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Ozet

Bu calismada Sanliurfa bélgesi’nde bulunan 180 kisrak ve 20 aygir olmak tizere toplam 200 adet safkan Arap atindan alinan
780 adet svab 6rnegi incelendi. Alinan érnekler kultir, direkt-PCR ve kultur-PCR yéntemleriyle degerlendirildi. Svab érneklerinin
bakteriyolojik muayeneleri sonucunda Taylorella equigenitalis izole edilemedi. Molekuler inceleme sonucunda, direkt-PCR ile 5
(%2.7) kisrakta, Kkuiltir-PCR ile 8 (%4.4) kisrakta pozitiflik saptandi. Direkt PCR ve kultur PCR ile 5 kisrak pozitif bulunurken, 3
kisrak sadece kiiltur-PCR ile pozitif olarak saptandi. Saglikli kisraklar ve aygirlarda pozitiflik belirlenmedi. Sonug olarak, Sanlurfa
yéresinde T. equigenitalis'in sorun oldugu ve PCR metodunun Kiltur yéntemine gére daha Ustiin ve rutin teghiste uygulanabilir
bir test oldugu kanisina varildi.

Anahtar sézciikler: Taylorella equigenitalis, PCR, Kisrak, Infertilite

Detection of Taylorella equigenitalis in Horses by Means of
Bacteriological Culture and PCR in Sanliurfa Region, Turkey

Summary

In this study; swab samples (n: 780) of mares (n: 80) and stallions (n: 20) were analyzed in total of 200 througbred Arabian
Horses from Sanliurfa Region. The samples were analysed by culture, direct PCR and culture-PCR methods. Taylorella
equigenitalis was notisolated after bacteriological examination of swab samples. Following molecular analyses; 5 (2.7% of
mares) and 8 (4.4% mares) positive samples were found by direct PCR and culture-PCR, respectively. While five mares were
positive by direct PCR and culture-PCR, three mares were only positive by culture-PCR. No T. equigenitalis detection was found
in health mares and stallions. As a result; T. equigenitalis is a problem in Sanliurfa region. PCR method is more sensitive than
culture and it can be used for routine diagnosis.
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GIRIS

Taylorella equigenitalis’in neden oldugu Atlarin  Daha sonra safkan yetistiriciligi yapilan birgcok tlkede
Bulasici Metritisi (CEM) kisraklarda servisitis, vajinitis,  salginlar halinde ortaya ¢ikmistir 7°. Turkiye'de ise ilk kez
endometritis ve infertilite ile karakterize, ¢ok bulasici 1998 yilinda Ozgiir ve ark.” tarafindan iki kisraktan T.

veneral bir hastaliktir **. Hastalik ilk kez 1977 yilinda  equigenitalis izole edilerek hastaligin varligi saptanmustir.
ingiltere ® ve irlanda’da ° safkan atlarda saptanmistir.  Etken sadece tek tirnaklilari infekte etmektedir. Yapilan
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¢alismalarda CEM eseklerde hastalik olustururken sigir,
domuz, koyun ve kedilerde olusturmadigi bildirilmistir ****.
CEM kisraklarda kisa siireli infertilite olusturmasinin
yaninda kisrak ve aygirlarin asemptomatik tasiyici olma-
larindan dolayi uluslararasi 6nemini siirdirmektedir ****.

Hastaligin kesin tanisi etken izolasyonuyla yapilmak-
tadir. Ancak T. equigenitalis, yavas Ureyen bir bakteri
olmasindan dolay: kiltir yoluyla tanisi uzun zaman
almaktadir ***. Son yillarda gelistirilen polimeraz zincir
reaksiyonu’nun (PCR) etkenin saptanmasinda daha hizl
ve daha duyarli bir metod oldugu bildirilmistir **°. Bu
metodun Gram negatif yada Gram pozitif bakterilerle
yogun bir sekilde kontamine materyallerin incelen-
mesinde kulaniminin 6zellikle yararl olacagi bildirilmis-
tir 2%, PCR islemi direk olarak svaptan yapilabildigi gibi
standart kultlr islemi ile birlikte de yapilabilir. Direkt-
PCR ve kiltiir-PCR metodunun birlikte uygulanmasinin
etkenin saptanmasinda hizli, spesifik ve duyarh bir yon-
tem oldugu bildirilmistir **?,

Bu galismada, Sanhurfa yoresinde bulunan damizhk
safkan Arap aygir ve kisraklarda T. equigenitalis varliginin
belirlenmesi ve kiltir, kiltir-PCR ya da direkt PCR teknik-
lerinin kullanilabilirliginin saptanmasi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Klinik Ornekler

Sanliurfa merkez ve yakin g¢evresinde bulunan islet-
melerde bulunan 4-25 yas arasi, en az 1 kez dogum
yapmis 180 adet safkan Arap kisrak (klitoral fossa ile sag,
sol ve medial klitoral sinuslardan olmak Uzere 4 adet
svab) ve 20 adet aygir (Penis kilifi, uretral sinus, fossa
glandis olmak Uzere 3 adet svab) olmak lizere toplam
200 adet safkan Arap atindan alinan 780 adet svab
ornegi incelendi. Calismada, 1-5 yildir gebe kalmayan,
endometritis, erken embriyonik 6lim veya abort
semptomlarindan en az birini gésteren 150 kisrak ile
saghikli 20 aygir ve 30 kisrak degerlendirildi. Alinan
svablar Amies charcoal transport medium igerisinde ve
+4°C’de Harran Universitesi Veteriner Fakdltesi Mikro-
biyoloji Anabilim Dali laboratuvarina getirilerek en kisa
surede ekimleri gerceklestirildi.

izolasyon

Alinan orneklerden izolasyon OIE (World
Organisation for Animal Health)'nin bildiridigi yonteme
gore yapildi *°. Kisrak ve aygirlara ait her bir irogenital
svap 6rneginin 1/310k kismi ilk olarak MECA-CTA
(Modifiye Eugon Cholate agar-Clindamycin +
Trimethoprim + Amphoterisinli) ikinci 1/310k kismi
MECA-A (Modifiye Eugon Cholate agar-Amphoterisinli)

ve son 1/3lik kismi MECA-AS (Modifiye Eugon Cholate
agar-Amphoterisin + Streptomisinli) besi yerlerine
ekimleri yapildi. Her ekimde kontrol amacgli olarak
standart T. equigenitalis K188 susu da besi yerlerine
ekilerek 37°C’'de %5-10 CO2 ortamda 4-7 giin inkubas-
yona birakildi.

identifikasyon

inkubasyon siiresi sonunda S-tipli, sarimsi-gri, caplari
2-3 mm’den kiiciik koloniler stipheli olarak kabul edildi.
Supheli kolonilerin Gram boyama ve biyokimyasal test-
leri (oksidaz katalaz, fosfataz, indol, tGreaz, nitrat vb)
standart yontemlere gére yapilarak inecelendi ?*.

Molekiiler Yontem

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali laboratuvarina getirilen svap 6rnek-
lerinden direkt PCR ve ureyen kolonilerden kiltiir-PCR
yapildi.

Direkt PCR

Direkt-PCR Duquesne ve ark.? tarafindan bildirilen
yonteme gore yapildi. Bu amagla, +4°C’de saklanan svab
ornekleri 200 pL steril distile su ile siispanse edildi. DNA
ekstraksiyonu ticari DNA ekstraksiyon kiti (Fermentas)
kullanilarak gergeklestirildi.

Her bir 6rnek icin PCR reaksiyon karisimi; 3 pL MgClz,
1 pL ANTP karisimi, 1 pL Tel ( pozisyon 70-90), CAG CAT
AAG GAG AGC TTG CTT TTC T), 1 plL Te2 (Pozisyon 462-
483), GTC CAT GGT ATT AAC ACA AAC, 5 pL PCR buffer,
0.25 pl Tag DNA polimeraz, ve final konsantrasyonu 50
uL olacak sekilde steril distile sudan hazirlandi. Karisima
4 ul template DNA eklendi. PCR inkubasyon sicaklik ve
sireleri sirasiyla, 94°C‘de 3 dakikalik ilk denaturasyon,
94°C’de 30 saniye denaturasyon, 50°C’de 45 saniye
primer baglanmasi, 72°C’de 1 dakikalik ekstensiyonu
iceren 30 siklustan olustu. PCR sonucunda amplifiye
edilen 6rnekler, %2’lik jelde elektroforeze tabi tutuldu ve
sonuglar UV Transilluminatoérde degerlendirildi.

Kiiltiir PCR

Bu amacla inkubasyon sonucunda lreyen koloni-
lerden bir 6ze dolusu alinarak PBS ile slispanse edildi ve
10 dak. 3.000xg’de santrifiij edilerek olusan pelet 100 uL
distile su ile sispanse edildi. Sispansiyon 100°C’de
15 dak. tutularak DNA Bleumink-Pluym ve ark.nin **
bildirdigi ydnteme gdre ekstrakte edildi. Ornekler,
12.000xg’de 1 dak. santrifiij edilerek elde edilen super-
natantatan 10 pL template DNA olarak kullanildi. PCR
karisimi ve inkubasyon sicaklik sireleri direkt yontemde
belirtildigi sekilde gergeklestirildi ve sonuglar %2’lik
jelde elektroforezetabi tutularak degerlendirildi.



BULGULAR

Klasik Yontem

Alinan svab Orneklerinin bakteriyolojik muayeneleri
sonucunda T. equigenitalis izole edilmedi.

Molekiiler Yontem

Yizseksen kisraktan alinan 720 svap ve 20 aygirdan
alinan 60 svap direkt ve kultir PCR ile incelendi. Bu
incelemeler sonucunda, 5 (%2.7) kisraktan alinan svap-
larin yapilan direkt-PCR sonucunda 413 bp bantlar sap-
tandi. Kiltir sonucunda lireyen siipheli kolonilerin
yapilan kultiir-PCR sonucunda 8 (%4.4) hayvanda T.
equigenitalis spesifik bantlar saptandi (Sekil 1). 5 kisrak
hem direkt PCR hem de kiiltiir PCR pozitif bulunurken, 3
kisrak sadece kultlr-PCR pozitif bulundu. Saghkli kisrak-
lar ve aygirlarda pozitiflik saptanmadi (Tablo 1).

Tablo 1. At genital svaplarindan T. equigenitalis'in kiiltiir ve
PCR ile saptanmast

Table 1. Detection of T equigenitalis in genital swabs from
horses by culture and PCR

H ( ) PCR

ayvan (svap L

Hayvan Sayisi Kailtair Direkt Kiiltiir
PCR PCR

Kisrak 180 (720) - 5(%27) 8 (%4.4)

Aygir 20 (60) - - -

Toplam 200 (780) - 5 (%2.5) 8 (%4.0)

M PKNK 1 2 3 4 5 6

413 bp

Sekil 1. PCR sonucu elde edilen bantlar

M- Molekiler agirlik marker (Gene Ruler TM 100 bp DNA
Ladder Plus, Fermantas, Litvanya), PK- Pozitif kontrol, NK-
Negatif kontrol, 1, 2, 3- T. equigenitalis pozitif ornekler, 4, 5, 6-
T. equigenitalis negatif drnekler

Fig 1. Detection of 413 bp DNA fragments by PCR

M- Gene ruler DNA ladder (Fermantas, Litvanya), PK- Positive
NK- Negative, 1, 2, 3- T. equigenitalis pozitif samples, 4, 5, 6- T.
equigenitalis negative samples
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TARTISMA ve SONUC

CEM, safkan at yetistiriciliginde blyik ekonomik
kayiplara neden olan 6nemli bir infeksiyondur. Hastaligin
diinya Uzerinde yayilisini en aza indirmek icin infeksiyon
kontrol programlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle
CEM’in epidemiyolojik durumunu belirlemek igin ¢esitli
teshis yontemleri kullanilmaktadir *****. T. equigenitalis’in
teshisi amaciyla kullanilan kiltir, altin standart yontem
olarak bildirilmistir ***. Etkenin yavas Uremesi ve genital
floradaki kontaminant bakteriler tarafindan baskilan-
masi, atipik koloni morfolojisi gosteren T. equigenitalis
suslarinin bulunmasi, kiiltir yontemi i¢in dezavantajlar
olarak belirtilmistir. Bu nedenle etkeni tasiyan ancak
kiltir yontemiyle tespit edilemeyen hayvanlar pratikte
onemli sorunlar olusturmaktadir *****°, Bu olumsuzluklari
ortadan kaldirmak icin son yillarda pek ¢ok arastirici kil-
tlir metoduna gore daha hizl, daha givenilir, spesifite ve
sensitivitesi daha yliksek farkli PCR teknikleri gelistir-
misler ve kiltir metodu ile karsilastirarak PCR tekniginin
daha guvenilir oldugunu bildirmislerdir *****?, Yurdaydin
ve ark.?, Seving ve ark.”, Ozgir ve ark.®, Ak ve ark.”,
Ulgen ve ark.*, Turkiye’nin farkh bolgelerindeki infertil
kisrak ve/veya aygirlarda yapmis olduklari bakteriyolojik
calismalarda etkeni izole edememislerdir. Erdeger ve
ark.* Gemlik’te yaptiklari galismada 114 fertil, 136 infer-
til olmak lizere toplam 250 adet hayvandan alinan
orneklerden kiltiir ydontemiyle etken izole edememisler
ancak degisen oranlarda seropozitiflik saptamislardir. Bu
calismada kiltir yontemiyle etken izole edilememistir.
Bu sonug arastiricilarin bulgularina benzerdir 23,

Bleumink-Pluym ve ark.® yaptiklari ¢alismada, 191
svab 6rneginden kiltur ile 3 (%1.5), direkt PCR ile 26
(%13), kultlr-PCR ile 68 (%35) pozitif sonug elde etmisler
ve kiltlr-PCR tekniginin, klasik kiltlir yontemine gore
daha stiin oldugunu saptamislardir. Hollanda’da yapilan
bir calismada klinik belirti gérilmeyen 107 kisraktan ali-
nan svab orneklerinin hig birisinden etken izole edemez-
ken, kultir-PCR teknigi ile 49 6rnekte pozitiflik belirlen-
migtir *. CEM’in hizli tanisi igin yapilan bir calismada 1865
safkan kisrak ve 38 safkan aygirdan alinan 3123 genital
svab o6rneginden kiltir yontemiyle 2 adet, PCR teknigi
ile 12 adet pozitif sonug bildirilmistir **. Anzai ve ark.”
Japonya’da 1998-2001 yillari arasinda 4026 safkan damiz-
lik kisrak ve aygirdan 7534 svab 6rnegini kultur, direkt-
PCR ya da kiltiir-PCR ile degerlendirmislerdir. Calisma-
nin baslangicinda kiltir yontemiyle sadece 2 kisraktan
etken izole edilirken, direkt ve/veya kultiir-PCR ile 10
kisrak taslyici olarak saptanmistir ve T. equigenitalis’in
teshisinin, izolasyon yerine ¢ok daha duyarl bir test olan
PCR temeline dayandirilmasini 6nermislerdir. Zdovc ve
ark.* Slovenya’da 245 aygirdan aldiklari 980 genital svab
ornegini kiltir ve PCR teknikleri incelemisler ve PCR ile
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bakteriyel izolasyon teknigine gére daha ylksek oranda
pozitiflik bulmuslardir. Keskin ve ark.* Sanliurfa bolge-
sinde klinik muayenede herhangi bir patolojik bulguya
rastlanmayan ancak 1-3 yildir gebe kalmayan 49 safkan
Arap kisragin 9 (%18)’'unda PCR teknigi ile pozitiflik sap-
tamislardir. Bu ¢alismada incelenen svab drneklerinden
kaltir yontemi ile T. equigenitalis izole edilmezken,
direkt-PCR ile 5 (%2.7), klltir-PCR ile 8 (%4.4) kisrakta T.
equigenitalis saptandi. 5 kisrak her iki PCR teknigi ile de
pozitif bulunurken, 3 kisrak sadece kiltir-PCR ile pozitif
bulundu. Bu ¢alismada kiltiir-PCR teknigi ile diger yon-
temlere gore daha yiiksek oranda pozitiflik saptandi. Bu
sonug diger arastiricilarin bildirimleriyle uyumludur ***%,
Calismada PCR ile saptanan pozitiflik oranlari Anzai ve
ark.nin ** oranlarina benzer iken diger arastiricilarin bul-
gularindan daha disuk bulundu. Arastiricilarin bildir-
digi yuksek oranlarin, bolgesel farkliliklardan ve T.
asinigenitalis’in tespitinden dnce yapilan PCR teknikle-
rinde genus spesifik primerlerin kullanilmasi nedeniyle
elde edilen pozitif sonuglarin bir kisminin T. asinigenitalis
varligindan kaynaklanabilecegi diistinilmektedirler. Bu
¢alismada kultir-PCR teknigine goére, direkt-PCR teknigi
ile daha dusuk pozitiflik saptanmistir. Bunun, 6rnekte
bulunabilecek PCR inhibitorlerinin varhigi ve svap ile
alinan mikroorganizma sayisinin ¢ok diisiik olmasindan
kaynaklanabilecegi dusinilmektedir. Arastirmada
bulunan pozitiflik orani, Keskin ve ark.’nin ** ayni bélgede
yaptiklari ¢alismanin bulgularindan daha dustktar.
Bunun arastiricilarin degerlendirdigi hayvan sayisi ve
materyallerin ayni isletmeden alinmasi nedeniyle
olusabilecegi kanisina varildi. Ayrica, PCR ile negatif
bulunan ancak sipheli gorilen kisraklarda, enfeksiyon
siiresince klitoral fossadaki etken sayisi dalgalanma
gOsterebilecegi icin her bir asim sezonunda 3 farkli
zamanda 6rnek alinmasi ve kontaminasyona bagl olarak
PCR amplifikasyonlarinda olusabilecek baskilanmanin
onlenmesi icin 6rnek alimlarinda svaplarin asiri smegma
ve kirlenmelerden korunmasina dikkat edilmelidir.

Sonug olarak, Sanliurfa yoresinde T. equigenitalis’in
sorun oldugu ve PCR metodunun kiltir yéntemine gore
daha Ustlin ve rutin teshiste uygulanabilir bir test oldugu
saptandi. Hastaligin tanisi i¢in direkt PCR tekniginin de
kullanilabilecegi, ancak daha duyarli olan kiltiir-PCR
tekniginin kullanilmasinin uygun olacagl sonucuna
varildi.
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