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Listeriyozisli Koyunlarda Klinik, Patolojik ve Mikrobiyolojik
Bulgular

Bu calismada, listeriyozisli koyunlarda klinik, patolojik ve mikrobiyolojik bulgularin bildiriimesi
amaglandi. Calisma materyalini, anamnezde sinirsel belirtiler ve 6lim goérildugu bildirilen, silajla
beslenen bir slriiden 25 adet koyun olusturdu. Hasta hayvanlarda klinik olarak sinirsel semptomlar,
istahsizlik, yavru atma, konjuktivitis, depresyon gibi bulgular saptandi. Hasta koyunlarda kan, yem,
sut ve digki érnekleri alindi. Biyokimyasal parametreler, koyunlar icin bildirilen referans degerler
arasinda saptandi. Siddetli klinik bulgu gosteren 3 koyunda nekropsi yapilarak, beyin ve medulla
spinalis’ten alinan doku &rneklerinde PCR islemi uygulandi. Ozellikle beyinde, ponsta, medulla
oblongata'da ve gri maddede &nemli histopatolojik degisimlere rastlandi. Ug koyuna ait beyin
orneklerinden Listeria Isolation Medium (Oxford formilasyonu) agarda siyah koloni olusturan
Listeria spp. supheli izolatlar elde edildi. Kultir pozitif érneklerin tir spesifik PCR analizinde tim
izolatlar L. monocytogenes olarak identifiye edildi.

Anahtar Kelimeler: L. monocytogenes, koyun, klinik bulgu, mikrobiyoloji, patoloji.

The Clinical, Pathological and Microbiological Findings in Sheep with Listeriosis

The aim of this study was to report the clinical, pathological and microbiological findings in the
sheep with listeriosis. Twenty-five sheep that had neurological symptoms and mortality constitued
the material of the study. The clinically anorexia, abortus, conjuctivitis, depression and neurological
signs were determined in the diseased animals. The blood, feed, milk, and feces samples were
taken from the sick sheep. The biochemical paramaters were between the reference values for
sheep. The necropsie was carried out in three sheep, and PCR was applied to the samples of brain
and spinal cord. The histopatological changes were seen especially in the brain, pons, medulla
oblangata and grey matter. Listeria spp. suspected isolates, as indicated by black colonies on the
Listeria Isolation Medium (Oxford formulation) agar plates were obtained from three sheep brain
samples. In the analysis of culture positive samples by species-specific PCR, all isolates were
identified as L. monocytogenes.

Key Words: L. monocytogenes, sheep, clinical findings, microbiology, pathology.

Girig

Listeria monocytogenes (L. monocytogenes); gram pozitif, fakiltatif hicre ici bir
bakteridir. Etkenin 7 serotipi ve 14 subtipi tanimlanmistir. Koyunlarda listeriyozis L.
monocytogenes ', 3, ve 4 serotipleri ve L. ivanovii ile meydana gelir (1-4). Evcil
hayvanlarda listeriyozis klinik olarak ensefalitis, gebeligin ge¢ dénemlerinde abortus ve
plasentitis ya da hepatitis, splenitis, pnédmoni ve gastrointestinal septisemi seklinde
ortaya cikar (5-7).

Listeriyozise karsi koyunlar sidirlara gére daha duyarhdir (8). Yetiskin koyunlarda
merkezi sinir sistemini en ¢ok etkileyen bakteriyel hastaliyin L. monocytogenes kaynakli
oldugu vurgulanmistir (9). Bes haftaliktan kiiglk kuzularda septisemik form gelisirken, 4-
8 aylik kuzularda ensefalitis ortaya c¢ikabilir (5, 10). Bu karakteristik hareketten dolayi
dénme hastaligi olarak da isimlendirilir (11). Sinirsel lezyonlar genel olarak tek tarafli
sekillenir. Olim genellikle klinik bulgularin baglamasindan sonraki 2-3 giin iginde ortaya
¢ikar. Abortus ve 6li dogumlar genel olarak ileri gebelik donemlerinde gdzlenir. Abortus
formu gelisen bazi gebe koyunlarda istahsizlik ve ates disinda baska bir semptoma
rastlanmaz (5, 10, 12, 13).

Ani yem degisikligi, strlye yeni hayvan girisi, kalabalik, dis degistirme, sindirim
kanali epitelini etkileyen viral ve bakteriyel hastaliklar gibi stres faktorleri listeriyal
enfeksiyona duyarlih@i arttirabilir (2,14-16). Ozellikle kurakligi takip eden dénemlerde
fazla yagis, soguk ve yetersiz havalandirma hastalik icin diger hazirlayici faktorleri
olusturur (17).

Hastalikta klinik semptomlar siiphe uyandirmakla birlikte, kesin teshiste postmortem
olarak bakteriyolojik kultlriin yapilmasi, gram boyama, immunohistokimya ve PCR’in
kesin tanida gerekli oldugu ifade edilmektedir (4, 5, 9, 12).
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Bu calismada, L. monocytogenesis enfeksiyonu
teshis edilen bir koyun strlsindeki klinik, patolojik ve
mikrobiyolojik bulgularin tanimlanmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Calisma materyalini Elazi§g ili Karakogan ilgesinde,
anamnezde son bir ay icinde sinirsel belirtiler ve 6lim
(15 koyun) goruldagu bildirilen bir sdrideki 3-4
yaslarinda Akkaraman irki 25 koyun olusturdu.
Anamneze gore, son bir ay igerisinde benzer klinik bulgu
gOsteren 15 koyunun 6&ldigu surld sahibi tarafindan
belirtildi. Striinin 15 glin 6nce meraya ¢iktigi, meraya
cikmadan oOnce vyaklasik 2 ay slrele misir silaji ile
beslendigi ifade edildi. Hasta koyunlarin fiziksel
muayeneleri yapildi ve elde edilen bulgular kaydedildi.
Klinik bulgu gésteren tim koyunlardan kan, sit ve digki
ornekleri alindi. Hastalarin v. jugularis’lerinden EDTA’l
tiplere alinan kan ornekleri, 3000 rpm’de 5 dakika
santriflj edilerek plazmalari ¢ikarildi ve biyokimyasal
analizlerde kullanilincaya kadar -20°C’de sakland..
Biyokimyasal analizler (Glikoz, BUN, total protein,
albumin, total bilirubin, trigliserid, AST, ALP, CK, Ca, Mg,
Na ve K) ticari test kitleri kullanilarak otoanalizér ile
(Olympus AU 600, Optical Co Ltd., Japan) belirlendi.
Alinan kan, sit ve digki o6rneklerinden selektif besi
yerlerine ekimler yapildi. Benzer sekilde silodan alinan
silaj érneklerinde de bakteriyolojik ekim gerceklestirildi.
Durumu kot olan 3 adet koyun, sodyum pentobarbiital
anestezisi esliginde 6tenazi edilerek sistemik nekropsileri
gerceklistirildi. Karaciger, bdbrek, dalak, beyin, beyincik
ve beyin sapi o6rnekleri ikiye bolunerek, bir kismi
mikrobiyolojik analizlerde kullanilirken, diger kismi ise
once % 10’luk tamponlu formalin solusyonunda tespit
edildi. Dokular rutin islemlerden gegirilerek parafin bloklar
hazirlandi. Bloklardan 5 ym kalinliginda alinan kesitler,
Hematoxylin-Eosin  (HE) ile ayrica sentral sinir
sisteminden alinan kesitler Hucker-Conn gram boyama
ybntemine gére boyanarak i1sik mikroskobunda incelendi
(18, 19).

Nekropsi sonrasinda beyin ve medulla spinalisten
alinan doku d&rnekleri 6nce Listeria Enrichment Broth
(LEB, LabM; Ingiltere) igerisinde 30°C’de 48 saat siireyle
selektif  zenginlestirmeye birakildi.  Zenginlestirme
isleminin ardindan Oxford formilasyonlu Listeria
Isolation Medium (LabM; Ingiltereya ekim iglemi
gergeklestirildi. Besi yerleri 37°C'de 48 saat
inkubasyonun ardindan kontrol edildi ve siyah koloni
olusturan koloniler Listeria spp. stpheli kabul edilerek
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile identifikasyon
amaciyla saf olarak izole edildi.
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PCR islemi amaciyla 6ncelikle Listeria spp. supheli
olarak izole edilen kolonilerden klasik Proteinase K -
Fenol: Kloroform: izoamilalkol ekstraksiyon yénteminden
yararlanildi. Ekstrakte edilen DNA’lara uygulanan PCR
isleminde Border ve ark. (20) tarafindan bildirilen

listeriolysin genine spesifik (LM1-
CCTAAGACGCCAATCGAA ve LM2-
CGCTTGCAACTGCTC) primerler kullanildi. PCR

drGnlerinin agaroz jel elektroforezi neticesinde olusan
702 bp molekiler uzunlugundaki bantlar L.
monocytogenes’in gostergesi olarak kabul edildi. PCR
uygulamalarinda pozitif kontrol olarak ATCC 35152 L.
monocytogenes, negatif kontrol olarak steril distile su
kullanildi.

Bulgular

Etkilenen hayvanlarda klinik olarak sinirsel semptom
(2/25), istahsizlik (14/25), yavru atma (3/25), zayiflama
(6/25), konjuktivitis (7/25), depresyon (12/25) ve ayaga
kalkamama (4/25) gibi bulgular saptandi. Koyunlardan
birinde opistotonus ile birlikte tek tarafli olarak sol Ust g6z
kapaginin paraliz nedeniyle asagl dustudlu go6zlendi
(Sekil 1A). Ayrica iki hayvanda asiri salivasyon ile birlikte
alt dudakta sarkma dikkati cekti (Sekil 1B).

—
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Sekil 1. A. Tek tarafli g6z kapag felci (ok basi). B. Alt
dudakta sarkma (ok basi).

Biyokimyasal olarak incelenen parametrelere ait
sonuglarin gdésterildigi Tablo 1 incelendiginde, saptanan
degerler saglikh koyunlar i¢in verilen normal referans
araliklarda idi ve dikkat ¢ekici bir degisime rastlaniimadi.

Tablo 1. L. monocytogenes enfeksiyonlu koyunlarda saptanan bazi biyokimyasal parametrelerin ortalama degerleri (O),

standart sapmalari (SD) ve referans degerler

Parametreler 0+SD Referans Deger Parametreler 0+SD Referans Deger
T. protein (mg/d) 6.28+0.7 - (59-7.8) CK (UIL) 675478 - (7.7-100.1)
Albumin (mg/dl) 2.87 £ 0.1 - (27-3.7) BUN (mg/dl) 19.02+ 2.8 < (10 - 26)

T. Bil (mg/dl) 0.32 £ 0.02 - (0.0-0.5) Ca (mg/dl) 9.47 +1.1 - (93-11.7)
Glukoz (mg/dl) 52.9 + 8.6 < (44— 81) Mg (mg/dl) 2.14£0.1 - (20-2.7)
AST (U/L) 120.7£ 9.5 < (49— 123) Na (mEq/L) 1515+ 14.8 < (142 = 160)
ALT (ULL) 40.8+5.7 < (15— 44) K (mEg/L) 556 + 0.8 < (4.3-6.3)
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Sekil 2-A. Medulla oblongatada siddetli perivaskile
hicre infiltrasyonlari (ok baslar). HE, Bar = 200 um. B.
Mikroapse odaginda, serbest ve noétrofil sitoplazmasi
icindeki L. monocytogenes etkenleri (ok baslari). Hucker-
Corn Gram Boyama, Bar = 20 ym. C. Beyin sapindaki
mikroapse odaklari ile birlikte dejeneratif aksonlarda
sferoid formasyonlari (ok bagslan), HE, Bar = 100 pym.

Nekropside makroskobik olarak meningeal
damarlarin dolgun, sulkuslarin ise yer yer donuk bir
g6rinim aldig1 gézlendi. Mikroskobik olarak; beyinde
pons ve medulla oblongatada aksonal dejenerasyon,
malasi odaklari ve mikroapse formasyonlari ile
karakterize siddetli purulent ensefalitis dikkati cekti.
Malasi odaklarinda notrofil  I8kositler ile  birlikte
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sitoplazmalarinda ¢ok sayida vakuol igeren gitter
hiicreleri mevcuttu. Cok sayida perivaskiler boslugun
cogunlugu mononiklear htcreler daha az olarak da
notrofil I0kositler ile dolu oldugu goézlendi (Sekil 2A).
Submeningial yerlesim gdsteren nétrofil infiltrasyonlari,
6dem ve hiperemi ile karakterize fokal meningitis
saptandi. Gri madde igerisindeki kiiglik ve orta ¢aptaki
damarlarda diapedezis mevcuttu. Gram boyamada
mikroapse  odaklarinin  merkezindeki  nétrofillerin
sitoplazmasinda ve serbest halde az sayida ufak koyu
mor-siyah renkte gram pozitif bakteri comaklari tespit
edildi (Sekil 2B). Serebellum folialarinda siddetli hemoraji
dikkati c¢eken bir degisimdi. Medulla oblongata’daki
perivaskuler hicre infiltrasyonlarinin, pons bdlgesine
gore daha siddetli oldugu goézlendi. Medulla bdlgesinde
mikroapse formasyonlari arasinda aksonal
dejenerasyona iligkin eozinofilik ve siskin gorinimde
sferoid formasyonlar tespit edildi (Sekil 2C).

U¢ koyuna ait beyinden alinan &rneklerin Oxford
formiilasyonlu Listeria isolation Medium (LabM,
ingiltere)'da siyah koloni olusturarak Listeria spp. siipheli
olarak belirlenen izolatlara uygulanan PCR
amplifikasyonu neticesinde slipheli izolatlarin tamaminda
pozitif kontrolle ayni molekiler uzunluga sahip 702 bp’lik
amplifikasyon Urlnleri gosterdikleri tespit edildi (Sekil 3)

M 123 NPM

Sekil 3. Listeria spp. olarak identifiye edilen sipheli
izolatlarin L. monocytogenes’e  spesifik PCR
amplifikasyonlari neticesinde agaroz jeldeki gortiinimleri.
M: 100 bp DNA Ladder (Fermentas, SM0321), 1-3:
L.monocytogenes olarak suphelenilen koloniler, N:
Negatif Kontrol (Steril distile su), P: Pozitif Kontrol (ATCC
35152 L. monocytogenes).

Tartigsma

Listeriyozis, fakultatif hiicre ici Gram (+) bir patojen
olan L. monocytogenes’in neden oldugu (21, 22),
zoonotik  o6zelligi yani sira Ozellikle koyun gibi
ruminantlarda meningoensefalitis, septisemi, abortus ve
6lumlere neden olarak ekonomik kayiplara yol acan
onemli bakteriyel bir hastaliktir (5, 23). Bu nedenle
hastaligin tanisinin en kisa stirede ve tanisal duyarliligi
yuksek tekniklerle yapilmasi buyik énem arz etmektedir.
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Sdrladeki tim koyunlar Listeria spp. ile enfekte olsalar
dahi, dogal diren¢ nedeniyle ancak % 5-10'unda
hastaliga iliskin klinik belirtilerin ortaya c¢iktigi ifade
edilmigtir  (17). Hayvanlarda goézlenen ¢odu vaka
subklinik olmasina ragmen listeriyozis sporadik veya
epidemik karakterde olarak (24) yasami tehdit eden
septisemi ve meningitislere de neden olabilir (5, 25).
Ruminantlarda listeriyozis tipik olarak etkenle kontamine
silaj veya diger yem maddelerinin tiketilmesinden sonra
olusmaktadir. Enfeksiyonun o6zellikle kis aylarinda
hayvanlara silajin daha fazla yediriimesi nedeniyle kis -
ilkbahar aylarinda ortaya ¢iktigi vurgulanmistir (5, 8, 26).
Bu calismada da, koyunlara yedirilen silaj Ornekleri
alinarak mikrobiyolojik ekimleri yapilmis ve ekim
sonucunda Listeria spp. Uretilmigti. Bu nedenle de
surlide ortaya ¢ikan olayda enfeksiyon kaynaginin silaj
olduguna karar verilmigtir. Ek olarak sunulan ¢alismada
literatir bilgilerine (5, 11, 12) uyumlu olarak L.
monocytogenesis enfeksiyonu silaj tuketimi takiben
Nisan ayinda ortaya ¢ikmistir.

Listeriyozisli koyunlarda klinik olarak ensefalitis,
septisemi ve abortuslar gézlenmektedir. Bu semptomlara
ek olarak depresyon, istahsizlik, ates ve Olimler
gorulebilir. Ruminantlarda hastaligin en yaygin bulgusu
olan ve dénme hastaligi olarak isimlendirilmesine neden
olan ensefalitik formda, ayrica basi bir yere dayama, bir
tarafa dogru bikme ve tek tarafli fasiyal felglerde dikkati
ceker (5, 27, 28). Calismada klinik olarak etkilenen 25
koyunda saptanan bulgulardan, istahsizlik (14 adet),
yavru atma (3 adet), zayiflama (6 adet), opistotonus (1
adet), tek tarafli sol Ust gdz kapaginin paralizi (1 adet) ve
asir salivasyon ile birlikte alt dudakta sarkma (2 adet)
hastalikta g6zlenebilen semptomlarla uyumliu
bulunmustur.

Patolojik olarak listeriyozisli hayvanlarda beyinde
dikkat ¢ekici makroskobik lezyonlar nadir olarak
g6zlenmektedir. Ancak ensefalitik formda serebrospinal
sivida bulaniklasma ve meningeal damarlarin
konjesyonu dikkati g¢ekebilir. Calismada listeriyozis
saptanan koyunlarin nekropsisinde i¢ organlarda
makroskobik herhangi bir degisime rastlanmamigtir.
Makroskobik olarak sadece gz kapagi felci bulunan
hayvanda meningeal damarlarin dolgun, sulkuslarin ise
yer yer donuk bir gériinim aldigi gézlenmistir.

Ensefalitik listeriyozis enfeksiyonlarinda
histopatolojik  olarak  merkezi  sinir  sisteminde
perivaskiler lenfosit, histiyosit, plazma hiicreleri ve daha
az olarak notrofilleri  igeren  yangisal hicreler
g6zlenmektedir (12, 29, 30). Ek olarak medulla ve ponsta
malasi ile birlikte parankimal mikroapseler gdzlenebilir
(12, 29). Bu tip lezyonlarda, bakteriler fagositler
icerisinde veya nekrotik alanlar etrafindaki beyin
parankiminde serbest olarak nispeten bol miktarda
bulunur (29, 30). Sunulan galismada ise, beyinde pons
ve medulla oblongata’da aksonal dejenerasyon, malasi
odaklari ve mikroapse formasyonlari ile karakterize
siddetli purulent ensefalitis dikkati ¢ekmigstir. Calismada
listeriyozisli koyunlarda saptanan bulgular yukarida ifade
edilen literattrlerle uyumlu bulunmustur. Ek olarak
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serebellum folialarinda siddetli hemoraji saptanmis ve
medulla oblongata’daki perivaskuler hicre
infiltrasyonlarinin pons bélgesine gére daha siddetli
oldugu gozlenmistir.

Listeriyozis sadece L. monocytogenes’in izolasyonu

ve identifikasyonu  yoluyla  dogrulanabilir  (5).
Listeriyozisin  teshisinde klinik bulgular, beyindeki
histopatolojik  lezyonlar ile  enfekte  dokulardaki

organizmalarin izolasyonu ve identifikasyonu temel teskil
etmektedir. Septisemi veya ensefalitisli hayvanlarda kan
ve serebrospinal sivi kdltirleri yapilabilir. Dokulardaki
listeriya etkenleri biyokimyasal = ve  enzimatik
reaksiyonlara dayali ¢ok sayida ticari hizh teshis
metotlariyla ortaya konabilir. ELISA, immunofloresan,
immunokromatografi ve PCR bu teknikler arasinda yer
almaktadir (23). Serolojik yontem rutin teshis yontemleri
arasinda yoktur. Cunkl ¢odu saglkli hayvan yiksek
listeriyal titreye sahip olabildigi gibi, enterokoklar ve
Staphylococcus aureus gibi diger mikroorganizmalarla
capraz reaksiyonlar gelisebilir (23, 31, 32). Gram
boyama ile dokulardaki bakterilerin zor tespit olabilecegi
vurgulanmisg, listeriyozisin teshisinde
immunohistokimyanin tercih edilebilecegi ifade edilmistir.
Loeb (33), bakteri kiltirinin %28.5, gram boyamanin
%47.6, immunohistokimyanin ise %80.9 oranda duyarli
oldugunu bildirmistir (33).

Her ne kadar hastaligin teshisinde klinik ve patolojik
bulgular degerli olsa da kesin tani agisindan hastalikli
organlardan etken izolasyonu ve molekdler
konfirmasyonu blylk 6neme sahiptir. Bununla birlikte
bakteriyolojik kdltlr islemlerinin uzun zaman almasi ve
zahmetli olmasi gibi dezavantajlari vardir. Son yillarda
konvansiyonel yontemlere alternatif olarak, spesifitesi-
sensitivitesi yuksek, daha hizli ve guvenilir bir yéntem
olarak kabul edilen PCR metodu listeriya etkenlerinin
identifikasyonunda ¢ok yogun olarak kullaniimaktadir
(34). Mevcut calismada hem klinik olarak hasta
koyunlardan alinan kan, sit ve digki érneklerinden hem
de silodan alinan silaj orneklerinden selektif besi
yerlerine  bakteriyolojik ekimler vyapilarak listeriyal
etkenler Uretilmigtir. Ayrica karaciger, bdbrek, dalak,
beyin, beyincik ve beyin sapi Ornekleri de selektif
zenginlestirmeye birakilmis ve bu isleminin ardindan
Oxford formilasyonlu Listeria Isolation Medium (LabM;
ingiltere)’a ekim islemi gergeklestirilmistir. Besi yerlerinde
siyah koloni olusturan koloniler Listeria spp. slpheli
kabul edilerek PCR iglemine tabi tutulmus ve bu islemde
702 bp molekiler uzunluundaki bantlar L.
monocytogenes’in  gostergesi olarak kabul edilmistir.
Hastaligin ayirici teshisinde bakteriyolojik olarak etkenin
ortaya konulmasi, L. monocytogenes’in isolasyonu ve
identifikasyonu ile immunohistokimyanin gerekli oldugu
ifade edilmistir (5, 23, 31, 32). Mevcut calismada hem
bakteriyel kiltir, hem PCR ve hem de Gram boyama
yapilarak etken ve muhtelif lezyonlar ortaya konularak
hastaligin kesin teshisi saglanmistir.

Sonug olarak bu galisma ile erigskin koyunlarda silaj
tiketiminden kaynaklanan dogal L. monocytogenes
ensefalitislerindeki  klinik, patolojik, biyokimyasal ve
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mikrobiyolojik  bulgular
teshisinde

sunulmus, hastaligin  kesin

klinik, —makroskobik ve histopatolojik

degisimlerin yani sira bakteriyolojik kiltir ve PCR’In
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