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ONSOZ

Dogada ve bagirsak florasinda bulunan C. perfringens, ftrettigi giiglii
toksinleri ile insan ve hayvanlarda intestinal ve histotoksik enfeksiyonlara neden olan
onemli bir patojendir. Bu mikroorganizma, ruminantlarda enterotoksemi ve
Klostridiyal miyozitise sebep olur. C. perfringens tip A, B, C, D ve E tarafindan
olusturulan enterotoksemiler ruminantlarda 6liimlere ve onemli ekonomik kayiplara
neden olur. Enterotokseminin kesin teshisi i¢in bagirsak igeriginde toksin varligini
belirleyen in-vivo Toksin Notralizasyon Testi (TNT), ELISA, Lateks Agliitinasyon
Testi ve PCR kullanilir.

Bu c¢alismada Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii (PVKE)ne goénderilen
ruminantlara ait olgularda ELISA ile C. perfringens tiplenlerinin belirlenmesi, bu
olgularin histopatolojik ve etken diizeyinde immunohistokimyasal bulgularinin

arastirilmasi amaglandi.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

~: Yaklasik

BEC: C. perfringens binary enterotoksin

Ca*2: Kalsiyum iyonu

CFU: Colony-forming unit

CI: Klor iyonu

CPA/a: Clostridium perfringens alfa toksin
CPB/B: Clostridium perfringens beta toksin
CPB2: Clostridium perfringens B2 toksin
CPE: Clostridium perfringens enterotoksin
DAB: 3,3-Diaminobenzidin

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ETX/e: Clostridium perfringens epsilon toksin
FSE: Fokal simetrik ensefalomalasi

H&E: Hematoksilen eozin

H20-: Hidrojen Peroksit

HRP: Horseradish Peroxidase

IHC: Immunohistokimya

ITX/: Clostridium perfringens iota toksin

K*: Potasyum iyonu

iK*: Intrasitoplazmik potasyum

kDa: Kilodalton

LC-MS: Sivi kromatografi-kiitle spektrometrisi

LDso: Lethal doz 50



MALDI-TOF: Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight
um: Mikrometre

n: Ornek sayisi

Na*: Sodyum iyonu

NetB: C.perfringens nekrotik B-benzeri toksin

PAF: Trombosit aktive edici faktor

PBS: Fosfat Tamponlu Tuzlu Su

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PFO/ 0: Perfringolizin O/Theta

PFT: Gozenek olusturan toksin (Pore forming toxin)
pH: Asitlik degeri

PLA:: Fosfolipaz A2

PVCI: Pendik Veterinary Control Institute

PVKE: Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii

TNF-a: Tiimor nekroz faktor alfa

TNT: Toksin Notralizasyon Testi

TpeL: Perfringens biiyiik toksin
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Bu ¢alisma, Marmara Bolgesi'ne bagli 12 ilden (Balikesir, Bilecik, Bursa, Canakkale, Diizce,
Edirne, Istanbul, Kirklareli, Kocaeli, Sakarya, Tekirdag ve Yalova) Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii'ne gonderilen enterotoksemi stipheli farkli yas ve tiirden (koyun, kegi ve sigir) toplam 150
adet ruminant tizerinde yapildi. ELISA ile C. perfringens toksini tespit edilerek enterotoksemi oldugu
dogrulanan olgularla toksin tespit edilemeyen hayvanlarda gézlenen makroskobik, mikroskobik ve
etken diizeyinde immunohistokimyasal bulgularin arastirilmasi ve karsilagtirtlmasi, 6zellikle lezyonlu
bolgelerdeki etken varliginin pozitif olgularla iligkisinin saptanmasi amaclandi.

ELISA ile enterotoksemi siipheli hayvanlarda %12,67 (19/150) oraninda C. perfringens
toksinlerinden (alfa, beta ve epsilon) en az biri yoniinden pozitiflik tespit edildi. Bu 6rneklerden 10
(%52,63)'u C. perfringens tip A, 1 (%5,26)'i C. perfringens tip C ve 8 (%42,11)'i C. perfringens tip D
olarak tiplendirildi.

Pulmoner 6dem, subepikardiyal petesiyel kanama, karacigerde diffuz solgun renk degisikligi
ve kivaminda gevreklik, mezenteriyel lenf diigiimlerinde biiylime ve bagirsaklarda sulu-gazli icerikle
birlikte serozal hiperemi enterotoksemili hayvanlarda makroskobik olarak yaygin sekilde gozlendi.
Tip A ve tip C enterotoksemili hayvanlarda hemorajik enteritis; tip D enterotoksemili hayvanlarda ise
beyinde hiperemi, serebellumun koniklesmesi ve kardiyopulmoner lezyonlarm daha sik goérildigi
dikkati ¢ekti. Enterotoksemili hayvanlarda histopatolojik olarak hemorajik ya da fibrino-nekrotik
enteritis, alveol limeninde eozinofilik sivi eksudasyonu ile karakterize pulmoner 6dem, bobrek tubul
epitellerinde dejenerasyon ve nekroz, hepatositlerde vakuoler dejenerasyon bulgular: siklikla gozlendi.

Enterotoksemili ruminantlarda abomasum ve bagirsaklarda lezyonlu alanlarda ¢ok sayida
kiimelenmis bakteriler goriildii. Indirekt immunohistokimyasal boyama metodu ile lezyonlu bagirsak
boliimlerinde intralezyonel ¢ubuk seklindeki bakterilerin C. perfringens oldugu dogrulandi. Toksin
tespit edilmeyen hayvanlarda %87,79, enterotoksemili hayvanlarda %100 oraninda THC pozitif
reaksiyon belirlendi. Toksin tespit edilemeyen ruminantlarda pozitif reaksiyonlar limende dokiilmiis
epitellerin oldugu alanlarda daha sik goriliirken, enterotoksemili ruminantlarda nekrotik villus
uclarinda, psdédomembranlarda, lamina propriya ve kriptlerde pozitif boyanmalarin yogunlastig
belirlendi.

Sonu¢ olarak, ELISA ile toksin tespit edilen hayvanlarda g6zlemlenen makroskobik
lezyonlar ve histopatolojik bulgular klostridiyal enterotoksemi ile uyumlu bulundu. Bagirsaklarda
gozlenen intralezyonel ¢ubuk seklindeki bakterilerin C. perfringens oldugu IHC ile dogrulandig: igin,
ozellikle histopatolojik bulgular esliginde immunohistokimyasal incelemenin, iizerinden zaman
gecmis ve toksin tespiti yapilamayan siipheli olgularda enterotoksemi teshisine Onemli katki
saglayacagl kanaatine varild.

Anahtar Sézciikler: C. perfringens; ELISA; Enterotoksemi; Immunohistokimya; Patoloji.

Vi
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This study was performed on a total of 150 ruminants of different ages and species (sheep,
goats and cattle) with suspected enterotoxaemia sent to Pendik Veterinary Control Institute (PVCI)
from 12 provinces (Balikesir, Bilecik, Bursa, Canakkale, Diizce, Edirne, Istanbul, Kirklareli, Kocaeli,
Sakarya, Tekirdag and Yalova) of Marmara Region. It was aimed to investigate and compare the
macroscopic, microscopic, and agent-level immunohistochemical findings observed in enterotoxemia
cases in which C. perfringens toxin was detected by ELISA and in animals in which the toxin could
not be detected and also aimed to determine in particular the relationship between the presence of the
agent in the lesioned areas and positive cases.

In this study, positivity for at least one of the C. perfringens toxins (alpha, beta, and epsilon)
was detected in %12,67 (19/150) of animals with suspected enterotoxemia by ELISA. Of these
samples, 10 (%52.63) were typed as C. perfringens type A, 1 (%5.26) as C. perfringens type C, and 8
(%42.11) as C. perfringens type D.

Pulmonary oedema, petechial haemorrhage in the epicardium, diffuse pale discolouration and
friable consistency in the liver, enlargement of mesenterial lymph nodes and serosal hyperaemia with
watery-gaseous content in the intestine were commonly observed macroscopically in enterotoxaemic
animals. It was observed that animals with type A and type C enterotoxemia were more hemorrhagic
enteritis whereas animals with type D enterotoxemia were hyperemia in the brain, cerebellar coning
and cardiapulmonary lesions. Histopathologically, haemorrhagic or fibrino-necrotic enteritis,
pulmonary oedema characterised by eosinophilic fluid exudation in the alveolar lumen, degeneration
and necrosis in renal tubule epithelium and vacuolar degeneration lesions in hepatocytes were
frequently observed in animals with enterotoxaemia.

Numerous clustered bacteria were seen in the lesioned areas of the abomasum and intestines
in ruminants with enterotoxemia. Indirect immunohistochemical staining confirmed that the
intralesional rod-shaped bacteria in the lesioned intestinal sections were C. perfringens. In animals
without toxin detection and animals with enterotoxaemia, the IHC positive reaction rate was % 87,79
and %100 respectively. In ruminants without toxin detection, positive reactions were observed more
frequently in areas with shed epithelium in the lumen, whereas in ruminants with enterotoxaemia,
positive staining was concentrated in necrotic villus tips, pseudomembranes, lamina propria and
crypts.

In conclusion, the macroscopic and histopathological lesions we observed in the animals in
which toxin was detected by ELISA test were compatible with clostridial enterotoxaemia. Since the
intralesional rod-shaped bacteria observed in the intestines were confirmed to be C. perfringens by
IHC, it was concluded that immunohistochemical examination, especially in the presence of
histopathological findings, would make an important contribution to the diagnosis of enterotoxaemia
in suspected cases in which time has passed since the death and toxin detection could not be
performed.

Key Words: C. perfringens; ELISA; Enterotoxaemia; Immunohistochemistry; Pathology.
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1. GIRIS

Enterotoksemi, terminolojik olarak bagirsaklarda iiretilen toksinlerin kan
dolagimina ge¢mesiyle olusan, genellikle perakut ve akut yiiksek derecede olimciil
bagirsak kaynakli bir toksemiyi ifade eder. Bu hastaliga c¢esitli mikroorganizmalar
neden olabilir, ancak bu terim genellikle patojenik Clostridium tiirleri tarafindan
tiretilen toksinlerin absorbsiyonu ile ilgili olarak siklikla kullanilir. Ruminantlarda
enterotoksemiler Clostridium perfringens tiplerinin ¢esitli toksinleri tarafindan
olusturulur (Songer 1996, Popoff 1998). Enterotoksemi diinya iizerindeki koyun,
keci ve sigirlart %24,13 ile %100 arasinda degisen oranlarda etkiler (EI Idrissi ve
Ward 1992, Greco ve ark 2005). Ulkemizin farkli bolgelerinde yapilan ¢aligmalarda
hastaligin prevalansinin %5,3 ile %84,6 arasinda degistigi bildirilmistir (Gokge ve
ark 2007, Arslan ve ark 2016). Enterotoksemi, yiikksek Oliim orani ve asilama

maliyetiyle hayvancilik isletmelerinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olur.

Sahada enterotokseminin tanisinda; Klinik ve patolojik bulgular, uygun
orneklerin mikrobiyolojik olarak incelenmesi ve bagirsak iceriginde toksin
saptanmasi gibi yontemlerden yararlanilir. Kesin teshiste en ¢ok tercih edilen yontem
ise bagirsak igeriginde C. perfringens toksinlerinin tespit edilmesidir. Toksinlerin
belirlenmesi i¢in Toksin Notralizasyon Testi (TNT), PCR, ELISA ve Lateks
Agliitinasyon Testi (LAT) kullanilir (Martin ve Naylor 1999, Uzal ve Songer 2008).

Oliim sonras1 numunelerin laboratuvara ge¢ ya da uygun olmayan kosullarda
ulastirilmasi C. perfringens toksinlerinin hizli sekilde bozulmasina ve hatali negatif
sonuclara neden olabilir (Stiles ve ark 2013, Duracova ve ark 2018). Insan ve
hayvanlarda immunohistokimyasal (IHC) boyama yontemleri ile C. perfringens ve
toksinleri lezyonlu doku ve organlarda belirlenebilir (Diab ve ark 2012, Munday ve
ark 2020).



1.1. Etiyoloji

Clostridium genusu, katalaz ve oksidaz negatif, gram pozitif, fermantatif ve
cubuk seklinde bakterilerden olusur. Bazi tiirleri aerotolerant olmasina ragmen
patojenik Klostridium tiirlerinin g¢ogu anaerobiktir. Patojenik klostridiumlarin
cogunlugu hayvanlarin ve insanlarin bagirsak florasinda bulunur ve endojen
enfeksiyonlara neden olur. Diger patojen tiirler ise toprakta daha yaygin olarak
bulunur, yara kontaminasyonu veya oral ekzojen enfeksiyonlara yol agar. Patojen
Clostridium tiirlerinin ana virulans faktorii, salgiladigi toksinlerdir. Bu patojenik
tirler, toksinlerin aktivitesi ve etkiledikleri dokulara goére dort kategoride
gruplandirilir (Tablo 1.1). Enterotopatojenik tiirler arasinda yer alan Clostridium
perfringens; genis c¢evresel varliga sahip, insan ve hayvanlarin bagirsaginda canli
kalmaya iyi adapte olan kisa c¢ubuk seklinde bir bakteridir (Sekil 1.1). Bu
mikroorganizmanin optimum sartlardaki jenerasyon siiresinin 10 dakikadan az
olmasi; bagirsaklarda, gidalarda ve yaralarda hizli sekilde patojenik yiike ulasmasini

saglar (McClane ve ark 2013).

Tablo 1.1. Patojenik klostridium tiirlerinin siniflandirilmasi (Markey ve ark
2013'ten uyarlanmaistir).

Patojenik Klostridium Tiirleri

Norotoksik Histotoksik Enteropatojenik Atipik
C. tetani C. chauvoei C. perfringens C. piliforme
C. botulinum C. septicum C. difficile
C. novyi tip A C. colinum
C. sordellii C. spiroforme
C. novyi tip B

C. perfringens tip A
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Sekil 1.1. Gram pozitif ¢gubuklar. Bir kuzunun ince bagirsak
smearinda C. pefringens (Markey ve ark 2013).

1.2. Tarihge

C. perfringens ilk kez 19. yiizyilin sonlarinda, gaz kabarciklar1 bulunan bir
insan kadavrasindan William Henry Welch ve George Nuttal tarafindan izole
edilmistir. Giiniimiize kadar bu mikroorganizma bilim insanlarinin onuruna istinaden
ve fazla miktarda gaz olusturmasi nedeniyle Bacillus aerogenes capsulatus, Bacillus
perfringens, Bacillus welchii ve Clostridium welchii olarak adlandirilmistir (Lucey
ve Hutchins 2004, Rood ve ark 2018). 1920'li yillarin sonlarinda C. perfringens ile
enterik hayvan hastaliklar1 arasinda iliski kurulmaya baslanmistir. Daha sonraki
yillarda bu mikroorganizmanin insanlarda da gastrointestinal hastaliklara neden

olabilecegi belirtilmistir (Songer 1996).

Bull ve Pritchett (1917) tarafindan, C. perfringens'in lethal ekzotoksinler
urettigi gosterilmistir.  Wilsdon (1931) ise bu toksinleri w, x ve z olarak
isimlendirmis, toksin-antitoksin nétralizasyon teknigi temelinde mikroorganizmayi
dort tipte siniflandirmistir. Bu siniflandirma sistemi giiniimiizde halen kullanilan C.
perfringens tiplendirme semasiin temeli olarak kabul edilir. Wilsdon'un gézlemleri
daha sonra yapilan ¢aligmalarla dogrulanmis ve ilk olarak 1933'te o (w) toksin, B (z)

toksinve € (x) toksin terimleri kullanilmistir (Glenny ve ark 1933). 1943'te bir



buzagida antiserumlar (o, B ve €) tarafindan nétralize edilemeyen bir toksinin (1)
tiretildigi gosterilmistir (Bosworth 1943). C. perfringens geleneksel olarak dort major
toksini (a, B, € ve 1) liretme kabiliyetine gore bes kategoride (A, B, C, D ve E)
siniflandirilmistir (Songer 1996). Ilerleyen zamanlarda bu mikroorganizmanin ¢ok
sayida toksin ve hidrolitik enzim {irettigi kesfedilmistir. Enterotoksin (CPE) ve
nekrotik B benzeri (NetB) toksinin kesfedilmesi ile siniflandirilma sistemi revize

edilerek giincellenmistir (Keyburn ve ark 2008, Navarro ve ark 2018a) (Tablo 1.2).

Tablo 1.2. C. perfringens toksin tiplerinin siniflandiriimasi (Navarro ve ark
2018a’den uyarlanmustir).

Toksin Uretimi

TP @ (CPA) B(CPB) &(ETX) 1(ITX) CPE NetB
A + - - - - -
B + + + - - -
C + + - - +/- -
D + - + - +/- -
E + - - + +/- -
F + - - - + -
G + c - - - +

CPA: Alfa toksin, CPB: Beta toksin, ETX: Epsilon toksin, ITX: lota toksin,
CPE: Enterotoksin, NetB: Nekrotik B benzeri toksin.

1.3. C. perfringens'in Major Toksinleri

C. perfringens tarafindan sayis1 20'yi bulan toksin ve viriilans faktori tretilir.
Bu toksinlerden ¢ogu, hedef hiicrelerin membraninda bulunan bir reseptore
baglanmayi, ardindan hiicre i¢i yollarin aktivasyonu ve sonrasinda hiicre nekrozuna
yol agan sitopatik etkilere sahiptir (Revitt-Mills ve ark 2015). Lokal ve sistemik
etkileri bulunan toksinler birka¢ dakika ile birkag saat i¢inde canlinin 6liimiine neden
olabilir (Uzal ve ark 2014). C. perfringens tarafindan iiretilen 6nemli toksinlere ait

bilgiler Tablo 1.3'de 6zetlenmistir.



Tablo 1.3. C. perfringens'in tiplendirilmesinde kullanilan toksinlerin genel
ozellikleri (Uzal ve ark 2014'ten modifiye edilmistir).

Toksin  Ana hedef Biyolojik Aktivite Tripsin ile
Reaksiyonu
Fosfatidilkolin,  Sitolitik, dermonekrotik, hemolitik
o . L Duyarli
Sfingomiyelin ve letal
Enterosit . . Sitolitik, dermonekrotik, letal, . .
Endotel hiicresi, . . .. Inaktive
B intestinal mukozada hemorajik
Duyusal olur
o nekroz
noronlar
Endotel, noron ~ Dermonekrotik, letal, akciger,
ve bobrek karaciger ve merkezi sinir
c hiicresi, sisteminde 6dem, demiyelinizas- Aktive olur
Mukozal yon, beyincik ve hipokampusta
baglant glutamat salinimini, bébrek tubul
noktalari epitellerinde dejenerasyon
1 Hiicre iskeleti Deiponckroiigricral ygicre Aktive olur
duvarinin yikimlanmasi
CPE  Enterosit Sitotoksik, eritematdz, letal, Aktive olur

enterositlerden su ve iyon kaybi

NetB  Enterosit Hiicreler aras1 baglantinin i
yikimlanmasi

1.3.1. Alfa Toksin

Alfa toksin (a); 43 kDa agirliginda, fosfolipaz C (lesitinaz) yapisinda ve
enzimatik aktiviteye sahip bir toksindir (Jewell ve ark 2015). Tim C. perfringens
tipleri tarafindan iretilen o toksini kodlayan CPA geni kromozomal olarak
yerlesmistir (Titball ve ark 1999). Bu toksin, hiicre duvarinda bulunan lesitini,
fosforilkolin ve digliseridlere hidrolize eder. Bu sayede toksin, hemoliz ve nekrotik
etkisini hiicre duvarina zarar vererek gosterir. Ayrica alfa toksin, perfringolizin O ile
sinerjik hareket ederek C. perfringens’in konak dokuda yasamini siirdiirmesine ve
makrofajlardan kagmasina katki saglar. Alfa toksin, insan ve hayvanlarda gazli
gangren (klostridial miyozitis) ile enterik hastaliklara neden olur (Naylor ve ark
1997, O'Brien ve Melville 2004).



Alfa toksin tek basma ya da diger viriilans faktorleriyle birlikte bagirsak
epitel hiicrelerinde dokiilme, villuslarda kiitlesme, erozyon, mukozal yangi ve lamina
propriyada hemoraji vb. patomorfolojik degisikliklere neden olur (Rehman ve ark
2009, Verherstraeten ve ark 2013). Bagirsak mukozasinda alfa toksin tarafindan
uyarilan endojen fosfolipaz A, (PLA2) aktivasyonunun nétrofil akisina neden oldugu
ifade edilmistir. Mukozal hasarin agirlasmasi ve noétrofil infiltrasyonu ile orantili
olarak bagirsak permeabilitesi artar (Kamaras ve Murrell 2001, Miyakawa ve ark
2007). Ek olarak alfa toksin, sirastyla endotel ve mononiikleer hiicreler tarafindan
trombosit aktive edici faktor (PAF) ve TNF—a iiretimini uyarir, bu da C. perfringens
enfeksiyonlart sirasinda vaskiiler gegirgenlikte artis, 6dem ve lamina propriyada

hemorajilere neden olur (Sekil 1.2) (Goossens ve ark 2017).
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Sekil 1.2. Intestinal nekroz olusumunda o toksinin rolii (Goossens ve ark 2017’den
uyarlanmistir).



1.3.2. Beta Toksin

Beta toksin (CPB), C. perfringens tip B ve C tarafindan iiretilen ~35 kDa'lik,
gozenek olusturucu toksindir (PFT) (Hunter ve ark 1993, Sayeed ve ark 2008, Popoff
2014). Toksin tarafindan hiicre duvarinda olusturulan gézenekler ile Ca*?, Na* ve CI-
'nin hiicreye girmesine ve intrasitoplazmik K* (iK")'un hiicre digina ¢ikmasina izin
verilir. Bu iyon degisimleri hiicrenin sismesi ve nekrozuyla sonuglanir (Nagahama ve
ark 2003, Nagahama ve ark 2015). Beta toksinin en 6nemli 6zelligi tripsin ve diger
proteazlarin varliginda birka¢ dakikada inaktive olmasidir. Normal sartlarda ince
bagirsaklarda salgilanan tripsin ile bu toksin kolayca inhibe olur. Ancak tripsin
inhibitori igeren kolostrum veya soya fasulyesi ve tatli patates gibi nisastali gidalarin
tilketilmesinden sonra toksin etkisini gostermektedir. Neonatal hayvanlarda beta
toksin iligkili hastaliklarin sik goriilmesi kolostrum ve siitte tripsin inhibitorlerinin
varhigi ile iliskilendirilmektedir. Ayrica bagirsaklarda bulunan Ascaris lumbricoides
gibi parazitlerden salgilanan tripsin inhibitorleri toksinlerin inaktivasyonunu
engelleyerek beta toksin kaynakli hastaliklara yatkinlik olusturur (Songer 1996, Gui
ve ark 2002, Nagahama ve ark 2013).

Beta toksin, insanlarda "Darmbrand” ve "Enteritis Nekrotikans (Pig Bel)"
olarak adlandirilan bagirsak enfeksiyonlari ile iligkilendirilmistir (Murrel 1983, Uzal
ve ark 2014). Enteritis Nekrotikans, 6zellikle Giineydogu Asya iilkelerinde olmak
tizere diinyanin farkli bolgelerinde sporadik olarak ortaya ¢ikar. Bu hastalik tripsin
eksikligi olan ve yetersiz beslenen ¢ocuklarda tanmimlanmigtir. Enteritis
Nekrotikans'da goriilen bu durum, tripsin aktivitesinin kolostrum etkisiyle
engellendigi neonatal hayvanlarda meydana gelen tip C enfeksiyonu ile uyumludur
(Diab ve ark 2012).

Beta toksin kaynakli hastaliklarda, bagirsak mukozasinda baglayan nekroz ve
hemoraji bagirsagin tiim katmanlarina yayilabilir. Lamina propriyadaki yiizeysel
kapillar damarlar1 tikayan fibrin trombiisii beta toksin iligkili hastaliklarin
karakteristik bulgusudur (Uzal ve ark 2010). Ayrica yapilan immunohistokimyasal
caligmalarda beta toksinin bagirsak villuslarindaki damar endotellerine tropizminin

oldugu belirtilmistir (Schumacher ve ark 2013).



1.3.3. Epsilon Toksin

Epsilon toksin (ETX), C. perfringens tip B ve D tarafindan ~33 kDa'lik bir
inaktif prototoksin olarak sentezlenir. Daha sonra bagirsak liimenindeki tripsin,
kimotripsin ve C. perfringens A (lambda) proteazi gibi enzimler araciligiyla N ve C-
terminal peptitlerinin uzaklastirilmasiyla yiiksek aktiviteli bir toksine doniisiir
(Freedman ve ark 2016). Epsilon toksin, enterotoksik ve norotoksik karakterde bir
toksindir. Bu toksin, farelerdeki 50-110 ng/kg'lik letal dozu (LDso) ile Clostridium
botulinum ve Clostridium tetani norotoksinlerinden sonra bilinen en giiglii
Klostridiyal toksindir (Harkness ve ark 2012, Alves ve ark 2014). Biyolojik tehlike
kaygisiyla bazi iilkelerde epsilon toksinin &zel izinle galisildig: ifade edilmektedir
(Navarro ve ark 2018a).

Epsilon toksin, hiicrenin sismesi dahil olmak {izere mitokondrinin
kaybolmasi, vakuol olusumu, hiicre duvarinin bozulmasi, ATPmin tiikenmesi ve
cekirdegin kiigiilmesi gibi nekrozla iliskili hiicresel degisiklikleri uyararak hiicre
6limiine neden olur (Chassin ve ark 2007, Ivie ve ark 2011, Ferrarezi ve ark 2013).
Sitotoksik aktivite hiicrelerde gdzenek olusumu sonrasi hizli bir hiicre i¢i K* kayb,
CI, Na* ve Ca*? artis1 sonucu olusan elektrolit dengesizligi ile iliskilidir (Petit ve ark
2001, Robertson ve ark 2011). ETX, bagirsaklarda lamina propriyada dejeneratif
degisikliklere yol acarak mukozal gecirgenligi arttirir. Su, elektrolit ve
makromolekiiller bagirsak liimenine salmir, bu da enterotoksemili hayvanlarin
bagirsaklarinda sulu igerik veya ishal goriilmesini agiklar (Morris ve ark 2012).
Epsilon toksin bagirsak mukozasinda degisikliklere neden olsa bile ana hedefi
merkezi sinir sistemi, akciger, karaciger, kalp ve bobreklerdir (Goldstein ve ark
2009). Toksin kan dolasimina gegtikten sonra bu organlarda 6dem ve nekrozlara yol
acar (Sekil 1.3) (Popoff 2011). Sinir sisteminde kan-beyin bariyerinde (KBB) endotel
hiicrelerinin sismesine, vakuolasyonuna ve nekrozuna neden olur. KBB'nin hasari
serum albliminin ekstravazyonu ile 6deme yol acarak noral parankimde hipoksiye
neden olur (Garcia ve ark 2015). Vaskiiler permeabilitede artis, perivaskiiler ve
intramural vaskiiler 6dem, hemoraji, daha kronik vakalarda ise beyinde beyaz
maddede nekroz, astrosit ve aksonlarin sismesi ile karakterize lezyonlar olusur.
Ayrica epsilon toksin, iCa*? artistyla iliskili membran depolarizasyonu ve ardindan

ndrotransmiter olan glutamatin salinmasini uyarir. Ek olarak bu toksinin insan
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eritrositlerinde hemoliz, farelerde ise tubuler dejenerasyon ve medullar hemoraji gibi
bobrek lezyonlarina neden oldugu bildirilmistir (Lonchamp ve ark 2010, Gao ve ark

2018).
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Sekil 1.3. C. perfringens epsilon toksinin organlara dagiliminin
sematik gosterimi ve ana patolojik etkileri (Popoft 2011'den
uyarlanmustir).

Asin C. perfringens
gogalmasi ve
Etx Gretimi

1.3.4. lota Toksin

lota toksin (ITX), C. perfringens tip E tarafindan {iretilen inaktif (100 kDa)
bir toksindir. Tripsin veya kimotripsin ile aktif hale gelen toksin hiicre yiizeyinde
olusturdugu gozenekler araciligiyla letal, dermonekrotik ve sitotoksik etkiler gosterir
(Sakurai ve ark 2009). Ayrica hiicreler arasi siki baglant1 noktalarinda diizensizlige

ve enterosit permeabilitesinde artisa neden olur (Songer 2016).



1.3.5. Enterotoksin

Enterotoksin (CPE) C. perfringens tip F suslar1 tarafindan sporlanma
sirasinda tretilir. Tripsin ve kimotripsin gibi enzimlerle toksinin biyolojik aktivitesi
artar. Enterotoksin hiicre permeabilitesini bozarak hiicre i¢i sivi ve iyon kaybina
neden olur (Granum ve ark 1981, Li ve ark 2010). Bu toksin, insanlarda gida
kaynakli zehirlenmelerde gastrointestinal semptomlarin olusmasindan sorumludur.
Hayvanlarda ise diyare vakalarinda 6nemli rol oynadigi ifade edilmektedir (Fisher ve
ark 2005, Miyamoto ve ark 2006). Deneysel calismalarda villoz atrofi, epitel
hiicrelerinde deskuamasyon ve nekroz gibi histopatolojik degisikliklere neden oldugu
belirtilmistir (Garcia ve ark 2014).

1.3.6. Nekrotik p-Benzeri Toksin (NetB)

NetB, C. perfringens tip G suslar1 tarafindan iiretilen, gozenek olusturucu bir
toksindir. Keyburn ve ark (2008) tarafindan kesfedilen bu toksin C. perfringens
toksin ile protein benzerligine sahip olmasi nedeniyle NetB (Necrotic Enteritis -
like) olarak adlandirilmistir. Diger gdzenek olusturan toksinlerde oldugu gibi Na,
CI ve Ca*? iyonlarmin gegisine izin vererek hiicrenin lizisine yol acar (Savva ve ark
2013). NetB, kanatlilardaki nekrotik enteritin gelisiminde rol oynayan ana viriilans
faktordiir (Prescott ve ark 2016). Kanatli hayvanlarin enterositlerinde nekroz ve

lamina propriyada hiicreler arasi baglanti noktalarinin yikimlanmasina neden olur

(Olkowski ve ark 2008, Rood ve ark 2016).
1.4. C. perfringens'in Minér Viriilans Faktorleri
e Perfringolizin O Toksin (PFO)

Perfringolizin O (teta toksin), hemen hemen tiim C. perfringens suslari
tarafindan {retilir. Bu toksin kolesterolii reseptor olarak kullanarak hiicre
membraninda gbézenekler olusturur. Tek basina hastalik gelisimi i¢in yeterli kabul
edilmemesine ragmen major toksinlerle birlikte sitotoksik etki gosterir (Awad ve ark

2001, Deguchi ve ark 2009).
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e Beta2 Toksin (CPB2)

Beta2, 28 kDa'likk gozenek olusturucu bir toksindir. Saglikli hayvanlarda,
CPB2 pozitif C. perfringens suslar1 yaygin olarak izole edilebilir (Johansson ve ark
2006). Domuz yavrularinda, atlarda ve sigirlarda nekro-hemorajik enteritis;
kopeklerde diyare ile iligkilendirilmistir (Thiede ve ark 2001, Bueschel ve ark 2003,
Waters ve ark 2003).

e C. perfringens Binary Enterotoksin (BEC) Toksin

BEC, C. perfringens tip A suslar1 tarafindan iiretilir. Insanlarda gériilen gida
kaynakli gastrointestinal hastaliklarla iligkilendirilir. Ek olarak BEC pozitif suslar,

tavsan bagirsaklarinda sivi birikmesine neden olur (Yonogi ve ark 2014).
e Delta Toksin

Delta toksin, C. perfringens tip B ve C suslari tarafindan iiretilir. Bu toksin,
B-gbzenek olusturucu toksin ailesinin a-hemolizin sinifinda yer alir. Delta toksin, bu
ailenin diger iyeleri (CPB, NetB, NetF ve S. aureus-a toksini gibi) ile onemli
oranlarda amino asit benzerligine sahiptir (Manich ve ark 2008). Bu toksin bagirsak

limeninde s1v1 birikimi ve mukozal hasara yol agar (Seike ve ark 2019).
e NetF Toksin

Tip A suslan tarafindan iiretilen NetF toksin B-gbzenek olusturucu toksin
ailesinin o-hemolizin sinifina ait 31,7 kDa'lik tek zincirli bir proteindir. NetF toksin;
NetB, Delta toksin, CPB ve S. aureus-a toksinleriyle amino asit benzerligine sahiptir
(Mehdizadeh Gohari ve ark 2015).

e Perfringens Biiyiik Toksin (TpeL)

Perfringens biiylik toksin, =205 kDa'lik bir proteindir. TpeL, yangi ve hiicre
Olimiine neden olur. C. perfringens tip G suslarmin patojenik etkisini arttirir

(Guttenberg ve ark 2012).
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e Sialidazlar

Mikroorganizmalarin bagirsak mukozasini etkilemesi i¢in Oncelikli olarak
koruyucu mukus tabakasini bozmasi gerekir. Mukus tabakasinin enzimatik olarak
yikimlanmas1 ile bakterilerin epitel yiizeye ulasmasma kolaylik saglanmir. ince
bagirsak mukus tabakasindaki yikimlanma ve sonrasinda olusan kolonizasyonun
enteritis gelisimi igin bir 6n kosul oldugu kabul edilir. C. perfringens suslarinda
mukus parcalayici sialidaz kodlayan genler bulunur (Hassan ve ark 2015). Ek olarak
sialidazlarin, toksinlerin enterositler iizerindeki sitotoksik etkisini arttirdigi ifade
edilmektedir (Li ve ark 2014).

e Hiyaliironidaz

Hiyaliironidazlar, mukozal yiizeylerde enfeksiyonlara neden olan bakteriler
tarafindan {iretilir. Hiyaliironidazlar, bakteri ve toksinlerin konakg1 hiicrelerle direkt
temasint saglar. Ek olarak enzimatik reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan son iiriinler
patojen bakteriler tarafindan besin olarak kullanilir (Hynes ve Walton 2000, Girish
ve Kemparaju 2007). Tek basina oliimciil olmamalarina ragmen miisin ve bag doku
yikimlanmasi ile C. perfringens enfeksiyonlarinin patogenezine katkida bulunurlar
(Chitayat ve ark 2008).

e Kollajenazlar

Kollajen, bag doku ve bazal membranin bir bilesenidir. Bakteriyel
kollajenazlarin neden oldugu kolajen hasar1 doku biitiinliigiiniin bozulmasina neden
olur. Kollajenazlar, mikroorganizma ve toksinlerin konak¢i dokuya yayilmasini
saglayarak klostridial viriilansta 6nemli rol oynar. C. perfringens tarafindan iretilen
kappa toksini lethal, hemorajik ve dermonekrotik aktivitelere sahip 80 kDa

agirliginda bir kollajenazdir (Matsushita ve ark 1994).
1.5. C. perfringens Kaynakh Hastaliklarin Patogenezi

C. perfringens yaygin sekilde ¢evresel kaynaklarda, insan ve hayvanlarin
bagirsak florasinda bulunur. Bu yiizden etkenin bagirsaklardaki varligi, patojenik

olarak degerlendirilmez. C. perfringens kaynakli hastaliklarin patogenezinde
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predispoze faktorler sonrasinda olusan kolonizasyon ve toksinlerin {iretimi 6nemlidir.
Uretilen toksinlere bagli olarak intravaskiiler hemoliz, kapillar hasar, miyonekroz ve
beyin lezyonlari gibi spesifik organ hasarlar1 olusur (Sekil 1.4). C. perfringens
toksinlerinin lokal etkisi sonucu enteritis ve histotoksik enfeksiyonlar olusurken,
toksinlerin sistemik dolagima emilimi ile enterotoksemi meydana gelir (Uzal ve ark
2010, Uzal ve ark 2016). Insan ve hayvanlarda goriilen C. perfringens kaynakl
hastaliklar Tablo 1.4'te sunulmustur.

(A) Histotoksik Enfeksiyon (B intestinal Enfeksiyon
1.Travma 2.Yaraya girisi ve dokuya 1.Bakteriyel kolonizayon, toksin salgilanmasi ve

bagirsaklar tizerine lokal etkisi

' invazyon

nekroz

N e
— N R, <

CPE . CPB

T\
, Try;l)sin ‘

ETX
€060 000 000 |

@ 9’-" '}'r—j'-"“::i_‘
- & 9

Karaciger Bobrek Beyin

2.Toksinlerin bagirsak disindaki organlar etkilemek
Future Microbiology © Future Science Group (2014) izere sistemik dolagima emilimi

Sekil 1.4. C. perfringens kaynakli histotoksik ve intestinal hastaliklarda rol
oynayan baslica toksinlerin etkisi (Uzal ve ark 2014'den uyarlanmaistir).

CPA: Alfa toksin, CPB: Beta toksin, ETX: Epsilon toksin, CPE: Entetotoksin,
NetB: Nekrotik B benzeri toksin, PFO: Perfringolizin O.

Klostridial miyonekroz veya gazli gangren, C. perfringens tip A'nin neden
oldugu, iskelet kasi ve deri alti dokusunun nekrotizan 6liimciil bir enfeksiyonudur.
Travmatik yaralara bakterilerin invaze olmasinin ardindan gaz olusumu ve
krepitasyon ile karakterizedir (Shindo ve ark 2015, Silva ve ark 2016). Gazli
gangrenin patogenezinde alfa toksin ve perfringolizin O sinerjik etki gosterir (Vidal
ve ark 2012). Bu hastalik, insan ve hayvanlarda diisiik insidansa sahip olmasina

ragmen yiiksek 6liim orantyla seyreder (Stevens ve ark 2012).
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Tablo 1.4. C. perfringens tipleri tarafindan insan ve hayvanlarda olusturulan
hastaliklar (Uzal ve ark 2018’den uyarlanmustir).

Tip Hastalik

Insanlarda ve hayvanlarda gazli gangren
Domuz ve atlarda hemorajik gastroenteritis
Koyun ve sigirlarda enterotoksemi
Sar1 Kuzu Hastalig1

Tip A

Kuzularda dizanteri
TipB Koyunlarda hemorajik enteritis
Buzagi, oglak ve taylarda hemorajik enteritis

Insanlarda "Enteritis Nekrotikans"
TipC Neonatal hayvanlarda nekrohemorajik enteritis
Koyunlarda "Struck"

TipD Koyun, keg¢i ve sigirlarda enterotoksemi

Koyun ve sigirlarda enteritis

TipE Tavsanlarda enterotoksemi

Insanlarda gida zehirlenmesi ve antibiyotik iligkili diyare
TipF Kopeklerde hemorajik gastroenteritis
Keci ve atlarda kolitis

TipG Kanatli hayvanlarda nekrotik enteritis

C. perfringens kaynakli enterik hastaliklarin olusmasi i¢in en yaygin hipotez
mikroorganizmanin bagirsak limeninde hizli bir sekilde g¢ogalmasi ve toksin
liretmesini saglayacak bir mikrogevrenin olusmasidir. Sindirim kanali florasinda
diisiik miktarlarda bulunan mikroorganizmalar normal peristaltik hareketler ile
diizenli olarak disar1 atilir. Ek olarak diger kommensal mikroorganizmalarla rekabet,
deoksilat gibi safra asitleri ve Lactobacillus spp. tarafindan iiretilen toksinler ile C.
perfringens proliferasyonu baskilanir (Sorg ve Sonenshein 2008, Guo ve ark 2017).
Bagirsak florasinda olusan ani degisiklikler ya da bagirsak peristaltizminin
bozulmasiyla bagirsak limeninde C. perfringens diger bakterilerden baskin hale
gelebilir. Neonatal hayvanlarda bagirsaklardaki diigiik proteolitik aktivite, bagirsak
florasinin tam olarak olusmamasi ve Yyeterli miktarda kolostrumun alinamamasi,
yetiskinlerde yapilan ani rasyon degisiklikleri, yesil otlaklara ya da hasat sonrasi tahil
arazilerine erisim, barinak sartlarinin kotii olmasi, yogun antibiyotik ve antiparaziter
ila¢ kullanimi ile salmonellozis ve koksidiyozis gibi bagirsak hastaliklar1 bagirsak
mukoza, mikrobiyota ve motilitesine etki ederek enterotoksemi olusumunda 6nemli
rol oynar (Rosadio ve ark 2010, Burgstaller ve ark 2017). C. perfringens, sindirim

kanalinda kolonize olmak ve bagirsak duvaria baglanmak icin NANI sialidaz1 gibi
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mindr viriilans faktorlerini kullanir (Montagne ve ark 2000). Daha sonra beta,

epsilon, enterotoksin ve NetB basta olmak iizere ¢ok sayida toksin ve

kombinasyonlar1 intestinal enfeksiyonlara yol agar. Toksinler lokal etki ederek

bagirsaklarda mukozal hasara neden olur (Li ve ark 2017, Navarro ve ark 2018b).

Intestinal hastaliklarda viriilans faktdrlerinin etkisi Sekil 1.5'te 6zetlenmistir.

Intestinal lomene gegen C. perfringens’in
g SP0rlar  vejetatif formu geligic
e \N\ - ~

o ”‘" I -

Intestinal mukusta
~ *  hayattakalma ve
beslenme

Gozenek olusturan toksinler: Mukolitik enzimler:
Enterotoksin (cpe) NanH (Silalidaz)
©-toksin (perfringolizin O, pfo) Nanl (Silalidaz)
B-toksin (cpb) Nanl (Silalidaz)
e-toksin (etx)
B2-toksin (cpb2) Matris paragalayici
5-toksin enzimler:
NetF p-toksin (Hyalirinidaz)
NetB
Membran bozucu toksin:
a-toksin

Hiicre iskeletini bozan toksin:
-toksin

Siki baglanti noktalarini
pargalayan toksin:
Enterotoksin (cpe)

Kollajenazlar

Sekil 1.5. C. perfringens kaynakli bagirsak enfeksiyonlarinda viriilans faktorleri ve
genel etki mekanizmalaria gore toksinlerin siiflandirilmasi (Kiu ve Hall 2018'den

uyarlanmistir).
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1.6. C. perfringens Kaynakh Enterotoksemiler
1.6.1. C. perfringens Tip A Enterotoksemi

C. perfringens tip A suslarinin major toksini alfa toksindir, ancak bu tip
tarafindan, enterotoksin ve beta2 toksin de tretebilir. Bu toksin tipi ruminantlarda
abomasitis ve enterotoksemi ile iliskilendirilir (Lebrun ve ark 2010, Goossens ve ark
2017). Ruminantlarda C. perfringens tip A enterotoksemi sporadik vakalar halinde
ortaya ¢ikar. Tip A kuzularda akut intravaskiiler hemolizle karakterize olan Sari
Kuzu Hastaligi’na (Yellow Lamb Disease) neden olur (Uzal 2016). Sigirlarda %100'e
yakin mortalite ile ciddi bir ekonomik kayba yol agan jejunal kanama sendromuna C.
perfringens tip A'nin neden oldugu bilinir. Buzagilarda ise tip A enterotoksemiye etgi
irklara ait buzagilarin daha duyarli oldugu bilinmektedir (Valgaeren ve ark 2013,
Silva ve ark 2016).

1.6.1.1. Tip A Enterotokseminin Klinik Bulgulari

Perakut seyreden vakalarda hayvanlar ¢ogunlukla 6lii ya da agoni halinde
bulunur. Kuzularda klinik semptomlar; depresyon, anemi, ikterus ve hemoglobiniiri
ile karakterizedir. Oglaklarda, akut hastalikta siddetli sanci, yiiksek ates,
konviilsiyonlar, lateral pozisyonda yerde yatma ve fibrinohemorajik diyare gibi
klinik belirtiler goriiliir (Uzal ve Songer 2008). Tip A enterotoksemi buzagilarda
hemorajik enteritisle seyreder. Klinik bulgularin gozlendgi buzagilarda diyare,
abdominal distansiyon, sinirsel bulgular, solunum giigliigii, lateral yatis ve soguk
ekstremiteler gibi sok belirtileri siklikla goriiliir (Lebrun ve ark 2010, Valgaeren ve
ark 2013). Yetiskin sigirlarda hastalik hizli gelisir ve toksemi sonucu ani 6lim
goriiliir. Yetiskin sigirlar aniden 6lmezse; akut depresyon, siit veriminde azalma,
tagikardi, ruminal durgunluk, abdominal distansiyon ve diskida koyu renkli

pthtilasmis kan gozlenebilir (Dennison ve ark 2002, Abutarbush ve Radostits 2005).

1.6.1.2. Tip A Enterotokseminin Nekropsi Bulgulari

Tip A enterotoksemide spesifik olmamasina ragmen abdomende gaz birikimi
ve kadavrada hizli bir sekilde putrifikasyon gelisir. Sar1 Kuzu Hastaligi'nda

generalize ikterus, pulmoner O6dem, viicut bosluklarinda sivi birikimi ve
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hemoglobiniirik nefrozis belirgindir. Karaciger ve dalak biiylimiis olup, karacigerde
solgun alanlar gorilir ve kivam olarak gevrek bir yapidadir. Hemoliz ve
hemoglobiniiriden dolay: idrar kesesinde kirmizi renkli idrar bulunur (Uzal 2016).
Ince bagirsakta segmental veya diffuz nekro-hemorajik enteritis goriiliir (Simpson ve
ark 2018). Bagirsak liimeni hemorajik icerikle siskindir. Bagirsak duvar1 6demli ya
da bagirsaklar asir1 dilate ise ince goriiniimdedir. Bazi durumlarda mukozal hasar
sekum veya spiral kolonu da etkileyebilir. Makroskobik lezyonlarin gorildiigi
oglaklarda akciger ve bagirsaklarda konjesyon ve 6ddem, bagirsaklarda gaz nedeni ile
dilatasyon bildirilmistir (Dray 2004). Koyun ve kecilere benzer sekilde sigirlarda
nekrohemorajik enteritis bulgular1 6n plandadir. Mezenteriyal lenf diigiimlerinde
biiylime, bagirsak duvarinda konjesyon ve liimende bol miktarda hemorajik igerik
rumen ve abomasum mukozasinda hemoraji nekropside gozlenen en yaygin
bulgulardir (Manteca ve ark 2001, Dennison ve ark 2002). Karacigerde biiylime ve
bobreklerde hemoglobiniirik nefrozisden dolay1 siyah renk degisikligi goriilebilir.
Endokart, perikart, mediastinal ve mezenterik lenf diigiimlerinde hemoraji bildirilen
diger bulgulardir (Manteca ve ark 2000, Schlegel ve ark 2012). Ayrica tip A
enterotoksemili buzagilarda bagirsak lezyonlarina abomasitisin eslik edebilecegi

bildirilmistir (Valgaeren ve ark 2015).
1.6.1.3. Tip A Enterotokseminin Histopatolojik Bulgular:

Tip A enterotoksemide histolojik bulgular spesifik degildir. Karacigerde
sentrilobiiler nekroz, bobrekte hemoglobin silindirleri ile birlikte nefroz, pulmoner
O6dem ve konjesyon bulgular1 gozlenir (Uzal 2016). Kecilerde, mikroskobik olarak
ince ve kalin bagirsak lamina propriyasinda lenfosit, plazma hiicresi az miktarda
diffuz nétrofil ve eozinofil infiltrasyonlar1 ile karakterize enterokolitis goriiliir.
Bagirsak epitellerinde nekroz ve deskuamasyon vardir. Liimende ve nekroze olan
bolgelerde tek veya kiimelenmis sekilde az ya da ¢ok sayida gram pozitif ¢ubuklar
goriiliir. Tip A enterotoksemi tespit edilen hayvanlarin enterositlerinde parazitlerin

farkli gelisim asamalar1 da goriilebilir (Songer 1996, Miyakawa ve ark 2007).

Sigirlarda; ince bagirsakta segmental hemoraji ve 6dem ile birlikte yangisal
hiicre infiltrasyonlar1 goriiliir. Villus ucglarindan kript tabanina kadar uzanan nekroz

ve progressif bir erozyon vardir. C. perfringens'e benzeyen g¢ubuk seklindeki
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bakterilerin olusturdugu kiimelenmeler bagirsak hiicrelerine yapismis halde
gozlenebilir. Submukozada kan damarlarinda trombiis goriildiigt ifade edilmektedir.
Pulmoner 6dem ve konjesyon, beyin ve beyincikte yogun hiperemi, serebral korteks,
beyincik ve beyin kokiinde cogunlukla beyaz madde ile simirli perivaskiiler ve
parankimal hemoraji alanlar1 ile birlikte 6dem goriilebilir. Karaciger parankiminde
sentrilobiiler vakuoler dejenerasyon ve nekroz, bobrek tubullerinde dejenerasyon,
korteks ve medullada hemorajik alanlar goriilen diger bulgulardir (Manteca ve ark

2001, Valgaeren ve ark 2015).

1.6.2. C. perfringens Tip B ve Tip C Enterotoksemi

C. perfringens tip B tarafindan alfa, beta ve epsilon toksinleri iiretilir. Tip C
suslar1, alfa ve beta toksinlerine ek olarak enterotoksin ve beta2 gibi toksinleri de
tiretebilir. C. perfringens tip B ve C koyun, sigir, at ve domuzlarda ani 6liim, akut
norolojik bulgular ve hemorajik diyare ile karakterize benzer hastaliklar olusturur
(Diab 2016). Tip B enterotoksemi hemorajik enteritisle karakterize olmasinin
yanisira koyunlarda beyinde fokal simetrik nekrozlara (ensefalomalasi) yol agar. Tip
B kaynakli hastaliklarda bagirsak lezyonlarinin beta toksin, beyin lezyonlarinin ise
epsilon toksin tarafindan olusturuldugu ifade edilmektedir (Uzal ve Songer 2016). C.
perfringens tip C enfeksiyonlar1 ozellikle neonatal hayvanlarda nekrotik, nekro-
hemorajik enteritis ya da enterokolitis ile karakterizedir (Uzal ve McClane 2011).
Neonatal hayvanlarda beta toksinin iligkili hastaliklarin goriilmesi toksinin tripsine
olan duyarlilig1 iliskilendirilir. Kolostrumda bulunan tripsin inhibitorleri
immiinoglobulinlerin proteolitik par¢calanmasini1 6nlemeyi amaclar ve bu mekanizma

sayesinde beta toksinin de viriilans1 korunur.

Tip B ve tip C enterotoksemi Avrupa, Orta Dogu, Giliney Afrika ve Yeni
Zelanda’da bildirilmistir. Ingiltere'de ise tip B enterotokseminin yash kuzularda
goriilen formu "pine" olarak adlandirilir (Uzal ve Songer 2008, Munday ve ark
2020). Tip C enterotokseminin yash koyunlarda goriilen formu ise "struck" adi ile
bilinir. Ozellikle merada, koyun ve kegi yetistiriciligi yapilan iilkelerde daha fazla
goriiliir. Yetigkin hayvanlarda tatli patates ve soya fasulyesi gibi tripsin inhibitorleri
iceren yemlerin tiiketilmesi tip C enterotoksemi gelisimi i¢in bir risk faktorii olarak

kabul edilir (Borriello ve Carman 1992, Fisher ve ark 2006).
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1.6.2.1. Tip B ve Tip C Enterotokseminin Klinik Bulgulari

C. perfringens tip B ve tip C’nin neden oldugu hastaliklar1 klinik olarak ayirt
etmek giictiir. Neonatal kuzularda tip B ve tip C kaynakli hastaliklar sirasiyla kuzu
dizanterisi ve hemorajik enteritis olarak adlandirilir (Uzal ve Songer 2008). Perakut
vakalarda ani Olim goriiliirken, akut seyreden vakalarda, abdominal sanci ve
distansiyon, opistotonus, ¢irpinma hareketleri, siyah renkli ya da hemorajik diyare
bulgular1 sonras1 24 saat i¢inde Olim goriilir (Garcia ve ark 2013). Tip B
enterotokseminin daha yash kuzularda goriilen kronik formu "pine” gelisim geriligi,
depresyon, siit emmede isteksizlik ve sinirsel bulgularla karakterizedir (Diab 2016).
Benzer klinik bulgular oglaklarda da goriiliir. Buzagilarda klinik semptomlar ishal,
dizanteri ve koliktir. Etkilenen yetiskin hayvanlarin kondiisyon durumu oldukga
iyidir ve hastalik genellikle sporadik olarak seyreder. Yetiskin koyunlarda mortalite
orani %5-15 arasinda degistigi ifade edilmektedir (Uzal ve Songer 2008).

1.6.2.2. Tip B ve C Enterotokseminin Nekropsi Bulgulari

Tip B ve C enterotokseminin nekropsi bulgulart birbirine benzerlik gosterir.
Perakut formda, ani 6liim nedeniyle nekropsi bulgular1 belirgin degildir. Akut form
nekrohemorajik enteritisle karakterize olup o6zellikle ileum ve jejunumda yaygin
mukozal nekroz, iilser ve diizensiz difterik membranlar goriilebilir (Uzal ve ark
2007). Mukoza iilserlesmesinin siddetli ve derin oldugu durumlarda peritonitis
sekillenebilir. Abdominal boslukta siklikla serofibrinéz veya hemorajik bir sivi
gozlenebilir. Abomasum ve mezenterial lenf diigiimleri 6demli ve konjesyonludur
(Sayeed ve ark 2008, Nagahama ve ark 2015). Tip B enterotoksemide akut donemi
atlatarak hayatta kalan hayvanlarda epsilon toksinden dolay1 beyinde fokal simetrik
ensefalomalasi (FSE) olusabilir (Uzal ve Songer 2016).

Tip C enterotoksemili kuzu ve buzagilarda rumende subserozal multifokal
hemoraji, bagirsaklarda dilatasyon ve igerisinde bol miktarda sarimsi-hemorajik sivi,
mukozada multifokal hemorajik alanlar ve diffuz konjesyon gozlenir (Garcia ve ark
2013). Bazen bagirsak duvarinda &dem, liimende kremsi az miktarda igerik ve
mukozada kiigiik iilser alanlar1 ile hiperemi goriilebilir. Ince bagirsagin mukozasi

tizerinde fibroz bir psddomembran gozlenebilir. Periton boslugunda az miktarda
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serdz-hemorajik sivi bulunabilir, mezenteryum ve periton genellikle hiperemiktir.
Mezenterik lenf diiglimleri édemli ve konjesyonedir. Genellikle perikardiyal sivi
birikimi ve intersitisyel pulmoner 6dem vardir. Epikardiyal ve endokardiyal
hemorajilere siklikla rastlanir. Toksemi nedeniyle Karaciger solgun ve gevrektir.
Dalakta hafif bliylime ve yumusama goriiliir. Bobrekler biiylimiis, 6demli, solgun ve
toksik dejenerasyondan dolayr yumusamis olarak izlenir. Baz1 vakalarda beyinde

yaygin sekilde kiiclik kanama odaklar1 goriilebilir (Uzal ve ark 2007).
1.6.2.3. Tip B ve C Enterotokseminin Histopatolojik Bulgulari

Koyun, kegi ve sigirlarda tip B ve C enterotoksemide histopatolojik bulgular
spesifik degildir. Buzagilarda oOzellikle jejunum ve ileumda epitel ve lamina
propriyay: etkileyen koagiilasyon nekrozu, villus atrofisi, lamina propriyada diffuz
hemoraji, nétrofil, plazma hiicresi, lenfosit ve makrofaj infiltrasyonlar1 goriiliir.
Segmental noétrofilik nekrotik vaskiilitis, mukozal ve submukozal kan damarlarinda
fibrin trombiisii gozlenebilir. Bazofilik cubuk seklinde bakteri, fibrin, nétrofil ve
nekrotik hiicre kalintilarindan olusan fibrinonekrotik psédomembran olusumlari
bagirsak mukozal ylizeyini kaplayabilir. Bagirsak liimeninde, nekrotik mukozada ve
Lieberkiihn kriptleri i¢inde ¢ok sayida gram-pozitif ¢ubuk goriiliir (Uzal ve ark 2010,
Nagahama ve ark 2015). Sekum ve spiral kolonda mukozal ve submukozal
kanamalar belirgindir. On midelerde, abomasumda submukozal ve subserozal
kanamalar, fibrin, nétrofil infiltrasyonu, nekrotik vaskiilitis ve tromboz goriiliir.
Bagirsak epitellerinde Cryptosporidium spp. gibi parazitlerin gelisim evreleri

goriilebilir (Garcia ve ark 2013).

1.6.3. C. perfringens Tip D Enterotoksemi

Tip D enterotoksemi koyun, kegi ve sigirlarda klostridial enterotokseminin en
yaygin nedenidir. Hastalik fazla miktarda yem tiiketimi ve bobrek lezyonlar: ile
iliskilendirildigi igin “Asu1 Yeme Hastaligi-Overeating Disease” ve "Yumusak
Bobrek Hastaligi-Pulpy Kidney Disease” olarak da bilinir. C. perfringens kaynakl
hastaliklar icerisinde koyunlarda en sik goriilendir (Uzal ve ark 2016). Koyunlarda
goriilen tip D eneterotoksemi {izerine ¢ok sayida bilimsel ¢alisma olmasina ragmen
diger hayvan tiirlerinde nispeten daha az sayida ¢aligma bulunmaktadir. Hastaligin

keci ve sigirlarda sporadik olarak goriildiigii bildirilmistir (Uzal 2004, Watson ve
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Scholes 2009, Jones ve ark 2015). C. perfringens tip D suslarmin ana viriilans
faktorii epsilon toksindir. Bunun yanisira bu tip tarafindan alfa, eneterotoksin ve
perfringolizin O toksinleri de ftretilebilir. Epsilon toksin kan dolasimina gectiginde

damar endotelinde hasar, kapillar permeabilitede artis ve dokularda 6deme neden

olur (Popoff 2011, Uzal ve ark 2016, Rood ve ark 2018).

Tip D eneterotoksemi hayvanlarin yemleme aliskanliginin  degistigi
zamanlarda, siitten kesilme sonrasinda ya da besiye alinma zamanlarinda en yiiksek
insidansa ulasir. Ruminantlarda fermente olabilen karbonhidratlar agisindan zengin
yemlerin fazla miktarda ve adaptasyon siireci olmadan tiiketilmesi hastalik i¢in ana
predispozan faktordiir. Hayvanlar kademeli bir gecis olmadan asir1 miktarda
nisastaca zengin yemlerle beslendiginde, rumen florasi bu duruma adaptasyon
saglayamamakta ve sindirilmemis ya da kismen sindirilmis nisasta bagirsaklara
geger. C. perfringens bu ortamda asir1 miktarda ¢ogalir (Uzal ve ark 2016, Simpson
ve ark 2018). Nisasta sindiriminin eksikligi ayn1 zamanda ince bagirsaklarda
glikozun da yokluguna neden olur. C. perfringens tip D disiik glikoz igeren
ortamlarda daha fazla epsilon toksin iiretir. Bagirsakta sindirilmemis nisastanin
bulunmasi1 C. perfringens tip D c¢ogalmasini uyarirken, glikozun yoklugu epsilon
toksinin iiretimini uyarir. Besiye alma donemlerinde ve siitten kesilme sonrasi tip D
vakalarinin artist bu duruma baglanmaktadir. Ek olarak gebelik toksemisi, genis
spektrumlu antihelmintik ilaglarin doz asimi ve sindirim kanalindaki agir parazit
yiikii bagirsak ortamini bozarak tip D enterotoksemiye yatkinlik olusturabilir (Uzal
ve ark 1994, Uzal ve ark 2016).

1.6.3.1. Tip D Enterotokseminin Klinik Bulgulari

Tip D enterotoksemide, bagirsak liimeninde iiretilen fazla miktardaki epsilon
toksinin dolagima ge¢mesiyle hastalik perakut seyreder ve ani 6liim goriiliir (Uzal ve
ark 2008, Simpson ve ark 2018). Genellikle anamnezde bakim ve beslemede ani
degisiklik yapildig:r yer alir. Akut etkilenen hayvanlar daha az miktarda toksine
maruz kalmistir. Bu hayvanlarda nefes almada giicliik, diyare, glikoziiri, lateral
pozisyonda yatma, opistotonos ve konviilsiyonlar goriiliir (Uzal ve Kelly 1998, Uzal
ve ark 2002). Daha uzun siireli bir klinik seyirle birlikte korlik, ataksi, dis

gicirdatma, nistagmus ve konviilsiyon gibi norolojik belirtiler gézlenir (Uzal ve ark
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2002, Filho ve ark 2009, Watson ve Scholes 2009). Ayrica tip D enterotoksemili
kuzularda siddetli anemi, abdominal sanc1 ve hemoglobiniiri gorildigi bildirilmistir
(Giannitti ve ark 2014, Giannitti ve ark 2021). Kecilerde ek olarak hemorajik ya da
koyu yesil renkli diyare, kolitis ve enterokolitis gozlenebilir (Uzal ve Kelly 1998,
Uzal ve ark 2016, Kumar ve ark 2019).

1.6.3.2. Tip D Enterotokseminin Nekropsi Bulgulari

Akut tip D enterotoksemiden olen koyunlarda, hidroperikardiyum,
hidrotoraks, asites, pulmoner ve leptomeningeal 6dem, epikardiyal, endokardiyal ve
bobreklerde subkapsiiler petesiyel kanamalar, intestinal konjesyon ve hemorajiler
gozlenir. Subakut ve kronik form, uzun siireli ndrolojik bulgularin goriildiigii bir
klinik seyrin ardindan beyinin beyaz maddesinde fokal simetrik ensefalomalasi
(FSE) ve foramen magnumdan serebellar vermisin herniasyonu ile karakterizedir.
Fokal simetrik ensefalomalasiye korpus striatum, talamus, orta beyin, serebellar
pedinkiiller dahil olmak iizere beyinin farkli béliimlerinde rastlanabilir (Garcia ve ark

2015, Uzal ve ark 2016).

Tip D enterotoksemili oglak ve yetiskin kegilerde perianal bolgenin siv1 digki
ile kirlenmesi, pulmoner 6dem ve kojesyon, hidrotoraks, asites, bobreklerde
subkapsiiler kanamalar, fibrinonekrotik ya da hemorajik enterokolitis gozlenen
postmortem bulgulardir (Kumar ve ark 2019, Ortega ve ark 2019). Bagirsaklar,
ozellikle de kolon serozas1 6demli, liimeni fazla miktarda yesil renkli siv1 ve gaz ile
dilatedir. Ileum ve kolon mukozasinda fibrin kapli diizensiz sekillerde iilserli alanlar
gozlenebilir. Koyunlara benzer sekilde tip D enterotoksemili kegilerde serebellar
vermisin foramen magnuma herniasyonu goriilebilir (Uzal ve ark 2008, Ortega ve
ark 2019).

Sigirlarda  koyunlardaki bulgulara benzer sekilde pulmoner o6dem ve
konjesyon, hidroperikardiyum, ince bagirsakta sulu icerik ve jejunum mukozasinda
petesiyel kanamalar goriiliir. Daha uzun siire canli kalanlarda ise beyin kokiinde
petesiyel kanama ve FSE gozlendigi ifade edilmistir (Watson ve Scholes 2009, Mete
ve ark 2013).
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1.6.3.3. Tip D Enterotokseminin Histopatolojik Bulgulari

Akut veya subakut tip D enterotoksemili koyun ve daha az siklikla kegilerde
beyinde goriilen perivaskiiler ve intramural proteinéz 6dem tanisal bir lezyon olarak
kabul edilmektedir (Uzal ve ark 2016, Ortega ve ark 2019). Bu lezyonlar daha ¢ok
kan—beyin bariyerinin yikimlandig1 serebral korteks, korpus striatum, talamus, orta
beyin, medulla ve serebellumda daha ¢ok beyaz maddede bulunur. Beyaz maddedeki
seyrek hiicresellik ve biiyiik hiicre dis1 bosluklar, vazojenik 6dem sivisinin daha fazla
birikmesine ve yayilmasina izin verir (Garcia ve ark 2015). Tip D enterotoksemili
koyunlarda, bobrek tubul epitellerinde dejenerasyon ve nekroz, intersitisyel dokuda
hemolize kan ve yangisal hiicre infiltrasyonlar1 goriilebilir. Ek olarak proksimal ve
distal tubul epitel hiicrelerinde hiyalin damlaciklari, akciger alveollerinde ve
intersitisyel dokuda 6dem ile alveol liimeninde fibrin eksudasyonu; karacigerde
hepatositlerde dejenerasyon ve nekroz, safra kanallarinda kolestaz goézlendigi
bildirilmistir (Giannitti ve ark 2014). ince bagirsak ve kolonda degisen derecelerde
mukozal konjesyon ve liimende gram-pozitif ¢ubuk seklinde bakteriler goriiliir (Uzal

ve ark 2004).

Kecilerde dogal ve deneysel tip D enterotoksemide, akcigerde interlobiiler
septumlarda ve alveollerde 6dem, bagirsaklarda konjesyon, koagiilasyon nekrozu,
villuslarda atrofi, lamina propriyada nétrofil, lenfosit ve plazma hiicresi
infiltrasyonu, liimende nekrotik hiicre dokiintiilerinin oldugu alanlarda ¢ubuk
seklinde gram pozitif bakteriler gozlenir (Kumar ve ark 2019, Ortega ve ark 2019).
Ek olarak deneysel hastalikta bobreklerde glomeriiler ve intersitisyel kanama, tubul
epitellerinde koagiilasyon nekrozu, beyin ve beyincikte kapillar konjesyon,
perindronal 6dem, kalpte kapiller konjesyon ve hemoraji, karacigerde sentrilobiiler
nekroz bildirilmistir (Kumar ve ark 2019). Ortega ve ark (2019) kegilerin beyin ve
beyinciginde etkilenen damar duvarlarmmda transmural 6dem gozlendigini ifade

etmislerdir.

Tip D enterotoksemili sigirlarda, koyun ve kegilere benzer mikroskobik
lezyonlar gozlenir. Akcigerde damarlarin ¢evresinde perivaskiiler ve alveoler 6dem,
bobrek tubul epitellerinde nekroz ve dejenerasyonlar, beyinde perivaskiiler

bosluklarin genislemesi, bu alanlarda eozinofilik hiyalin damlalari ve proteindz
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O0dem, bagirsak lamina propriyasinda multifokal kanamalar gorildigi ifade

edilmistir (Filho ve ark 2009, Watson ve Scholes 2009).
1.6.4. C. perfringens Tip E Enterotoksemi

C. perfringens tip E kuzu, buzag1 ve tavsanlarda enterotoksemiye neden olur.
Bu tip tarafindan alfa ve iota major toksinleri iiretilir. Ancak bazi1 C. perfringens tip
E suslar1 CPE ve CPB2 gibi daha fazla viriilans faktorii sentezleyebilir (Sakurai ve
ark 2009). C. perfringens tip E'min, Orta Dogu'da kuzu ve kecilerde, Kuzey
Amerika'da buzagilarda enteritiSe neden oldugu ifade edilmistir (Greco ve ark 2005,
Kim ve ark 2013). Ayrica tilkemizde C. perfringens tip E'nin 2 aylik bir buzagidan
izole edildigi bildirilmistir (Erdksiiz ve ark 2018). Bu tip tarafidan olusturulan
hastalikta ani Oliim, abomazumda konjesyon ve ilser, hemorajik enteritis,
hidroperikardiyum, serozal kanamalar ve mezenterial lenf diigiimlerinde biiylime
gozlenebilir. Histopatolojik olarak bagirsak villuslarinda, adherent gram pozitif
cubuklar ve polimorfoniikleer 16kositler goriildiigii ifade edilmistir (Uzal ve Songer
2008, Eroksiiz ve ark 2018).

1.7. Teshis

Saha sartlarinda ani 6liim ile birlikte predispoze faktorlerin varligini igeren
bir anamnez, klinik ve makroskobik bulgularin temelinde gegici bir enterotoksemi
tanis1 konulabilir. Hiperglisemi ve glikoziiri, tip D enterotoksemili hayvanlarda

siklikla gozlenen laboratuvar bulgularidir.

Nekropsi, kadavranin normal kokusmasini, enterotoksemiye bagli olan hizl
kokusmadan ayirt edebilmek i¢in en kisa silirede yapilmalidir. C. perfringens
tiplerinin, saglikli hayvanlarin bagirsak florasinda bulunmasi ve bunlarin birkag saat
icinde kadavranin diger dokularina penetre olmasindan dolayr bakteriyolojik kiiltiir
sonuglari, klinik ve patolojik bulgular ile birlikte degerlendirilmelidir (Uzal ve
Songer 2008). Oliim ile drnekleme arasindaki siireye bagli olarak diagnostik amacla
bakteri sayisinin yorumlanmasinin giivenilirligi degismektedir (Assie ve ark 2006).
Hayvanlarin bagirsak igeriginde 10%-10° CFU/mI C. perfringens bulunmasi normal
kabul edilirken enterotoksemi vakalarinda 10°%-10® CFU/ml ve daha yiiksek sayilara
ulagabilir (Philippeau ve ark 2003). Taze 6lmiis hayvanlarin bagirsak igeriginde
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yapilan miktar tayini, uyumlu Kklinik belirtiler, makroskobik ve histopatolojik
bulgular esliginde 6nemli kabul edilebilir (Uzal ve Songer 2008).

Enterotokseminin kesin tanisi i¢in bagirsak igerigi, viicut sivisi veya kiiltiir
stipernatantinda C. perfringens toksinlerinin tespit edilmesi gerektigi ifade
edilmektedir. Bu amagla Toksin Notralizasyon Testi (TNT), ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay), Lateks Agliitinasyon Testi ve PCR teknikleri kullanilir.
Bagirsak dokusunda ise immiinohistokimya gibi teknikler yardimiyla C. perfringens
ve toksinleri tespit edilebilir. Enterotoksemi tanisinda faydalanilan bazi teknikler

Sekil 1.6'da 6zetlenmistir (Pawaiya ve ark 2020).

Gegici Teshis
Anamnez
Klinik bulgular
Destekleyici Testler izolasyon
Hematoloji \ / Bakteriizolasyonu ve
idrar analizi biyokimyasal karakterizasyon
Enterotoksemi
Teshisi
Patolojik Teshi . .
atolopk Toeghis / \ Molekiiler Teknikler
Makroskahbik bulgular
Histopatoloji PCR ile toksin genlerinin
immunohistokimya tespiti

Serolojik Testler
TNT
ELISA

Lateks aglitinasyon

Sekil 1.6. Enterotoksemi tani yontemleri (Pawaiya ve ark 2020'den uyarlanmaistir).

Klostridial hastaliklarin teshisi i¢in son zamanlarda laboratuvar hayvanlarinin
kullanim1 azalmis olsa da Tetanoz ve Botulismus gibi hastaliklarin teshisi i¢in deney
hayvanlar1 hala kullanilmaktadir (Markey ve ark 2013). Toksinlerin nétralizasyonuna
dayanan in vivo TNT, 1931’den beri C. perfringens’in toksin tiplerinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir (Uzal ve ark 2003, Miclard ve ark 2009).
Manipiilasyon hatalari nedeniyle test sonuglarinda degiskenliklerin goriilmesi ve

zaman kaybina yol agmasi bu testin dezavantajlarindandir. Ek olarak son yillarda
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hayvan refahi konularinda artan hassasiyet toksin tespiti i¢in alternatif metotlarin
kullaniminm1 yayginlagtirmistir (Stiles ve ark 2013). ELISA, bagirsak igeriginde C.
perfringens toksinlerini spesifik olarak saptayan hassas ve nicel bir testtir. Bu test
TNT ile uyumlu sonuglar vermesi nedeniyle giiniimiizde alternatif olarak yaygin
sekilde kullanilir (Uzal ve ark 2003, Duracova ve ark 2018). ELISA yontemlerinin
duyarliligr genellikle in vivo yontemlerden daha fazladir ve diger bulgularin
yoklugunda yanlis taniya yol agabilir (Uzal ve Songer 2008). Son yillarda kiitle
spektrometrisi tekniklerinin (LC-MS, MALDI-TOF) de toksin miktarini belirlemek
icin kullanildig1 ifade edilmektedir (Seyer ve ark 2012, Dupré ve ark 2015). Diger
yontemlere gore maliyetin daha yiiksek olmasi ve toksinlerin biyolojik aktivitesinin

belirlenememesinden dolayi kiitle spektrometrisi teknikleri pratik degildir.

Siirekli artan sayida Ozel tani aracina ragmen, C. perfringens ile iliskili
enterik hastaliklarin pratik ve kolay yoldan kesin teshisinin veteriner diinyasi i¢in bir
sorun olmaya devam ettigi sOylenebilir. Uygun patolojik oOrneklerde klinik
belirtilerin, makroskobik ve mikroskobik bulgularin, bakteriyolojik verilerin ve
toksin analizinin yorumlanmasi, tanisal kesinlik elde etmek igin gereklidir ve bu

durumda bile %100 kesinlige nadiren ulasilabilir.

Tip B ve tip D enterotoksemi siipheli durumlarda makroskobik ve
histopatolojik olarak beyin dokusunun incelenmesi faydalidir. Serebellar vermisin
foramen magnumdan herniasyonu (serebellar koniklesme) ve FSE, tip D
enterotoksemiyi diigiindiirebilir (Rings 2004, Uzal ve Songer 2016, Uzal ve ark
2016). Ancak serebellar koniklesme ensefalit, intrakranial 6dem, hematom ve
neoplaziler gibi kafa i¢i basinci arttiran nedenlerin bir sonucu olarak da ortaya
¢ikabilir. Tiim vakalarda olusmamasina ragmen FSE’nin varlig1 subakut ve kronik tip
D enterotoksemide patognomik olarak kabul edilir. Tip D enterotoksemili koyunlarin
yaklasik %90'min beyninde gozlemlenen perivaskiiler proteinli 6demin diagnostik
bir degisiklik oldugu ifade edilmistir (Uzal ve ark 2004, Uzal ve Songer 2008, Uzal
ve ark 2016). Ancak bu lezyonlarin bulunmamasi muhetemel bir enterotoksemi
tamisim engellemez. Immunohistokimya, bagirsak igeriginin yetersiz oldugu, kiiltiir
ve PCR ile toksin geni tespitinin miimkiin olmadig1 durumlarda kullanilabilen bir
yontemdir. IHC ile insan (Bos ve ark 2005) ve kegilerde bagirsak mukozasinda
enterotoksin (Miyakawa ve ark 2007); at (Bacciarini ve ark 2003, Hazlett ve ark
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2011) ve kegilerde (Uzal ve ark 2008) gastrointestinal sisteminin farkli boliimlerinde
beta2 toksin; domuzlarda (Miclard ve ark 2009) ince bagirsakta C. perfringens beta
toksinin tespit edildigi ifade edilmistir.

1.8. Tedavi ve Koruma

Veteriner sahada enterotoksemi, hayvan refahi, teshis, tedavi ve asilama
maliyetleri bakimindan 6nemli olumsuz sonuglara yol acgar. Ozellikle akut olgularda
dehidrasyon, asidoz ve sokun Onlenmesine odaklanilir. Bakteriyel ¢ogalma oral
ve/veya parenteral antibiyotik tedavisi ile inhibe edilebilir. Diyareli koyun ve
kegilerde C. perfringens i¢in antibiyogram sonuglarinda siprofloksasin, penisilin ve
seftriaksonun en etkili antibiyotikler oldugu ifade edilmistir (Hussain ve ark 2018).
Ancak iretilmis olan yiiksek miktardaki toksinler iizerine antibiyotiklerin etkisi
olmadig1 bilinir. Hayvanin dehidrasyon durumu kontrol edildikten sonra siirgiit
ilaclar ile toksinler bagirsaklardan uzaklastirilabilir. Ancak hastaligin olugmasi i¢in
gereken toksin miktarlar1 oldukga diisiiktiir. Ozellikle geng hayvanlarda perakut ya
da akut seyirde goriilen %100'e yakin vaka 6liim orani tedaviyi imkansiz hale getirir
(Rings 2004, Markey ve ark 2013).

Enterotoksemi ic¢in yapilan asilama ve proflaksi tedbirleri OSnemlidir.
Asilamada, Clostridium perfringens, Clostridium chauvoei, Clostridium novyi,
Clostridium sordellii, Clostridium septicum ve Clostridium tetani gibi klostridial
tirlerden elde edilen toksoid polivalan agsilar kullanilir. Ayrica Mannheimia
haemolytica gibi diger bakterileri de i¢eren kombine asilar da proflaksi amaciyla
tercih edilmektedir (Lebrun ve ark 2010). Gebe hayvanlarin, kuzu, oglak ve
buzagilarin agilanmasiyla enterotoksemi miicadelesinde basariya ulasilabilir. Yapilan
caligmalarda asilanmis gruplarda hastalifin goriilme ihtimalinin belirgin oranda
diisiik oldugu ifade edilmistir (Ahsani ve ark 2011). Hayvanlar arasinda gelisen
antikor yanitinda bireysel ve tiir farkliliklar1 siklikla goriilmektedir. Koyunlar, ilk
asilamadan 28-42 giin sonra rapel doz uygulandiginda bir yil korunur ve yillik olarak
asilama tekrarlanir (Uzal ve Kelly 1998). Kegilerde olusan antikor yanitin diisiik
olmasi nedeniyle ilk ¢ift doz asilamadan sonra ii¢ veya dort ayda bir tekrar asilama
yapilmas1 onerilmektedir (Blackwell ve ark 1983). Inekler gebeligin yedi veya

sekizinci aymda asilanabilir. Asili gebe sigirlarin buzagilar1 ise postpartumun

27



dordiincii ayindan itibaren asilanabilir. Gliglendirici agilamalar ise enterotokseminin
ortaya ¢ikma ihtimalinin yiiksek oldugu donemlerden 3-4 hafta 6nce yapilmalidir.
Asili hayvanlardan elde edilen kolostrumun, zayif ve annesiz kalan neonatal
hayvanlara hayatlarinin ilk 48 saatinde i¢irilmesi faydali olabilir (Clarkson ve ark
1985).

Tane yem miktar1 yiiksek olan yemlerin tiiketilmesi, siitten kesilme ve taze
yesil otlar1 igeren meralara erisim donemleri C. perfringens kaynakli hastaliklarin
olugmasi i¢in hayvanlart risk altina sokalabilir. Kii¢iikbas hayvan yetistiriciliginde
liciiz/dordliz dogumlar kolostrum ile saglanan pasif bagisiklikta yetersizligine yol
acabilir. Bu doénemlerde bakim ve besleme konularina dikkat edilmeli, bagirsak
florasinin korunmasi amaciyla rasyona probiyotik eklenmesi tavsiye edilebilir
(Ewaschuk ve ark 2004, Timmerman ve ark 2005). Asi iiretim ve asilama
stratejilerinin gelismesine ragmen iyi bir siirli yonetimi uygulamas: enterotoksemiyi

onlemenin en ekonomik yolu olmaya devam etmektedir.

Sunulan projede temel olarak Marmara Bolgesi'nde enterotoksemi siiphesiyle
Olen ruminantlarda ELISA ile C. perfringens tiplerinin belirlenmesi, bu olgularin
histopatolojik ve etken diizeyinde immunohistokimyasal bulgularinin arastirilmasi ve
sonuclarin  birbiriyle uyumlarinin  karsilastirllmas1  amaglandi.  Toksinlerin
bagirsaklardan hizli bir sekilde emilmesi, yikimlanmasi, yetersiz, eksik, ge¢ veya
uygun olmayan sartlarda numunelerin laboratuvara gonderilmesi gibi nedenlerle
siklikla toksin bazli diagnostik giigliikler ortaya ¢ikabilmektedir. Buradan hareketle
calisgmamiz sonunda elde edilen tiim bulgular (ELISA, makroskobik, histopatolojik
ve immunohistokimyasal) degerlendirilerek, uygunsuz sartlar nedeniyle toksin
tespitinin miimkiin olmadig1 ya da toksin tip tayini yapilamayan siipheli olgularda C.
perfringens’in lezyonlu bagirsak mukozasinda immunohistokimyasal yontemle

gosterilmesinin taniya herhangi bir katkisinin olup olmayacagmin belirlenmesi
hedeflendi.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Gereg

Sunulan ¢aligsma, Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii (PVKE)'niin sorumluluk
alaninda bulunan Marmara Bélgesi'ndeki 1l/llge Tarim ve Orman Miidiirliiklerinden
1 Ocak 2020 ile 31 Aralik 2020 tarihleri arasinda teshis amaciyla gonderilen
enterotoksemi siipheli biiyiik ve kiigiik ruminantlarda yapildi. Bu hayvanlarin tiir, yas
grubu ve illere gore dagilimi Tablo 2.1'de sunuldu. Caligmada 128 adet farkli
isletmeden ve degisen yaslarda toplam 150 adet hayvan kullanildi.

Tablo 2.1. Degerlendirmeye alinan hayvanlarin tiir, yas grubu ve illere gore
dagilimai.

il Kuzu Koyun Oglak Ke¢i Buzagn Sigir Toplam
Balikesir 9 5 0 0 3 0 17
Bilecik 0 1 0 3 0 0 4
Bursa 16 2 3 0 1 0 22
Canakkale 9 3 2 1 0 0 15
Diizce 0 2 0 0 1 1 4
Edirne 14 1 2 1 5 1 24
Istanbul 4 2 1 0 1 1 9
Kirklareli 9 3 5 0 0 0 17
Kocaeli 8 3 1 0 2 1 15
Sakarya 4 2 1 0 1 0 8
Tekirdag 5 3 0 1 0 0 9
Yalova 3 0 0 2 0 1 6
Toplam 81 27 15 8 14 5 150

Calismaya dahil edilen hayvanlarin se¢ciminde arastirmacilar (Uzal ve Songer
2008, Uzal ve ark 2016, Ortega ve ark 2019) tarafindan enterotoksemili hayvanlarda
bildirilen; ani 6liim, diyare, enteritis, abdominal sanci, opistotonus ve konviilsiyon
gibi klinik semptomlar ile hidroperikardiyum, hidrotoraks, asites, kanamali-gazli ve
sulu mide bagirsak icerigi ile pulmoner 6dem gibi makroskobik bulgularin

gbzlenmesi, baslica kriterler olarak degerlendirildi. Degerlendirilmeye alinan tiim
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hayvanlarin sistemik nekropsi ve makroskobik incelemeleri yapilarak lezyonlu organ
ve dokularin fotograflari ¢ekildi. Daha sonra histopatolojik ve immunohistokimyasal
incelemeler i¢in tiim organlardan numuneler alindi. Ayrica hayvanlara ait bagirsak
igerikleri Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Clostridium Referans Laboratuvarina
C. perfringens toksinlerinin tespit edilmesi amaciyla vakit gegirilmeksizin iletildi.
Calismamizdaki Orneklerin 42 (%28)'si ilkbahar, 29 (%19,33)'u yaz, 15 (%10)'i
sonbahar ve 64 (%42,67)'U kis mevsiminde toplandi. Enterotoksemi siiphesi ile
calismaya dahil edilen hayvanlarin mevsim, tiir ve yaslarina gore dagilimi Tablo

2.2'de sunuldu.

Tablo 2.2. Enterotoksemi siipheli 6rneklerin mevsimlere gore dagilimi.

Mevsimler Kuzu Koyun Oglak Kec¢i Buzagi Sigir Toplam (%)

flkbahar 21 9 6 1 3 2 42 (%28)

Yaz 14 8 3 2 2 0 29 (%19,33)

Sonbahar 7 2 1 0 4 1 15 (%10)

Kis 39 8 5 5 5 2 64 (%42,67)

Toplam 81 27 15 8 14 5 150 (%100)
2.2. Yontem

2.2.1. Makroskobik inceleme

Degerlendirmeye alinan farkli yas grubundan toplamda 150 adet koyun, ke¢i
ve s1girin sistemik nekropsileri yapildi. Dis bakida viicut kondiisyon durumu, diyare
ve mukoz membranlar; i¢ bakida ise perikardiyal kese, goglis ve karin boslugunda
stvi birikimi, akciger, kalp, karaciger, bobrekler, abomasum, bagirsaklar ve
mezenteriyal lenf diiglimlerinde gozlenen degisiklikler kaydedildi. Daha sonra mide-
bagirsak liimeni ve mukozasinin muayenesi yapildi. Mukoza yiizeyinde gdzlenen
lezyonlar kaydedildi. Kafatas1 uygun sekilde agilarak beyin ve beyincik, konjesyon,
hemoraji ve 6dem varlig1 yoniinden incelendi. Arastirmacilarin (Uzal ve ark 2004,
Mete ve ark 2013) bildirdigi sekilde, beyin ve beyincik 24-72 saat %10'luk notral
formaldehitte tespit edildi. Daha sonra yaklasik 0,5-1 cm kalinliginda koronal
kesitler yapildi. Beyin ve beyincikten hazirlanan bu kesitler makroskobik olarak

hemoraji ve malasi lezyonlar1 yoniinden incelendi.
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2.2.2. C. perfringens Toksinlerinin Tespiti

Nekropsileri yapilan farkli yas ve tiirden ruminanta ait ince bagirsak igerikleri
C. perfringens toksinlerinin (o, B ve €) tespiti i¢in kullanildi. Toksin tespiti PVKE
Clostridium Referans Laboratuvart tarafindan ticari bir ELISA kiti (Bio-X,
Diagnostics Multiscreen ELISA, Enterotoxemia Belgium) kullanilarak iretici
firmanin protokoliine gore gerceklestirildi. Belirlenen toksin tiirlerine gore de C.
perfringens tiplendirilmesi yapildi. Kullanilan ELISA kitinin sadece C. perfringens
a, B ve € toksinlerinin tespitine yonelik olmasindan dolayr diger toksinlerin tespitine

yonelik bir analiz yapilamadi.
2.2.3. Histopatolojik Inceleme

Sistematik nekropsileri yapilan hayvanlarin biitiin organlarinin makroskobik
muayenesi yapilarak, ozellikle lezyonlu organlar basta olmak iizere sindirim sistemi
organlarindan (abomasum, duodenum, jejenum, ileum, ileosekal valf, sekum, kolon
ve mezenterik lenf diigimleri) alman pargalar %10’luk ndtral formaldehit
soliisyonunda 24-72 saat tespit edildi. Tespit sonras1 dokular, 2-3 mm kalinliginda
kiigiiltiildiikten sonra doku takip kasetlerine konularak 24 saat akan suda yikandi.
Cesme suyunda yikanan dokular, otomatik doku takip cihazinda (Citadel 1000,
Shandon Scientific, England) dereceli alkoller ve ksilol serisinden geg¢irilerek
parafinizasyon islemine tabi tutuldu. Daha sonra dokular parafine gémiilerek parafin
bloklar hazirlandi. Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom (FINESSE, Shandon
Scientific, England) ile 5 pm kalinliginda alinan kesitler kurutma tablasinda
(Hearson, England) kurutulduktan sonra Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyanarak
(Luna 1968), binokiiler baslikli 151k mikrokosbunda (AXIO Imager.D2, Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena, Germany) incelendi. Onemli goriilen olgulardan
mikroskobik fotograflar ¢ekilerek dijital ortama aktarildi (Axicam 712 color, Carl
Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany). Ayrica tiim olgulara ait abomasum,
mezenterik lenf diiglimii, ince ve kalin bagirsak boliimlerinden immunohistokimyasal
inceleme i¢in adhezivli lamlara (PolysineTM, VWR, Cat. No. 631-0107, Leuven) 5

pum kalinlhiginda kesitler alindi.
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2.2.4. immunohistokimyasal inceleme

Tiim olgulara ait abomasum, mezenterik lenf diigiimii, ince ve kalin bagirsak
boliimlerinden alman kesitler immunohistokimyasal boyamada kullanildi. C.
perfringens antijenlerinin tespiti i¢in daha 6nceden arastirmacilar tarafindan (Diab ve
ark 2012) bildirilen indirekt immunohistokimyasal boyama yOnteminden
yararlanildi. Immunohistokimyasal boyama i¢in rabbit poliklonal anti-C. perfringens
(ab325023, Abcam) primer antikoru ve Rabbit Specific HRP/DAB Detection IHC
Detection Kit-Micro-Polymer (ab236469, Abcam) boyama kiti kullanildi. Alinan
kesitler kurutma tablasinda kurutuldu. Ksilollerde 3 kez 5’er dakika deparafinize
edilen kesitler 100, 96, 90, 80 ve 70 derecelik alkollerde 3’er dakika tutularak rehidre
edildi. Fosfat buffer+Tween 20 (Bio-optica, PBS+Tween 20 Soluzione Lot:4419,
Milano-Italy) soliisyonu ile yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi
icin %3’liik hidrojen peroksit soliisyonu damlatildi ve 15 dakika sonra kesitler,
PBS+Tween 20 ile 3 kez 5’er dakika yikandi. Kesitler, mikrodalga firinda 80 watt'da
15 dakika kaynatilmis sitrat buffer (pH 6.0) (Bio-Optica, Tampone Citrato Lot:2120,
Milano-Italy) igerisine alinarak mikrodalga firinda 40 watt’da 15 dakika antijen
retrieval islemi yapildi. Mikrodalga firindan alinan kesitler oda sicakliginda 20
dakika sogumaya birakildi. Sonra sirastyla 5’er dakika distile su ve PBS+Tween 20
ile yikandi. Manuel boyama setine yerlestirilen kesitlere oda sicakliginda nonspesifik
boyanmay1 engellemek icin kit i¢eriginde bulunan protein block soliisyonu (Rabbit
Specific HRP/DAB Detection IHC Micro-Polymer Kit, ab236469) dokularin {izerini
kaplayacak sekilde damlatilarak 5 dakika inkiibe edildi. Protein block soliisyonu
akitildi ve yikama yapilmadan antikor diliient (Bio-Optica, Primer Antibody Diluting
Buffer Lot:1820, Milano-ltayl) ile 1:200 oraninda sulandirilan rabbit anti-C.
perfringens kesitlerin tizerine damlatildi ve oda sicakliginda karanlik ortamda 2 saat
bekletildi. Daha sonra PBS+Tween 20 ile 3 kez 5’er dakika yikandi. Kit igeriginde
bulunan HRP-Conjugate (Rabbit Specific HRP/DAB Detection IHC Micro-Polymer
Kit, ab236469) kesitlerin tizerini kaplayacak sekilde damlatilarak 15 dakika karanlik
ortamda bekletildikten sonra PBS+Tween 20 ile 4 kez yikandi. DAB (3,3’-
diaminobenzidine, Lot:57767 ScyTek, Chromogen/Substrate Kit, Utah-ABD),
prosediiriine uygun olarak hazirlandiktan sonra 0.2 pm’lik filtre kagidindan siiziildii
ve her lama 500 pl olacak sekilde damlatilarak 30-50 saniye oda sicakliginda
bekletildi. Daha sonra kesitler distile suyla yikanip 5 dakika dinlendirildi. Mayer's

32



Hematoksilen (Lot:HX03021349 Sigma-Aldrich Merck, Darmstadt Germany) ile 30-
50 saniye zit boyama yapilan kesitler daha sonra 10 dakika alkol ve 10 dakika
ksilolde bekletildi ve entellan ile lamel kapatildi. Her bloktan negatif kontrol igin de
kesitler hazirlandi. Immunohistokimyasal boyamada kullanilan negatif kontrollerde
de ayni prosediir takip edildi. Ancak primer antikorun eklenmedigi saf antikor
diliient kullanildi. Navarro ve ark (2018b) tarafindan bildirildigi sekilde
C.perfringens izole edildigi bilinen bagirsak kesiti pozitif kontrol olarak kullanildi.
Boyanan tiim kesitler binokiiler baslikli 151k mikrokobunda (AXIO Imager.D2, Carl

Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany) incelenerek degerlendirildi.

2.2.5. istatistiksel inceleme

ELISA ile toksin tespiti ve anti-C.perfringens immunohistokimyasal
boyanmasi arasindaki farkin anlamli olup olmadig1 istatistiksel yontemlerle
arastirildi.  Gruplar arasindaki farkin Onemlilik diizeyinin degerlendirilmesinde
Pearson Chi-kare testi kullanildi. ELISA ile C. perfringens toksinleri tespit edilen ve
edilemeyen hayvanlara ait bagirsak kesitlerinin farkli lokasyonlarinda anti-C.
perfringens i¢in yapilan immunohistokimyasal boyama sonuglarinin istatistiksel
olarak kiyaslanmasi ve pozitif olgularla degerlendirilmesinde Spearman Korelasyon
Testi kullanild:. Istatistiki analizler SPSS paket programi (Versiyon 29, IBM Inc.,
USA) paket programi ile gerceklestirildi. p<0,05 (%95 giiven araligl) olan

istatistiksel sonuglar anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. C. perfringens Toksinlerinin Tespiti

ELISA ile 150 adet hayvana ait bagirsak orneklerinden 19 (%12,67)'u C.
perfringens toksinlerinden (alfa, beta ve epsilon) en az biri yoniinden pozitif tespit
edilirken, 131 (%87,33)'inde herhangi bir C. perfringens toksini tespit edilemedi.
Toksin pozitif hayvanlarin 18 farkli isletmeden 6rneklendigi belirlendi. Toksin tespit
edilen ve edilemeyen 6rneklerin toplandigr iller Sekil 3.1'de verildi. Toksin tespit
edilen hayvanlarin tir dagilimi Grafik 3.1'de sunuldu. Mevsimlere gore
enterotoksemi vakalarinin gelen Ornek sayilarina gore oranlari ilkbahar, yaz,
sonbahar ve kis mevsiminde sirastyla, 8/42 (%19,05), 5/29 (%17,24), 2/15 (%13,33)
ve 4/64 (%6,25) olarak tespit edildi (Grafik 3.2). Toksin tespit edilen drneklerden 10
(%52,63)'u C. perfringens tip A, 1 (%5,26)'i C. perfringens tip C ve 8 (%42,11)'i C.
perfringens tip D olarak tiplendirildi (Tablo 3.1). Toksin pozitif 6rneklerden 16
(%84,21)'s1 kiiciik ruminant ve 3 (%15,79)' bliyiik ruminantlara aitti. Yas grubuna
gore bakildiginda ise olgularin 12 (%63,16)'sinin kuzu, oglak ve buzagidan; 7
(%36,84)'sinin koyun ve sigirlardan olustugu belirlendi.

4
Kirklareli I
3/17

istanbul
Tekirdag 1/9
1/9
Kocaeli Diizce
4/15 0/4
Sakarya
1/8
Canakkale
1/15 Bilecik
0/4

Balikesir
1/17

Sekil 3.1. Marmara Bolgesinden elde edilen pozitif/toplam 6rnek sayisinin illere gore
dagilima.
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Grafik 3.1. Toksin tespit edilen 6rneklerin hayvan tiirlerine gore dagilimi.
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Grafik 3.2. Mevsimlere gore enterotoksemi pozitif 6rneklerin dagilima.

Tablo 3.1. Toksin tespit edilen Orneklerde toksin tiiriine gore C. perfringens
tiplerinin dagilimai.

C. perfingens tipi ve toksin tiirleri Hayvan sayisi %

C. perfringens tip A (alfa toksin) 10 52,63

C. perfringens tip B (alfa, beta, epsilon toksin) - -

C. perfringens tip C (alfa, beta toksin) 1 5,26
C. perfringens tip D (alfa, epsilon toksin) 8 42,11
Toplam 19 100

Enterotoksemi siiphesi ile calismaya dahil edilen farkli yas ve tiirlerden

hayvanlar dikkate alindiginda, 81 adet kuzudan 8'inde; 27 adet yetiskin koyundan
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S'inde; 15 adet oglaktan 3'linde, 14 adet buzagidan 1'inde ve 5 adet sigirdan 2'sinde
toksin tespit edilirken, 8 adet keginin hig¢birinde toksin tespit edilemedi (Grafik 3.1).
C. perfringens toksini tespit edilen 5 adet kuzu, 2 adet yetiskin koyun, 2 adet oglak
ve 1 adet sig1r tip A; 1 adet buzag tip C; 3 adet kuzu, 3 adet yetiskin koyun, 1 adet
oglak ve 1 adet yetiskin sigir tip D olarak tiplendirildi (Tablo 3.2). Kiigiik
ruminantlara ait Ornekler incelendiginde, 131 adet bagirsak igeriginden 16
(%12,21)'s1 C. perfringens toksinlerinden (alfa, beta ve epsilon) en az biri yoniinden
pozitif bulunurken, 115 (%87,79) adet 6rnek negatif bulundu. Kiigiik ruminantlara ait
pozitif bulunan numunelerden 9 (%56,25)'u tip A ve 7 (%43,75)'si tip D olarak
tiplendirildi. Calismada yer alan enterotoksemili hayvanlarda tespit edilen C.

perfringens toksinleri ve tiplendirilmesi tablo 3.3'de ayrintili olarak sunulmustur.

Tablo 3.2. C. perfringens toksin tiplerinin hayvan tiirlerine gore dagilimi.
C. perfringens Tipi*

H;i)i/\r/;n N Toksin Pozitif Tip A Tip B TipC TipD
Ornek (o) (o, B, €) (o, B) (0, €)
Kuzu 81 8 (%9,88) 5 (%62,50) - - 3 (%37,50)
Koyun 27 5 (%18,52) 2 (%40) - - 3 (%60)
Oglak 15 3 (%20) 2 (%66,67) - - 1 (%33,33)
Kegi 8 -
Buzag 14 1 (%7,14) - - 1 (%100)
Sigir 5 2 (%40) 1 (%50) - - 1 (%50)
Toplam 150 19 (%12,67) 10 (%52,63) - 1(%5,26) 8 (%42,11)

*Bagirsak iceriginde ELISA testi ile a, B ve € toksin varlig1 esas alinarak belirlendi.

Koyunlara (kuzu ve yetiskin koyun) ait o6rnekler incelendiginde, 108 adet
bagirsak igeriginden 13 (%]12,04)'tinde C. perfringens toksinlerinden (alfa, beta ve
epsilon) en az biri pozitif bulunurken, 95 (%87,96)'inde toksin tespit edilemedi.
Pozitif bulunan orneklerden 7 (%53,85)'s1 tip A ve 6 (%46,15)'s1 tip D olarak
tiplendirildi. Kegilere (oglak ve yetiskin kegi) ait ornekler incelendiginde, 23 adet
bagirsak iceriginden 3 (%13,04)'liinde en az bir toksin pozitif bulunurken, 20
(%86,96)'sinde toksin tespit edilemedi. Kuzu ve oglaklara ait toplam 96 adet
bagirsak igeriginden 11 (%11,46)'1 en az bir toksin yoniinden pozitif bulundu. Bu
orneklerden 7 (%63,64)'si tip A ve 4 (%36,36)"1 tip D olarak belirlendi. Sigirlara
(buzagi ve yetiskin sigir) ait 6rnekler incelendiginde ise, 19 6rnekten 3 (%15,79)"l en

az bir toksin yoniinden pozitif bulunurken, 16 (%84,21)'s1 negatif bulundu.
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Tablo 3.3. Enterotoksemili hayvanlarda belirlenen toksin tiirleri ve etken
tiplendirme.

Hayvan tiirii ELISA Tip*
a B €

Kuzu-1 + - - Tip A
Kuzu-37 + - + Tip D
Kuzu-43 + - - Tip A
Kuzu-44 + - + TipD
Kuzu-48 + - - Tip A
Kuzu-50 + - + TipD
Kuzu-58 + - - Tip A
Kuzu-66 + - - Tip A
Koyun-9 + - - Tip A
Koyun-11 + - + TipD
Koyun-12 + - + TipD
Koyun-14 + - - Tip A
Koyun-19 + - + TipD
Oglak-4 + - - Tip A
Oglak-12 + - - Tip A
Oglak-15 + - + TipD
Buzagi-8 + + - TipC
Sigir-2 + - + TipD
Sigir-3 + - - Tip A

*Bagirsak iceriginde ELISA testi ile a, B ve € toksin varlig1 esas alinarak belirlendi.

3.2. Makroskobik Bulgular

Enterotoksemili hayvanlarin sindirim kanalinda yapilan makroskobik
incelemelerde genel olarak; abomasum mukozasinda petesiyel hemoraji,
bagirsaklarda sivi igerik veya gaz nedeniyle dilatasyon, serozasinda hiperemi ve
0dem, liimenlerinde hemorajik ya da sari/yesilimtirak renkli bol miktarda sivi1 igerik
ile yer yer mukozal hemorajiler gézlendi. Bunun disinda bazi hayvanlarda perineal
bolgenin s1vi igerikle kirlenmesi; mukoza, deri alt1 yag ve bag dokusunda ikterus;
perikardiyal kese icerisinde saman saris1 renkte ve hava ile temasta pihtilasan sivi
birikimi ile karakterize hidroperikardiyum; akcigerlerde trakea limeninde kopiiklii
stvi birikimi ile karakterize pulmoner o6dem ve oOzellikle kranial loplarda

hepatizasyon; subepikardiyal petesiyel kanama; beyinde meningeal hiperemi,
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sulkuslarda daralma, beyin Odemi nedeniyle serebellumda vermis boliimiiniin
foramen magnuma kismi herniasyonu (Serabellar koniklesme); bobreklerde diffuz
solgun renk degisikligi ve kivaminda yumusama, subkapsiiler kanamalar ya da
konjesyon; idrar kesesinde hemorajik-koyu renkte sivi birikimi; karacigerde diffuz
solgun renk degisikligi ve kivaminda gevreklik goriildi. Enterotoksemili tiim
hayvanlarda kaydedilen baslica makroskobik bulgular hayvan tiirli, yas ve toksin
tiplerine gére Tablo 3.4'de sunuldu. Ayrica toksin tespit edilen ve edilemeyen
olgularda makroskobik bulgularin hayvan tiirii ve etken tiplerine goére dagilimi ise

Tablo 3.5'de ozetlendi.

Enterotoksemili kuzu ve yetiskin koyunlarda bagirsaklarda serozal hiperemi
(Sekil 3.2) ve dilatasyon (Sekil 3.3), liimeninde hemorajik (Sekil 3.4 ve 3.5) veya
sar1/yesilimtirak renkte bol miktarda igerik ve mukozasinda yer yer hemoraji (Sekil
3.6), pulmoner 6dem (Sekil 3.7) ile subepikardiyal petesiyel hemoraji (Sekil 3.8) ve
mezenterial lenf diiglimlerinde biliylime yaygin olarak goriilen makroskobik
bulgulardi. Ayrica hidroperikardiyum (Sekil 3.9), akcigerlerde hepatizasyon, beyinde
meninkslerde hiperemi (Sekil 3.10), beyin 6demi nedeniyle serebellumun
koniklesmesi (Sekil 3.11), bobreklerde diffuz solgun renk degisikligi ve kivaminda
yumusama, subkapsiiler kanama ve/veya konjesyon (Sekil 3.12), karacigerde diffuz
solgun renk degisikligi ve kivaminda gevreklik, idrar kesesinde koyu-hemorajik sivi
birikimi (Sekil 3.13) goriildii. Bu bulgulara ek olarak sadece tip A enterotoksemili bir
kuzuda (kuzu-1) abomasum mukozasinda petesiyel hemoraji goézlendi. Tip A
enterotoksemili iki kuzu (kuzu-43 ve kuzu-48) ile tip D enterotoksemili bir koyunda
(koyun-11) ikterus dikkati ¢ekti.
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Tablo 3.4. Enterotoksemili hayvanlarda gozlenen baslica makroskobik bulgular ve C. perfringens tipleri.

Lezyon
Hayvan Bagirsaklar .
No ikterus A"kciger Hidroperikardiyum Kalp Bobrek Karaciger I?eyin Mikozal Tip*
(n=19) (Od/Hp) (Pe) (Yu/Ko) (So) Od/Hi .. Sivi icerigi
Hemoraji

Kuzu-1 - +/- 1 - +/- + -1+ + Hemorajik Tip A
Kuzu-37 - +/- + - -/- - ++ - Hemorajik Tip D
Kuzu-43 + +/- + + -[+ + -/- + Hemorajik Tip A
Kuzu-44 - +/+ + - +/- - +/+ - Sari/yesilimtirak | Tip D
Kuzu-48 + -/+ - -/+ + -/+ + Hemorajik TipA
Kuzu-50 - -/+ - -/+ - +/+ - Sari/yesilimtirak | Tip D
Kuzu-58 - +/- - - -/- - -/- + Sari/yesilimtirak | Tip A
Kuzu-66 - +/- - + -/- + -/- - Sari/yesilimtirak | Tip A
Koyun-9 - +/- - + +/- + -/- + Hemorajik Tip A
Koyun-11 + +/- - + -/+ + +/+ - - TipD
Koyun-12 - +/- - + +/- + -/- - - TipD
Koyun-14 - +/+ - - -/- - -/- - - TipA
Koyun-19 - +/- + + -/- + -/- - - Tip D
Oglak-4 - +/- - - +/- + -/- - Sari/yesilimtirak | Tip A
Oglak-12 - +/- - + -/- + -/- Sari/yesilimtirak | Tip A
Oglak-15 - ++ + - +/- - -/- - Sari/yesilimtirak | Tip D
Buzagi-8 - +/- - - +/- - -/- + Hemorajik TipC
Sigir-2 - +/- - -/- - -/- + Hemorajik TipD
Sigir-3 - +/- - + -/- - -/- + Hemorajik Tip A

Od: Odem, Hp: Hepatizasyon, Pe: Petesiyel hemoraji, Yu: Yumusak kivam, Ko: Konjesyon, So: Solgun renk ve gevrek kivam, Hi: Hiperemi
*ELISA testi sonuglarina gére yapilan C. perfringens tiplendirme.
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Tablo 3.5. Toksin tespit edilen ve edilemeyen hayvanlarda makroskobik bulgularin tiirlere ve tiplere gére dagilimu.

Enterotoksemili hayvanlar (n=19) Diger
Nekropsi Bulgular Tio A (n= . _ - : Toplam hay;/anlar
p A (n=10) Tip C (n=1) Tip D (n=8) Goriilme (n=131)
koyun keg¢i sigir | koyun keci sifir | koyun  ke¢i  sigir OS:;;?I(;Z) (iirgllfgﬁls(i}:)sl
ikterus 2 - - - - - 1 - - 3(15,79) 2 (1,53)
Hidroperikardiyum 2 - - - - - 3 1 - 6 (31,58) 9 (6,87)
Pulmoner 6dem 6 2 1 - - 1 5 1 1 17 (89,47) 65 (49,62)
Akcigerde hepatizasyon 2 - - - - - 2 1 - 5 (26,32) 22 (16,79)
Subepikardiyal petesiyel hemoraji 4 1 1 - - - 4 - 1 11 (57,89) 29 (22,14)
Beyinde hiperemi 2 - - - - - 4 - - 6 (31,58) 18 (13,74)
Serebellumda koniklesme (herniasyon) - - - - - - 4 - - 4 (21,05) -
Bobreklerde diffuz solgunluk ve yumusak kivam 2 1 - - - 1 2 1 - 7 (36,84) 27 (20,61)
Bobrekte supkapsiiler kanama 1 - - - - 1 2 - 1 5 (26,32 6 (4,58)
Bobrekte konjesyon 2 - - - - - 2 - - 4 (21,05) 13 (9,92)
Karaciger solgun renk ve gevrek kivamda 5 2 - - - - 3 - - 10 (52,63) 35 (26,72)
Idrar kesesinde kirmizi renkli sivi birikimi 2 - - - - 1 - - 3 (15,79) 1(0,76)
Diyare 2 2 - - - - 1 1 - 6 (31,58) 69 (52,67)
Mezenterik lenf diigiimlerinde biiyiime 5 2 1 - - - 3 - - 11 (57,89) 74 (56,49)
Bagirsaklarda dilatasyon (gaz, siv1 igerik) 3 1 - - - 1 1 1 - 7 (36,84) 22 (16,79)
Bagirsaklarda serozal hiperemi 5 2 1 - - 1 3 1 - 13 (68,42) 94 (71,76)
Bagirsak limeninde hemorajik igerik 4 - 1 - - 1 1 - 1 8(42,11) 19 (14,50)
Bagirsak limeninde sari/yesilimtirak igerik 2 2 - - - - 2 1 - 7 (36,84) 21 (16,03)
Bagirsak mukozasinda hemoraji 5 - 1 - - 1 - - 1 8 (42,11) 40 (30,53)
Bagirsak liimeninde parazit - - - - - - - - - - 6 (4,58)
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Sekil 3.2. Tip A enterotoksemili bir kuzunun (kuzu-43) abdominal
boslugunun agildiktan sonraki goriiniimii. Bagirsaklarda serozal hiperemi
(y1ldiz) ve abomasum gaz ile dilate goriiniimde (0k).

B/ X
Y. Ha R}

Sekil 3.3. Tip D enterotoksemili bir kuzunun (kuzu-44)
bagirsaklar1 sarimtirak renkte ve dilate goriinimde (oklar).
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Sekil 3.4. Tip A enterotoksemili kuzunun (kuzu-43) jejunumu. Mukozada
konjesyon, limende yer yer hemorajik igerik.

Sekil 3.5. Tip D enterotoksemili bir kuzunun (kuzu-37) ileum liimeninde
hemorajik igerik birikimi (yildiz).

Sekil 3.6. Tip A enterotoksemili bir kuzunun (kuzu-58) ileum mukozasinda
hemorajik goriiniim (yildiz).
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Sekil 3.7. Tip A enterotoksemili bir kuzuda (kuzu-58)
akciger 6demi ve trakeada kopiikli stvi birikimi.

Sekil 3.8. Tip D enterotoksemili bir koyunun (koyun-19)
kalbinde subepikardiyal petesiyel kanamalar (0k).
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Sekil 3.9. Tip D enterotoksemili bir kuzuda (kuzu-44) hidroperikardiyum.
Perikardiyal kesede hava ile temasta pihtilasan sar1 renkte sivi birikimi
(yildiz).

Sekil 3.10. Tip D enterotoksemili bir kuzuya (kuzu-37) ait beyin.
Meninkslerde aktif hiperemi ve sulkuslarda daralma (oklar).
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Sekil 3.11. Tip D enterotoksemili bir kuzuya ait (kuzu-50) beyin. Beyinde
hiperemik damarlar, giruslarda yassilasma (yildiz) ve sulkuslarda daralma
(siyah ok). Sererebellumun vermis bolimiiniin foramen magnuma kismi
herniasyonu (serebellar koniklesme) (beyaz oklar).

Sekil 3.12. Tip A enterotoksemili bir kuzunun (kuzu-48) bobreginde
konjesyon. Dis yiizeyinde (A) ve kesit yiiziinde (B) koyu kahve-siyah renk
degisikligi ve ikterus nedeniyle medulla sarimtirak renkte (yildiz).
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Sekil 3.13. Tip D enterotoksemili bir koyunda (koyun-11) idrar kesesinin
koyu-hemorajik renkte idrarla birlikte dilate goriintimii (0k), deri alt1 yag ve
bag dokularinda hafif ikterus (yildiz).

Calismamizda farkli yaslarda toplam 23 adet kegi (15 oglak, 8 yetiskin kegi)
enterotoksemi siliphesi ile degerlendirmeye alindi. Ancak yetigkin kegilerde toksin
analizine gore enterotoksemi tespit edilemedi. Enterotoksemi siiphesi ile ¢alismaya
alinan 15 adet oglaktan 2'si tip A ve 1'i tip D olmak {iizere toplam 3 adet oglaga
enterotoksemi tanis1 konuldu. Diyare (Sekil 3.14), bagirsaklarda serozal hiperemi
(Sekil 3.15) ve pulmoner &dem enterotoksemili oglaklarin hepsinde gozlenen
makroskobik bulgular olarak kayededildi. Bobreklerde diffuz solgunluk ve
kivaminda yumusama (Sekil 3.16), karacigerde diffuz solgun renk degisikligi ve
kivaminda gevreklik, mezenterial lenf diiglimlerinde biiyliime, bagirsaklarda
dilatasyon ve liimeninde sari/yesilimtirak renkte bol miktarda sivi igerik (Sekil 3.17)
gozlenen diger bulgulardi. Ek olarak bir oglakta (oglak-12) subepikardiyal petesiyel
hemoraji, bir oglakta da (oglak-15) kranial akciger loplarinda hepatizasyon,
hidroperikardiyum, perikardiyal yag dokuda serdz atrofi, bagirsaklarin seroza ve

mukozasinda fokal beyazimsi renkte odaklar (koksidiyozis) goriildii.
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Sekil 3.14. Tip D enterotoksemili bir oglagin (oglak-15) sarimtirak renkte
sulu digki ile kirlenmis perineal bdlgesinin gorinimdi.

Sekil 3.15. Tip A enteotoksemili bir oglagin (oglak-12) ince
bagirsaklarinda serozal hiperemi (yildiz).
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Sekil 3.16. Tip D enterotoksemili bir oglagin (oglak-15) bobreginde
solgunluk.

Sekil 3.17. Tip D enterotoksemili bir oglagin (oglak-15) abdominal
boslugunun agildiktan sonraki goriiniimii. Kalin bagirsaklar sarimtirak
renkte ve dilate goriiniimde (oklar).
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Enterotoksemi belirlenen bir adet buzagi ve iki adet sigirda makroskobik
olarak pulmoner 6dem, bagirsaklarda serozal hiperemi (Sekil 3.18), liimende
hemorajik igerik (Sekil 3.19) ve mukozada hemoraji (Sekil 3.20) goriildii. Ayrica
subepikardiyal petesiyel kanamalar, bobrek yiizeyinde subkapsiiler kanama,
mezenterial lenf diiglimlerinde biiylime, bobrek yiizeyinde diffuz solgunluk ve
kivaminda yumusama ile bagirsaklarda dilatasyon gozlenirken, tip D enterotoksemili

sigir-2'de ani 6liim bilgisi kaydedildi.

Sekil 3.18. Tip C enterotoksemili buzagi-8'in bagirsagi.
Bagirsaklarda serozal hiperemi ve gaz birikimi.
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Sekil 3.19. Tip C enterotoksemili buzagi-8'in ince bagirsaklarinda serozal
hiperemi, bagirsak liimenlerinde sari/yesilimtirak, kahverengi (mavi oklar)
ve hemorajik icerik (beyaz ok).

Sekil 3.20. Tip C enterotoksemili buzagi-8'in ileum mukozasinda siddetli
konjesyon (yildiz) ve hemoraji alanlar1 (oklar).
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3.3. Histopatolojik Bulgular

Enterotoksemili hayvanlarda gdzlenen mikroskobik bulgularin hayvan tiiri,
yas ve toksin tiplerine gore dagilimi Tablo 3.6'da, histopatolojik bulgularin
enterotoksemili ve enterotoksemi belirlenemeyen hayvanlardaki yayginligi Tablo
3.7'de ozetlendi. Genel olarak enterotoksemili hayvanlarda makroskobik bulgularin
dagilimiyla tutarli sekilde sindirim kanalinda nekrotik veya nekrotik-hemorajik
lezyonlar belirlendi. Abomasum mukozasinda hemoraji ve kapillar hiperemi; ince
ve/veya kalin bagirsaklarda villus epitellerinde deskuamasyon, koagiilasyon
nekrozlar1 (Sekil 3.21-23) ve mukozal hemoraji (Sekil 3.24-25) g6zlendi. Nekrotik
hiicre kalintilari, fibrin ve bazofilik c¢ubuk sekilli bakteri birikimleriyle olusan
fibrinonekrotik membranlarin siklikla mukoza yiizeyini kapladig1 dikkati ¢ekti (Sekil
3.26-29). Lamina propriyada mononiikleer hiicre, notrofil ve eozinofil graniilosit
infiltrasyonlar1 goriildii (Sekil 3.30-31). Ayrica bazi olgularda villuslarda atrofi,
kriptlerde dejenerasyon ve deskuamasyon, peyer plaklarinda bosalma (Sekil 3.32),
bagirsak mukoza ve epitellerinde parazitlerin farkli gelisim donemleri goriildi (Sekil
3.33-34). Akciger alveol liimeninde eozinofilik sivi birikimi ve kapillar hiperemi ile
karakterize pulmoner 6dem (Sekil 3.35), alveol liimenlerinde notrofil lokosit
infiltrasyonu; miyokariyal hemoraji; bobrek intersitisyumunda hemoraji ve fokal
mononiikleer hiicre infiltrasyonu, tubul epitellerinde dejenerasyon ve koagiilasyon
nekrozu, Bowman boslugunda sivi eksudasyonu, tubul liimeninde hiyalin silindiri
(Sekil 3.36); karacigerde sentrilobiiler nekroz ve hepatositlerde vakuoler
dejenerasyon (Sekil 3.37); beyinde kapillar hiperemi, perivaskiiler hemoraji ve

perindral 6dem (Sekil 3.38) gozlendi.
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Tablo 3.6. Mikroskobik bulgularin enterotoksemili hayvanlarda tiir, yas ve etken tiplerine gore dagilimu.

Akciger | Kalp | Bobrek | Karaciger | Beyin ince ve kalin bagirsaklar
Hayvan No Villuslarda Yangisal Parazitlerin Bazofilik Tip**
Od/He He Ne/Hs Ne/vd He/P6 | Hemoraji Nekroz ve hiicre Psodomembran gelisim g:ul?uk IHC*
Deskuamasyon | infiltrasyonu evreleri b?li‘tl:rlﬁ:r
Kuzu-1 +/- - +/- ++ -1+ + + - + + Tip A
Kuzu-37 +/- - ++ +/- i + + + + TipD
Kuzu-43 ++ + +/- -/- -I- + + - + + TipA
Kuzu-44 +/- ++ ++ -I+ - + + - + + + TipD
Kuzu-48 -+ - +/+ +/- -/+ + + + + - + + Tip A
Kuzu-50 +/+ + +/+ +/- -/+ - + + - - + + TipD
Kuzu-58 +/+ + +/- -/+ -/- + + + + + Tip A
Kuzu-66 +/+ + +/- -+ +/- - + + - - + + Tip A
Koyun-9 -/+ + +/- -+ -/- + + + + + + + Tip A
Koyun-11 +/+ + +/+ +/+ +/+ - + + + + + + TipD
Koyun-12 +/+ - +/+ -/+ +/+ - + + + - + + TipD
Koyun-14 +/- -/- -I- -/- - + + - + + Tip A
Koyun-19 +/+ + -I- +/+ -/- - + + + + + + TipD
Oglak-4 ++ - +/- +/+ -/- - + + - + + Tip A
Oglak-12 +/+ + +/- -I+ -/- + + - - + + Tip A
Oglak-15 +/- - +/- -/- -+ - + + - + + + Tip D
Buzagi-8 +/+ + +/- +/+ -/- + + + + + + + TipC
Sigir-2 +/+ - +/- -I- -/- + + + - - + + TipD
Sigir-3 +/+ + -I- -I- -/- + + + + + + TipA

Od: Odem, He: Hemoraji, Ne: Nekroz, Hs: Hiyalin silindiri, Vd: Vakuoler dejenerasyon, Pé: Perindronal 5dem
* Anti-C.perfringens i¢in immunohistokimyasal boyama.
**ELISA testi sonuglarina gore yapilan C. perfringens tiplendirme.
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Tablo 3.7. Toksin tespit edilen ve edilemeyen hayvanlarda mikroskobik bulgularin tiirlere ve etken tiplerine gore dagilima.

Enterotoksemili hayvanlar (n=19) Diger
Tip A (n=10 Tip C (n=1 Tip D (n=8 hayvanlar
Mikroskobik Bulgular D 10) ip C (n=1) ip D (n=8) Toplam (n=131)
Goriilme -
Sayisi ve Goriillme
koyun  keci  sigir | koyun keci sigir | koyun  kegi  sigir o Sayisi ve
Orani (%)
Oram (%)
Bagrsak villuslarinda nekroz ve deskuamasyon 7 2 1 - - 1 6 1 1 19 (100) 131 (100)
Villuslarda atrofi 4 2 - - 1 4 1 - 12 (63,16) 16 (12,21)
Lamina propriyada hemoraji 5 - 1 - - 1 1 - 1 9 (47,37) 28 (21,37)
Lamina propriyada yangisal hiicre infiltrasyonu 7 2 1 - - 1 6 1 1 19 (100) 94 (71,75)
Nekroze villus uglarinda ve limende bakteri kiimeleri 7 2 1 - - 1 6 1 1 19 (100) 73 (55,72)
Psodomembran olusumu (fibrin, nétrofil, nekr. hiicre) 4 - 1 - - 1 4 - - 10 (52,63) 19 (14,50)
Kriptlerde dejenerasyon ve deskuamasyon 7 1 1 - - 1 5 1 - 16 (84,21) 94 (71,75)
Peyer plaklarinda bosalma 3 - - - - 1 2 - - 5 (26,32) 10 (7,63)
Parazitlerin gelisim evreleri 1 - - - - 1 4 1 - 7 (36,84) 29 (22,14)
Miyokardiyal hemoraji 4 1 1 - - 1 3 - - 10 (52,63) 23 (17,55)
Alveoler 6dem 5 2 1 - - 1 6 1 1 17 (89,47) 82 (62,59)
Hepatositlerde vakuoler dejenerasyon 4 2 - - - 1 4 - - 11 (57,89) 16 (12,21)
Hepatositlerde nekroz 2 1 - - - 1 5 - - 9 (47,37) 29 (22,13)
Bobrek tubuler dejenerasyon ve nekroz 6 2 - - - 1 5 1 1 16 (84,21) 69 (52,67)
Bobrek tubul liimeninde hiyalin silindiri 1 - - - - 5 - - 6 (31,58) 16 (12,21)
Bobrek intersitisyumunda hemoraji 4 2 - - - - 3 1 - 10 (52,63) 26 (19,84)
Bowman boslugunda sivi eksudasyonu 2 2 - - - - 2 - - 6 (31,58) 7 (5,34)
Beyinde kapillar hiperemi 3 - - - - - 4 1 - 8 (42,11) 18 (13,74)
Beyinde hemoraji 1 - - - - - 2 - - 3 (15,79) 5(3,81)
Perin6ronal 6dem 2 - - - - - 5 1 - 8 (42,11) 19 (14,50)
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Sekil 3.21. Tip A enterotoksemili kuzuya (kuzu-48) ait ince bagirsak.
[leum villuslarinda koagiilasyon nekrozu ve yiizeyinde nekrotik kitle (0k).
X40, H&E.
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Sekil 3.22. Sekil 3.21'nin yakindan goriinimii. Mukozadaki nekroz ve
yiizeyde nekrotik bir membran olusumu (kirmizi ok), propriyada nétrofil
ve eozinofil graniilosit infiltrasyonu (siyah). X200, H&E.
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Sekil 3.23. Tip D enterotoksemili yetiskin koyuna (koyun-12) ait bagirsak
kesiti. [leumda villuslarda nekroz, limende nekrotik hiicreler ve bakteri
kiimelenmesi (0K), propriyada yangisal hiicre infiltrasyonu (yildiz). X100,
H&E.

Sekil 3.24. Tip A enterotoksemili kuzuya (kuzu-43) ait ince bagirsak kesiti.
Lamina propriyada yangi (yildiz) ve siddetli hemoraji (ok). X200, H&E.
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Sekil 3.25. Tip C enterotoksemili buzagmimn (buzagi-8) ince bagirsak
mukozasinda siddetli hemoraji (y1ldiz), nekroz ve epitel deskuamasyonu,
kapillar damarlarda hiperemi. X40, H&E.

Sekil 3.26. Tip A enterotoksemili kuzunun (kuzu-43) ince bagirsak kesiti.
Lamina propriyada hiperemik damarlar ve hemoraji, villuslarda nekroz,
epitellerde dokiilme, limende bazofilik bakteri kiimeleri (yildiz). X100,
H&E.
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Sekil 3.27. Sekil 3.26'nin yakindan goriiniimii. Lamina propriyada
hiperemik damarlar, villuslarda nekroz, epitellerde dokiilme, limende
bazofil cubuk seklinde bakteriler (yildiz). (A) X200, (B) X400 H&E.

Sekil 3.28. Tip D enterotoksemili yetigkin koyunun (koyun-11) ince
bagirsak kesiti. Ileumda nekroze bolgede bazofilik ¢ubuk seklinde bakteri
kiimelenmesi (0k). X630, H&E.
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Propriyada hiperemi, eozinofil graniilosit infiltrasyonlar1 (ok) ve nekroze
villus u¢larinda bazofilik cubuk seklinde bakteriler (yildiz). X630, H&E.

Sekil 3.29. Tip A enterotoksemili sigira (st

)
-
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mukozada nekroz ve

Sekil 3.30. Tip D enterotoksemili kuzunun (kuzu-37) ince bagirsak kesiti.
propriyada yangisal hiicre infiltrasyonlari. X200, H&E.

Villus epitelleri tamamen dokiilmiis,
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Sekil 3.31. Sekil 3.30'n yakindan goriiniimii. Lamina propriyada notrofil ve
eozinofil graniilositler (yildiz), liimende ve nekrotik villus uglarinda
bazofilik bakteriler. X630, H&E.

Sekil 3.32. Tip D enterotoksemili koyunun (koyun-11) ince bagirsak kesiti.
fleumda villus epitellerinde nekroz ve deskuamasyon, Peyer plaklarinda
bosalma (oklar), nekroze olan bolgelerde bazofilik bakteriler (yildizlar).
X40, H&E.
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Sekil 3.33. Tip D enterotoksemili kuzunun (kuzu-44) ince bagirsak kesiti.

Villuslarda nekroz ve kript epitellerinde parazitlerin gelisim evreleri (ok
baslar1), koksidiyozis . X40, H&E.

Sekil 3.34. Sekil 3.33’iin yakindan goriinimii, Villus uglarinda nekroz,
propriyada yangisal hiicre infiltrasyonu ve Kript epitellerinde parazitlerin
gelisim evreleri (oklar), koksidiyozis. X100, H&E.
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Sekil 3.35. Tip A enterotoksemili kuzuya (kuzu-58) ait akciger. Alveol
limeninde eozinofilik sivi ile karakterize pulmoner 6dem (yildiz) ve
kapillar damarlarda hiperemi. X200, H&E.

Sekil 3.36. Tip D enterotoksemili koyuna (koyun-11) ait bdobrek.
Hemoglobiniirik nefrozis. A:Tubul epitellerinde nekroz ve dejenerasyon,

Bowman boslugunda eozinofilik sivi birikimi (0k). B: Tubul liimenlerinde
hiyalin silindirleri (yildizlar). X200, H&E.
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Sekil 3.37. Tip A enterotoksemili kuzuya (kuzu-1) ait Kkaraciger.
Hepatositlerde hidropik ve vakuoler dejenerasyon (oklar). X200, H&E.

Sekil 3.38. Tip D enterotoksemili kuzuya (kuzu-37) ait beyin. Noron ve
astrositler ¢evresinde 6dem (0k). X100, H&E.

62



3.4. Immunohistokimyasal Bulgular

C. perfringens toksinlerinin tespit edildigi hayvanlarin (n=19) hepsinde
bagirsak  kesitlerinde  anti-C.perfringens ile yapilan immunohistokimyasal
boyamalarda pozitif reaksiyonlar goriildii. Enterotoksemili hayvanlarin tiimiinde
limende dokiilmiis epitellerde ve nekrotik villus uglarinda (Sekil 3.39-43), 10
(%52,63)'unda psodomembranda (Sekil 3.44-45), 5 (%26,32)'inde lamina propriyada
(Sekil 3.46-47) ve 3 (%15,79)inde kriptlerde (Sekil 3.48-49) pozitif reaksiyonlar
tespit edildi. C. perfringens toksini tespit edilemeyen hayvanlarin (n=131) ise 115
(%87,79)'inde pozitif reaksiyon gozlendi (Grafik 3.3). Bu hayvanlarin, 112
(%97,39)'sinde limende dokiilmiis epitellerde (Sekil 3.50), 38 (%33,04)'inde
nekrotik villus uglarinda, 7 (%6,09)'sinde psddomembranda, 3 (%2,61)'linde lamina
propriyada ve 1 (%0,87)'inde kriptlerde pozitif reaksiyonlara rastlandi. Tim
immunohistokimya boyama asamalarinda ayni kesitlerden hazirlanan yedek kontrol
kesitleri kullanildi. Primer antikorun eklenmedigi antikor diliientle muamele edilen
kontrol kesitlerinde pozitif immunohistokimyasal reaksiyon tespit edilmedi (Sekil
3.51-52). Pozitif immunohistokimyasal boyamalarin farkli toksin tiplerine gore ve
toksin tespit edilemeyen diger hayvanlardaki dagilimi Tablo 3.8'de sunuldu.
Enterotoksemili hayvanlarda gézlenen immunohistokimyasal bulgularin hayvan tiiri,

yas ve toksin tiplerine gore lokalizasyonlar1 da Tablo 3.9'de 6zetlendi.

140
120
100
80
60

40
19 1
20 6

0 s

Enterotoksemili Diger

115

Pozitif IHC m Negatif IHC

Grafik 3.3. Enterotoksemili ve C. perfringens toksini tespit edilemeyen
orneklerin  bagirsaklarinda  yapilan immunohistokimyasal boyama
sonuglart.
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Tablo 3.8. Enterotoksemi tiplerinde ve diger hayvanlarda immunohistokimyasal boyanmalarin lokalizasyonu.

Diger
Enterotoksemili hayvanlar (n=19) hayvanlar
(n=131)
Lokaliazasyonu
Tip A (n=10) Tip C (n=1) Tip D (n=8) Toplam Goriilme
Goriilme Sayisi
Sayis1 ve Oram ve Orani
koyun keci sigir | koyun keci sigir | koyun kegi  sigir (%) (%)
Bagirsak liimeninde dékiilmiis epitellerin  oldugu 7 » 1 i i 1 5 1 1 19 (100) 112 (97,39)
alanlarda
Nekrotik villus uglarinda 7 2 1 - - 1 6 1 1 19 (100) 38 (33,04)
Ps6domembranlarda 4 - 1 - - 1 4 - - 10 (52,63) 7 (6,09)
Lamina propriyada 2 - 1 - - 1 1 - - 5 (26,32) 3(2,61)
Kriptlerde 1 - - - - 1 1 - - 3(15,79) 1(0,87)
Abomasum liimeninde dokiilmiis epitellerde 7 2 - - - - 4 1 - 14 (73,68) 97 (74,05)
Mezenteriyel lenf diigtimlerinde - - - - - - - - - - -
Toplam pozitif olgu sayisi 19 (100) 115 (87,79)
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Tablo 3.9. Immunohistokimyasal bulgularin enterotoksemili hayvanlarda tiir, yas ve toksin tiplerine gére lokalizasyonu.

Abomasum ince ve kalin bagirsaklar

Mezenterik Liimende Liimende . .
Hayvan No lenf dokiilmiis dokiilmiis Nekrotik villus | by ard Lamina kriotlerde | T Tip

diigiimleri epitellerin epitellerin uclarinda g, emoramaraa propriyada P

oldugu alanlarda | oldugu alanlarda

Kuzu-1 - + + + - - + Tip A
Kuzu-37 - + + + - - + TipD
Kuzu-43 - + + + - - + Tip A
Kuzu-44 - + + + - + - + TipD
Kuzu-48 - + + + + - - + Tip A
Kuzu-50 - + + + - - - + Tip D
Kuzu-58 - + + + - - - + Tip A
Kuzu-66 - + + + - - - + Tip A
Koyun-9 - + + + + + + + Tip A
Koyun-11 - - + + + - - + TipD
Koyun-12 - - + + + - - + TipD
Koyun-14 - + + + - + - + Tip A
Koyun-19 - + + + + - + + Tip D
Oglak-4 - + + + - - - + TipA
Oglak-12 - + + + - - - + Tip A
Oglak-15 - + + + - - - + TipD
Buzagi-8 - - + + + + + + TipC
Sigir-2 - - + + - - - + TipD
Sigir-3 - - + + + + - + Tip A

* Anti-C.perfringens i¢in immunohistokimyasal boyama.
**ELISA testi sonuglarina gore yapilan tiplendirme.
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Sekil 3.39. Tip A enterotoksemili kuzuya (kuzu-43) ait ince bagirsak kesiti.
Limende dokiilmiis epitellerde ve nekrotik villus uglarinda C. perfringens
icin pozitif boyanma (yildiz). X200, IHC, DAB kromojen, Mayer’s
hematoksilen.

Sekil 3.40. Tip A enterotoksemili kuzuya (kuzu-43) ait ince bagirsak kesiti.
Nekrotik villus uglarinda C. perfringens i¢in pozitif boyanma (yildiz).
X200, IHC, DAB kromojen, Mayer’s hematoksilen.
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Sekil 3.41. Tip A enterotoksemili kuzuya (kuzu-43) ait ince bagirsak
kesitinin yakindan goriintimii. Nekrotik villus uglarinda C. perfringens igin
pozitif boyanma (yildizlar). X400, IHC, DAB kromojen, Mayer’s
hematoksilen.

Sekil 3.42. Tip D enterotoksemili kuzuya (kuzu-37) ait ince bagirsak kesiti.
Limende dokiilmiis epitellerde/eksudatta (yildiz) ve nekrotik villus
uglarinda (oklar) C. perfringens i¢in pozitif boyanma. X100, IHC, DAB
kromojen, Mayer’s hematoksilen.
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Sekil 3.43. Tip D enterotoksemili oglaga (oglak-15) ait ince bagirsak kesiti.
Nekrotik villus uglarinda (oklar) C. perfringens igin pozitif boyanmalar.
X200. IHC, DAB kromojen, Mayer’s hematoksilen.

Sekil 3.44. Tip D enterotoksemili koyuna (koyun-12) ait ince bagirsak
kesiti. Psodomembranda C. perfringens i¢in pozitif boyanmalar (yildiz).
X200. IHC, DAB kromojen, Mayer’s hematoksilen.
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Sekil 3.45. Tip D enterotoksemili koyuna (koyun-12) ait ince bagirsak
kesitinin yakindan goriiniimii. Psddomembranda C. perfringens i¢in pozitif
boyanmalar (yildizlar). X400. IHC, DAB kromojen, Mayer’s hematoksilen.
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Sekil 3.46. Tip A enterotoksemili sigira (s1gir-3) ait ince bagirsak kesiti.
Liimende dokiilmiis epitellerde (yildiz), nekrotik villus uglarinda ve lamina
propriyada (ok) C. perfringens igin pozitif boyanmalar. X200, [HC, DAB
kromojen, Mayer’s hematoksilen.
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Sekil 3.47. Tip A enterotoksemili sigira (siir-3) ait bagirsak kesitinin
yakindan goriinimii. Limende dokiilmiis epitellerde, nekrotik villus
uclarinda ve lamina propriyada C. perfringens igin pozitif boyanmalar
(oklar). X400, IHC, DAB kromojen, Mayer’s hematoksilen.
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Sekil 3.48. Tip A enterotoksemili koyuna (koyun-9) ait bagirsak kesiti.
Lamina propriya ve kriptlerde C. perfringens igin pozitif boyanmalar
(oklar). X400 THC, DAB kromojen, Mayer’s hematoksilen.
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Sekil 3.49. Tip A enterotoksemili koyuna (koyun-9) ait bagirsak kesiti.
Kriptlerde C. perfringens i¢in pozitif boyanmalar (oklar). X630, IHC, DAB
kromojen, Mayer’s hematoksilen.

Sekil 3.50. Toksin tespit edilmeyen oglaga (oglak-13) ait bagirsak kesiti.
Liimende C. perfringens i¢in pozitif boyanmalar (y1ldiz). X100, IHC, DAB
kromojen, Mayer’s hematoksilen.
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Sekil 3.51. Toksin tespit edilemeyen kegiye (kegi-4) ait ince bagirsak kesiti.
Negatif kontrol. X100, IHC (antikorsuz), DAB kromojen, Mayer’s
hematoksilen.

Sekil 3.52. Tip A enterotoksemili kuzuya (kuzu-1) ait abomasum Kkesiti.
Negatif kontrol. X100, IHC (antikorsuz), DAB kromojen, Mayer’s
hematoksilen.

72



Calismadaki hayvanlara ait abomasum ve mezenteriyel lenf diigiimlerinde de
anti-C.perfringens antikoru kullanilarak immunohistokimyasal boyama yapildi.
Enterotoksemili ve diger hayvanlara ait mezenterik lenf diigiimlerinde pozitif
reaksiyon gozlenmezken, enterotoksemili hayvanlarin 14 (%73,68)'{inde ve toksin
tespit edilmeyen hayvanlardan 97 (%74,05)'sinde abomasum Kesitlerinde
immunohistokimyasal olarak pozitif reaksiyonlar gozlendi (Grafik 3.4).
Abomasumda goriillen pozitif boyanmalar liimende dokiilmiis epitellerin oldugu

alanlar ile sinirliydi (Sekil 3.53).
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Grafik 3.4. Enterotoksemili ve C. perfringens toksini tespit edilmeyen
orneklerin abomasumundaki immunohistokimyasal boyama sonuglari.
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Sekil 3.53. Tip A enterotoksemili kuzuya (kuzu-1) ait abomasum Kkesiti.
Limende dokiilmiis epitellerde C. perfringens igin pozitif boyanmalar.
X200, IHC, DAB kromojen, Mayer’s hematoksilen.
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3.5. Istatistiksel Bulgular

Mevcut caligmada ELISA toksin tespiti ve anti-C. perfringens’in bagirsak
kesitlerinde, bagirsak liimeninde dokiilmiis epitellerde ve abomasum liimeninde
dokiilmiis epitellerde immunohistokimyasal olarak boyanma sonuglar1 arasinda
Pearson Chi-kare testine gore anlamli bir fark belirlenemedi. Ancak ELISA toksin
tespiti ile anti-C. perfringens’in bagirsak nekrotik villus uglari, psédomembran,
lamina propriya ve kript lokalizasyonlarinda IHC ile boyanma sonuglar1 arasinda
anlaml bir farkin oldugu tespit edildi (p<0,01). Spearman'in Korelasyon Katsayisi
analizine gore ELISA toksin tespiti ile anti-C. perfringens i¢in IHC boyama
sonuglar1  degerlendirildiginde; nekrotik villus uglarinda (r:  0,485) ve
psddomembranlarda (r: 0,476) pozitif yonde ve orta derecede; lamina propriya (r:
0,254) ve kriptlerde (r: 0,255) ise pozitif yonde ve zayif derecede istatistiki olarak
anlaml1 bir iligkinin oldugu belirlendi (p<0,05) (Tablo 3.10).

Tablo 3.10. ELISA toksin tespiti ile anti-C. perfringens IHC bulgular1 arasindaki
istatistiksel iliski.

ELISA Pearson ligﬁggr:aonn Spearman
Degiskenler —  Chi-Kare Katsa 31/81 Korelasyon
Neg Poz (p degeri) (r)y (p degeri)
Bagirsak kesitlerinde IHC Neg 16 ) 0.107 +0.124 0161
boyanma Poz 115 19 ' ’ ’
Bagirsak limeninde dokiilmiis Neg 19 )
. 7 11

epitellerde IHC boyanma Poz 112 19 0,076 +0,139 0,116

ik vi N ]
Nekrotik villus uglarinda IHC eg 93 5<0,01 +0,485 0<0,05
boyanma Poz 38 19

Ne 124 9

Psodomembranda IHC boyanma g p<0,01 +0,476 p<0,05

Poz 7 10

. . Neg 128 14
Lamina propriyada IHC boyanma p<0,01 +0,254 p<0,05
Poz 3 5

Neg 130 16

Kriptlerde IHC boyanma p<0,01 +0,255 p<0,05
Poz 1 3

Ab_omasum liimeninde dokiilmiis 0,973 0,03 0,973

epitellerde IHC boyanma Poz 97 14

Spearman Korelasyon -1 -0,5 0 0.5 1

Katsayis1 renk skalast: .

74



4. TARTISMA

Calismamiz PVKE'ne klostridial enterotoksemi siipheli farkli yas ve tiirden
ruminantlar lizerinde yapilmistir. Calismada temel olarak C. perfringens toksini
tespit edilen enterotoksemili olgularla, toksin tespit edilemeyen hayvanlarda
gozlenen makroskobik, mikroskobik ve immunohistokimyasal bulgularin
karsilastirilmas1 amaglanmistir. Buradan hareketle, C. perfringens antijeni yoniinden
ozellikle dejenere/nekrotik villus uglari, dokiilmis epiteller ve lamina propriyadaki
pozitif IHC boyanmalarin, toksin tespit edilen olgularla uyumlulugunun arastirilmasi
ve patolojik bulgularla birlikte degerlendirildiginde, lezyonlu bolgelerdeki pozitif
IHC boyanmanin, hastaligin tanisindaki olas1 6neminin belirlenmesi hedeflenmistir.
Enterotokseminin kesin tanisi i¢in bagirsak iceriginde C. perfringens toksinlerinin
identifikasyonunu saglayan in vivo ve in vitro teknikler kullanilir. In vivo Toksin
Notralizasyon Testi (TNT), PCR ve ELISA toksin tespiti i¢in faydalanilan testler
arasindadir. ELISA, deney hayvani kullanimi1 gerektirmemesi, birden fazla 6rnegin
ayn1 anda calisilabilmesi, manipiilasyon kolayligi, kisa siirede tekrarlanabilmesi,
daha ekonomik olmasi, yliksek duyarliligi ve 6zgiilliigli nedeniyle glinimiizde C.
perfringens toksinlerinin tespiti i¢in yaygin sekilde kullanilmaktadir (Songer 1996,
Hadimli ve ark 2012, Duracova ve ark 2018, Tutuncu ve ark 2018). Bu ¢alismada, C.

perfringens toksinlerinin tespiti i¢gin ELISA sonuglar1 esas alinmistir.

Ulke disinda yapilan calismalarda %24,13 ile %100 arasinda degisen
oranlarda enterotoksemi yaygimligr bildirilmistir (E1 Idrissi ve Ward 1992, Miserez
ve ark 1998, Greco ve ark 2005, Nazki ve ark 2017). Tiirkiye'nin farkli bolgelerinde
yapilan c¢alismalarda ise C. perfringens toksinlerinin tespiti ve tiplendirilmesi
amaciyla TNT, PCR ve ELISA’nin kullanildig1 goriilmektedir. Bu ¢aligmalarda farkli
yas grubu ve tir diizeyinde (koyun, keci ve sigir) enterotokseminin %5,3-%84,6
arasinda degisen oranlarda goriildiigi bildirilmistir (Gokce ve ark 2007, Hadimli ve
ark 2012, Seyitoglu ve ark 2012, Arslan ve ark 2016, Tutuncu ve ark 2018).
Calismamiza benzer olarak farkli yas ve hayvan tiirlerinde (koyun, ke¢i ve sigir)
Marmara Bolgesi'nde yapilan bir ¢alismada (Yaman Aydogan 2019); 21/249 (%8,4)
oraninda C. perfringens toksinlerinden en az biri yoniinden pozitiflik belirlenmistir.
Bu ¢aligmada Marmara Bolgesi illerinden PVKE'ye gonderilen koyun, keci ve sigir
tiirlerinden farkli yas gruplarinda toplam 150 bas enterotoksemi siipheli hayvanda
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ELISA testi ile 19 (%12,67) olguda C. perfringens toksinlerinden (a, B ve €) en az
biri yoniinden pozitiflik tespit edildi. Calismamizdaki toksin pozitifligi daha 6nce
Tirkiye'de yapilan calismalarin sonuglar1 araliginda olmakla birlikte, Marmara
Bolgesi'nde Arslan ve ark (2016) ve Yaman Aydogan (2019) tarafindan bildirilen

toksin pozitifligine yakin bulundu.

ELISA ile Suudi Arabistan'da (Fayez ve ark 2013) koyunlarda %30,42, PCR
ile Pakistan'da (Hussain ve ark 2018) kecilerde %80,73 ve Italya'da (Greco ve ark
2005) kuzu ve oglaklarda %100, Yunanistan'da (Gkiourtzidis ve ark 2001) kuzularda
%58,8 oraninda C. perfringens toksin varligi bildirilmistir. Tiirkiye’de ise ELISA
yontemi kullanilarak tiir diizeyinde enterotoksemi siipheli hayvanlarda yapilan
calismalarda; Kars yoresindeki kuzularda %57,1 (Gokge ve ark 2010), Konya’daki
kuzularda %21,33 (Hadimli ve ark 2012), Kars ilindeki koyunlarda %84,61 (Gokce
ve ark 2007), Erzurum yoresindeki koyunlarda %52,8 (Seyitoglu ve ark 2012),
Samsun ilindeki koyun ve kecilerde %45,2 (Tutuncu ve ark 2018), Kars yoresindeki
buzagilarda %81,33 (Kog ve Gokce 2007) oranlarinda C. perfringens toksinlerinden
en az birinin varligt rapor edilmistir. Yaman Aydogan (2019) tarafindan Marmara
Bolgesi'nde yapilan calismada; kuzularda 8/93, koyunlarda 6/67, oglaklarda 2/34,
kegilerde 4/25, buzagilarda 1/16 oranlarinda toksin pozitifligi tespit edilmistir. TNT
kullanilarak yapilan ¢aligmalarda ise enterotoksemi siipheli kiigiik ruminantlarda;
Elazig'da (Ozcan ve Giircay 2000) %38,6 (51/132) oraninda, Marmara Bélgesi'nde
(Arslan ve ark 2016) kuzu ve oglaklarda %5,3 (6/114) oraninda C. perfringens
toksinleri yoniinden pozitiflik belirlenmistir. Goriildiigl iizere gerek diinyada gerekse
tilkemizde yapilan caligmalarda, kullanilan yonteme gore degismekle birlikte ¢ok
genis araliklarda C. perfringens toksin varligi rapor edilmektedir. Bu degiskenlik
hastaligin zaman zaman artip azalmakla birlikte her zaman var oldugunu ve ruminant
yetistirme isletmeleri icin de halen biiyiik bir sorun olmaya devam ettigini ortaya

koymaktadir.

Hayvan tiirii ve yas grubu bazinda Tablo 3.2'de sundugumuz veriler ile daha
onceden yapilan ¢alisma sonuglar1 degerlendirildiginde, 6zetle bu ¢alismadaki toksin
pozitifliginin, iilke disinda 6rnekleri verilen ve lilkemizde de Kars, Erzurum, Elazig,
Konya ve Samsun illerinde yapilan caligmalardan diigiilk, Marmara Bolgesi'nde

yapilan ¢alisma sonuglarma ise yakin oldugu gozlenmektedir. Kii¢iik ruminantlarda
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%12,21 (16/131) oraninda belirledigimiz toksin pozitifligi Elaz1g (Ozcan ve Giircay
2000) ve Samsun (Tutuncu ve ark 2018) illerinde belirlenen oranlardan disiik
bulunmustur. Kuzu ve oglaklarda belirledigimiz %11,46 (11/96) oraninda toksin
pozitifligi, Marmara Bolgesinde Arslan ve ark (2016) tarafindan bildirilenden
yiikksek bulunmustur. Yine calismamizdaki kuzu, koyun, oglak ve buzagilardaki
toksin pozitifligi oranlari, Marmara Bolgesinde (Yaman Aydogan 2019)
bildirilenlerden yiiksek bulunmustur. Ayni1 ¢alismada kecilerde toksin tespit edilmis
olmasina karsilik bizim ¢alismamizda toksin varlig1 belirlenememistir. Genel olarak
bakildiginda bizim ¢alismamizdaki toksin pozitiflik oran1 ¢ogu yurt i¢i ve yurt dist
aragtirmalara gore daha diisiik ¢ikmis olup, bu durum Marmara Bolgesi'nde mera
hayvanciliginin yukaridaki bolgelere gore daha az yapilmasi, asilama stratejileri ve

cevresel faktorlerle iliskilendirilebilir.

Ulke disinda enterotoksemili hayvanlarda ELISA ile yapilan tiplendirme
calismalar1 incelendiginde, Suudi Arabistan’da (Fayez ve ark 2013) koyunlarda
%47,95 tip A, %6,85 tip B, %19,18 tip C ve %26,03 oraninda tip D tespit edilmistir.
PCR ile yapilan calismalarda Yunanistan'da (Gkiourtzidis ve ark 2001) kuzularin
%46's1 tip B, %20'si tip C ve %28'i tip D; Hindistan'da (Nazki ve ark 2017)
koyunlarin %29,16’s1 tip A ve %70,84°1 tip D; Pakistan'da (Hussain ve ark 2018)
Kegilerin %78,06's1 tip A, %5,16's1 tip B, %3,23"ii tip C ve %13,55'i tip D; Italya'da
(Greco ve ark 2005) kuzu ve oglaklarin %50’si tip A ve %50’si tip D olarak
tiplendirilmistir. Ulkemizde ise ELISA ile C. perfringens tiplendirilmesi yapilan
caligmalarda, Kars yoresinde (Gokge ve ark 2010) enterotoksemili kuzularin %18,8'
tip A, %21,9'u tip B, %28,2'si tip C ve %31,3" tip D; Konya’da (Hadimli ve ark
2012) enterotoksemili kuzularin, %40,62'si tip A, %3,12'si tip B, %28,12'si tip C ve
%28,12'si tip D olarak belirlenmistir. Kars ilinde (Gokce ve ark 2007)
enterotoksemili koyunlarda %47,27 tip A, %9,09 tip B, %4,54 tip C ve %39,07 tip
D; Erzurum’da (Seyitoglu ve ark 2012) yine enterotoksemili koyunlarda %32.,4 tip
A, %18,9 tip B, %24,3 tip C ve %24,3 tip D bulunmustur. Samsun ilinde (Tutuncu ve
ark 2018) enterotoksemili kiiclik ruminantlarin %65' tip A, %1 tip B, %5'1 tip C ve
%29'u tip D olarak tiplendirilmistir. Marmara Bolgesi'nde (Yaman Aydogan 2019)
ise enterotoksemili ruminantlarda C. perfringens tip A, C ve D dagilimi sirasiyla
7/21, 3/21 ve 11/21 oranlarinda raporlanmistir. Caligmalarin  sonuglar

karsilastirildiginda, o bolgedeki tip yayginligini ortaya koymakla birlikte, tipler
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arasinda belirgin bir korelasyon bulunmadigi ancak genel olarak tip A ve D’nin
digerlerine gore daha yiiksek oranlarda belirlendigi dikkati c¢ekmektedir. Bu
calismada da tip A daha fazla olmakla birlikte, tip A ve tip D’nin yaygin oldugu

goriildil.

Arastirmacilar tarafindan Kars (Gokce ve ark 2007, Gokge ve ark 2010),
Erzurum (Seyitoglu ve ark 2012), Konya (Hadimli ve ark 2012) ve Samsun (Tutuncu
ve ark 2018) illerinde enterotoksemili hayvanlarda C. perfringens tip B
bildirilmesine ragmen Marmara Bolgesi'nde yapilan bir ¢alismada (Yaman Aydogan
2019) bu toksin tipinin tespit edilemedigi raporlanmistir. Buna benzer sekilde bizim
calismamizda da higbir olguda C. perfringens tip B belirlenememistir. Calismamiz
sonuglartyla paralel sekilde C. perfringens tip A ve tip D enterotoksemi iilkemizde
(Gokce ve ark 2007, Tutuncu ve ark 2018, Yaman Aydogan 2019) ve yurt disinda
(Greco ve ark 2005, Fayez ve ark 2013, Nazki ve ark 2017, Hussain ve ark 2018)
daha 6nceden yapilan ¢alismalarda en sik belirlenen tip olarak dikkati ¢ekmektedir.
Tip C ise caligmamizda sadece bir adet buzagida tespit edilmis olup bu durum, daha
onceden bu toksin tipinin buzagilarda goriildiigiinii bildiren iilke i¢i (Kog ve Gokce
2007) ve iilke disindan (Garcia ve ark 2013) ELISA ¢alismalariyla uyumlu
bulunmustur. Buzagilarda Marmara Bdlgesinde (Yaman Aydogan 2019) tip A
enterotoksemi ve Kars ilinde (Kog ve Gokce 2007) tip A, B, C ve D enterotoksemi
raporlanmis olmasina karsin, ELISA toksin testi sonuglarina gore yetiskin bir sigirda

tip D enterotoksemi teshisi tilkemizde ilk kez bu ¢alismada gergeklestirilmistir.

Sunulan ¢alismada Marmara Bolgesi'nde daha 6nceden yapilan galismaya
(Yaman Aydogan 2019) benzer sekilde farkli yas ve tlirden hayvanlarda (koyun, ke¢i
ve s1gir) C. perfringens toksin tipleri degerlendirilmistir. Bulgularimizin bu bolgede
enterotoksemi yayginligini ve tiplerin dagilimini ortaya koymasi agisindan degerli
oldugu diisiiniilmektedir. Ulkemizde ve iilke disinda C. perfringens toksinlerinin
belirlenmesine yonelik yapilan ¢aligmalarda farkli oranlarda ve degisken sonuglar
elde edildigi gozlenmektedir. Mevcut calismamizda daha Onceden yapilan
arastirmalardan farkli oranlarin elde edilmesinde; calisma metotlarinin farkliligi,
hastaligin sporadik seyretmesi, hayvanlarin tiir ve yas araligina gore Ornek

blyiikliigliniin degisken olmasi, 6rneklerin elde edildigi isletmelerde etkin koruyucu
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asilama caligmalarinin yapilmasi veya yapilmamasi, bakim ve besleme sartlarindaki

degisiklikler gibi durumlarin etkili olabilecegi diisliniilmiistiir.

Sunulan ¢alismamizda daha onceden bildirilen literatiir bulgularindan farkli
olarak ELISA toksin testi sonuglarina gore C. perfringens tip B'nin belirlenememesi
ve C. perfringens tip C'nin ise sadece bir adet Ornekte tespit edilmesinde;
numunelerin laboratuvara ulastirilmasinda yasanan gecikme ve uygunsuz sartlarda
gonderilmesi sonucu beta ve epsilon toksinlerin hizlica tahrip olmasi ve C.
perfringens tiplerinin dagiliminda bolgesel farkliik goriilme ihtimali gibi
degisikliklerin etkili olabilecegi Ongiiriilmiistiir. Ek olarak bu iki C. perfringens
tipinin ana viriilans faktorii olan beta toksinin proteolitik enzimler (pepsin, tripsin,
kimotripsin vb.) tarafindan hizla parcalanmasi bu duruma yol a¢mis olabilir
(Lawrence ve Cooke 1980, Popoff 1998, Fisher ve ark 2006, Sayeed ve ark 2008,
Uzal ve ark 2010, Diab ve ark 2012). Serolojik ve molekiiler testlerin hassas
olmasma karsin; C. perfringens toksinlerinin stabil olmamasi, marazi maddelerin
hazirlanmasindaki gecikme, hava sicakligi, 6rneklerin yetersiz miktarda ve uygun
olmayan kosullar altinda laboratuvara ulastirilmasi toksinlerin tahrip olmasia ve

titresinde azalmaya neden olabilmektedir (Songer 1996, Uzal ve ark 2003).

Soguk hava sartlarina bagli cevresel stres, taze yesil otlarin bulundugu
meralarin kullanimi1 ve yemlemede yapilan ani degisiklikler sonrasi enterotoksemi
vakalarinda artis goriildiigii ifade edilmistir (Uzal ve ark 1994, Ozcan ve Giircay
2000, Uzal ve ark 2016). Literatiir bulgularina uyumlu olarak calismamizdaki
vakalarin  mevsim kayitlari incelendiginde, Marmara Bolgesi illerinden
enterotoksemi siipheli hayvanlarin %42,67 (64/150) ve %28 (42/150) oranlarinda
sirasiyla kis ve ilkbahar mevsimlerinde daha sik 6rneklendigi goriilmiistiir. Pozitif
olgu bazinda bakildiginda ise ilkbahar mevsimi, 9%19,05 (8/42)'lik oranla
enterotoksemilerin en fazla tespit edildigi donem olarak belirlenmistir. Calismaya
dahil edilen hayvanlar 128 farkli hayvancilik isletmesinden temin edilmistir.
Enterotoksemi tespit edilen 19 vaka 18 ayri isletmeden Orneklenmistir. Bu
isletmelerde toplam hayvan sayist ve Oliim oranlar1 hakkinda kesin bilgimiz
olmamasina karsin, 6liimlerin sporadik olarak gozlenmesi, genel olarak isletmelerde
asilamanin yapilmasi ve bazi hayvanlarda antikor yanitinin yeterli olmamasi ile

iligkilendirilmistir. Marmara Bolgesi illerinden Edirne (24/150) ve Bursa (22/150)
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enterotoksemi siipheli orneklerin en ¢ok gonderildigi iller olarak tespit edilmistir.
Enterotoksemili oldugu tespit edilen hayvanlarin illere gére dagilimi incelendiginde
Kocaeli’den 4, Bursa, Edirne ve Kirklareli’den 3’er olgunun PVKE'me geldigi
belirlenmistir. Calismamizdaki 6rneklerin  elde edildigi isletmelerin asilama
programlari, bakim ve besleme kosullart gibi predispoze faktorler hakkinda kesin bir
bilgi edinilememistir. Ancak ilkbaharda enterotoksemi vakalarmin sik goriilmesi
bolgemizde dogumlarin kis ve ilkbahar aylarinda yogunlagmasina, koruyucu
astlamalarin yetersizligine, hayvanlarin yesil otlaklara ya da yiiksek karbonhidrat
iceren rasyonlara adaptasyon siireci olmaksizin erisimine ve ani sicaklik

degisikliklerinin hayvanlarda stres olusturmasina baglanmistir.

Enterotoksemili hayvanlarda spesifik olmamakla birlikte makroskobik olarak
ince ve kalin bagirsaklarda konjesyon, bagirsak limeninde fazla miktarda koyu-
kirmizimsi igerik, mukozada hemoraji ve tlser belirgindir. Bu bulgulara ek olarak
perineal bolgenin sivi igerikle kirlenmesi, asites, hidrotoraks, hidroperikardiyum,
pulmoner 6dem, kalpte epikardiyal petesiyel hemoraji, bobreklerde supkasiiler
hemoraji ve konjesyon, karacigerde solgun renk degisikligi ve kivaminda gevreklik
goriilebilir (Greco ve ark 2005, Gokce ve ark 2007, Savic ve ark 2012, Hassanein ve
ark 2017, Singh ve ark 2017). Histopatolojik olarak ince ve kalin bagirsak
mukozasinda nekroz ve epitellerinde deskuamasyon, nekrotik alanlarda ¢ok sayida
Clostridium basili, villuslarda atrofi, propriyada yangisal hiicre infiltrasyonu,
mukozal ve submukozal damarlarda konjesyon en belirgin bulgular olarak
bildirilmektedir. Bunlarin disinda akcigerde alveoler 6dem ve Kkonjesyon,
bobreklerde intersitisyel hemoraji, tubul epitellerinde koagiilasyon nekrozu,
karacigerde konjesyon ile birlikte hepatositlerde sitoplazmik vakuolasyon ve nekroz,
serebral korteks ve serebellumda konjesyon ve perindral 6dem goriilebilir (Hassanein
ve ark 2017, Singh ve ark 2017).

Bu c¢alismada da ELISA ile kesin enterotoksemi tanist konulan 19 olguda
literatiir bulgulariyla uyumlu ancak farkli goriilme sikliginda makroskobik ve
mikroskobik bulgular gézlenmistir. Bu bulgulardan makroskobik olarak bagirsak
serozasinda hiperemi, liimeninde hemorajik icerik ve mukozasinda hemoraji,
mezenterik lenf diigimlerinde biiylime, pulmoner 6dem, subepikardiyal petesiyel

hemoraji, karacigerde solgun renk degisimi ve kivaminda gevreklesmenin 6n plana
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ciktigr dikkati cekti. Mikroskobik olarak ise bagirsak villuslarinda nekroz ve
deskuamasyon, villuslarda atrofi, psddomembran olusumu, nekroze villus ug¢larinda
ve limende bazofilik bakteri kiimeleri, lamina propriyada yangisal hiicre
infiltrasyonu, kriptlerde dejenerasyon ve deskuamasyon, akcigerde alveoler ve
intersitisyel 6dem, miyokardiyal hemoraji, hepatositlerde vakuoler dejenerasyon,
bobreklerde tubuler dejenerasyon ve nekroz enterotoksemili hayvanlarda en sik
gbzlenen bulgular arasindaydi. Literatiir verilerinde de (Dray 2004, Abutarbush ve
Radostits 2005, Miyakawa ve ark 2007, Morris ve ark 2011, Valgaeren ve ark 2015,
Diab 2016, Uzal 2016) siklikla s6z edilen bu patolojik bulgularin, enterotoksemi igin
tip ayirt edici olmamakla birlikte biiyiik dl¢lide taniya yardimer olabilecegi ve toksin
izolasyonunun da her zaman, her olguda tam olarak gerceklestirilemedigi g6z 6niine
alindiginda saha sartlarinda bu hastaligin 6n teshisi icin rahatlikla kullanilabilecegi

degerlendirilmistir.

Koyunlarda C. perfringens tip A enterotokseminin makroskobik ve
mikroskobik olarak spesifik bulgulari olmamasina ragmen bu tip tarafindan
olusturulan Sar1 Kuzu Hastaligi'nda generalize ikterus, idrar kesesinin koyu kirmizi
renkte idrarla dilatasyonu, karaciger kivaminda gevreklik, bobreklerde koyu renk ve
genisleme goriildiigii ifade edilmistir. Histopatolojik olarak ise hemoglobiniirik
nefrozis, pulmoner konjesyon ve Odem, hepatositlerde nekroz gorildiigi
bildirilmistir (Uzal ve Songer 2008, Uzal 2016). Bu c¢alismadaki tip A
enterotoksemili koyunlarda bagirsak serozasinda hiperemi, liimeninde hemorajik
igerik ve mukozasinda hemoraji, mezenterik lenf diigiimlerinde biiyiime, pulmoner
odem, subepikardiyal petesiyel hemoraji, karacigerde solgun renk ve gevrek kivam
makroskobik incelemelerde en sik kaydedilen lezyonlardi. Ek olarak iki adet tip A
enterotoksemili kuzuda “Sar1 Kuzu Hastalig1” bulgularinin ifade edildigi literatiirle
(Uzal ve Songer 2008, Uzal 2016) uyumlu generalize ikterus, idrar kesesinin koyu
kirmizi renkte idrarla dilatasyonu, karacigerde solgun renk ve kivaminda gevreklik
ile bobreklerde koyu renk ve biiyiime tespit edildi. Histopatolojik incelemelerde tip
A enterotoksemili koyunlarin tamaminda bagirsak villuslarinda nekroz ve
deskuamasyon, lamina propriyada yangisal hiicre infiltrasyonu, nekrotik villus
uclarinda ve liimende bakteri kiimelenmesi, kriptlerde dejenerasyon ve
deskuamasyonun bulundugu dikkati ¢ekti. Ikterusla karakterize patolojik

degisiklikler gozlendiginde tespiti nispeten daha kolay olan Sar1 Kuzu Hastalig
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disinda koyunlarda C. perfringens tip A {izerine fazla sayida arastirma olmamasi
nedeniyle calisma bulgularimizin, bu tipi 6n plana ¢ikarmasi ve 6zellikle kuzu ve
oglaklar i¢in dncelikle degerlendirilmesi gerektigine isaret etmesi agisindan degerli

olacag diistiniilmiistiir.

Enterotokseminin buzagilarda ani 6lim veya diyareye neden oldugu bilinir.
Garcia ve ark (2013) tarafindan tip C enterotoksemili buzagilarda ince bagirsak
mukozasinda yaygin hemoraji ve liimende hemorajik icerik, rumende serozal
multifokal hemoraji, mikroskobik incelemede ince bagirsak villus epitellerinde
baslayan ve daha derin tabakalara ilerleyen diffuz koagiilasyon nekrozu, villuslarda
atrofi, nekrozlu mukozay1 kaplayan fibrinonekrotik bir katman, villus kalintilarinin
cevresi ve Lieberkiihn kriptlerinin i¢inde gram pozitif ¢cubuk seklinde bakteriler ile
lamina propriyada hemoraji ve yangisal hiicre infiltrasyonu tespit edilmistir. Tip A
enteroksemili sigirlarda yine ince bagirsak limeninde hemorajik igerik birikimi ve
mukozal hemoraji ile karakterize hemorajik enteritis gorildigi bildirilmistir
(Abutarbush ve Radostits 2005, Kalender ve ark 2007). Calismamizdaki tip C
enterotoksemili buzagi ile tip A enterotoksemili sigirda da literatiir bulgulariyla
uyumlu bagirsak lezyonlar1 goriilmiistiir. Calismada toplam 14 buzagi ve 5 sigir
enterotoksemi siiphesi ile incelenmis olup, toksin izolasyonuna gore bunlardan
sadece 1 buzagida tip C, 1 sigirda tip A ve 1 sigirda tip D enterotoksemi tanisi
dogrulanmistir. Buradan hereketle patolojik inceleme ve toksin analizlerine gore
Marmara Bolgesi'nde kuzu ve oglaklara oranla enterotokseminin buzagilarda ¢ok
daha az gorildiigli yorumu yapilabilir. Bununla birlikte kesin kaniya varabilmek i¢in
serolojik incelemeyi de igine alan daha genis ¢apli ve ¢ok sayida hayvanin

degerlendirilecegi caligmalara ihtiyag¢ vardir.

C. perfringens tip D enterotokseminin koyun ve kegilerde en yaygin goriilen
klostridial hastaliklardan biri olmast, bu hastaligin patolojik bulgularinin belirlenmesi
icin ¢ok sayida c¢alisma yapilmasina neden olmustur. Diger toksin tiplerinde goriilen
ve yukarida bahsedilenlere benzer makroskobik ve mikroskobik bulgular yaninda, tip
D enterotoksemili hayvanlarda norolojik ve kardiyopulmoner bulgularin 6n planda
oldugu vurgulanmistir (Uzal ve ark 2016). Pulmoner 6dem, hidroperikardiyum,
hidrotoraks, asites, meningeal hiperemi, leptomeningeal o6dem ve serebellar

koniklesmeden olusan lezyonlar siklikla bildirilmistir (Mete ve ark 2013, Jones ve
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ark 2015, Watson ve Scholes 2015). Koyun ve sigirlarda tanimlanan fokal simetrik
ensefalomalasi (FSE), 6zellikle subakut ve kronik tip D enterotoksemili koyunlarda
biitiin vakalarda goriilmemesine ragmen patognomik olarak kabul edilmistir (Uzal ve
ark 2016). Epsilon toksinin dozuna ve klinik bulgularin siiresine bagli olarak
mikroskobik noropatolojik degisiklikler olusur. Beyinde kapillar konjesyon, fokal
nekroz alanlari, hemoraji, perivaskiiler ve perindral 6dem gozlenebilir. Tip D
enterotoksemili koyun vakalarinin tamaminda mevcut olmamasina ragmen beyinde
goriilen perivaskiiler proteinéz 6dem, diagnostik bir bulgu olarak ifade edilmistir
(Uzal ve ark 2016). Tip D enterotoksemili oglaklara ait beyin kesitlerinde yapilan
incelemelerde eozinofilik ve proteindz sivi ile damar duvarlarinin genisledigi tespit

edilmistir (Ortega ve ark 2019).

Mevcut calismadaki tip D enterotoksemili hayvanlarda, bahsedilen literatiir
bulgulariyla (Mete ve ark 2013, Jones ve ark 2015, Watson ve Scholes 2015, Uzal ve
ark 2016, Ortega ve ark 2019) uyumlu olarak pulmoner 6dem, subepikardiyal
petesiyel hemoraji, hidroperikardiyum, beyinde meningeal hiperemi, serebellumda
koniklesme ve bagirsaklarda serozal hiperemi siklikla gozlenen lezyonlar olarak
dikkati ¢ekti. Meningeal hiperemi ve serebellumda koniklesme tip D enterotoksemili
koyunlarda tespit edilmesine ragmen diger hayvan tiirlerinde gézlenmedi. Spesifik
olmamakla birlikte s6z konusu dolasim sistemi baglantili bu lezyonlarin, epsilon
toksinin kapillar damar endotelleri tlizerine olan etkisinden kaynaklandigi
degerlendirildi ve 6zellikle pulmoner 6dem, hidroperikardiyum, beyinde meningeal
hiperemi, 6dem, serebellumda koniklesme gibi bulgularin diger enterotoksemi
tiplerinden ayirt etmede kismen de olsa bir belirteg olarak goz Oniinde

bulundurulabilecegi 6ngoriildii.

Koyun ve sigirlarda dogal olusan hastalia benzer bulgular deneysel
olusturulan tip D enterotoksemili kuzu (Uzal ve ark 2004, Giannitti ve ark 2021)
oglak (Kumar ve ark 2019) ve buzagilarda (Uzal ve ark 2002, Filho ve ark 2009) da
bildirilmistir. Kuzu ve oglaklarda yapilan deneysel bir ¢alismada (Uzal ve Kelly
1997) ise sentral sinir sistemi lezyonlarmin sadece kuzularda tespit edildigi ifade
edilmistir. Calismamizdaki tip D enterotoksemili hayvanlarda kayededilen
kadiyopulmoner lezyonlar ile beyinde kapillar hiperemi, 6dem ve serebellar

koniklesme, deneysel calismalarin bulgulariyla da uyumlu bulunmustur. Bu
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calismada yaygin sekilde belirlenen kardiyopulmoner lezyonlar, arastirmacilar (Uzal
ve ark 2002, Uzal ve ark 2004, Filho ve ark 2009, Kumar ve ark 2019) tarafindan da
vurgulanmistir. Kardiyopulmoner lezyonlar tek basma tani i¢in yeterli olmasa da
akut tip D enterotoksemi teshisine yardimci olan nispeten tutarli postmortem

degisiklikler olarak diisiiniildi.

Giannitti ve ark (2014) tip D enterotoksemili kuzularda, Sar1 Kuzu
Hastalifi'na benzer sekilde ikterus, bobrek korteks ve medullasinda diffuz koyu-
kirmizi renk degisikligi, idrar kesesinde bol miktarda koyu-kirmizi renkte idrar
birikimi, histopatolojik olarak bobrek tubul epitellerinde eozinofilik hiyalin
damlaciklari, akcigerde alveoler ve intersitisyel proteinéz 6dem, alveol liimenlerinde
fibrin eksudasyonu, karacigerde hepatositlerde sentrilobiiler dejenerasyon ve nekroz
tespit etmislerdir. Tip D enterotoksemili bir koyunda belirledigimiz ikterus,
karacigerde solgun renk ve kivaminda gevreklik, bdbrekte koyu-siyah renk
degisikligi, idrar kesesinde bol miktarda koyu-kirmizi renkte idrar birikimi, benzer
bulgularin ifade edildigi Giannitti ve ark (2014)’nin sonuglart ile uyumlu
bulunmustur. Tip D enterotoksemiden 6lmiis taze hayvan kadavralarinda "yumusak
bobrek-pulpy kidney" olarak adlandirilan bobrek kivaminin  yumusamasinin
gozlenmedigi ifade edilmistir (Uzal ve ark 2016). Tip D enterotokseminin
isimlendirilmesinde de kullanilan bu postmortem degisiklik calismamizdaki tip A
(3/10), tip C (1/1) ve tip D (3/8) enterotoksemili hayvanlarda farkli goriilme
sikliginda belirlendi. Esas olarak bobrekteki otolitik degisikliklerle iliskilendirilen bu
yumusamanin, enterotoksemiden Olmiis hayvanlarda diger sebeplerle Olmiis
hayvanlara oranla daha hizli gelismis olabilecegi ve dolayisiyla iizerinden ¢ok zaman
gegmemis ve diger organlarinda yeterince otolitik degisikliklerin sekillenmemis
oldugu hayvanlar i¢in bu hastaligi Oncelikle diisiindlirmesi gerektigi seklinde
yorumlanmistir. Bununla birlikte tip D enterotoksemi i¢in bu lezyonun tanisal

oneminin diisiik oldugu degerlendirilmistir.

Mikroskobik incelemelerde, paraziter enteritis ile tip D enterotokseminin
birlikte seyrettigini bildiren literatiirle (Uzal ve ark 1994) uyumlu olarak, bu
caligmadaki tip D enterotoksemili hayvanlarin 5/8’inde bagirsak epitellerinde
parazitlerin farkli gelisim evreleri goriildii. Arastirmacilarin (Uzal ve Kelly 1997,

Uzal ve ark 2004, Uzal ve ark 2016) sonuglariyla uyumlu olarak ¢aligmamizdaki tip
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D enterotoksemili kuzu ve koyunlarda hemoraji, hiperemi ve perindral édemden
olusan sentral sinir sitemi bulgularimin daha sik gorildigi belirlendi. Ancak
caligmadaki tip D enterotoksemili hayvanlarda perivaskiiler proteindz 6dem ve FSE
tespit edilemedi. Hem spontan hem de deneysel ¢alismalarda arastirmacilar (Uzal ve
Kelly 1997, Uzal ve ark 2004, Uzal ve ark 2016, Ortega ve ark 2019) tip D
enterotoksemili hayvanlarin tamaminda ve her zaman i¢in bu diagnostik lezyonlarin
goriilmedigini bildirmislerdir. Ayrica deneysel bir ¢alismada (Filho ve ark 2009), 8
giin hayatta kalan bir buzagida FSE'nin gozlendigi ifade edilmistir. Calismamizdaki
tip D enterotoksemili hayvanlarda bu karakteristik ndropatolojik degisikliklerin
goriilmemesi bu hayvanlarin muhtemelen hastaligin akut doneminde 6lmiis olmasi ve

tip D pozitif 6rnek sayisinin diisiik olmasi ile iliskilendirildi.

Tip D enterotoksemide fazla miktarda toksin dolasima girdiginde, ani 6liimle
ve On belirti gostermeden hastalik perakut seyreder. Akut formda ise siddetli
konviilsiyonlar ardindan hayvanlarda 6lim gozlenebilir (Uzal ve ark 2016). Daha
diisiik dozda epsilon toksine maruz kalan ya da kismen bagisik olan hayvanlarda,
korliik, ataksi, nistagmus ve opistotonus klinik bulgulariyla birlikte hastaligin
subakut veya kronik (1-7 giinliikk) formu gelisebilir. Epsilon toksinin en énemli etkisi
damar endotellerinde hasar olusturmasi ve 6zellikle sentral sinir sistemi damarlarinda
proteinden zengin, intramural ve/veya perivaskiller 6demlere neden olmasidir.
Sentral sinir sistemi dolagimdaki yiiksek epsilon toksine maruz kalsa bile, az sayidaki
damarda bu lezyonlarin goriilebilecegi bildirilmistir (Filho ve ark 2009, Garcia ve
ark 2015, Ortega ve ark 2019). Deneysel olusturulan tip D enterotoksemilerde
epsilon toksin kaynakli sentral sinir sistemi lezyonlarinin gelismesinde, hedef hayvan
tiirli, dolagimdaki epsilon toksin miktari, klinik bulgular ve 6tenazi arasindaki zaman
araliginin etkili oldugu ifade edilmistir (Uzal ve Kelly 1997, Uzal ve ark 2004, Filho
ve ark 2009). Ayrica epsilon toksin verilen farelerde, tekrarlayan sub-lethal toksin
dozlarinin, tek bir dozdan daha genis bir noroanatomik bdlgede lezyonlar
olusturdugu bildirilmistir (Finnie ve ark 2020). Bu bilgiler 1s18inda, arastimacilarca
basta tip D enterotoksemili koyunlar olmak {iizere nadirende keci ve sigirlarda
goriildigii ifade edilen FSE, intramural ve perivaskiiler proteindz 6dem,
calismamizdaki tip D enterotoksemili koyun, keg¢i ve sigirlarda kaydedilmemistir.
Calismamizdaki enterotoksemili hayvanlarin anamnezinden elde edilen ani 6lim

bilgisinin varlig1 bu lezyonlarin gériilmemesinin nedenini agiklayabilir.
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C. perfringens toksinlerinin TNT, ELISA ve PCR metotlariyla tespitinin
miimkiin olmadigi durumlarda immunohistokimyasal boyama, enterotoksemi teshisi
i¢in faydali bir yontemdir. Baz1 hayvan tiirlerinde C. perfringens kaynakli sindirim
kanali hastaliklarinda C. perfringens ve toksinlerinin lezyonlu dokularda tespitine

yonelik sinirlt sayida immunohistokimyasal ¢alismalar yapilmaistir.

Deneysel yapilan ¢aligmalarda C. perfringens antijenin immunohistokimyasal
yontemle tespiti i¢in oglaklarda ince bagirsak ve kolonda (Garcia ve ark 2012),
farelerin bagirsak mukozasinda ve epitel hiicrelerinde (Navarro ve ark 2018b),
klostridial miyozitisli farelerin lezyonlu kas dokusunda (Navarro ve ark 2020)
arastirmacilar tarafindan basarili sonuclar elde edilmistir. Toksinlerin tespiti {izerine
yapilan deneysel arastirmalarda ise Schumacher ve ark (2013) beta toksini i¢in
domuzlara ait bagirsak damar endotellerinde, Kumar ve ark (2019) epsilon toksini
icin tip D enterotoksemili oglaklarin bagirsak villus ve kript epitellerinde pozitif

reaksiyonlar tespit etmislerdir.

C. perfringens kaynakli dogal hastaliklarda ¢ogunlugu vaka diizeyinde olmak
lizere immunohistokimyasal ¢calismalar bildirilmistir. Atlara ait bagirsak kesitlerinde
(Diab ve ark 2012), bir adet kediye ait nekrotik mide ve bagirsak mukozasinda (Burn
ve ark 2017), tavuklarda bagirsak kanalinin lezyonlu alanlarinda (Kaldhusdal ve ark
1995, Franga ve ark 2016) IHC ile C. perfringens antijenleri tespit edilmistir. Yine
tip B enterotoksemili kuzularda (Munday ve ark 2020) ve tip C enterotoksemili
buzagilarda (Garcia ve ark 2013) lezyonlu bagirsak boliimlerinde C. perfringens
antijeni i¢in pozitif IHC reaksiyonlar belirlenmistir. Ayrica IHC ile toksin tespitine
yonelik yapilan caligmalarda aragtirmacilar dogal olusan C. perfringens kaynakli
sindirim kanali hastaliklarinda; atlarda mide, ince ve kalin bagirsaklarda beta2
toksini (Bacciarini ve ark 2003, Hazlett ve ark 2011), C. perfringens tip A izole
edilen enteritisli bir babunun (Papio hamadryas) (Nikolaou ve ark 2009) bagirsak
kesitlerinde beta2 toksini, domuzlarda bagirsak kanalinin damar endotellerinde beta
toksini (Miclard ve ark 2009), kegilerde ince ve kalin bagirsaklarda beta2 toksin
(Uzal ve ark 2008), bir adet oglagin ileum mukozasinda enterotoksin (Miyakawa ve
ark 2007) ve bir adet klostridial abomazitisli buzaginin bagirsaklarinda beta2 toksin

(Nowell ve ark 2012) i¢in pozitif reaksiyonlar gozlediklerini bildirmislerdir.
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Yukarida aktarilan literatiir bulgularina uyumlu sekilde sunulan ¢aligmamizda
da lezyonlu abomasum, ince ve kalin bagirsak kesitlerinde anti-C. perfringens ile
yapilan immunohistokimyasal boyamalarda enterotoksemili ruminantlarda %100
(19/19) ve C. perfringens toksini tespit edilemeyen enterotoksemi siipheli olgularda
ise %87,79 (115/131) oraninda pozitif reaksiyon gozlendi. Enterotoksemili
ruminantlarin tamaminda belirledigimiz pozitif reaksiyonlar, deneysel (Garcia ve ark
2012, Navarro ve ark 2018b) ve dogal olusan (Kaldhusdal ve ark 1995, Diab ve ark
2012, Garcia ve ark 2013, Franga ve ark 2016, Burn ve ark 2017, Munday ve ark
2020) C. perfringens kaynakli sindirim kanali hastaliklarinda g6zlenen intralezyonel
immunohistokimyasal bulgularla uyumlu bulunmustur. Ayrica g¢alismamizda
enterotoksemili hayvanlarin tiimiinde bagirsak liimeninde dokiilmiis enterositlerde ya
da mukozada enterositlere yakin ve/veya yapisik sekilde gozledigimiz pozitif
reaksiyonlar, Redondo ve ark (2015) tarafindan farelerde yapilan deneysel calisma
bulgulan ile de desteklenmis goziikmektedir. Bu bakterinin normal sartlarda da
bagirsaklarda bulundugu diisiiniildiigiinde, IHC ile boyayarak bagirsaklarda varligim
gostermek basta ¢ok anlamli goziikkmese de, calismamizda 6zellikle lezyonlu
alanlarda ve epitel lizerinde yogun sekilde boyandiginda hastalikla iliskili oldugu
yoniinde yorumlanabilecegi degerlendirildi. Bu hastaligin kesin tanisi i¢in toksin
izolasyonu altin standart yontem olarak kullanilmakla birlikte, pozitif oldugu bilinen
her olguda bile toksin izolasyonu her zaman miimkiin olamadigindan ve ayrica toksin
arastirma imkanma her sartta ulasilamadigindan, klinik ve patolojik olarak
enterotoksemi slipheli olgularda intralezyonel IHC pozitif boyanmanin, teshis
acisindan anlamli ve degerli olabilecegi diisiiniildii. Toksin belirlenen tiim
hayvanlarda bagirsaklardaki lezyonlu bolgelerde %100 C. perfringens pozitif
boyanma gozlenmis olmasi bu diisiincenin ¢ok da yanlis olmayacagimi ortaya
koymaktadir. Ote yandan toksin belirlenemeyip siipheli kalan diger olgularda da
%87,79 oraninda pozitif boyanma olmasi, bu olgularin da aslinda enterotoksemi
acisindan kesin negatif kabul edilemeyecegini, toksin izolasyonundaki kisitlara bagh
olarak toksin belirlenememis olabilecegini ve makroskobik ve histopatolojik bulgular
1s1¢inda  bunlarin  da muhtemelen enterotoksemi baglantili oldugunu kuvvetle
muhtemel kilmaktadir. [HC ile dokularda direkt toksin boyama ve gosterme yontemi
daha kesin bir yol olmakla birlikte calismamizda bu hastalifa yonelik THC igin

antitoksin antikorlar1 temin edilemedigi i¢in bu yontem uygulanamamustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Enterotoksemi yliksek 6liim orani, verim kaybi ve artan asilama maliyetleri
nedeniyle hayvancilik isletmelerinde ©Onemli ekonomik kayiplara neden olur.
Marmara Bolgesi, Tiirkiye'de endiistri ve sanayilesmede ilk sirada yer almasinin
yaninda entansif ve ekstansif hayvanciligin yapildigi énemli bir bolgedir. Sunulan
calismada Marmara Bolgesi illerinden PVKE'ne gonderilen 150 adet enterotoksemi
siipheli ruminanta ait 6rnekler kullanilmistir. Ulkemizde enterotoksemi ile ilgili
arastirmalarin ¢ogu farkli test teknikleri ile C. perfringens toksininlerinin tespiti ve
bolgesel diizeyde toksin tiplerinin belirlenmesi iizerine yapilmistir. Sunulan
calismada ise enterotoksemi siipheli hayvanlarda ELISA ile toksin tespiti ve tip
tayini dogrulamas1 yaninda, Tirkiye'de ilk kez bu hayvanlarda klinik, makroskobik,
histopatolojik ve etken diizeyinde immunohistokimyasal bulgular birlikte arastirilmis
ve sonuglar1 karsilastirilmistir. Bu projede ELISA toksin testi sonuglarina gore
Marmara Bolgesi'nde farkli yas ve tiirden ruminantlarda enterotoksemi %12,67

(19/150) oraninda tespit edilmistir.

Calismada enterotokseminin yiiksek oranda gen¢ hayvanlart (%63,16)
etkiledigi gorilmiistiir. Ancak bu hastaligin yetigkin sigir ve koyunlarda da 6liimlere
neden olabilicegi gdz ardi edilmemelidir. Bu nedenle geng ve yetiskin ruminantlarda
gorillen diyare ve ani Olimlerin etiyolojisinde enterotoksemi ilk sirada
diistiniilmelidir. Gen¢ hayvanlarda zamaninda ve yeterli bagisikligin elde
edilememesi en biiyiik handikaptir. Ozellikle yeni dogan ve heniiz asilanma yasina
ulasgmamis veya yapilan asinin heniiz koruyucu diizeye ulasmadigi kuzu ve
oglaklarda, anneleri de etkin sekilde asilanmadigi i¢in kolostrumla yeterli antikor
alimamadiginda klostridiyal enterotoksemi biiyiik risk teskil etmektedir. Yeni
doganlarin asilanma siireci geciktiginde de hastalik ¢ikisi hizlanmakta ve sonraki
asilama siireci hastalig1 onleyemedigi gibi 6liim oranlarini da artirabilmektedir. Bu
ylizden ruminant yetistiricilerimizin ve kurumsal yetkililerin bu konuda tetikte
olmasi ve agillama yasina ulasan yeni doganlarin bir an Once rutin agilama
programlarina alinmasi, baskaca bir tedavi ve korunma yontemi bulunmayan bu

hastaligin 6nlenmesinde biiylik 6nem arz etmektedir.

Calismamizda goriilen enterotoksemi vakalarinin %84,21 (16/19)'in1 kii¢iik

ruminantlar olusturmustur. Kiiciikbas hayvan sayisinin daha fazla olmasina paralel
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beklenen bir durum olsa da bu sonug, Marmara Bolgesi'nde enterotokseminin daha
cok kiiciikk ruminantlar1 etkiledigini ve oOzellikle koyun-kegi yetistiriciliginde bu

hastaligin ¢ok daha fazla dikkate alinmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

Sunulan ¢alismadaki C. perfringens tiplerinin yayginligi ele alindiginda tip A,
tip C ve tip D sirastyla 10 (%53,63), 1 (%5,26) ve 8 (%42,11) vaka olarak tespit
edildi. Daha ¢ok sayida ornekle arastirma yapilmasi onerilmekle birlikte ¢calismamiz
sonuglarina goére Marmara Bolgesi'nde hastaligin insidansinin azaltilmasi ig¢in
ozellikle C. perfringens tip A ve tip D'ye kars1 koruyucu asilama programlarina

oncelik verilmesi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamizdaki hayvanlarda klinik olarak enterotoksemiyle uyumlu ani 6liim
ve diyare bulgular1 siklikla belirlenmistir. Pulmoner 6dem, subepikardiyal petesiyel
kanama, karacigerde diffuz solgun renk degisikligi ve kivaminda gevreklik,
mezenteriyel lenf diigiimlerinde biiylime ve bagirsaklarda sulu-gazli icerikle birlikte
serozal hiperemi enterotoksemili hayvanlarda makroskobik olarak yaygin sekilde
gbzlenmistir. Bu bulgular, enterotoksemi icin birinci derecede arastirilmasi ve goz

Oniine alinmasi gereken patolojik-anatomik isaretler olarak degerlendirilmistir.

Makroskobik olarak hemorajik enteritis ile pulmoner 6dem, subepikardiyal
kanama ve hidroperikardiyum gibi kardiyopulmoner lezyonlarin goézlendigi
vakalarda bagirsak igeriginin C. perfringens toksinleri yoniinden degerlendirilmesi
onerilir. Enterotoksemi slipheli vakalarda postmortem muayene Olim sonrasi
kokusmaya firsat vermeden yapilmali, biitiin organlar ve toksin tespiti i¢in mutlaka

bagirsaklar zaman gecirilmeden soguk zincir altinda laboratuvara ulastirilmalidir.

Bagirsaklarin histopatolojik incelenmesinde parazitlerin gelisim donemleri tip
D enterotoksemi vakalarinda daha yiiksek oranda (5/8) olsa da tiim toksin tiplerinde
belirlenmigtir. Parazitlerin neden oldugu mukozal hasar nedeniyle bakteriyel
etkenlerin derin katmanlar1 etkileyebilecegi ve toksinlerin emilimini kolaylastirarak
enterotoksemilere  predispozisyon olusturabilecegi veya hastaligin  siddetini
artirabilece8i  diisiiniildiigiinden, veteriner hekimler tarafindan yetistiricilerin

paraziter ilaclama konusunda bilin¢lendirilmesi ve tesvik edilmesi onerilir.
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Sunulan c¢alismada temel amaglardan biri, toksin tespitiyle dogrulanan
enterotoksemili ruminantlarda IHC boyama sonuglarina gore C. perfringens varlig
ile bagirsaklarda gozlenen lezyonlar arasindaki iligkinin arastirilmasi idi. Bu iliski,
bagirsak igeriklerinde ELISA ile toksinlerin tespit edilmesi ve C. perfringens
antijenlerinin  immunohistokimyasal yontemle histopatolojik olarak lezyonlu
alanlarda belirlenmesi temeline dayandirildi. Enterotoksemili ruminantlarda
abomasum ve bagirsaklarda ¢ok sayida intralezyonel alanlarda kiimelenmis bakteri
kolonileri ile karakterize edilen histopatolojik degisiklikler goriildii. indirekt IHC
boyama metodu ile s6z konusu lezyonlu bagirsak bdliimlerindeki bu bakterilerin C.
perfringens oldugu dogrulanmistir. Toksin tespit edilemeyen hayvanlarda %87,79
(115/131), enterotoksemili hayvanlarda %100 (19/19) oraninda IHC pozitif
reaksiyon belirlenmistir. Toksin tespit edilemeyen ruminantlarda pozitif reaksiyonlar
liimende dokiilmiis epitellerin oldugu alanlarda daha sik goriiliirken, enterotoksemili
ruminantlarda nekrotik villus uglarinda, psédomembranlarda, lamina propriya ve

kriptlerde pozitif boyanmalarin yogunlastig belirlenmistir.

C. perfringens'in mide ve bagirsak mukozal invazyonunun mekanizmasi tam
olarak bilinmemesine ragmen, calismamizda lezyonlu alanlardaki IHC pozitif
reaksiyonlar, C. perfringens ve lokal olarak iiretilen toksinlerinin, enterotoksemide
gozlenen makroskobik ve histopatolojik bagirsak lezyonlarinin patogenezinde 6nemli
rol oynadigin1 gostermistir. Lezyonlu bagirsak béliimlerindeki etkene yonelik pozitif
IHC reaksiyonlar, toksin tespiti ile birlikte degerlendirildiginde, C. perfringens

kaynakl1 enteritis tanisin1 kuvvetle desteklemistir.

Sonug olarak, ELISA ile toksin tespit edilen hayvanlarda gozlemledigimiz
makroskobik ve histopatolojik bulgular klostridiyal enterotoksemi ile uyumlu
bulunmustur. Bagirsaklarda gozlenen intralezyonel cubuk seklindeki bakterilerin
C.perfringens oldugu IHC ile dogrulandig: i¢in, 6zellikle histopatolojik bulgular
esliginde immunohistokimyasal incelemenin, lizerinden zaman ge¢mis ve toksin
tespiti yapilamayan siipheli olgularda enterotoksemi teshisine Onemli katki
saglayacag1 sOylenebilir. Enterotoksemili ruminantlarda gozlenen makroskobik ve
histopatolojik bulgularda C. perfringens'in kesin roliiniin belirlenmesi i¢in gelecekte
bu mikroorganizma ve toksinlerini de kapsayan detayli immunohistokimyasal ve

molekiiler calismalarin yapilmasi onerilir.
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