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FARE VE KOYUNLARDA GINSENG KATILMIS INAKTIF SALMONELLA
TYPHIMURIUM ASILARININ ETKINLIGI

H. Huseyin Hadimli'®  Osman Erganis!  Zafer Sayin'  Bilgehan Yildinm?!

The Efficacy of Inactivated Salmonella Typhimurium Vaccines with Ginseng in Mice
and Sheep

Ozet: Bu caligmada, mineral oil (MO), mineral oil + ginseng (MO+G), aliminyum hidroksit (AH) ve aldminyum hid-
W+m(M)h_W;MMTWWWNMWM
lilenmesi amagland:. Inaktif S. Typhimurium agilan, koyuniara 3 hafta aralikdaria 2 kez deri alt veya kas igi yolia uy-
gulandi. Kan dmekleri agilamadan sonraki 3., 5. ve 9. haftalarda toplandi. Koyunlann serum omeklerinde S.
Tmunn'a_uwmmwmmﬁmummmmmw{wsnhm
Inaktif S. Typhimurium agilan, farelere 2 hafta araliklaria 2 kez deri alti veya kas ii yolla uygulands. Farelerde antikor
Gicimi mikro Serum Aglltinasyon Testi (mSAT) de yapidi. Kontrollere gire agilanmig fare ve koyuniann se-
rumianndaki antikor titreleri belirgin olarak ylksek bulundu. Agilanmug ve ¢eling yapilmig farelerde Si0m ve morbitide
gozienmedi. Aynca, klasik adjuvantiar lle ginseng arasindaki etkilegimier de§erlendirildi. Sonug olarak, lokal sus-
lanndan hazilanan inaktif S. Typhimurium agilan, S. Typhimurium enfeksiyonlanndan korunmada faydah olabilecegi
kanaatine vanidi,

Anahtar Kelimeler: Saimonefia Typhymurium, as1, ginseng, mineral ya§. aliminyum hidroksit

Summary: The aim of this study was to determine effectiveness of inactivated Saimonelfla Typhimurium vaccines ad-
juvanted with mineral oll (MQ), mineral oil + ginseng (MO+G), aluminium hydroxide (AH) and aluminium hydroxide +
ginseng (AH+G) in sheep and mice. S. Typhimurium vaccines were administered in sheep twice at 3 weeks intervals,
subcutaneously or intramascularly. Blood samples were collected at weeks 3, 5 and 9 after vaccination. The titers of
antibodies against S. Typhimurium in serum samples were detected by using self-made Enzyme Linked Im-
munosorbent Assay (ELISA). The inactivated S. Typhimurium vaccines were administered lo mice twice with two
weeks intervals by IM or SC routes. The measurement of the antibody in mice was done by micro serum agglutination
test (mSAT). Levels of antibodies in sera of vaccinated animals were significantly higher than the controls. No mor-
tality and morbidity were observed in mice vaccinated and challanged. In addition, interactions between classical ad-
juvants and ginseng were also evaluated. Consequently, effectiveness of S. Typhimurium vaccines prepared from
local strains was found to be uselul to protect sheep from the infection of 8. Typhimurium.,

Key Words: Salmonella Typhymurium, vaccine, ginseng, mineral oll, aliminium hydroxide

Giris

Salmonellozis, yogdun yetigtirme yapilan &zel-
likle sigir, koyun ve kanatlilarda ekonomik énemi
olan ve en yaygin enterik bakleriyel bir en-
feksiyondur (McClure ve ark., 1994; Kirk ve ark.,
2002; Smith-Palner ve ark., 2003). Salmonella tir-
leri zoonoz karakterde olup s0t, yumurta ve etle in-
sanlara bulasabilmektedir (Evans ve ark., 1999;
Cruchaga ve ark, 2001). Bu nedenle, sal-
monellozisin 6nlenmesindeki temel strateji, asi-
lama ile salmonella tirlerine kargi geng hayvanian
korumak geklindedir (Jones ve ark., 1988; Mukkur

ve ark., 1998; Pace ve ark., 1998; Raupach ve Ka-
ufman, 2001). Bir isletmede salmonella en-
feksiyonun gikmasi durumunda antibakteriyel ilag-
larla micadelede go§unlukla Istenilen sonuglar
alinamamaktadir (Kirk ve ark.,, 2002; Erganis ve
ark., 2003).

Salmonella enterica serovars typhimurium (S.
Typhimurium), insan ve hayvanlar tehdit eden zo-
onotik ajanlann en yaygini olarak belitimekiedir
(Cruchaga ve ark., 2001; Robertson ve ark., 1982;
Smith-Palner ve ark., 2003). Etken, fekal kon-
taminasyon ile bulagmis materyallerde ve hay-
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vanlarnn bulundugu g¢evrede yaygin olarak bu-
lunmaktadir. Salmonella tarleri, hayvanlarda akut
septisemi, atik, arritis ve solunum vyolu en-
feksiyonlarina sebep olabilmektedir (Kang ve ark.,
2003; Smith-Palner ve ark., 2003). Bununia birlikte,
salmonellozisli hayvanlann gojunda herhangi bir
kKlinik belinti goérlimemektedir (Erganis ve ark.,
2003). Boyle hayvanlar, siri igerisinde en-
feksiyonun yayimasina ve insanlarda gida ze-
hirlenmesine sebep olabilmesi agisindan énem arz
etmekledir (Lascelles ve ark., 1988; Evans ve ark.,
1999).

Ginseng; Asya Ulkelerinde uzun yillardan beri
kullanilan Panax ginseng C.A. Meyer (Araliaceae)
kokiinden elde edilen bir ekstrakhir. Ginseng; i-
Merkezi sinir sitemini uyarmak, mental kon-
santrasyonu artirmak veya anti-stress etkisi ama-
ciyla ii- Genel enfeksiyonlara kars: dogal direnci ar-
trmak amaciyla kullaniimaktadir (Rivera ve ark.,
2003a). Cesitli caligmalarda (Hu ve ark., 2003; Kim
ve ark., 2003; Rivera ve ark., 2003b), insan al-
veolar makrofajlarin fagositik aktivitesini gelistirdigi,
Pseudomonas aeruginosa ile enfekte fareler Gze-
rinde terapdtik etkinligi oldugu ve sigir polimorf nik-
lear Iokositlerin fagositik ve oksidatif aktivitelerini
artirdii  gdsterilmigtir. Aynca, ginseng lotal sa-
poninleri, Rb2, Rg1 ve Rd ginsenoidleri, IL-6'y: art-
tirdidi ve bu nedenle stresle iligkili bozukiuklann te-
rapdtik dizeltimesinde veya arastinimasinda
kullanilabilecekleri ifade edilmektedir (Kim ve ark.,
2003).

Enfeksiyoz hastaliklarla micadelede agl uy-
gulamalarninin yeri ve 6nemi tartigilamayacak kadar
bayktdr. Salmonella turlerinin olugturdugu has-
taliklarin &nlenmesinde insan ve hayvanlarda za-
yiflanimig Salmonella tarleri canli a1 olarak kul-
lanilmaktadir (Lascelles ve ark., 1988; Mukkur ve
ark., 1998; Raupach ve Kaufmann, 2001; Kang ve
ark., 2003). Bu tir agilar oral olarak uygulama ko-
layhgi, mukozal bagigikligi uyarmasi, heterolog an-
tijenler kadar tagiyici olmasi nedeniyle humoral ve
hicresel ba@isiklik olusturmasi gibi avantajlara
sahip olmaktadir (McClure ve ark., 1994; Man-
surova ve ark., 1995). Ayrica, inaktif bakterin ve
toksoid asilarda kullaniimaktadir (Pace ve ark.,
1998; Erganis ve ark., 2003). Erganis ve ark.
(2003), inaktif S. Typhimurium ve Kiebsiella pne-
umonia kombine asinin danalarda hem koruyucu
hemde terapdtik etkinlijinin  oldujunu be-
litmektedirier. Barbour ve ark. (1996), koyunlarda
inaktif S. Typhimurium agi uygulamasi ile yCksek
titrede antikor belirlediklerini ve 2. kez agilamanin
humoral badisikhd artirdiini ifade etmektedirler.
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Lascelles ve ark. (1988), koyunlara canli S. Typhi-
murium’un agisinin oral uygulamasinin koruyucu bir
immdnite olugturdudunu, fakat lokal olarak bar-
saklarda antikor Uretimini indUklemedidi sonucuna
ulagmiglardir. Kwang ve Littledike (1995), 15 re-
kombinant flagellum proteini identifiye ve GUretimi
yaptiklanni, ayrica koyun ve danalara canli ve inak-
tif S. Typhimurium uyguladiklann! ve denemedeki
hayvanlarin serumlannda immunoreaktif proteinleri
tespit ettiklerini Dbildirmiglerdir. Mukkur ve ark
(1995), koyunlara inaktif ve canli S. Typhimurium
agl uygulamalaninda; inaktif agiya gbre canh agilann
antikor titrelerini daha da yOkselttigini be-
litmiglerdir. Aynca, barsaklarda agilamadan 7 gun
sonra IgM, 14 ve 21 gin sonrada IgG, ve IgG, tes-

pit ettiklerini rapor etmiglerdir.

Bu galigmada, koyun ve danalardan izole edi-
len S. Typhimurium suslanndan hazirlanan inaktif
aginin fare ve koyunlardaki immdnojenik et-
kinliklerinin belirlenmesi amaglandi.

Materyal ve Metot

Hayvan Materyali: Bu galismada, herhangi bir
kiinik anormallik géstermeyen Merinos koyun (6-8
aylik) ve swiss albino fareler (6-8 haftalik) kullaniid.
Koyunlar, her bir grupta (4 as grubu ve kontrol
grubu) 7'ser hayvan olmak (zere toplam 5 gruba
aynidi. Fareler, her bir grupta 10'ar hayvan cimak
Gzere 5 gruba (4 ag: grubu ve kontrol grubu) bd-
I0ndd. Hayvanlara optimum sgartlarda bakim, bes-
leme ve agllama uygulamalan yapildi.

As! suslan: Koyun ve danalardan izole ediien
S. Typhimurum suglar, asi, ¢eling ve serolojik test-
lerdeki antijenlerin hazifanmasinda kullanildi. izo-
latlar, Ankara Universitesi Tip Fakiltesi, Mik-
robiyoloji Anabilim Dalinda, S. Typhimurium
(1,4,5,12:1,2) olarak serotiplendirildi.

Salmonella Typhimurium  Suglarninin  Pa-
tojeniteleri: Koyunlardan izole edilen S. Typhi-
murium ¢eling miktanini belilemek igin fareler kul-
laniidi. Bakteriyel konsantrasyon miktarlari (6 x108,
6 x107, 6 x108, 6x10% bakteri/ml) géz onine ali-
narak, Swiss albino fareler 5'erli 4 gruba bolindu.
Bakterinin BHI buyyonda taze kaltGrieri hazirlandi,
farelere kas i¢i yola enjekte edildi ve 15 gin bo-
yunca gdzlendi (Mukkur ve ark 1992). Fareler stan-
dart 1gik (12/12 saat 1gik/karanlik) ve st (22°C) sart-
larinda tutuldu ve adlibitum yem ve su verildi.

Inaktif S. Typhimurium Asilann Hazirlanmas:
S. Typhimurium suglannin ayn ayn, Brain-Heart In-
fusion (BHI) buyyona ekimleri yapiidi ve 37°C'de 48
saat inkGbe edildi. Ureyen koloniler santrifdj ile
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(4500 rpm, 30 dak) toplandi, 3 kez PBS ile yikandi.
Son konsantrasyonu 1.2x10% bakteri/ml'ye ayar-
landi ve % 0.3-5 formalin katilarak inaktive edildi
(Erganisg ve ark., 2002b).

Her bir bakteri slUspansiyonundan esit mik-
tarda alind1 ve kanstinldi. Daha sonra, antijenler
%3'luk aliminyum hidroksite (Al (OH) jeline (Alhy-
drogel, Superfors A/S; Denmark) absorbe edildi
veya mineral yaglh adjuvant (Montanide ISA 50,
Seppic, France) ile homojenize edildi. Daha sonra,
4 mg/ml ginseng ekstrakti (Solgar, Leonia, N. J.,
USA) eklendi.

1. Grup: Bir kisim her iki S. Typhimurium sug-
larindan ibaret antijen sollsyonu ve 1 kisim Mineral
Oil adjuvant ile homojenize edildi.

2. Grup: Her iki S. Typhimurium suglarindan
ibaret antijen solisyonuna %3 oraninda Aliminyum
hidroksit jeli ilave edildi.

3. Grup: Her iki S. Typhimurium suglarindan
ibaret antijen solisyonuna, %3 oraninda Aliminyum
hidroksit jeli ve 4 mg/ml ginseng ekstrati ilave edil-
di.

4. Grup: Bir kisim her iki S. Typhimurium sug-
larindan ibaret antijen solUsyonu ve 1 kisim Mineral
adjuvant ile homojenize edildi ve 4 mg/mi ginseng
ekstrati ilave edildi.

Agitlarin Sterilite ve Zararsizlik Kontrolleri: Agi-
lar, 5'er adet swiss albino fareye deri alti yolla 0.2
ml dozunda verildi ve 15 gun sGreyle gozlendi. Ay-
rica, 1'er ml agsi materyalleri BHI, Kanh agar, Mac-
Conkey agar ve Saboraud Dextroz agara ekildi ve
1 hafta sireyle Greme yéninden glnlUk kontrolleri
yapildi (Erganis ve ark., 2002b).

Koyun ve Farelerin Asilanmasi: Koyunlar, 1'er
ml dozunda agi ile 21 gin ara ile kas igi (mineral
yagl) veya deri alti (aliminyum hidroksit jelli) yolla
asilandi. Fareler, 1'er ml dozunda as! ile 15 glin ara
ile arka bacaktan kas i¢i yolla asilandi. Kontrollere
benzer gekilde 1’ er ml steril fizyolojik tuzlu su en-
jekte edildi (Mukkur ve ark., 1995; Barbour ve ark.,
1996).

Celing Denemeleri: Fareler 5 gruba (10'ar) bo-
IGndl ve toplam 50 fare Gzerinde geling denemeleri
gercgeklestirildi. Ikincl agilamadan 15 gln sonra, her
bir fareye 6x107 bakteri/ml periton igi verildi ve 10
gun boyunca goéziendi. Bu ddénemde sekillenen
olum ve bulagma oranlarn kaydedildi. Tim farelerin
i¢ organlarindan bakteriyolojik ekimler yapilarak S.
Typhimurium yeniden izolasyonu yapildi (Mukkur
ve ark., 1992).
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Bakteriyolojik Yoklamalar: Farelerin i¢ or-
ganlarindan alinan &meklerin bakteriyolojik yok-
lamalar klasik metotlara gére yapildi.

Serolojik Yoklamalar: Anti- Salmonella Typhi-
murium Antikorlarinin Olgima

Koyunlardan asilama 6ncesi (0. gin) ve son-
rasi 3., 5. ve 9. haftalarda kan ornekleri alindi.
Serum &rnekleri gikartilarak test edilinceye kadar —
80°C'de saklandi. Serum orneklerinde S. Typhi-
murium’a suslarina karsi gelisen antikorlarin varligi
Jaboratuarda hazirlanan modifiye bir ELISA ile be-
lirendi. On ¢aligmalarda antijen, serum ve kon-
jugatin optimal sulandirmalarin standardizasyonu
yapildi. Testlerde pozitif ve negatif kontrol serumiari
kullanildi.

ELISA: Koyunlardan izole edilen S. Typhi-
murium (1,4,5,12:1,2), BHI'a ekilip 37°C'de 48 saat
inkiibe edildi. Ureyen bakteriler santrifjle toplandi,
konsantrasyonu karbonat-bikarbonat buffer ile (pH
9.6) 1.2x109 bakteri/ml'ye ayarlandi ve inaktive
edildi.

Immulon Il mikropleytlere 100 ml antijen ko-
nuldu, 37°C'de 1 saat ve 4°C'de 24 saat inklbe
edildi. Yikama sonrasi, adsorbe olmamig alanlar
kaplamak igin mikropleytiere % 1'lik Bovine Serum
Albumin (BSA)'den 100 ml kondu ve 37 °C'de 1
saat bekletildi. Daha sonra fosfat buffer solisyonu
ile (PBS-T; 0.15 mol/L, 0.5 % Tween 20, pH 7.2) ile
3 kez yikandi.

Serum  orneklerinin @ 10'ar  kath  su-
landirmalarnindan (1/10, 1/20, 1/40,.....1/20480) 100
ml kondu ve 37 °C'de 60 dak inkibe edildi, PBS-T
ile 3 kez yikamasi sonrasi, tOm gukurlara 100 ml
horseradish peroksidaz ile igaretli donkey anti-
sheep IgG ilave edildi (1:8000, whole molecule,
Sigma A 3415, St. Louis, MO, USA) ve 37 °C'de 30
dak inkibe edildi. Yikama sonrasi, tim gukurlara
100 ml substrat olarak 04 mg/ml d-
phenylenediamine dihydrochloride (0.05 M phosp-
hate-citrate buffer, d-phenylenediamine tablets,
Sigma P 8287, St Louis, MO, USA) ilave edildi,
Mikropleytler 20 dak oda isisinda bekletildi ve
ELISA okuyucusunda (Anthos Labtec Instruments,
A 5022, Salzburg) 450 nm'de okutuldu (Barbour ve
ark 1996).

Serum Aglltinasyon Testi: Koyunlardan izole
edilen S. Typhimurium susu (1,4,5,12:1,2) % 5
koyun kan: iceren Blood Agar Base (Difco) ekilip
37°C'de 48 saat Uretildi, Daha sonra Greyen mik-
roorganizmalar santrifljle (4500 rpm for 30 min)
toplandi ve PBS ile 3 kez yikandi. Mikroorganizma
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konsantrasyonu 1x107 bakteri/ml ayarlandi ve %
0.5 formalin ile inaktive edildi. Mikroorganizma sis-
pansiyonu serum aglUtinasyon test antijeni olarak
kullanildi (Erganis ve ark., 2002a).

Farelerden agilama oncesi (0. gin) ve geling
uygulamasinin 10. gininde kan o&rnekleri alindi.
Serum ornekleri gikartilarak test edilinceye kadar -
80°C'de saklandi. Serum Aglitinasyon testi 96
gdzli mikropleytierde yapildi. Once, 1. g¢u-
kurcuklara 80 pl, digerlerine 50 pl fizyolojik tuzlu su
kondu. Birinci gukurcuka test edilecek serumdan
20 pl ilave edildi, kanstinldi ve 2. gukurcuka 50 pl
aktanldi. Serum sulandirmasi (1/10, 1/20, 1/
40,.....1/20480) son tupe kadar yapildi. Daha sonra
tum gukurcuklara 50 ml SAT antijeni ilave edildi ve
37°C'de bir gece inklbasyona birakildi. Serum su-
landirmalari 1/10=1, 1/20=2, 1/40=3...., seklinde
numerik rakamlara cgevrildi ve geometrik or-
talamalan degerlendirildi (Erganis ve ark., 2002a).

Istatistiksel Analizler: SPSS istatistiksel paket
programi kullanilarak gruplar arasinda farklihin be-
lirenmesi igin Variyans analizi, farkhliklann énem
dlzeyinin belirlenmesi iginde Tukey testi kullaniidi.

Bulgular
Koyunlardan izole edilen 'S. Typhimurium su-

sunun, yiksek konsantrasyonlarda (6x108 bakteri/
ml, 6x107 bakteri/ml ve 6x10° bakteri/ml) verilen fa-
relerin tOmanG dldarirken, 6x10% bakteri/mi S.
Typhimurium verilen farelerin 3'0 hastalandi ve 2'si
sldi (Tablo 1).

Astlanmis farelerde hastalanma ve 6lum mey-
dana gelmezken, asisiz farelerden 3'U hastaland
ve 7'si 6id0. (Tablo 2).

l¢ organlann mikrobiyolojik muayenesinde;
kontrollere gére asili gruplardaki farelerin timinde
daha disik oranda S. Typhimurium izole edildi.
Asilanmig farelerin (MO, AH, AH+G ve MO+G) or-
ganlarindan S. Typhimurium izolasyonlar sirasiyla;
17 (% 34), 12 (% 24), 7 (% 14) ve 8 (% 16) iken
kontrol farelerde 33 (% 66) olarak tespit edildi. Bu-
nunia birlikte, normal asi gruplarindaki (AH ve MO)
farelere gore, ginseng ekstrakt ilave edilmis asi
gruplarindaki (AH+G ve MO+G) farelerin i¢ or-
ganlarindan daha dlsik oranda S. Typhimurium
izole edildi (Tablo 3).

Kontrollere gore asilanmig ve g¢eling yapiimig
farelerin serumlaninda anti-S. Typhimurium antikor
titreleri belirgin olarak daha yiksek bulundu. ls-
tatistiksel olarak, asili gruplar arasindaki farkliliklar
6nemsiz bulunmasina ragmen, ginseng eklenmis
S. Typhimurium agisi (AH+G ve MO+G) ile asi-

Tablo 1. Salmonella Typhimurium sugunun farelerdeki patojenitesi

6x108 bakteri/ml 6x107 bakteri/ml 6x108 bakteri/ml 6x10% bakteri/ml
Hasta Olim@ Hasta Olum Hasta Olam Hastal Olom
5/5 5/5¢ 5/5 5/5 5/5 5/5 3/5¢ 2/5

8 Periton igi inokulasyon sonrasi 15 gin siiresince blen farelerin sayisi
® Periton igi inokulasyon sonrasi 15 gin siiresince hastalanan farelerin sayisi
¢ Olen veya hastalanan /&rnek sayist

Tablo 2. Salmonella Typhimurium (6x107 CFU) ile ¢eling edilen farelerde hasta ve 6lim sayilari®,**

moa AHP AH+G® MO+ g9 Kontrol
Hasta 0/10 0/10 0/10 0/10 3/10®
Olam 0/10 0/10 0/10 0/10 7/10

3MO: Mineral yagh, PAH: Aliminyum hidroksit, CAH+G: Aldminyum hidroksit + Ginseng (4 mg), dMO+G: Mineral yagl
+ Ginseng (4 mg)

¢ Olen veya hastalanan /6rnek sayisi

*Fareler 15 gln ara ile 2 kez agilandi.

** Fareler 2. agilamadan 15 glin sonra periton igi yolla S. typhimurium ile geling edildi ve 10 giin sliresince gbzlendi.
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Tablo 3. Geling yaptimig farelerin i¢ organlarindan S. Typhimurium izolasyon sonuglan

I¢ organlar Mo2 AHD AH+GC MO+ G Kontrol
Karaciger 710 5/10 2/10 210 10/10%
Dalak 4/10 3/10 3/10 110 5/10
Kalp 0110 110 1/10 110 5/10
Bobrek 4/10 1/10 0/10 2110 5/10
Akciger 2110 2/10 110 2/10 8/10
Toplam 17/50 12/50 7/50 8/50 33/50

aMO: Mineral yagh, PAH: AlGiminyum hidroksit, SAH+G: Aliminyum hidroksit + Ginseng (4 mg), dMO+G: Mineral
yagli+Ginseng (4 mg)

¢ |zole edilen/Ornek sayisi

*Fareler 15 glin ara ile 2 kez agilandi,

** Fareler 2. agilamadan 15 giin sonra periton igi yolla S. Typhimurium ile ¢eling edildi ve 10 glin slresince gdzlendi.

Tablo 4. mSAT ile Farelerin Serumlanndaki Anti- S. Typhimurium Antikor Titreleri

Moa AHP AH+GE MO+GY Kontrol
Astlama Oncesi  0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
Geling sonrasi 10.9040.10 10.90+0.10 11.5040.22 11.5040.31 2.3040.36

aMO: Mineral yagl, PAH: Aldminyum hidroksit, SAH+G: Aliminyum hidroksit + Ginseng (4 mg), 9MO + G: Mineral yadl
+ Ginseng (4 mg)

€Serum sulandirmalar numerik rakamiara gevrildi; 1/10= 1, 1/20=2, 1/40=3,...
*Fareler 15 giin ara ile 2 kez agiland..
** Fareler 2, agilamadan 15 giin sonra periton igi yolla S. Typhimurium ile ¢eling edildi ve 10 giin stresince gbzlendi.

Tablo 5. ELISA ile Koyunlarin Serumlanindaki Anti- S. Typhimurium Antikcr Titreleri

Hafta MOa AHP AH+GS 110+G4 Kontrol

Asilama Oncesi 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
3 8.33+0.31 7.7141.25 . 6.57+0.8 8.7141,50 0.00£0.00
5 10.8310.40  10.57+1.81 8.4310.57 10.33+1.21 0.00£0.00
9 9.83+0.17 9.25+0.50 8.80+0.37 10.0040.71 0.00£0.00

aMO: Mineral yagh, PAH: Alaminyum hidroksit, °AH+G: Aldminyum hidroksit + Ginseng (4 mg), dMO + G: Mineral yagli
+ Ginseng (4 mg)

@Serum sulandirmalari numerik rakamlara gevrildi; 1/10= 1, 1/20=2, 1/40=3,...

tada anti‘or titreler:nde artig belirlendi. Ikinci agi-
lama sonrast 5. haftada, artiglar daha da be-
lirginlesti. Bununla birlikte, asih gruplar arasindaki
farkliliklar istatistiksel olarak énemsiz (P>0.05) bu-
lunmasina ragmen, ginseng eklenmis mineral yagh
S. Typhimurium asisi (MO+G) ile agilanmig fa-
relerin serumlarinda daha ylksek titrede antikorlar
belirlendi.

lanmig farelerin serumlarinda daha yiksek titrede
antikorlar belirlendi (Tablo 4).

Asili ve agisiz koyunlarin kan serumlarindaki S.
Typhimurium'a kargi olugan antikor titreleri Tablo
S'de godsterilmektedir. Kontrollere gére S. Typhi-
murium  agilan  ile asilanmg koyunlarin  se-
rumlarinda anti-S. Typhimurium antikor titreleri be-
lirgin olarak daha yiiksek bulundu (P<0.05). Bhtin
agtlanmig koyunlarda, ilk agilama sonrasi 3. haf-
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Tartigma ve Sonug

Salmonellozis, koyun dahil butdn giftlik hay-
vanlarinda blyuk ekonomik kayiplara sebep olan
ve gida zinciri igerisinde insanlarda enfeksiyon ya-
pabilme potansiyeline sahip bir hastahktr. Zoonoz
ozellige sahip birgok salmonella serotipi (yaklagik
2000) mevcuttur. Bununla birlikte, S. Typhimurium
koyun, kanath, sigir dahil genis bir konakg! spekt-
rumunda adapte olabilmektedir (Kwang ve ark.,
1995; Evans ve ark., 1999; Kirk ve ark., 2002;
Cruchaga ve ark.,, 2001; Smith-Palner ve ark.,
2003).

Ginsengin kuru ekstraktinda; bir ¢egit saponin
olan ginsenoidler, kimyasal olarakta tri-terpenoid
glikozidler belirlenmigtir. Ayrica, Ginseng influenza
ve leptospirozis gibi enfeksiyonlara kargi im-
minmodulatdr olarak &nerilmistir (Rivera ve ark
2003). Aslinda, uzun yillardan beri agilarda sa-
poninler adjuvant olarak kullanilirken ginseng daha
¢ok enfeksiyonlara kargi dogal direnci artirmak igin
kullanilmistir (Rivera ve ark 2008). Bununla birlikte,
daha disik immdnojeniteye sahip antijenlerin uya-
rnm &zelliklerini artirmak suretiyle badisikhg da ge-
listirebilmektedir (Hu ve ark., 2003).

Rivera ve ark (2003), 2 mg ginseng ekstrakt
eklenen Parvovirus ve Erysipelotohrix  rhu-
siopathiae agllarn ile agilanan domuzlarda, agilama
sonrasi daha yiksek titrede antikorlarin olugtugunu
belitmiglerdir. Aynca, aliminyum hidroksitli agilar
IgG'in sentezini uyarirken, ginseng ilaveli agilarin
1gG,'nin sentezini sagladigini tespit etmiglerdir. Hu

ve ark. (2003), st ineklerinde ginseng ekstrakti ve
Rb; ginsenoidini ile kombine edilen Staph-
ylococcus aureus bakterin ve ovalbuminin; tek bag-
lanna verilmelerine gdre daha ylksek titrede an-
tikor olusturdugunu belirlemiglerdir. Bunun yanisira,
ginseng ekstrakll asilar ile agilanmig hayvanlarda
Pokeweed mitojen, Concanavalin A ve S. aureus
antijenlerine kargi olusan cevapta lenfosit pro-
liferasyonunda artig gdziemlemiglerdir. Sonugta,
saha denemelerinde, ginseng ekstrakti ve Rb; gin-

senoidini adjuvant olarak mastitis agilarina ka-
tilmasi meme igi enfeksiyonlara karg! korunmada
etkili olduklarini ifade etmiglerdir,

Bu c¢aligmada, asili gruplar arasindaki fark-
hliklar istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0.05) bu-
lunmasina ragmen, ginseng eklenmis mineral yagh
S. Typhimurium agisi (MO+G) ile agilanmig ko-
yuniarin ve (AH+G ve MO+G) agilan ile agilanmig
farelerin serumlarinda daha ylksek titrede an-
tikorlar belirlendi. Rivera et al. (2003) ve Hu ve ark.
(2003), as1 adjuvanti olarak aliminyum hidroksit ve
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ginseng'in antikor Gretimi Uzerine sinerjik etkill ol-
dugunu ifade etmektedir. Bu ¢alismanin bulgulari
aragtiricilarin (Rivera et al., 2003 ve Hu ve ark,,
2003) sonuglanini teyit etmektedir. Ayrica, normal
asi gruplarindaki (AH ve MO) farelere gbre ginseng
ekstrakti ilave edilmis ag! gruplanndaki (AH+G ve
MO+G) farelerin i¢ organlarindan daha diguk oran-
da S. Typhimurium izole edilmesi; ginseng'in
immun sistemin bakterisidal aktivitesini artirdigini
gostermektedir.

Asi galismalaninda; sus, antijen miktari, inak-
tivasyon yontemleri ve kullanilan adjuvanun gesidi
sekillenecek humoral ve hiicresel bagigikiik Gzerine
etkili olabilmektedir. Antijen ve agi kaynag: olarak
kullanilan S, Typhimurium'un patojenitesinin be-
lirenmesi Onemlidir. Bu g¢aligmada, ylksek kon-
santrasyonlarda (6x108 bakteri/ml, 6x107 bakteri/ml
ve 6x108 bakteri/ml) taze S. Typhimurium kaltar(
verilen farelerin tama 6lirken, 6x105 bakteri/mi
konsantrasyonunda 3'Undn hastalandigi ve 2'sinin
oldagu gézlenmistir. Bu sonuglar, sahadan izole
edilen S. Typhimurium sugunun patojenitesinin yik-
sek oldugunu gostermektedir.

Erganis ve ark. (2003), bir besi isletmesinde
olen 2 sigirdan izole edilen S. Typhimurium ve K.
pneumonia suslarindan hazirlanan otojen bakterin
asi ile 2 kez asilanan hayvanlarda yUksek titrede
antikor tespit etmiglerdir. Aginin yan etkilerinin ol-
mamasi, ila¢ kullaniminin  azalimasi ve sal-
monellozis yéninden herhangi bir klinik bulgunun
gbézlenmemesi nedeniyle inaktive otojen Sal-
menella velveya Klebsiella agilarinin koruyucu ol-
dudu kadar tedavi edici olarak da faydali oldugu
ifade edilmisgtir.

Deneysel agi caligmalannda, kullanilan an-
tijenlere karsgi olugan humoral bagigikhgin be-
lirlenmesinde ELISA o6nemli bir yer tutmaktadir.
Kwang ve ark (1995), dogal enfekte veya sal-
monella ile asih  hayvanlann kanlarninda li-
popolisakkarid, flagellin, bakteriyel lizatlar ve ylzey
antijenlerine karsi olugan antikorlari ELISA ile tespit
etmiglerdir. Brennan ve ark (1994), salmonella asisi
ile agilanan fare ve koyunlarin serumlarinda asi-
lama sonrasi ylksek titrede salmonella spesifik
IgM, IgG, ve IgA ve intestinal yikantida da IgA tes-
pit etmiglerdir. Mukkur ve ark (1995), canli aromatik
S. Typhimurium CS332 sugunun kas i¢i ve oral
yolla veya aseton ile inaktive edilmig virulent S.
Typhimurium susunun kas i¢i verildigi koyunlarin in-
testinal yikanti ve serumlarinda; kontrollere gére ve-
rilig yoluna bakiimaksizin, anti-flagellin veya anti-
lipopolisakkarit antikorlarini daha yilksek buil-
muslardir, Aynca serumda anti-LPS antikorlarinin
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IgM, 1gG, ve IgG, oldugunu rapor etmiglerdir. Bu-
nunla beraber, inaktif asiya gére canli S. Typhi-
murium agilari ile agilanan koyunlarda antikor tit-
releri daha yiksek tespit edilmigtir. Canl agilar ile
kas igi veya oral yolla asilama sonrasi 7. glinde ko-
yunlarin intestinal yikantilarinda hem anti-LPS
hemde anti-flagellin antikorlarinda IgM tespit edi-
lirken, asilama sonrasi 14 ve 21. ginlerde IgG, ve

IgG, belirlemiglerdir. Oli agilarda ise en fazla an-
tikor izotipi 1gG, olarak bulunmustur. Barbour ve

ark (1996), inaktif S. Typhimurium yagh as ile agi-
lanan iki farkli koyun irkinin (Ivesi koyunu ve Fin x
Texel x Ivesi melezi) serumlarinda ELISA ile ilk im-
minizasyondan 2 hafta sonra, serokonversiyon %
66.7 iken lvesi koyunlarda rapel sonrasi 3. haftada
%100 artis gbzlemlemiglerdir.

Bu galismada, kontrollere gére asilanmis ve
celing yapilmis farelerin serumlarinda S. Typhi-
murium’'a karg! sekillenen antikor titreleri belirgin
olarak daha ylksek bulundu. Benzer sekilde, S.
Typhimurium asilan ile asilanmis koyunlarin se-
rumlannda da; yoksek titrelerde anti-S. Typhi-
murium antikorlari belirlendi (P<0.05). Bitin agi-
lanmis koyunlarda, ilk asilama sonrasi 3. haftada
antikor titrelerinde artig gdzlenirken, ikinci agilama
sonrasi 5. haftada artiglar daha da belirginlegti. Ko-
yunlarda, kontrollere gére asili hayvanlarda agi-
lama sonrasi 9. haftada antikor titrelerinin hala yuk-
sek oldugu belirlendi. Bu galisma ve diger
arastirmalarin (Kwang ve ark 1995, Mukkur ve ark
1995, Barbour ve ark 1996) sonuglari uyumlu bu-
lundu.

Begg ve ark., (1990), canl aromatik S. Typhi-
murium susu ile deri alti ve kas igi asilanan ko-
yunlarda 6lim ve ishal oranlarinin distigind be-
lifmektedirler. Mukkur ve ark (1992), canl
aromatik S. Typhimurium CS8332 susunun pa-
renteral verilmesi sonrasi, farelerde 7. ginde ya-
pilan ¢elinga kargi bir koruma olugtugunu ve 3 ay
korumanin devam ettigini tespit etmislerdir. Ko-
yunlarda ise, korumanin 6. ayda varken, 12. ayda
belirleyemediklerini ifade etmektedirler.

Bu ¢alismada, celing yapilan agisiz farelerin
3'inde hastalanma ve 7'sinde 6lUm meydana ge-
lirken asil farelerde hastalanma ve &lim gbz-
lenmedi. Aynca, geling yapilan farelerin i¢ or-
ganlarinin mikrobiyolojik muayenesinde; kontrollere
gore agth farelerin timinde daha diglk oranda S.
Typhimurium izole edildi. Asilanmig farelerin (MO,
AH, AH+G ve MO+G) organlanndan S. Typhi-
murium izolasyonlarn sirasiyla; 17 (% 34), 12 (%
24), 7 (% 14) ve 8 (% 16) iken kontrol farelerde 33
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(% 66) olarak tespit edildi. Kontrollere gére asili
hayvanlarda hastalanma ve o6lum gdzienmemesi,
hem de i¢ organlarinda daha az etken izole edil-
mesi asilann etkinlijine baglandi. Diger c¢a-
lismalarda (Begg ve ark., 1990; Mukkur ve ark.,
1992) belittilen salmonella asilarinin 6lim ve has-
talanma oranlan Gzerine etkileri ile bu galigmadaki
koruma sonuglan parallelik gostermektedir.

Aragtiricilar (Begg ve ark., 1990; Brennan ve
ark., 1994), humoral bagisikhigin yani sira hicresel
bagisikh@in sekillendigini de belitmektedirler. Asi-
lanmig farelerde salmonella antijenlerine karsi
glcll bir gecikmis tip asin duyarliik reaksiyonu
olustugunu da bildirmektedirier (Begg ve ark.,
1890; Brennan ve ark., 1994; Polotskii ve ark.,
1994). Polotskii ve ark. (1994), koyunlarda S.
Typhimurium 274 agisinin kas i¢i asilama sonrasi
blastosit transformasyonu, mitozis oraninda, plaz-
ma, dalak, lenf diglmlerinde hiucre sayisinda arlis
gozlemistir.

Sonug olarak; patojenitesi ylksek S. Typhi-
murium ile farelerin ¢eling denemelerinde S. Typhi-
murium astlarinin koruma glcindn oldugu bulundu.
Ayrica, Ginseng mineral yagl veya aliminyum hid-
roksit adjuvant ile bakterin aginin kombine edilmesi;
asinin hem humoral hemde bakterisidal etkinligini
pozitif olarak artirmaktadir. S. Typhimurium agilari,
koyun strllerinde salmonella enfeksiyonlarinin 6n-
lenmesinde kullanilabilir. Bununla birlikte, agilarin
hiicresel bagisiklik Gzerine etkileri ve etkenin fekal
sagiliminin belilenmesi igin yeni aragtirmalarnn sir-
dirlimesi gerektigi kanaatine varildi.
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