BFR) olmak iizere 3 ayr1 klinik
formu tanimlanmistir. Bu klinik formlar tek baslarina goriilebildigi gibi miks
enfeksiyonlar da olusabilmektedir (Stewart, 1989). Ayak cliriigii ayaktaki lezyonlara
gore ayirt edilebilen bir hastaliktir. Hastaliktan etkilenmis hayvanlarda klinik bulgular
hafif bir tirnak aras1 yangidan, tirnaktan yumusak dokularin ayrilmasina ve tabanda
irinli yangiya kadar genis bir degiskenlik gosterir (Beveridge, 1941). Ayak ¢iirigiiniin
subjektif degerlendirilmesi ve lezyonlarin biiyiikliigliniin ve siddetinin standardize
edilebilmesi i¢in skorlama sistemi gelistirilmistir (Raadsma and Egerton, 2013): Skor
0, Normal kuru veya 1slak deri; Skor 1: Sinirlt ID; Skor 2: Daha yaygin ID; Skor 3:
Siddetli ID, taban ve topugun yumusak dokunun ayrilmasi; Skor 4: Skor 3’e ilave
olarak ayrilmanin tirnak duvarina dogru uzamasi. Proje kapsaminda Samsun ve
cevresinde bulunan koyun ve kegi isletmelerde bulunan koyunlardan ayak problemi
yasayan ve klinik olarak enfekte toplam 88 adet hayvanin ayak ¢iiriigii lezyonlarinin
skorlama yontemi ile degerlendirilmesi lezyonlarin biiyiikliigiine ve siddetine gore

gergeklestirildi. Makroskopik degerlendirme sonucunda hayvanlarin 12 (%13,64), 39
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(%44,32), 28 (%31,82) ve 9 (%10,22)’unda sirastyla 1-4 lezyon skorlarina sahip
oldugu saptandi. Koyun ve kegiler arasinda lezyon skorlarinda niteleyici ve niceleyici
farkliliklar1 degerlendiren metotlar, konak¢1 cevabinin tahmin edilmesi i¢in 6nemli
olarak kabul edilmektedir. Her 8 tirnakta lezyonlar1 degerlendiren metotlar, ayak
icinde tirnakta degerlendirme yapmayan metotlara gére daha etkin bulunmustur.
Whittington ve Nichols (1995), koyun piyeten hastaliginin akut fazinda bireysel
lezyonlarin derecelendirilmesini gergeklestirmisler ve derecelendirmenin saha
caligmalari, ¢iftlik calismalar1 ve ahir ¢caligmalarinin ¢ogu tipi i¢in uygun oldugunu
bildirmislerdir. Bununla birlikte, bu ¢aligmada koyun piyeten hastaliginda lezyonlarin
derecelendirilmesi oldukg¢a zor ve subjektif olarak degerlendirildi.

Ayak ¢iirtiglinlin laboratuvar teshisinde interdigital bolgenin 6zellikle lezyonlu
kisimlarindan alinan svaplar kullanilmakta ve D. nodosus varligini belirlemek i¢in
Gram boyamay1 takiben mikroskopi, kiiltir veya PCR gibi metotlar ile teshis
yapilmaktadir. Bakteriyoskopi ve kiiltiir sonuglarini dogrulamak i¢in PCR ve MALDI-
TOF-MS gibi ek metotlar tercih edilmektedir (Frosth, 2016). Serolojik teshis amaciyla
yapilan c¢aligmalarda viriilent ve benign suslara 6zgli monoklonal antikorlar
kullanilarak farkli izolatlarda belirli proteazlarin varligini ortaya koymak i¢in ELISA
yontemleri gelistirilmistir. ELISA'nin dogrulugu ile elastaz ve jelatin jel testleri gibi
konvansiyonel testler arasindaki korelasyonun siirli oldugu goriilmiistiir (Dhungyel
et al., 2002; Links et al., 1995). Bu yiizden antijen antikor reaksiyonuna dayanan
serolojik testler teshis i¢in tercih edilmemektedir. D. nodosus’un belirlenmesi igin
gelistirilmis olan PCR yontemleri hizli ve hassas olduklarindan giiniimiizde biiyiik
o6l¢iide kabul gérmiislerdir (de Albuquarrque, 2019). Bu amagla birkag farkli hedef gen
belirlenmistir. Bunlardan ilki 1993 yilinda tanimlanan 16S rRNA genidir (La Fontaine
et al.,, 1993). D. nodosus’un 16S rRNA geninin degisken bdlgesini hedefleyen
konvansiyonel PCR testi gelistirilmistir (La Fontaine et al., 1993). Moore vd. (2005)
tarafindan bu cPCR testi modifiye edilmistir. Frosth vd. (2012) tarafindan 16S rRNA
genini hedefleyen qPCR testi gelistirilmis ve testin Moore vd. (2005) tarafindan
gelistirilen cPCR testinden daha hassas oldugu bildirilmistir. D. nodosus’un
laboratuvar teshisinde ayrica fimbrial gen sekanslarinin tanimlanmasi sonrasinda D.
nodosus'un fimA genini belirleyebilen ve ul, u2, d1, d2 ve d3 primerlerinin kullanildigi
PCR metotu gelistirilmistir (Zhou and Hickford, 2000). RNA polimeraz’in sigma-70
faktoriinii kodlayan ve genomda tek kopyasi olan rpoD geninin de D. nodosus tespiti

icin uygun bir hedef oldugu kanitlanmistir (de Albuquarrque, 2019). D. nodosus’un
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genomunda ii¢ kopyas: olan /6S rRNA geninin hedef alindig1 testlerin duyarlilig
genomda tek kopyasi olan genlere gore daha yiiksek oldugu i¢in D. nodosus’un
tespitinde /6S rRNA geninin hedef gen olarak tercih edilmesi daha uygun bulunmustur
(La Fontaine and Rood, 1996). Genomunda ii¢ kopyast olan /6S rRNA genini
hedefleyen analizlerin duyarliliginin, tek kopya genleri hedefleyen testlerden daha
yiiksek oldugu ileri siiriilmiistiir (Mc Pherson, 2018). D. nodosus tiirleri icin spesifik
olan ve tliim suslarda mevcut olan poliniikleotid fosforilaz geni (pnpA) de teshis igin
alternatif bir gendir (Whittle et al., 1999). Calvo-Bado vd. (2011) polimeraz sigma-70
faktor genini (rpoD) hedefleyen bir es zamanli qPCR testi gelistirmistir. Cheetham et
al. (2006) poliniikleotid posforilaz genini (pnpA) hedefleyen konvansiyonel PCR ve.
Stauble et al. (2014) da poliniikleotid posforilaz genini (pnpA) hedefleyen qPCR testi
gelistirmistir. Serotip ve viriilens tespiti i¢in gelistirilen PCR testlerinin de ayrica D.
nodosus’un belirlenmesi i¢cinde kullanilabilecegi bildirilmistir (Dhungyel et al., 2013;
Greber et al., 2016; Locher et al., 2015).

Isveg’te farkli piyeten lezyonlar1 gosteren koyun siiriilerinde D. nodosus ve F.
necrophorum varhgl gosterilmistir (Frosth et al., 2015). Ingiltere’de de topallik
goriilen koyunlarin %90’indan fazlasina D. nodosus’un neden oldugu bildirilmistir
(Smith et al., 2017). Avustralya’da 12 merinos siiriisiinden ayak lezyonu bulunan 260
koyundan alinan 269 ayak svapindan 290 D. nodosus izolat1 elde edilmistir (Mc
Pherson et al., 2018). Konig vd. (2001), isve¢’te koyunlarda piyetenin goriilme
sikligin1 %35,8 olarak bildirmislerdir. Wani vd. (2015) tarafindan koyun ve kecilerde
216 adet piyeten lezyonlu Ornek incelenmis ve Orneklerin %6,48’inin D. nodosus
yoniinden pozitif oldugu bildirilmistir. Aragtirmacilar Hindistan’da yaptiklar1 diger bir
calismada 2374 piyeten Orneginin %60,90’min PCR ile D. nodosus pozitifligi
gosterdigini bildirmislerdir (Wani et al., 2019). Kesmir’de yapilan bir ¢alismada
piyetenin prevalanst %12,54 olarak belirlenmistir (Rather et al., 2011). Kumar vd.
(2016), piyetenli koyunlardan alinan 6rneklerin %45,94’iinde ve kegilerden alinan
orneklerin %30,30’unda PCR ile D. nodosus pozitifligi rapor etmislerdir. Piyeten
hastalig: ile ilgili lilkemizde sirli sayida mikrobiyolojik ¢alisma bulunmaktadir.
Ozgen vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada piyetenli koyunlardan alinan 83 svap
orneginde D. nodosus pozitiflik oranmi %55,4 olarak saptanmistir. Ulkemizde yapilan
diger bir ¢aligmada, Kars ve yoresinde 10 farkli siiriiye ait koyunlari %2.75’sinin
piyeten siipheli oldugu ve alinan Orneklerin %82,99’undan bakteriyel izolasyon

gerceklestirildigi bildirilmistir. Izole edilen bakterilerin %78,46’s1 PCR ile D. nodosus
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olarak belirlenmistir (Celebi vd., 2016). Arastirmacilar, Kars yoresindeki koyunlarda
hastaligin prevalansinin yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Tez ¢aligmasinda incelenen
88 adet Ornegin tamamindan bakteriyel izolasyon gerceklestirildi ve D. nodosus
stipheli kolonilerin identifikasyonu amaciyla spesifik 16S rRNA genini hedef alan
PCR sonrasinda 10 adet (%8.8) izolat D. nodosus i¢in pozitif olarak degerlendirildi.
Literatirde D. nodosus prevalans bulgulart genis bir aralik igerisinde rapor
edilmektedir. Bu calismada elde edilen sonuglar da Samsun Ili ve cevresinde D.
nodosus’un piyeten vakalarindan sorumlu oldugunu gosterdi. Calismada bildirilen
sonugclar izolasyon oranini géstermekte olup, érneklerden direkt olarak PCR ile etken
belirlenmesi ile prevalansin daha yiiksek bulunabilecegi diisiiniildii.

D. nodosus hem bagisiklikta hem de patojenitede 6nemli rol oynayan ¢ok sayida
fimbriaya (pili) sahiptir (Vijayalakshmi, 2017). D. nodosus fimbrias1 yaklasik 6 nm
capinda ve 10 pm uzunlugundadir (Stewart, 1973). Fimbria fimA geni tarafindan
kodlanmakta ve tek bir alt iinite pilinin (fimbria proteini) polimerlerinden
olugmaktadir (Billington et al., 1996). D. nodosus’un farkli suslarinin fimbrial alt iinite
proteinlerinin 16,5 -19 KDa molekiiler agirliginda oldugu bildirilmistir (Mattick et al.,
1984). Fimbrianin fonksiyonu tam olarak bilinmemesine ragmen, bakterinin tirnagin
epidermal matriksine adhezyonunda onemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir.
Viriilent izolatlar ¢ok sayida fimbria igerirken, aviriilent veya benign izolatlarin az
sayida fimbriaya sahip oldugu veya fimbria icermedigi bildirilmistir (Depiazzi and
Richards, 1985; Stewart et al., 1986). D. nodosus’un fimbrias1 yiliksek derecede
immunojeniktir ve serogruplandirmanin temelini olusturur (Claxton, 1989). D.
nodosus izolatlar1  fimbrial gen bolgesinin genetik organizasyonu ve FimA
proteinindeki yapisal varyasyonlara dayanarak iki biiytlik sinifa ayrilmistir (Hobbs et
al., 1991; Mattick et al., 1991). Sinif I suslar fimA geninin asag1 yoniinde lokalize
olan fimB gen bolgesini, Sif II suslar ise fimA geninin asag1 yoniinde lokalize olan
fimC, fimD ve fimZ gen bolgelerini icermektedir (Hobbs et al., 1991). Kennan vd.
(2011) fim B geninin fimbrial biyogenez i¢in gerekli olmadigini bildirmistir. Hobbs
vd. (1991) hem fim B hem de fim D’nin fimbrial yapilanmaya dahil olan, i¢ membran
proteini oldugu kabul edilen bir proteini kodladigini ve fimD geninin sinif II suglarda
fimB geninin fonksiyonel anologu olabilecegini bildirmistir. Kennan vd. (2014) fimC,
fimD ve fimZ genlerinin fonksiyonunun heniiz agikliga kavusturulamadigini
bildirmistir. Fimbrial gen bolgeleri yukar1 yonde aroA ve asagi yonde clpB geninin

arasinda yer almaktadir. aroA geni enopiruvil shikimat-3-fosfat sentetaz1 kodlarken,
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clpB ise ATP bagimli bir proteaz genidir. Hobbs vd. (1991) bu iki gen tarafindan
kodlanan proteinlerin tip IV fimbriaya sahip olmayan bakterilerin ¢gogunda bulundugu
icin, fimbriyal fonksiyon ya da morfogeneze sebep olmadigini bildirmistir. Serolojik
cesitliligin  temelinde fimbrial yapidaki varyasyonlarin neden oldugu ileri
stiriilmistiir (Elleman, 1988). Giincel olarak D. nodosus’un 10 farkli serogrubu (A,
B, C, D, E, F, G H, I ve M) tanimlanmustir (Claxton, 1989; Ghimire et al., 1998). Bu
serogruplar da cross-absorbsiyon testlerine gore 19 serotipe (Al, A2, B1, B2, B3, B4,
Cl1,C2,D, El, E2, F1, F2, G1, G2, H1,H2, I ve M) ayrilmistir (Claxton et al., 1983;
McKern et al., 1989). Serogrup A, B, C, E, F, G, I ve M sinif I fimbrial alt tiniteye
sahip iken, serogrup D ve H sinif II fimbrial alt {initeye sahiptir (Ghimire et al., 1998;
Hobbs et al., 1991).

Gecmiste D. nodosus’un serogruplandirmasi zaman alici bir siire¢ olan
bakteriyel izolasyon, kiiltiir ve lam agliitinasyon testi ile gergeklestirilmekteydi (Best
et al., 2018). Son yillarda on serogrubun dokuzunu ayirt etmeyi miimkiin kilan
serogrup spesifik multipleks PCR testi gelistirilmesi, serogruplarin belirlenmesini
kolaylagtirmis ve test siiresini kisaltmistir (de Albuquerque, 2019). fimA genini
hedefleyen serogrup spesifik PCR testlerine gore D. nodosus 9 serogruba ayrilmistir
(Dhungyel et al., 2002). Tip IV fimbria alt tinitesinin karboksi-terminal bolgesindeki
varyasyonlara dayanarak ise 10 serogrubu (A-I ve M) belirlenmistir (Dhungyel et al.,
2002; Ghimire et al., 1998). Dokuz major serogrubun fimbrial alt iinitelerindeki
genleri sekanslanmistir (Hobbs et al., 1991; Mattick et al., 1991). Serogrup M’nin
genetik dizilenmesi heniiz yapilmadig i¢in ve uygun primer mevcut olmadigindan
dolay1, identifiye edilmesi i¢in kiiltlir ve lam agliitinasyon testi bu serogrup icin
gecerliligini korumaktadir (Best et al., 2018). Moore vd. (2005), Ingiltere ve
Galler’deki piyeten vakalarindan elde edilen izolatlar1 lam agliitinasyon testi ile
serogruplandirmiglar ve Serogrup H’nin baskin oldugu bildirmislerdir. Zou ve
Hickford (2000), Yeni Zelanda’da predominant olarak serogrup B’yi bildirmisgler ve
ayrica F, H, G serotiplerini rapor etmislerdir. Rather vd. (2011), Kesmir’de D.
nodosus suslarinda B, D, E, I ve G serogruplarin1 tespit ettiklerini bildirmislerdir.
Vijayalakshmi (2017), Hindistan’da 86 D. nodosus 1zolatinin %67,47 inin serogrup
B, %27,91’inin serogrup I, %6,98’inin serogrup A, %?2,33’{linlin serogrup E ve
%1,16’s1n1n serogrup H oldugunu rapor etmislerdir. Best vd. (2018) Avusturalya’da
D. nodosus suslarmi serogruplandirmiglar ve en yaygin olarak serogrup B

bulunurken, digerleri A, G, H, I, C, D, E ve F olarak bildirmislerdir. Calismada
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orneklenen siiriilerin %50’sinde birden fazla serogrup gézlenirken, %50’sinde sadece
bir serogrup oldugu belirtilmistir. Wani vd. (2007) tarafindan Hindistan’in Kesmir
bolgesinde izole edilen D. nodosus suslarinin 2 6rnek hari¢ hepsinin serogrup B ve
diger 2’sinin de serogrup E oldugunu bildirilmistir. Wani vd. (2019) yaptiklar1 diger
bir calismada ise D. nodosus izolatlarinin %92,46’sinin serogrup B, %17,08’inin
serogrup E, %5,94’liniin serogrup 1 ve %0,069’unun serogrup G oldugunu rapor
etmistir. Calismada B ve E serogruplarinin %8,78’inde, B ve I serogruplarinin
%3,18’inde ve B, E ve I serogruplarinin %1,79’unda miks enfeksiyon saptanmustir.
Bhat vd. (2012), Hindistan’in farkli bolgelerinden 220 piyetenli koyundan izole
ettikleri pozitif 6rneklerin %83,60’1nda serogrup B’yi tespit etmislerdir. Hadimli vd.
(2018), yaptiklar1 projede izole edilen D. nodosus suslarinin 9’unun serotip F, 2’sinin
serotip I ve 2’sinin de F ve I oldugunu saptamislardir. Kumar vd. (2013) 16 adet D.
nodosus ile yaptiklar ¢aligmada izolatlarin %43,76’smin serogrup B, %25’inin
serogrup A ve % 18,75’inin serogrup I oldugunu bildirmislerdir. Kumar vd. (2016)
da yaptiklar1 calismada D. nodosus serogrup H, B ve I'min yaygin olarak
bulundugunu tespit etmislerdir. ingiltere’de 164 siiriide yapilan bir calismada H ve B
serogruplarinin dominant oldugu saptanmistir (Prosser et al., 2020). Tez ¢caligmasinda
D. nodosus izolatlarinin serogruplandirilmasi i¢in konvansiyonel multipleks PCR
gerceklestirildi ve PCR sonucuna gore 7 izolat serogrup D (%70) ve 2 izolat (9%20)
ise serogrup H olarak tanimlandi. Literatiirde Diinyanin ¢esitli bolgelerinde goriilen
serogruplar ¢ok c¢esitlilik gosterdigi ve serogrup B’nin en fazla bolgede goriilen
serogrup oldugu belirlenmistir. Konya ve ¢evresinde yapilan bir projede de F ve 1
serogruplar1 saptanmistir (Hadimli vd., 2018). Bununla beraber c¢alismamizda D
serogrubunun  baskin olarak  belirlenmesi diger c¢alismalardan farklilik
gostermektedir. D. nodosus serogruplarinin ¢esitliliginden dolay: as1 ¢aligmalarinin
farkli serogruplar ile tekli ya da coklu olarak gergeklestirilmesi ve uygulanacagi
bolgede dominant olan serogruplari hedef almasi gerektigi kanisina varildi.

D. nodosus suslarinin viriilensi genellikle mevsimsel faktorler ve yerel
kosullardan etkilenir. Ayak ¢iirligli viriilensinin klinik teshisi 6zneldir ve kesin bir
ayrim yapilamamaktadir (Liu et al., 1994). Viriilent ve benign suslar arasinda ayrim
yapilabilmesi i¢in son 20 yilda elastaz, jelatin testi ve elektroforetik zimogram testleri
de dahil olmak iizere ¢esitli laboratuvar testleri gelistirilmistir (Depiazzi et al., 1991;
Liu and Yong, 1993; Palmer, 1993). Deneysel calismalardan elde edilen veriler

elastaz testi disinda net bir sonu¢ alinamadigini gdstermistir. Bununla beraber,
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intermediate ayak ¢iiriiglinlin teshisinde elastaz testi de yeterli bulunmamistir. Bazi
izolatlar diisiik elastaz aktivitesi gosteren termostabil proteazlar iiretebilmekte veya
tam tersi bir durum da olusabilmektedir (Liu and Yong, 1993). Ayrica fizyo-
biyokimyasal degerlendirmeye dayandiklari i¢in D. nodosus'un fenotipik ozellikleri
bircok faktore bagli olarak degisebilir ve bakterilerin fenotipik ifadesinde
varyasyonlar gozlenebilir. Ayrica bu testler 10-35 giin arasinda sonug verebilmekte
ve bu durum da tedavi ve kontrol programlarinin uygulanmasini geciktirmektedir. D.
nodosus suslarinin patojenik kapasitesinin DNA diizeyinde belirlenmesi, test
sonuclarinin herhangi bir dis faktérden etkilenme olasiligini ortadan kaldiracaktir.
D. nodosus yaklasik 1 400 bp’lik oldukca kiigiik bir genoma sahiptir ve
genomun yaklasik %20’si lateral gen transferi ile kazanilmistir. Bu lateral gen
transfer bolgeleri cogunlukla viriilens ile iligkilendirilmistir. Hiicre i¢i bakterilerin
genomlarindan farkli olarak biyosentez yetenegi de biliylik oOlgiide korumustur
(Myers et al., 2007). Kennan vd. (2014) tarafindan 103 izolat ile yapilan ¢alismada
genomun %95 oraninda korundugu tespit edilmistir. Bu 103 izolatin bir veya daha
fazlasinda farkli bulunan 31 627 niikleotid, tek niikleotid polimorfizm analizine gére
degerlendirilmistir ve izolatlar iki farkli dala (clade I ve clade II) ayrilmistir. Bu ayrim
viriilent ve benign hastalik goriintimii ile uyumlu bulunmustur. Ayrica viriilent suslar
tarafindan iiretilen AprV2, benign suslar tarafindan tiretilen AprB2 proteazlarindaki
tek bir aminoasit farklilig1 da bu ayrimi desteklemistir. Incelenen izolatlarin benzer
fimbriaya sahip olduklar1 fakat farkli ekstraseliiler proteazlari igerdikleri tespit
edilmistir. D. nodosus’un virulent suslar1 subtilisin benzeri ekstraselliiler proteazlar
sentezler. Asidik proteaz izoenzim 2 (AprV2), asidik proteaz izoenzim 5 (AprV5) ve
bazik proteaz (BprV) olarak isimlendirilen bu proteazlar, sirasiyla aprV2, aprV5 ve
bprV genleri tarafindan kodlanir (Billington et al., 1996; Lilley et al., 1992). Bu
proteaz genleri kromozomun yiiksek oranda korunmus bolgelerine lokalize olmustur.
aprV5 ve bprV genleri birbirine cok yakin, aprV2 ise farkl bir bolgede yer alir (Han
etal., 2012). Benign suslar analog proteazlar olarak AprB2, AprBS5 ve BprB’yi salgilar
ve bunlar da sirastyla aprB2, aprB5 ve bprB genleri tarafindan kodlanir (Billington et
al., 1996; Kortt and Stewert, 1994). Viriilent suslarda yer alan ii¢ genden biri olan
aprV2, bir diger asidik proteaz olan aprV5 ve bazik proteaz bprV ile sirasiyla niikleotid
ve aminoasit diizeyinde yaklasik %70 benzerlik gosterir. Benign suslar tarafindan
iiretilen proteazlar sadece birka¢ aminoasit degisimine neden olacak sekilde viriilent

suglara gore sekans farkliligi gosterir. Proteaz aprV5 ve aprB5 sekanslart DNA
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diizeyinde %99 benzerlik gosterir. Matur bolgede bir ve 6n ug¢ bolgede (pre-pro
region) bir olmak tizere sadece iki aminoasit degisikligi goriiliir. %99 benzerlik
gosteren aminoasit dizileri ise yine 6n u¢ bolgede ve matur bolgede yer alir (Riffkin
et al., 1993).

D. nodosus’un virulensi kismen aprV2 tarafindan kodlanan bir proteazin
salinmasina baghdir. Hiicre dis1 aprV2, aprV5 ve bprV proteaz genleri de mutasyona
ugramistir. Bu mutantlarin analizi; AprV5’in biiylik hiicre dis1 proteaz oldugunu ve
AprV2’nin hiicre disi1 elastaz aktivitesinden sorumlu 1s1ya dayanikli proteaz oldugunu
gostermistir. Virulens denemeleri AprV2 proteazin virulens i¢in gerekli oldugunu
gostermistir (Kennan et al., 2011). Arastirmacilar dort farkli Avrupa iilkesinde
piyeten olgular goriilen veya saglikli koyun siiriilerinden alinan klinik materyallerde
sekans analizi ile bu proteaz genlerinin molekiiler genetik epidemiyolojik analizlerini
yapmiglardir. Piyetenli siiriilerden alinan orneklerde AprV2 geni tek allel olarak
bulunmustur. Bununla beraber saglikli siiriilerden alinan orneklerde AprB2 geni
cesitli allellerle iliskili olarak tespit edilmistir. AprV5 ve AprB5 genleri piyetenli ve
piyetensiz siiriiler arasinda ayrim yapmaksizin dagilmis birka¢ allel formda
bulunmustur. Bu bulgular virulent D. nodosus susunda AprV2’nin 6ne ¢ikan rolii
dogrulamaktadir ve diger proteaz genlerinin ve bunlarin klinik 6rneklerinde allelik
varyantlarinin  varligina 1s1k tutmaktadir. Mc Pherson vd. (2017), dort farkh
cografyadaki 40 siiriide bulunan 960 koyunun ayak lezyonlarindan toplanan 6rnekleri
kullanilarak aprV2 ve aprB2 proteaz gen allelleri i¢in qPCR’1n analitik 6zelliklerini
degerlendirmisler ve bunlar1 fenotipik (elastaz ve jelatin) testlerden elde edilen
sonugclarla karsilastirmislardir. Hem stiriiler hem de 6rnek diizeylerinde klinik teshis
ve qPCR sonuglar arasinda diisiik seviyede bir uyum oldugunu ve ayrica qPCR
sonuclar1 ve fenotipik viriilens test sonuglari arasinda da uyumsuzluk oldugunu
bildirmigslerdir. Frosth vd. (2015) ve Stduble vd. (2014) tarafindan D. nodosus’un
viriilensinin belirlenmesi i¢in aprV2/aprB2 allellerini hedefleyen PCR testleri
gelistirilmigtir. Her iki testin de D. nodosus'un viriilent ve benign suglarmi ayirt
edebildigini bildirilmistir (Mc Pherson et al., 2017). Bu calismada D. nodosus
izolatlarinin virulensinin belirlenmesi i¢in aprV2/B2, aprV5/B5, bprV/B gen
varliklar1 arastinlldi. aprV2/B2, aprV5/B5 ve bprV/B i¢in yapilan PCR sonucunda
ayni li¢ izolatin pozitif sonu¢ verdigi saptandi. Diger izolatlar ise PCR’da sonug
vermedi ve s6z konusu genler yoniinden negatif olarak degerlendirildi. Elde edilen

bulgular pozitif sonug¢ veren ii¢ izolatin viriilent oldugu gosterdi.
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D. nodosus'un viriilent ve benign suslarinin hizli ayrimi igin viriilensle iligkili ti¢
gen probu kullanilarak bir hibridizasyon metotu gelistirilmistir (Katz et al., 1991).
Bununla birlikte, iyi huylu izolatlar testte bu problarla hibritlesmediginden, 16s
ribozomal RNA'nin tiire 6zgi bir bolgesine dayali PCR kullanilmasi, ayak ¢iirtigii
izolatlarinin ayrimi i¢in gerekli olarak nitelendirilmistir (La Fontaine et al., 1993). D.
nodosus’un virulent bir klonu olan pV470-13 ve benign bir klonu olan pB645335 ile
yapilan hibridizasyon denemeleri sonucunda, viriilent, orta veya iyi huylu ayak
cliriimesine neden olan D. nodosus suslarinin hizli ve kesin bir sekilde ayirt
edilebilmesi miimkiin hale gelmistir (Liu et al., 1994). pV470-13 ve pB645-335'in
niikleotid baz dizilerinin analizi sonrasi, D. nodosus suslarinin viriilensinin daha iyi
belirlenmesi i¢cin PCR'da viriilent ve iyi1 huylu spesifik oligoniikleotit primerleri
kullanma potansiyeli incelenmistir. Bu calismadan elde edilen bulgular, viriilent ve
benign spesifik primerlerin kullanildigi PCR testinin viriilent, intermediate veya
benign suslarin hizli, spesifik ve hassas ayrimini yapabildigini gostermektedir (Liu and
Wabber, 1995). Viriilent spesifik primerler olan Vf1/Vrl cogu virulent susta pozitif
sonu¢ vermistir. Bu primerler, baz1 intermediate suslarda da bant olusturmustur.
Viriilent spesifik primerler olan Vf1/Vr1 incelenen 20 benign izolattan ikisinde bant
gortliirken, V2/Vr2 primerleri ile 20 benign izolattan iigiinde farkli boyutlarda {iriin
saptanmigtir. Ote yandan, benign spesifik Bf/Br, benign ve intermediate izolatlarda
bant olusturmustur. Vf1/Vrl tarafindan hem viriilent hem de intermedieate suslarda
amplikon olusturma yetenegi, D. nodosus'un bu gen bolgesinin muhtemelen
korundugunu gdstermistir. Ote yandan, viriillent ve intermediate suslarda farkl
biiyiikliikteki iki fragmanmn V{2/Vr2 tarafindan amplifikasyonu, viriilent izolatlarin
intermediate izolatlardan biraz farkli genetik yapiya sahip oldugunu gostermektedir.
Bu c¢alismada D. nodosus izolatlarinin viriilent ve benign klonlarina ait gen dizisi
varligr V{1/Vrl, VI2/Vr2 ve Bf/Br primerleri kullanilarak arastirildi. PCR sonucuna
gore bes izolat Vf1/Vrl primeri ile pozitif sonug verdi. VI2/Vr2 ve Bf/Br primerleri
ile yapilan PCR’da ise bant goriilmedi ve bu gen varliklar1 yoniinden negatif olarak
degerlendirildi. Liu ve Wabber (1995) tarafindan yapilan ¢alismada, 46 merinos koyun
ciftliginden cesitli klinik ayak ciiriikliigli formlarina sahip toplam 141 D. nodosus
izolati Vf2/Vr2 ve B{/Br spesifik primerleri iceren PCR ve jelatin jel testi ile
incelenmistir. PCR'm D. nodosus'un bir¢ok viriilens faktoriinden sadece ikisi igin
spesifik oldugu ve bu bakterinin virililensinin daha ileri karakterizasyonuna gereksinim
duyuldugunu bildirmistir. Ayak c¢iiriigiiniin klinik belirtileri ile PCR ile amplifiye
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edilen spesifik DNA iiriinleri arasinda gézlemlenen iligkinin tam olmadig1 sonucuna
vartlmistir. Viriilens-spesifik primerler Vf1/Vf2 ve Vf2/Vr2 ile benign-spesifik
primerler Bf/Br'nin PCR'deki kombinasyonunun, viriilent, intermediate veya benign
ayak cliriigiine neden olan D. nodosus suslari arasinda hizli, spesifik ve hassas bir ayrim
saglayabilecegini bildirmislerdir. Literatiirde bu primerler ile yapilan bagka bir
caligmaya rastlanmadi. Bu ¢alismada elde edilen bulgular dogrultusunda Vfl ile pozitif
sonug veren 5 izolat virlilent olarak degerlendirildi.

D. nodosus’un bir ¢ok susunda, genomun sekiz degisken bolgesinin ikisinde vap
bolgelerinin ¢oklu kopyalart bulunmustur (Myers et al., 2007). Bu vap bolgeleri tRNA
genlerine bakteriyofaj veya plazmid eklenmesiyle ortaya ¢ikmis ve bu bdlgelerin
“genomik adalar” olarak adlandirilmasina neden olmustur (Rood, 2002). Vap
bolgelerinde identifiye edilen baslica major genler vapA, vapB, vapC, vapD, vapE
olarak tanimlanan bir dizi viriilensle iligkili protein genleri ve Escherichia coli, Shigella
flexneri ile Vibrio cholerae’nin bazi bekteriyofajlarinin integrazlarina amino asit
benzerligi olan integrase A (int A) genidir (Cheetham et al., 1995; Katz et al., 1992).
Genomda vap bdlgelerine bitisik integraz genleri bulunmasi sebebiyle aragtirmalarda
vap bolgeleri intA, intB, intC ve intD elementleri olarak adlandirilmistir (Bloomfield et
al., 1997; Cheetham et al., 1995). Rood vd. (1996) vap bolgesinin test edilen viriilent
suslarin %98’inde, benign suslarin ise sadece %30’unda bulundugu ve bu vap
bolgelerinin viriilensle iligkili olabilecegi bildirilmistir. Katz vd. (1994) tarafindan
D.nododsus’un viriilent susu A198°de vap 1, vap2 ve vap3 olarak tanimlanan bolgelerde
intA elementinin ¢oklu kopyalarinin bulundugu bildirilmistir. intA genetik elementi
viriilent suglarin neredeyse tiimiinde bulunmakta fakat benign suslarin cogunlugunda
bulunmamaktadir (Katz et al., 1991; Rood et al., 1996). intB, intA geni ile yiiksek
diizeyde iliskili bir gendir (Palanisamy, 2007). Bu gen ya intA geni ile birlikte bulunur
ya da intA geninin yerini alir (Whittle et al., 1999). intB elementi regiilator bir gen olan
regA ve fonksiyonu bilinmeyen gepA, gepB, gepC genlerini igerir (Bloomfield et al.,
1997). Viriilent olup olmamasi fark etmeksizin intB elementi D. nodosus’un tim
suslarinda mevcuttur (Whittle et al., 1999). intC elementi genellikle askA geninin
yanina integre olmustur (Palanisamy, 2007). intC geni, bir eklenti sekans1 olan IS1253
ve D. nodosus’un vap bolgesindeki bilinen genlerine benzemeyen iki yeni ORF’ye
(ORF242 ve ORF171) sahiptir (Palanisamy, 2007). Viriilensteki rolii ile ilgili olarak;
viriilent sug 1311’°in intC elementi laboratuvar pasajlar ile yok edildiginde proteaz

termostabilitesinde bir azalma goriildigi ileri siiriilmiistiir (Whittle et al., 1999).
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Ancak yine de intC elementi hem viriilent hem benign suslarin ¢ogunda bulunmustur.
intD, ¢cogunlukla benign suslarda ve genelikle pnpA geninin yaninda olmak iizere D.
nodosus suslarinin %20’sinde mevcuttur. Tip IV sekresyon sistemini kodlayan bir gen
takimini iceren open reading frame (ORF)’lere sahiptir (Palanisamy, 2007). D.
nodosus’un diger genetik elementlerinin transferinde rol oynadigi diisiiniilmektedir
(Tanjung, 2004). Rood vd. (1996) tarafindan D. nodosus genomunda bulunan vap
bolgeleri intA genetik elementinin bir tRNA genine integrasyonu ile ortaya ¢ikmistir.
Whittle vd. (1999) tarafindan D. nodosus’un 17 farkli susunda intD elementinin
sekanslarinin mevcut oldugu belirlenmistir. D. nodosus'un viriilent, intermediate ve
benign suslara ayrilmasi, baslangicta elastaz testi, ardindan jelatin jel testi ve ardindan
monoklonal antikorlarin kullanimini igeren ELISA ve hibridizasyon problar ile
yapilmistir. Yakin zamanda Cheetham vd. (2006) tarafindan viriilensin diizenlenmesi
ile iliskili birlestirici bir genetik element olan intA geninin tespiti i¢in PCR gelistirilmis
ve intA geninin varlifi ile susun viriilent ayak ¢iliriimesine neden olma yetenegi
arasinda yiiksek bir korelasyon oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada D. nodosus
izolatlarinin virulensinin belirlenmesi i¢in intA geni varhi@inin arastirildi ve PCR
sonucunda 9 izolatin (%90) intA pozitif oldugu goriildii. Bir izolat ise PCR’da sonug
vermedi ve infA negatif olarak degerlendirildi. Hadimli vd. (2018) tarafindan izole
edilen D. nodosus suslariin viriilensini belirlemek i¢in PCR ile intA geni (%48)
varlig1 arastirilmigtir. PCR ile intA geninin belirlenmesi hem kolay, cabuk ve daha
giivenilir bulunmustur. Dhungyel vd. (2013), intA geni varligina goére D. nodosus
izolatlarinin %41 ini viriilent olarak tanimlamislardir. Wani vd. (2007), Hindistan’da
izole edilen D. nodosus suglarinin %72,28’inin intA genine sahip oldugu ve viriilent
olarak nitelendirildigi bildirilmistir. Wani vd. (2019) tarafindan yapilan diger bir
calismada D. nodosus izolatlarinda intA geni varligint %72,79 olarak tespit edilmistir.
Elde edilen bulgular ile literatiir verileri karsilastirmali olarak degerlendirildigi zaman
calismamizda intA geninin yliksek oranda bulundugu ve pozitiflik bulunan izolatlarin
viriilent olarak degerlendirilebilecegi sonucuna varildi.

Bakteriyel enfeksiyonlarin epidemiyolojisi ile beraber patojenlerin dagiliminin
ve filogenetik yakinliklarinin belirlenmesi, enfeksiyonlardan korunma amaciyla etkili
kontrol stratejilerinin olusturulmasi i¢in temel bir hedeftir (Nazik vd., 2007).
Konvansiyonel serotiplendirme, faj tiplendirme, bakteriyosin tiplendirme ve
biyotiplendirme gibi fenotipik metotlar cevresel faktorlerden daha ¢ok etkilendigi

icin, bakterilerin tiplendirilmesinde molekiiler yontemler tercih edilmektedir. Genel
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olarak molekiiler metotlar fenotipik metotlara gore daha yiiksek ayrim giicli ve
giivenilirlige sahiptir. Molekiiler teknikler, bir mikroorganizmanin kromozomal
DNA'sindaki niikleotid varyasyonlarini tespit etmektedir. Bir hastalik salgininda
genellikle enfeksiyonun ortak bir kaynagi ve/veya etiyolojik ajani1 bulunmaktadir ve
bu nedenle salgina dahil olan mikroorganizmalarin klonal olarak iligkisinin
belirlenmesi hastaligin epidemiyolojisinin aydinlatilmasinda 6nemlidir. Klonal
olarak iligkili organizmalar ayni viriilens faktorlerine, fenotipe, biyokimyasal
Ozelliklere ve ayn1 genetik Ozelliklere sahip olabilirler. Salginin seyri boyunca, tek
kaynaktan kaynaklanan sonraki organizma nesilleri ¢esitlilik gdsterebilir (Olive and
Bean, 1999). Molekiiler epidemiyoloji ile bakteri suslarindaki varyasyonun
belirlenmesi i¢in hali hazirda kullanilan bir¢gok molekiiler yontem vardir. Bu tiir
yontemler arasinda Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE) (Feizabadi et al., 1996),
Kisitlama Pargas1t Uzunlugu Polimorfizmleri (RFLP) (Grimont and Grimont, 1986),
Amplifiye Fragman Uzunluk Polimorfizmi (AFLP) (Lin et al., 1996; Valsangiacomo
et al., 1995), Infrequent Restriction Site PCR (Mazurek et al., 1996), Random
Amplification of Polymorphic DNA (RAPD)-PCR (Welsh and McClelland, 1990;
Williams et al., 1990), BOX (korunmus tekrar elementlerine dayali olarak)-PCR (van
Belkum et al., 1996) ve enterobakteriyel tekrarlayan intergenik konsensiis sekanslari
(ERIC)-PCR (Rivera et al., 1995; Versalovic et al., 1991) yer almaktadir.
Tiplendirme veya epidemiyolojik arastirmalar i¢in se¢ilen molekiiler yontemin ayrim
giicliniin yiikksek ve tekrarlanabilirliginin fazla olmasi tercih nedeni olarak
bildirilmektedir. Bu metotlardan PFGE, spesifite ve sensitivite yoniinden “altin
standart” olarak kabul edilmektedir. Bununla beraber, pahali ve zaman alic1 bir
yontemdir. Teknigin duyarliligi, glincel evrimsel farkliliklar1 saptayacak sekildedir
ve bu nedenle molekiiler epidemiyolojik arastirmalar i¢in ¢ok uygundur (Arbeit et al.,
1990). RAPD ve Arbitrally Primed (AP) PCR yontemleri rastgele dizili tek primer
kullanilarak DNA polimorfizmlerinin saptanmasi esasina dayanmaktadir. Primerlerin
uzunlugu 20-30 niikleotitten (Welsh and McClelland, 1990) 10 niikleotite kadar
(Williams et al., 1990) farklilik gosterebilir. Spesifik niikleotid bilgisinin olmadig1
durumlarda polimorfizmleri tespit edebilecek bir yontemdir. Yontemde, spesifik
olmayan primerlerin arastirilan organizmanin DNA'sina baglanmasini saglamak i¢in
36°C'de diisiik annealing iceren PCR dongiileri kullanilir. Bu teknik, 20-30
niikleotidlik primerler i¢in AP-PCR ve 10 niikleotid uzunlugundaki primerler i¢in

RAPD-PCR olarak adlandirilmistir. PCR-tabanli yontemlerden RAPD- ve ERIC-
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PCR son yillarda basit, hizli, duyarli, ucuz ve kisa zamanda sonu¢ vermesi nedeniyle
epidemiyolojik caligsmalarda tercih edilen bir yontemdir.

Literatiirde D. nodosus suslarinin molekiiler tiplendirmesini igeren sinirli
sayida makale bulunmaktadir. Buller (2010), bir koyun siiriisiine deneysel olarak bir
D. nodosus izolat1 inokule etmis ve ilk enfeksiyondan 12 ay sonra test edildiginde alt1
farkli genetik cesitliligin olustugunu belirlemistir. Bu durum D. nodosus'un hizli bir
genetik degisime ugradigin1 gostermektedir. Bu da hastalik salginlarinin ve geriye
doniik izlemlerinin enfeksiyondan sonra miimkiin olan en kisa siirede yapilmasi
gerektigi anlamina gelmektedir. Ayni arastirici, Avustralya’da D. nodosus'un 796
adet saha izolat1 ile gerceklestirdigi bir calismada PFGE ve IrsT metotlar ile
genotiplendirme yapmustir. Calisma sonucunda 94 IrsT tipi ve 214 PFGE tipi
belirlenmigtir (Buller, 2010). Secilen 168 standart PFA tiirtinden bir dendrogram
olusturulmus ve genetik iliskinin %63 ile %100 arasinda degistigini bildirmistir.
PFGE kullanilarak molekiiler tiplendirme yapilan diger bir calismada, Malezya'daki
ciftliklerdeki enfekte koyunlardan izole edilen D. nodosus'un ¢esitlilik gosterdigi ve
15 izolatta 12 molekiiler tip goriildiigii rapor edilmistir (Zakaria et al., 1998).

Nepal'de izole edilen D. nodosus suslarint PCR-RFLP ile analiz etmek i¢in
yapilan bir tiplendirme calismasinda, dis zar proteinlerini kodlayan omPI geni
amplifiye edilmis ve tirlin Hpall ile kesilmistir. B, C, E ve M serogruplarindan toplam
66 temsili izolatin 11 farkli genotipte oldugu belirlenmistir (Ghimire and Egerton,
1999). Apal, Sfil ve Smal kisitlama enzimleri kullanilarak PFGE ile Malezya'daki ii¢
ciftlikten 12 D. nodosus 1zolatinin genetik ¢esitliligi arastirilmis ve izolatlar, Apal ile
ti¢, Sfil ile dort tip ve Smal ile bes genomik tipe ayrilmistir (Zakaria et al., 1998). Bu
calismada izolatlarin filogenetik yakinliklarmin belirlenmesi amaciyla ERIC-2
primeri kullanilarak RAPD-PCR ger¢eklestirildi. Olusturulan dendrogramin
degerlendirmesi sonucunda izolatlarin %71-90 arasinda benzerlik gdsterdigi
belirlendi. Dendrogramin %80 benzerlik esik degeri ile yapilan degerlendirmesi ile 3
tekli (RA, RC, RD) ve 2 coklu (RB, RE) genotip belirlendi. Coklu genotiplerden
RB’nin 3 ve RE’nin de 4 izolat1 igerdigi saptandi. Serogrup H olarak belirlenen 2
izolat birbirlerine %90 oraninda genotipik benzerlik igerirken, serogrop D’ye ait
izolatlarin benzerlik oran1 %71-88 olarak hesaplandi. Bu yontem kullanilarak yapilan
bir ¢aligmada reaktif konsantrasyonlar1 ve reaksiyon kosullari, iki 10-mer primer olan
HLWL74 ve HLWLSS i¢in optimize edilmistir (Tyler et al., 1997). Bu ¢alismada elde

edilen sonuca benzer olarak yontem, giivenilir ve tekrarlanabilir olarak bildirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ayak c¢lirligli, anaerobik bir bakteri olan Dichelobacter nodosus'un neden oldugu
bulasict bir koyun ve ke¢i hastaligidir. Hastalik koyun ve kecilerde topallik ile
sonuglanmakta ve buna bagli olarak verim kayb1 olusmaktadir. Klinik olarak hastalik,
mevcut susun viriilensine, ¢evresel kosullara ve koyun cinsine bagli olarak siddet
derecesinde degisen ayak lezyonlari ile kendini gosterir. Hastaligin patogenezinde rol
oynayan viriilens faktorleri ile ilgili mekanizmalar heniiz tam olarak belirlenememistir.
D. nodosus'un yayilmasi ve footrot gelisimi, yonetimsel ve iklimsel faktorlere baglidir.
Tiirkiye bu faktorlerin biiyiik cogunluguna sahip oldugundan dolay1 hastalik iilkemizde
sik goriilmektedir.

Bu calismada Samsun ili ve ilgelerinde koyun ve kecilerin ayak curiigii
vakalarindan D. nodosus izolasyonu ve genotipik karakterizasyonu amaclandi.
Calisma sonucunda elde edilen bulgular dogrultusunda Samsun ve c¢evresinde
serogrup D’de yer alan D. nodosus suslarinin baskin oldugu goriildii. Serogrup D’ye
ait 52, 83 ile 84 no’lu izolatlarin intA, aprV2/B2, aprV5/BS, bprV/B ve VF1 spesifik
PCR analizleri sonucunda pozitif bulunmasi nedeniyle viriilent suslar olarak
degerlendirildi. Serogrup D’ye dahil olan ii¢ izolattan 52 ve 83 no’lu izolatlarin %88
oraninda genotipik benzerlik gdsterdigi ve 84 no’lu izolat ile benzerlik oraninin da %
71 oldugu belirlendi.

Diinyanin farkli bolgelerinde yapilan ¢alismalarda D. nodosus serogruplarinin
cok cesitlilik gosterdigi bildirilmistir. Ulkemizin farkli bolgelerinde de farkli D.
nodosus serogruplarinin hastalifa neden oldugu belirlenmistir. Bu serogrup cesitliligi
dolayis: ile etkili as1 gelistirme c¢alismalarinin ulusal diizeyde farkli serogruplarin
kombinasyonlar1 ile yapilmasi gerekmektedir. Bu caligmadan elde edilen tiim
bulgularin toplu olarak degerlendirilmesi ile Samsun 1li ve ilgelerinden izole edilen ve
virilent oldugu belirlenen suslarin, asi gelistirme caligmalarinda as1 susu olma

potansiyellerini belirlemek amaciyla kullanilabilecegi kanisina varildi.
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