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1.0ZET

Bu c¢alismada Elazig mezbahasinda kesilen toplam 8222 sigr akcigeri
makroskopik olarak incelendi ve bu akcigerlerin 500 (%6.1)’inde pnémoni
saptandr. Bu akciger 6rneklerinden kiiltiir yontemi ile bakteriyel etkenler izole ve
identifiye edildi ve bu etkenlerin icerisinden Pasteurella’larm DNA's1 Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ile arastinldi. Ayrica siipheli Pasteurella multocida
suslarma fare inokulasyon testi de yapildi. 500 akciger rneginin %7 koyun kam
ilave edilmis kanh agarda 24-48 saathik kiltiri sonucunda, 36 (%7.2)
Staphylococcus aureus, 30 (%6) Pasteurella multocida, 30 (%6) Corynebacterium
spp, 29 (%5.8) Maya, 19 (%3.8) Streptococcus spp, 18 (%3.6) Staphylococcus
epidermidis, 13 (%2.6) Escherichia coli, 11 (%2.2) Bacillus spp, 10 (%2)
Pseudomonas spp, 9 (%1.8) Mannheimia haemolytica, 8 (%1.6) Actinobacillus
spp, 6 (%1.2) Klebsiella spp, 1 (%0.2) Moraxella spp, 1 (%0.2) Proteus spp ve 90
(%18) miks olmak iizere toplam 311 (%62.2) bakteri izole ve identifiye edildi ve
189 (%37.8) 6rnekte herhangi bir bakteriyel etken firemedi.

Pasteurella multocida suglarmin 24(%80)'iinde fare inokulasyon testi ile
pozitif sonug alindi. Kiiltlir ile pozitif P. multocida ve M. haemolytica suglarmmn
tiimiiniin PZR ile de pozitif oldugu bulundu. Bununla birlikte, toxA geninin
sekansindan hazirlanan primerlerin kullamimas: ile yapilan PZR ile toksijenik P.
multocida suslarmm varl@ aragtirildi. Bitiin 6rneklerin toksijenik P. multocida
suglar1 yoniinden negatif oldugu tespit edildi.

Sonug olarak bu caliyma, Pasteurella’larm bakteriyolojik ydntemler

yamsira son yilarda gelistirilmis 6nemli molekiiler biyoloji metotlarindan biri




olan ve Kkiiltiirden daha sensitif, spesifik ve ¢abuk olan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile identifiye edilebilecegini ortaya koymustur.
Anahtar Kelimeler: Pnomoni, Sigir, Pasteurella multocida, Mannheimia

haemolytica, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR).




2.ABSTRACT

In this study, lungs of 8222 cattle slaughtered at an abattoir m Elazig were
examined macroscopically and pneumonia was detected, in 500(6.1%)
lungs.These samples were inoculated on to blood agar supplemented with 7%
sheep blood for isolation of bacterial agents. A Polymerase Chain Reaction (PCR)
based upon the use of species-specific primers was carried out on DNA samples
extracted from Pasteurella spp. suspicious isolates. In addition, mouse inoculation
test was carried out on Pasteurella multocida suspected isolates. A total of 311
(62.2 %) bacterial agents were isolated from the lung samples and were identified
as 7.2 % Staphylococcus aureus, 6 % Pasteurella multocida, 6 %
Corynebacterium spp, 5.8 % Yeast, 3.8 % Streptococcus spp, 3.6 %
Staphylococcus epidermidis, 2.6 % Escherichia coli, 2.2 % Bacillus spp, 2 %
Pseudomonas spp, 1.8 % Mannheimia haemolytica, 1.6 % Actinobacillus spp, 1.2
% Klebsiella spp, 0.2 % Moraxella spp, 0.2 % Proteus spp and 18 % mix bacteria
in cattle.

Twenty four (80 %) of Pasteurella multocida isolates were positive in the
mouse inoculation test in cattle. All P. multocida and M. haemolytica strains that
were positive by culture were also found to be positive by the PCR. However,
toxigenic Pasteurella multocida were not detected in any isolates by PCR using
primers derived from toxA gene.

In conclusion, this study showed that PCR which is reported to be more
sensitive and specific than culture may be used in the identification of Pasteurella

spp. as an alternative to conventional tests




Key Words: Pneumonia, Cattle, Pasteurella multocida, Mannheimia

haemolytica, Polymerase Chain Reaction (PCR).




3.GIRIS

Diinyada ve Tirkiye’de, niifus artigma paralel olarak artan hayvansal
protein ihtiyacinm karsilanmasimda sigir eti ve {iriinleri ilk sray: almaktadir. insan
beslenmesindeki yeri ve 6nemi tartigmasiz olan kirmizi etin en ekonomik olarak
elde edildigi hayvan ise "besi danasi” olarak adlandirilan, 6-24 aylik - geng
sigirlardir. Ttm Diinyada ve Tirkiye’de siir besiciligi gerek kapah ve gerekse
agik ortamlarda yaygm olarak yapilmaktadir (166).

Sigrlarm solunum yolu hastaliklarmda Onemli bir yere sahip olan
Pnémonik Pastorelloz, nadiren Pasteurella mulltocida (P.multocz’da) cogunlukla
Pasteurella  haemolytica (P.haemolytica) ile iliskili olup, bronkopnémoni,
toksemi, eksudatif pnémoni ile karakterizedir (173). Sigir pndmonik pastérellozu
ilk kez 1915°de Amerika’da ve 1925’de Ingiltere’de tammlanmustir (74).
Pnomonilere bagh ekonomik kayiplar, gelismis iilkkelerde de biiyiik sorunlardan
birini olusturmaktadir. Sigirlarin solunum sistemi hastabklarmin, et ve siit
sigireihginda, Szellikle Amerika, Kanada, Ingiltere ve Avrupa basta olmak iizere
diinyanm birgok bolgesinde halen biiylik kayiplara neden oldugu bilinmektedir
(66, 173). Pnomonik pastdrelloz’un Kuzey Amerika'da sigir endiistrisini yilda en
az 640 milyon dolarmn tizerinde bir kayba ugrattifi (26, 86) ve kayiplarm stres
faktorlerinin ve/veya viruslar ve bakterilerin etkisi ile daha da arttipy ortaya
konmustur (56, 169). Yine A.B.D.’de pnomonik pastdrelloz yiiziinden ekonomik
kayiplar sigirlarm diger biitiin hastaliklarmm sebep oldugu toplam kayiplardan
daha yiiksektir (86). Olusan kayiplar Slim, tedavi masrafi ve hastabga maruz

kalan hayvanlarmn ileriki donemlerde diigiik performansma neden olmaktadirlar.




Enfeksiyon yetersiz beslenmeye bagh olarak Mart ve Eyliil aylarmda artis
gostermektedir (96).

Hastahfmm ortaya g¢ikisinda tasmma, silitten kesme, kalabalk, yetersiz
beslenme ve ani iklim degigiklikleri gibi stres faktorleri ile birden fazla
mikroorganizma [ viruslar (Infeksiybz Bovine Rhinotracheitis (IBR), Bovine
Viral Diarthea virus (BVD), Parainfluenza-3 (PI-3), Respiratory Syncytial virus
(RSV), mantar, cesitli bakteriler (Pasteurella spp., Corynebacterium spp.,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Escherichia coli, Acinetobacter spp.,
Mycoplasma spp. vb. ] ve parazit tiirleri rol oynadigindan etiyolojik olarak
kompleks bir yapiya sahip oldugu kabul edilmektedir (49, 68, 77, 116, 132, 173).

Deneysel olarak, viruslar ve Pasteurella tirleri birlikte veya virus
olmaksizn Pasteurella tirleri ozellikle P. haemolytica ile birgok yoldan
pnémonik pastorellozun olusturulmasma ve dogal olarak hasta hayvanlarm
pndmonili ak;:igerleﬁnden yaygm olarak Pasteurella tiirlerinin izole edilmesine
(89, 112) ragmen, hastahfmn olugmasinda konak¢i, gevre ve patojenlerin ne
derecede etkili olduklar: heniiz tam olarak agiklanabilmis degildir (68).

Pasteurella grubu mikroorganizmalar evcil ve yabani hayvanlarda st
solunum ve sindirim sisteminin bir firsat¢i patojenidirler (109). Pasteurella’lar
[nsanlarda (72) ve hayvanlarda (139) primer ya da sekonder etiyolojik etkendirler.

Pastorelloz’e neder¥ olan mikroorganizmalar adlarmu Louis Pasteur'den
almuglardir (12, 23, 144). Pasteurella cinsi iginde ilk tespit edilen tiir P. multocida
olup, etkeni ilk olarak 1883 yilinda Burril ve ark. "Kolera" hastaligina yakalanms
kiimes bayvanlarmm kanndan izole etmisler ve Micrococcus gallicidus olarak

isimlendirmislerdir. Daha sonra bu etkene Trevisan (1887) Pasteurella cholerae-




gallinarum, Lehmann ve Neumann (1899) Bacterium multocidum ve Rosenbusch
ve Marchant (1939) Pasteurella multocida admm vermiglerdir (28, 104, 145, 163).

Shipping fever’a sebep olan etken 1885°de Theodore Kitt tarafindan
Bacterium bipolare multocidum olarak isimlendirilmigtir. 1896’da Flugge Bacillus
boviseptica’yr yeniden isimlendirerek hemorajik septiseminin nedeni olarak
bilinen (P.multocida)’yr ya da sigir fibrindz pnémonisinin nedeni olarak bilinen
(Pasteurella boviseptica)’y1 tekrar ayn gruplar igerisine ayrmustir (86).

Jones (1921) Pasteurella grubuna ait olan fakat hemolitik aktivitesi farkh
olan bir mikroorganizmayr tammlamustir (93). Newson ve Cross (1932) bu
mikroorganizmayr  P.haemolytica  olarak  isimlendirmiglerdir = (125). P.
haemolytica'nn tekrar klasifikasyonu sorusu 1960'h yillarda artmugtir. Mraz
(1969)  P.haemolytica’nm  Actinobacillus  haemolyticus  olarak  tekrar
isimlendirilmesi gerektigini teklif etmistir (121). Sneath ve Johnson (1973)
Haemophilus, Actinobacillus ve Pasteurella suslarmm numerikal taksonomik
cahgmasinda Pasteurella ile Actinobacillus suglan arasmda %75'lk bir benzerlik
indeksi saptamuglardir (152). DNA-DNA hibridizasyon galigmalarna dayamlarak
1985'de P. haemolytica Pasteurella cinsinden hari¢ tutulmustur (122). Mutters ve
ark. 1985°de DNA benzerligi (homolog)’ne dayah genis bir galiyma yaparak
P.multocida’yr 3 alt tir ad1 altmda ( P.multocida subsp.multocida, P.multocida
subsp.septica ve P.multocida subsp.gallicida) smflandirmistir (123). Angen ve
ark. (1999) fenotipik ve genotipik karakterlerinin genis nicel degerlendirmesine
dayanarak trehaloz negatif P. haemolytica kompleksini tekrar smiflandirarak
Pasteurellacea familyasinda en az bes tiirii iceren yeni bir cins Mannheimia'yi

teklif etmislerdir (9, 10).




Pasteurella cinsi i¢inde, P. multocida diinyada yaygin dagilmm ile 6nemli
bir hayvan ve firsat¢ insan patojenidir (91). P. multocida birgok hayvan tiirlerinin
nazofarinksinde kommensal olarak bulunan Gram negatif basil (kokobasil)
seklinde bir mikroorganizmadir. Genelde, P.multocida hayvan patojeni olarak
sekonder enfeksiyonlarda 6nemli rol oynar (101). P. multocida'nm memeliler,
kuglar ve insanlarn baglica solunum sistemlerini igine alan genig bir konakgiya
sahip oldugu bildirilmigtir (22). P.multocida, sigrlarda ve buffalo’da hemorajik
septisemiye, domuzlarda atrofik rhinitis ve pndmoniye, kiimes hayvanlarinda
tavuk kolerasmna, koyunlarda nadir de olsa pnSmoniye, laboratuar hayvanlarmda
cesitli enfeksiyonlara sebep olmaktadir (90, 99). Insanlarda P. multocida'mmn sebep
oldugu hastaliklarm nadir olmadig1 belirtilmis ve P. multocida'mn zoonotik bir
organizma oldugu diisiiniilmiistiir (22,101).

Epidemiyolojik amagh calismalarda, P.multocida’mn farkh alttiir isimleri
ile ayrmm yapilmstir. P.multocida subsp.multocida, dulcitol negative, sorbitol
pozitif izolatlar1 i¢ine alir, P.multocida subsp.septica, dulcitol-negatif, sorbitol
negatif izolatlar,, P.multocida subsp.gallicida ise dulcitol pozitif izolatlar1 igine
alr. Bir kisim aragtirmacilar ise c¢esitli Pastorella tiirlerini, 6zellikle
patojenitisindeki farkhlklara gore ekolojik olarak farkh bolimlere ayrmuslardir
(73).

Mannheimia (M.) haemolytica suslar1 g¢ogunlukla saghkh hayvanlarn
nazofarenksinin mukoz membranlarmda yasamalarma ragmen (60,76) koyunlarda
ve kegilerde pnOmoni, septisemi ve mastitisin ve sigirlarda pnémoninin
gelismesinde Onemli bir etiyolojik faktér olarak kabul edilmektedir (8,68). M.

haemolytica'nin bazen insan enfeksiyonlann ile iligkili oldugu ve sigirlarn




pnomonik pastorelloz (Shipping fever)’un bashca sebebi oldugu belirtilmistir
(86).

Pnomonilerin ortaya ¢ikisinda en Onemli etiyolojik grubu enfeksiyoz
etkenler olugturmaktadir. Sigir pnOmonilerinin  etiyolojilerini  agikha
kavusturmak amaciyla eskiden beri pek ¢ok aragtirma yapilagelmistir.
Aragtirmalarm ortak noktasi, sigir yetistiricilifinde en Onemli problem ve
ekonomik kayip sebebi olan pnémonilerin kompleks bir etiyolojiye sahip oldugu
ve ayrica predispoze stres faktorlerinin rol oynadigidir. Dawson ve ark.(1966), 20
buzag: iizerinde yaptiklari virolojik ve bakteriyolojik yoklamalarda virus
izolasyonu yapamamakla birlikte serolojik olarak PI-3 virusunun varhgm
gOstermis ve ayrica mikoplazma ve Pastdrella tiirlerini birlikte izole etmiglerdir
(51).

Pnémonilerin  etiyolojilerine  yonelik olarak yapillan c¢ahgmalarda
viruslarn ve bakterilerin ayn ayr1 veya birbirleriyle sinerjik olarak degisik tipte
pnomonilere neden olabilecekleri bildirilmistir (29, 81, 84, 146, 147, 149). ik
defa 1970 yihnda Isvigre'de Paccaud ve Jacquier tarafindan izole edildigi
bildirilen Bovine Rg:spiratory Syncytial Virus (BRSV)'un da sigir pndmonilerinde
O6nemli bir etiyolojik sebep oldugu defalarca gosterilmistic (32, 40, 57, 148).
Macaristan’da M. haemolytica serotip Al ve A2, P.multocida serotip A ve
H somnus ile birlikte IBR ve PI-3 virusu sigir pnémonik pastérellozisine sebep
olan en yaygin patojenlerdir (64).

Sigirr pnomonilerinin  kompleks etiyolojilerinin 6nemli bir parcasi da
Mikoplazmalardir. Ingiltere'de pnémoniden Slen buzagi sayismm yillik ortalama

%9.7den %36.5'¢ yiikselmesi lizerine yapilan bir c¢alhsmada, pnomonili
P
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akcigerlerden izole edilen Mycoplasma bovis oranmm arttig1 bildirilmistir (80).

Pndmonilerin ortaya c¢ikiginda primer faktorlerin yam sira hazirlayici
faktorlerin de rolii biiyiiktiir. Bunlarin bashcalar;; dehidrasyon, uzun siiren
achklar, viral enfeksiyonlar, toksik gazlarm ve partikiillerin inhalasyonu, bazi
anestezikler, tiremi ve asidozis gibi metabolik bozukluklar ve kortikosteroidler
gibi immunosupresantlar nedeniyle mukosiliyer temizleme mekanizmasmm ve
alveoler ~makrofajlarm fonksiyonunun zarar gérmesi de predispozan
faktorlerdendir. Konjenital veya sonradan gekillenmis immun yetmezlik durumlar:
ve hayvanlarn degisik bolgelerden toplanmug olmalar1 nedeniyle, yeni ortamdaki
etkili mikroorganizmalara kargi gelismis bir spesifik immunitelerinin olmamasi
hastahk riskini artwr (4, 55, 111, 134, 149, 168). Pndmonilerin ¢ikiginda ayrica
bakim-besleme kosullar, barmaklarm dizaym, hayvanlarin sikigikligi, transport,
iklim kosullari ve mevsimler gibi daha pek c¢ok faktdrler de etkilidir (25, 42,
113).

Pnomonilerin  yapict sebepleri arasinda mantarlar da yer alr.
Pn6momikozlarm meydana gelmesinde temel etkenler kadar hayvanlarin
rutubetli, log, havasiz ve tozlu ahirlarda barindiriimasi, kiiflii yemlerin verilmesi
ve uzun siireli antibiyotik uygulamalar1 da mantarlarin tiremelerine ortam
hamrlayarak etkili olmaktadir (5, 172).

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology'nin 1984 baskismda P.
multocida ve M. haemolytica fakiiltatif anerobik Gram negatif ¢omaklar
grubundaki Pasteuerellaceae familyasmin Pasteurella cinsi iginde yer almaktadir

(30).
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Pasteurellacae  familyasindaki bakteriler Gram negatif, fakiiltatif
anaerobik veya mikroaerofilik, kemoorganotrofik, hareketsiz, sporsuz, katalaz,
fosfataz ve baz tiirler hari¢ oksidaz reaksiyonlan pozitif, kiiresel, ovoid veya
comak seklinde mikroorganizmalardir (36,136). Pasteurellacae familyasindaki
bakteriler Nitratlari nitritlere indirgerler. Metil Red (MR) ve Voges Proskauer
(VP) negatifiir. Lysine ve arjinin decarboxylase negatiftir. Glukoz ve diger
fermente edilebilir bilesikleri asit olugturarak fermente ederler, fakat genellikle
gaz olugturmazlar (135).

Pasteurella cinsi mikroorganizmalar, familya igerisindeki Haemophilus
ve Actinobacillus cinsleri ve Enterobacteriaceae familyasmdaki Yersinia
(Lonepinella) cinsi ile kanstirilabilmektedir (31). Birkag o6zellik Pasteurella'yr
Lonepinella ve Haemophilus'tan ayirt edebilmektedir. Lonepinella cinsindeki
tirler 22°C'de hareketli olmalari, oksidaz reaksiyonlarmin negatif olmalari ve
%4,5 NaCl iceren ortamlarda {iremeleri ile Pasteurella ve Actinobacillus
cinslerinden kolayca ayrilabilirler (16). Haemophilus'larin g¢ogu ise iiremelerinde
X ve V faktdriine ihtiyag duyarken, Pasteurella ve Actinobacillus cinsi bakteriler
bu faktorlere ihtiyag duymaz (98) ve Actinobacillus cinsi M. haemolytica ve
Pasteurella aerogenes digindaki Pasteurella cinsindeki  tiirlerden 6zellikle
dokulardan ilk izolasyonlarmda olusturduklari mukoid koloni yapilari ve
MacConkey agarda tireme Ozelligi ile ayrlirlar (133). Ancak Pasteurella
cinsindeki M. haemolytica ve P. aerogenes tiirleri de MacConkey agarda iirerler.
Actinobacillus tiirlerinin ¢ogu hemoliz Szelliii gdstermesi ve (ireaz pozitif olmas:
ile M. haemolytica'dan, indol reaksiyonlarmin negatif olmasi ile de P.

aerogenes'den ayriwlar. Mannheimia D-mannozdan asit {iretmemesi ile
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Pasteurella cinsinden, iireaz negatif olmasi ile Actinobacillus cinsinden ve VP
negatif olmasi ile Lonepinella cinsinden ayrilabilir (9).

P. multocida 0,2-0,4 pm ¢apmda ve 0,6-2,5 pm uzunlufunda, hareketsiz,
sporsuz, pleomorfik, infekte dokulardan yapilan preparatlarda tipik bipolar tarzda
boyanan, Gram negatif 35-37°C'de en iyi gelisen fakiiltatif anaerobik bir
mikroorganizmadir (124, 126, 142).

M. haemolytica 2.5 X 0.5 mikron boyutlarmda pleomorfik sporsuz,
harcketsiz, Gram negatif bir mikroorganizmadw. Mannheimiamn biitiin suslar
mannitol, glukoz, maltoz, sorbitol ve sukrozu gaz olusturmaksizin fermente
ederler. M. haemolytica’da indol, iireaz, MR ve VP reaksiyonlarn negatiftir.
Katalaz (hemen hemen daima) ve oksidaz pozitiftir. Trehalozu fermente etmezler
ve fakat L-arabinozu fermente ederler (151).

P. multocida yaygn olarak kullamlan dezenfektanlar, giines 15181, kuruma
veya st ile kolayca inaktive edilen oldukga hassas bir mikroorganizmadir ve
denemeler etkenin ¢evrede (su veya toprakta) maksimum 30 giin boyunca canh
kaldigim gostermistir (37, 144 ).

Pasteurella’lar kanh agarda iyi trerler ve kanh agar klinik Grneklerden
Pasteurella'larm izolasyonunda rutin olarak kullamlr. Dier mikroorganizmalar
ile kontamine materyallerden P. multocida ve M. haemolytica'nm izolasyonu igin
selektif besiyerleri gerekmektedir (119). P. multocida 35-37°C'de, kanh agar veya
dekstroz nigasta agarda, 18-24 saat inkubasyondan sonra 1-3 mm g¢apmda,
genellikle mukoid (M) veya smooth (S) koloniler olusturur. M koloni formu
diizenli, yuvarlak, konveks yapida goriilebildigi gibi daha biiyiik, genis, nemli ve

yapigkan olarak da bulunabilmektedir (126). M koloni formundaki P. multocida
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suslarmm hepsi kapsiilliidiirler ve sigir, insan, koyun, tavsan ve domuzlarin
solunum yolu enfeksiyonlarmdan izole edilirler. Rough (R) koloni formu nadiren

goriilmektedir. Bu suslar kapsiilsiizdiir. S koloni formundaki P. multocida suslan

kat1 besiyerlerinde yuvarlak, diizgiin ve kii¢lik parlak koloniler olustururiar (12).

P.multocida’lar kapsiil bulundurabildikleri gibi kapsiilsiiz olanlar1 da vardr.

Kapsiillii suglar akut olaylardan izole edilirler. Taze olarak izole edilen suglar

kapsiilliidiir (12, 126).

M. haemolytica kanh agarda sadece merkezde az kalinlasan kiigiik,
yuvarlak, nemli ve parlak koloniler olugturur (151, 158). M. haemolytica kat1
besiyerlerinde Smooth (S) veya Rough (R) koloni formu olustururlar. Iginde %7
oraninda at, sigr veya koyun kam bulunan kanh agarda olusturdugu dar beta
hemoliz zonu M. haemolytica'yr diger Pasteurella tirlerinden ayiran en Snemli
Ozelliklerden birisidir (137, 151, 158). M. haemolytica 25-40°C'de {ireyebilse de
optimum iireme 1sis1 37°C'dir. M. haemolytica MacConkey agarda iireyebilmesi,
indol ve iireaz aktivitelerinin negatif olmasi ile Pasteurella tiirlerinden ayrihr
(137).

M. haemolytica antijenik yaprya sahip protein, polisakkarit ve lipitin
hepsini birden bulunduran Gram negatif bir bakteridir (3). Anti-fagositik kapsiil,
lipopolisakkarit, demir diizenleyici Outer Memran proteinleri (OMP), adhesinler,
ruminant spesifik l6kotoksin ve enzimler (sialoglikoproteaz, néraminidaz ve iki
potansiyel immunoglobulin proteazlar) M. haemoiytica’nm en Onemli antijenik
yapilart ve virulens faktorleridir. (33, 86, 158). Bu substanslar patogenezde
virulens faktSrleri olarak gSrev yaparlar. P. multocida’da ise kapsiil ve somatik

antijenleri, OMP, endotoksin, difer toksinler (dermonekrotik toksin), 1s1 sok
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proteinleri, ndraminidaz ve difer enzimler virulens faktorleri olarak gérev
yaparlar (37). P. multocida' nin virulens faktorleri (kapsiil harig) hakkinda az sey
bilinmektedir. Ozellikle virulens ve patojenitesinin molekiiler temeli hakkindaki
bilgilerin eksik oldugu bildirilmektedir (92).

OMP’lar hiicre digma ve igine molekiillerin tasmmasmda, konaket
hiicrelerine adhezyonda rol oynamaktadirlar (153). Pasteurella multocida ile
ilgii OMP' larm c¢ofu bunlann potansiyel a;n adaylan yapan, immunojenik
ozelliklerine bagh olmustur (36). In vivo gelisen P. mulfocida suslarmm
OMP'lerinin heterolog somatik serotiplerine karsi bagisikhf: sagladigi, oysa in
vitro gelisen suglarm OMP'leri sadece homolog immuniteye sebep oldugu
bildirilmektedir (36).

P.multocidann OMP'leri aym zamanda hedef hiicrelere adhezyon ile
alakah olabildigi belirtilmektedir. Liibke ve ark. (1994) tarafindan yapilan
aragtirmalar bir sigir kapsiil tip izolatindan elde edilen 35 kDa'luk bir proteinin bir
adhezyon faktorii olabilecegini gostermislerdir (110).

M. haemolyticann OMP’leri ve lipoproteinlerinin  6nemli koruyucu
antijenler olduklarma inanilir. Bu antijenlerin bazisma karsi olusturulan
antikorlarin fagositoza sebep olma ve komplement aracihipi ile Sldiirme yetenegi
vardir (86).

M. haemolytica aym zamanda demir diizenleyici Outer Membran proteini
(IROMP'Iar) salgilamaktadiwr. IROMP'larm demir kazanmada anahtar rolii
oynadif1 diistiniilmiistiir. M haemolytica bakterileri infeksiyon siireci esnasmnda
bunlarm demir kazanmada rolii olan IROMP'lar iizerinde sigirlarin akcigerlerinde

geligtigi ifade edilicr (50). Boylece, Akcier dokusu gibi demir bakimindan zayif
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olan bdlgelerde, demir ahmmm diizenleyen dig zar proteinleri, bakterinin hayatta
kalmasi agisindan 6nemti bir gorev iistlenirler (43, 86).

Sigir Iokositleri yoniinden M. haemolytica'nn sitotoksisitesi ik kez
1978'de Benson ve ark. tarafindan rapor edilmistir (15). Metabolik olarak aktif
M. haemolytica hiicreleri ruminant 16kositlerine spesifik toksik 6zellige sahip bir
ekzotoksin (l6kotoksin) iiretirler (33). Lokotoksin en fazla logaritmik iireme
fazinda {retilmekte ve bakterinin invazyonunu hizlandwrarak, konakgi
savunmasim tuzaga diigirmektedir (150). Lokotoksin diye isimlendirilen bu
toksik faktdriin ruminant nétrofilleri, monositler, makrofajlar ve lenfositler icin
spesifik oldugu gosterilmistir (169). Lokotoksinin oksijene ve pH’a dayanikli,
dializ olmayan, hemoliz o&zelligi bulunmayan, suda eriyen, antijenik bir
glikoprotein oldugu ortaya konmugtur (14). Yiiksek konsantrasyonlarda toksinin,
sisme ve lizise yol agan hiicre memranmdaki porlart meydana getirdigini, diisiik
konsantrasyonlarda toksin ise notrofilleri aktive etmekte (47), sitokin iiretimine
sebep olmakta, hiicre iskeletindeki degisikliklere ve apoptozise sebep olmaktadir
(154). Bu aktiveler kombine olarak savunnl)a mekanizmalarm:  bozdugu ve
pnémonik pastdrellozisin tammlanan yangiya ve doku hasarma neden oldugu
diisiintilmiistiir.

Lokotoksinin bu morfolojik degigikliklere sebep olmasi ile ilgili tam
mekanizma bilinmez. Bununla birlikte, baz1 raporlar l6kotoksinin hiicreler
icerisinde kalsiyumun gegigine izin veren hiicre membrannda porlarm
tesekkiiliinde rol oynayabildigini g6stermistir (38, 169).

M. haemolytica aym zamanda endotoksin veya lipopolisakkarit (LPS) de

tiretir. Bakterilerin %12-25'min LPS'den ibaret oldugu ve LPS'nin ¢ofunun
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smooth tipte oldugu tahmin edilmektedir (169). LPS'ler lipit ve polisakkarit
komponentlerinden olusurlar. Lipid A endotoksik aktiviteye sahiptir,
polisakkaritler somatik antijenlerini belirler. LPSmin polisakkarit komponenti
komplementin alternatif yolunu aktive edebilir (120), nétrofil akimina, yangiya
yol acan TNF-alfa vasitasiyla IL-1 Beta ve IL-8'in induksiyonundan sorumiu
oldugu (169) ve LPS sigir pulmoner endothelial hiicrelere zarar verdigi
belirtilmigtir (34).

Akcigerde Artus yada Schwartzzmann reaksiyonunun (3,83) lokalize
olmasiyla yangiyi ve hasan giddetlendirebilen M haemolytica LPS'sinin
bagigikhfa aracihk eden hipersensitiviteye sebep oldugu arzedilmistir (86).
Lafleur ve ark. (1998), LPSmin I6kotoksinin sitolitik aktivitesini artrdi:i ve
LPS'nin sigir alveolar makrofajlarnda 16kotoksine bagh IL-8 ve TNF-alfa
ekspresyonunu artirdigim belirtmiglerdir (102). Ayrica bunun sonucunda etkene
kars1 olugan yangisal cevapin arttigmm belirtmiglerdir (106).

P.multocida ve M. haemolytica'nn kapsiiler polisakkaritleri, serotip
spesifiteden sorumludurlar (17). Kapsiiler polisakkarit bakterinin akciger
dokusuna yapigmasmdan, nétrofillerin  fagositozunu  engellemekten ve
komplement aracihf ile olusan lizis’e direng gostermekten sorumludur. Serotip
Al'de kapsiil ekspresyonunun geng kiiltiirlerde arttigi, fakat 16 saatten daha eski
kiiltiirlerde azaldig belirtilmistir ( 86). Yapilan aragtirmalar, P.multocida susunun
kapsiillii formlarmmn kapstilsiiz formlarma gore daba virulent oldugunu (27, 36) ve
virulent izolatlarm akapsiiler mutantlarmm infekte etme yetenegi oldugunu, fakat

mortaliteye sebep olmadigm belirtmiglerdir (36). Bununla birlikte, infekte
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kuslardan elde edilen kapsiillii izolatlarm daha diisiik virulenste olabildigi
gOsterilmistir (24).

Hastaligm patogenezisi hakkmdaki galigmalar, {ist solunum yolu normal
florasmda bulunan M. haemolytica’nin alt solunum yollarma ve oradan da
akcigerlere gecerek hastalii olusturmas:1 {izerinde yogunlagmustir (139).
Normalde akcigerler, akcigerlerin ve fiist solunum yollarmmn kendiliginden
temizlenme mekanizmasmdan dolayr mikroorganizmalar yoniinden temizdir (141,
157).  Pasteurella tirleri saglkh siilarm  nazofarinkslerinden  izole
edilebilmektedir (69, 89). Klinik olarak saghkh sigirlarda, M. haemolytica biotip
A normal {ist solunum yolu floras: iginde az sayida bulunmaktadir, Shipping fever
ile ilisgkisi zayif olan, M. haemolytica biotip A serotip 2 ise dominant olarak
bulunur ( 67 ).

Bununla birlikte hastahigin siddeti ve insidensi birkag faktore bagh olarak
onemli &lglide degisebilir. Saghkh sigwlar {ist solunum yollarndaki viral bir
enfeksiyon veya solunum yollarmin savunma mekanizmasm bozan idare gekliyle
(marketleme, nakil, aginn kalabalik) ve cevreyle (soguk, nemli ya da kuru sicak
hava) (67, 169) ilgili stres faktorleri, nazofarenksteki Pasteurellalarm biiyik
populasyon olusturarak ¢ogalmasma ve virulensin artmasma neden olmaktadirlar.
Sonra Pasteurella'lar damlacik enfeksiyonu geklinde tracheal hava yolu ile
akcigerlere gegerek pnomonik pastérellozis'i olusturmaktadirlar ( 82).

Bununla birlikte, Pnomonik pastorellozun olustugu donemde,
P.multocida’nin sadece iist solunum yolunda bulundugu ve kolonize olmadii:
gozlenir (7). Nazofarinks’de hizla tireyen M. haemolytica serotip 1 konak¢min

solunum yolu ile damlacik enfeksiyonu seklinde gevreye yayilmakta ve gevrede
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bulunan hayvanlar i¢in potansiyel bulasma kaynafi olusturmaktadir (68).
Kolonizasyonda ve adhezyonda M. haemolytica serotip 1'in yiizeyindeki spesifik
ST-1 faktorlerinin rol oynadiklarm ileri stirmektedirler (79). Pnémonik
pastorelloz'da st solunum yollarmda M. haemolytica serotip 1'in gogalip hastahii
olugturmasinda, bu serotipin adhezyonunun ve kolonizasyonunun 6neminin biiyiik
oldugu bildirilmektedir (66) (Sekil 1). Ancak M. haemolytica’nin sigir {ist
solunum yolundaki kolonizasyonu ve adhezyon mekanizmalar1 hakkmda ¢ok az
bilgi vardir (169).

Nazofarinkste kolonizasyon igin gerekli sey epitel yiizeye bakterinin
yapismasidir. Yapisma genellikle epitel hiicrelerde meveut olan glikoproteinler ya
da mukosal glikolipidler igin yiiksek affinitesi bulunan adhesinlerle iligkili,
bakterial fimbrialar vasitasiyla genellikle ortaya gikar (45). Ust solunum yolunda
kolonizasyon olugmasinda iki degisiklik rol oynar (169), mukosiliyer 6rtiiniin
degismesi ve epitel yiizeylerde adhesive glikoprotein olan fibronektin’in kaybidir
(171). Ust solunum yolunda viral enfeksiyon, stres ve bakteriyel iirtinlerin tiimi
fibronektin’in hiicre yiizeyindeki miktar1 ve mukosiliyer ortlinin degisiminde rol
oynar. Ayrica, Pasteurella’larm irettii néraminidaz ve notral proteaz da iist
solunum yolunda kolonize olma yetenigini arttirir ve direk olarak mikrofloray:
degistirebilir (65,156).

Noraminidaz birgok Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerle iligkili olan
bir virulens faktoriidiir ve invitro ¢ahgmalarda M. haemolytica A1, A2’den daha
fazla miktarda bu enzimi iiretir (156). Buzagilarda deneysel bir ¢ahgmada
buzagilara deneysel olarak hava yolu ile M. haemolytica vermisler, buzagilan

derhal dldiirmiisler ve M. haemolytica’nn buzagilarin alveolar epitel hiicrelerinde
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ya da yakminda yerlestigini bildirmiglerdir (75). Alveolar makrofajlar sadece
fagositozda rol oynamaziar, ayrica ortama salgiladiklar1 faktorler ile de
akcigerlerde yangi ve immun reaksiyonun hizlanmasmna neden olmaktadirlar (25).
Ayrica, alveolar makrofajlar A1 bakterisine ilk miidahele eden hiicrelerdir (66).
Akcigerde pndmoninin ilerlemesini engelleyen birkag savunma mekanizmasi
vardir. Lillie ve Thomson (1972) saghkh buzagilarm hava yolu ile almmis M
haemolyticamn 2 saatte %75'ini, 4 saatte %90'm ve 8 saatte %92'sini
akcigerlerden temizleme yetenegine sahip olduklarim belirtmektedirler (107).

Buzagilarda akciger temizlenmesi birkag mekanizmayla oldugu
bildirilmigtir. Mukosiliyer ortii alveollere ulagsmayan M. haemolytica'nn ¢oZunu
temizler. (68). Canh M. haemolyticann in vitro alveolar makrofajlar1 6ldiiren bir
Iokotoksin iiretttigi belirtilmistir (15). M. haemolytica'mn alveolar makrofajlar ile
fagosite edilmesi i¢in opsonize edilmesi gerektifi bildirilmektedir (114). Yapilan
bir deneysel ¢aliymada pn6monik pastbrellozisin ilk 30 dakikasmda alveolar
makrofajlar1 akcigerlerde en fazla (%90) rastlanan savunma hiicresi olarak tespit
etmigler, 60 dakikada alveolar makrofajlar ile nétrofillerin ylizdesinin esit
oldugunu ve 4 saatte ortamdaki savunma hiicrelerinin ¢ogunun nétrofiller
oldugunu  bildirmektedirler (167). Notrofillerin  lokotoksine  alveolar
makrofajlardan daha az hassas oldugu belirtilmektedir (46) ve yetiskin sigirlarm
alveolar makrofajlann 16 haftaliktan daha kiigiik olan sigwlarm alveolar
makrofajlarmdan daha direnglidir (169).

Ruminant I6kositlerine kars1 spesifik toksik etkiye sahip ve aktif olarak
iireyen M. haemolytica tarafindan salgilanan 16kotoksin = (33) pndmonik

pastorellozun baglangic sathasinda ortamdaki alveolar makrofajlarin Gliimiine
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neden olmakta ve M. haemolytica hiicrelerinin fagosite edilmelerini 6nlemektedir
(34). Enfeksiyonun ilerleyen agamalarinda ise artan 16kotoksin miktari, hem ¢ok
sayida makrofaj ve nétrofillerin 6liimiine yol agmakta hem de bu arada birgok
oksijen radikalinin ve histaminin agia ¢ikmasina neden olarak, pulmoner endotel
hiicrelerinin hasara ugramasmna sebep olmakta ve pnomonik lezyonlarm
olusmasma yol agmaktadir (47). Brons, brongiol ve alveollerde dejenere olmus
nétrofil ve alveolar makrofajlarm bulunmas: hastahgm patolojik gostergesi olarak
kabul edilir (2). Nétrofiller tarafindan serbest birakilan yangisal mediatorlerden
Ornegin IL-1, TNF-alfa ve l6kotrienler yoluyla akcigerlerde doku zararmm
olustugu diigtiniiliir (86).

M. haemolytica'ya karsi direncin olusmasmda, serumdaki spesifik
antikorlar ile opsonize olmug M. haemolyticann 15kositler tarafindan fagositozu,
serum ve bronkoalveolar sivida bulunan antikorlar ile M. haemolytica
I6kotoksininin ndtralizasyonu en 6nemli immun mekanizmalardir (42,46).

Confer ve ark (1988)'mm M. haemolytica'mn antijenik yapilar: ve immun
mekanizmas {izerine yaptiklari ¢ahgmalarin basghca iic Snemli nedene dayandigm
savunmaktadirlar. Bunlardan birincisi M. haemolytica'ya kars1 direncin etkili bir
sckilde arttinlmasi, ikincisi immiiniteyi olusturan ve hizlandiran antijenlerin
belirlenmesi ve tglinciisii de etkili bir M. haemolytica agismm geligtirilmesidir. M.
haemolytica serotip Al'e karg1 dogal hastahktan dolay olugan 16kotoksin nétralize
edici antikorlar, hayvanlarin hastaliktan korunmas: ile direkt iligkilidir. Bu goriisii,
M. haemolytica serotip Al'in Iokotoksin igeren kiiltiir siipernatant: ile agilanan
hayvanlarda, serotip Al ile deneysel enfeksiyona karsi belirgin bir direncin

olusmasi desteklemektedir (42).
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Pastorelloz’un teshisi kiiltiir ve serolojik testler ile yapilmaktadir. Kiiltiir
en giivenilir teghis metodudur. Ancak, uzun zaman almasi, kontaminasyon
problemi, saf kiiltiir elde etmenin zor olmasi gibi dezavantajlar1 vardir (162).
Primer izolasyon genellikle kanh agar, dextrose starch agar veya trypticase soy
agar gibi besiyerleri kullamlarak yapilmaktadir. Izolasyon %5 koyun kam veya
sigir kam iléwesi ile artinlabilir (37, 126). Madsen ve ark. (1985) pnomonili
danalarm akcigerlerinden Pasteurella tirlerinin izolasyonu igin yaptiklan
caligmada ilk izolasyon i¢in %5 sitratli Columbia Blood Agar, polimiksin'i 12,5
Ul/ml kanh agar ve kloralhidrath 1,4 mg/ml kanh agar kullandiklarm ve %10
karbondioksitli etiivde 48 saat inkube eftiklerini bildirmektedirler (112). Ayrica
Pasteurella tirleri i¢in selektif besiyeri olarak vancomycin (6 pg/ml), nystatin
(12,5 pg/ml) ve %5 sitrath koyun kam ilave edilmis Columbia Blood Agar
kullamlmaktadir (54). Lee ve ark. (2000) tavuklarn sindirim sisteminden P.
multocida'nin izolasyonu igin %10 koyun kam ilave edilmis dekstroz nisasta
agarda polymyxin, kristal violet, thallous acetate, bacitracin ve cycloheximide
igeren selektif bir besiyeri gelistirmislerdir. Bu besiyerinin P. multocida
izolasyonunda yiiksek derecede sensitif oldugunu bildirmiglerdir (103).

Pasteurellalarm  izolasyonu ve identifikasyonunda konvansiyonel
metotlarm uzun zaman almas: (sonuglar elde edilinceye kadar 1 hafia veya daha
fazla zamana gerek duyulur), kontaminasyon problemi, saf kiiltiir elde etmenin
zor olmas: gibi dezavantajlari vardir (162). Ayrica bakteriyel etkenlerden ileri
gelen bazn enfeksiyonlarda spesifik etkenin her zaman izolasyonu ve
identifikasyonu miimkiin olmamakta, primer etken yerine sekonder bakteriler

izole edilmekte ve hastahgmn teshis ve safaltim buna gére yapilmaktadir.
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Biyokimyasal testlerde kiiltlirler saf olmadiginda hatah sonuglar almmasma neden
olmaktadir.

P. multocida izolasyonunda fare inokulasyon testi de kullanilmaktadir.
Fare inokulasyon metotlar1 ¢ogu kez difer mikroorganizmalar ile kontamine
olmus orneklerde P. multocida'nn varligm saptamak i¢in kullamlmaktadir (95).
Bu testin tastyic1 hayvanlar1 arastirmak i¢in sensitif oldugu gosterilmistir. Bununla
birlikte, fareler igin virulensin degisken oldugu rapor edilmistir (37, 95, 122).

Pasteurella tiirlerinin serolojik teshisinde birgok test kullamimaktadir.
Bunlar Indirek Hemagliitinasyon (IHA), Cabuk IHA, Cabuk Lam Agliitinasyon
(Rapid Plate Aglutinasyon) (RPA), Counter Immunoelectrophoresis (CIE),
Countercurrent Immunoelectrophoresis (CCIE), Agar Jel Diftizyon (AGD),
Coagliitinasyon testi ve Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)‘dr.
Pasteurella serotiplerini saptamak igin kullamlan tekniklerin kargilagtirmasmin
yapildi1 bir cahsmada, ELISA'nm serolojik testler icerisinde en sensitif oldugu
ve kros reaksiyon ihtimalini en aza indirdigi ileri siiriilmistir (59).

M. haemolytica biyokimyasal &zellikleri ve koloni morfolojisine gére A ve
T olmak tizere iki biyotip altnda toplanmustwr. Biyotipler L-arabinozu ya da
trehalozu fermente etme yetenegine bakilarak A ve T olarak isimlendirilmistir (9,
18, 35, 42, 44, 61, 66, 86, 100, 108). Daha sonra Frederiksen (1973) A/T
biyotiplendirme Ornegine uygun olmayan suslar icin M haemolytica'nin
3.taksonunu teklif etmistir (71). T tiplerinin laktozu fermente etmedigi, T
tiplerinin A tiplerine kiyasla salisini daha fazla fermente ettigi ve A tiplerinin T

tiplerine kiyasla ksilozu daha fazla fermente ettigi kabul edilmektedir (19, 63).
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M. haemolyticamin A ve T biyotiplerinin farkhi serotipleri oldufu ik defa
Biberstein ve ark. (1960) tarafindan indirekt hemaglutinasyon testi ile
belirlenmistir (17). Arastrmacilar THA testi ile M. haemolytica suslarm
serotiplendirmigler ve 11 farkh serotip belirlemislerdir. Daha sonra kapsiiler
polisakkaritlerdeki farkhliklar temel alinarak toplam 16 serotipin bulundugu
bildirilmistir (61, 70, 108, 138). Buna ilave olarak M. haemolytica serotip (A17)
son zamanlarda gelistirildi (173) ve serotiplerin sayis1 sonradan 17'ye yiikseldi

(17, 60, 70, 174). THA negatif M. haemolytica suslarmi RPA, Agar Jel Difftizyon
(AGD) ve Counter Current Immmunoelectrophoresis (CCIE) testler ile
serotiplendirmeye galismuglar (53) ve bu suglarm serotiplerinin RPA metodu ile
ayrilmasmin, benzer somatik antijenlerinden dolay: ( birbirleri ile kros reaksiyon
vermeleri yiiziinden ) pratiklik saglanamamustir (62). Bu 17 serotipin genetik
olarak farkh tiirleri temsil ettigi gosterilmistir. Al , A2 , A5, A9, Al2, Al4, Al6
ve Al7 serotipleri M. haemolytica'yy, T3, T4, T10 ve TI15 serotipleri
P.trehalosi’yi (21, 108) ve All serotipi de M.glucosida'yi temsil etmektedir (9,
10). DNA-DNA hibridizasyonu, 16S rRNA sekans dizisi ve ve biyokimyasal
tiplendirme ile biotip A organizmalarmin 12 tanesi ( Serotip Al, A2, AS, A9,
Al2, Al4, Al16 ve Al7) M. haemolytica olarak yeniden isimlendirilmistir (9).
Diinyada en yaygm serotipler olarak M haemolytica serotip Al ve A2
bulunmugtur (86). Al serotipi sigirlarda (99), A2 serotipi koyunlarda hastalik
olusturmaktadir (42, 86). P.multocida’da kapsiiler ve somatik antijenlerine gére
tiplendirme yapilir. P.multocida kapsiiler tipine gore beg tane serotipi bilinir (A,
B, D, E, F) (36, 44). Aynica, P. multocida’nn 16 somatik serotipi vardir ve

serotiplendirmede Carter ve Heddleston sistemleri ile bunlar ayirt edilir (143).
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Somatik tiplendirmede 2 sistem kullanihr, bunlar Namioka ya da Heddleston
sistemleridir (35). P.multocida somatik serotiplendirmesi ¢ogunlukla Agar Jel
Immunodifiizyon testi ile yapilir (44). P.multocida serogrup B ve E sigir ve
buffalolarda hemorajik septisemiyle ilgilidir (31), serogrup A kanath
hayvanlarda kanath Kkolerasma neden olur, serogrup D ise domuzlarda atrofik
rhinitis’le ilgilidir (27). Sigir hemorajik septisemisinden Giineydogu Asya’da B:6,
Afrika’da E:6 sorumlu tutulmustur (31), halbuki sigir ;olunum yolu hastah
baghca serogrup A ile ilgilidir.

Son yillarda bakteriyel hastaliklarm teshisinde kullamlan, uzun zaman alan
ve sensitivite ve spesifitesi diigik olan bakteriyolojik ve serolojik metotlara
alternatif olarak gelistirilen cabuk, sensitif ve spesifik bir molekiiler biyolojik
metot olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) teknigi kullamlmaktadir. P.
multocida’nin tespiti igcin OMP geninden hazirlanan primerlerin kullamldigi bir
PZR teknigi sunulmustur (124). Kamp ve ark. (1996) tox A geninden (progresif
atrofik rinitis'te dermonekrotik toksini kodlar) hazirlanan primerlerin kullamlmas:
ile toksijenik P. multocida suslarim tespit etmek i¢in tammladiklart PZR testinin
cok sensitif ve etkili bir metot oldugunu rapor etmiglerdir (94). Miflin ve ark.
(2001) tarafindan 23S rRNA gen sekansindan tiiretilen primerler kullamlarak P.
multocida suslarm tespit etmek igin PZR testi geligtirilmigtir (118). Miflin ve
ark. (2001) PM23-2 PZR’m kanath ve domuzlardan Pastorella multocida’yr
identifiye etmek i¢in kullamlabilecegini, fakat biovar 2 organizmalariyla yanhs
pozitif olma ihtimalinin olabilecegini bildirmigtir. Ayrica, bu PZR ile biitiin P.
multocida izolatlarmm i(io;ntiﬁkasyonunun yapilabilecegi belirtilmigtir. PM23-2

PZR’in ayrica daha &nce yaymlanmg olan Kasten ve ark. (1997) ve Townsend ve




25

ark. (1998) tarafindan yapilan PZR testlerinden (95, 161) daha yaygm ve etkili
oldugu ve veteriner teshis laboratuvarlan i¢in bu PZR’in, dogru ve hizh bir
teghis araci1 olarak Onem tagidig: belirtilmistir (118).

Townsend ve ark. (2000) tarafindan yapilan ¢aligmalarda P. multocida’nm
tespit edilmesinde direkt kiiltiiriin, fare inokiilasyonu veya PZR testinden daha az
sensitif oldugunu belirtmiglerdir. Aym arastirmacilar baz: izolatlarm fareler icin
patojenik olmadig1 igin PZR ile P multocida’nm tespitinin basarth oldugunu ileri
stirmektedirler (162). PZR'nin avantajlar1 olmakla birlikte kontaminasyon, canh
mikroorganizmalarin yamsira 6li mikroorganizmalarm DNA'larnm da tespit
etmesi gibi dezavantajlan vardir (48). Ayrica biyolojik drnekler (kan, idrar, gaita)
gibi materyaller ile ¢ahgildiginda 6rnekler arasinda kros kontaminasyonun oldugu
ve bu materyaller i¢indeki substanslarm PZR'1 inhibe ettigi belirtiimektedir (39).

Sigirlant solunum sistemi enfeksiyonlarmdan korumak amaciyla bilinen
viruslara karg1 agilama yapilmasmin hastahmn siddetini ve insidensini azaltacagim
bildirmekle birlikte, hastahi®1 olusturan ¢ok sayida virusun bulunmasmm bu isi
zorlagtracafimi  savunmaktadir. Bunun yerine hastahfin Sliimciil seyretmesine
neden olan Pastorella tiirlerine kars: agilama yapilmasmm, daba yararh olacagim
bildirmektedir (68).

Canh M haemolytica asilann enfeksiyona direnci artirabilir (2) ve M
haemolytica canh agilarmin, hayvanlar1 pnomonik pastorellozdan korumada, diger
agilara gore daha etkili oldugu savunulmaktadir (41). Ayrica saflagtirilimis M.
haemolytica 15kotoksinli deneysel agilar da antikor titresine neden olabilir, fakat
pnémoniyi onlemede etkinligi tamamiyla tespit edilememigtir. Asilar, tipik olarak

oOlii bakterinler ya da 15kotoksinli yada 16kotoksinsiz canh agilar olarak aynhr. Bir
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cahgmada hem bakterin- toxoidi (OneShot, Pfizer) hem de canh agmm (Once
PMH, Bayer Corp.) korumaya neden oldugu, bununla birlikte, bakterin-
toxoidi’nin daha yiiksek koruma sagladifs belirtilmistir (2). Canh olmayan M.
haemolytica asilar1 ( Oneshot, Pfizer ), Presponse HP/K, ve Septimure PHK)
agilamadan sonraki 7-14 giin icerisinde biitin M. haemolytica hiicresine karst
antikor titresine neden olur, fakat bu agilardan sadece iki tanesi (OneShot ve
Presponse) lokotoksine antikor titesine neden olur (2).

Hasta hayvanlarm sagaltimmna ne kadar erken baglanirsa o kadar iyi sonug
almacag) ve hasta hayvanlar digerlerinden ayrilarak miimkiin oldugu kadar erken
antibiyotik ya da sulfonamid tedavisine baglanmasi gerektigi bildirilmektedir (68,
86). Ciinkii tedavinin az etkili ya da etkisiz oldugu bir devrede hastalik 1-2 giin
igerisinde ilerleyebilmektedir (68). Sigir solunum yolu hastaligmm tedavisinde
antimikrobial tedavi igin uygun olan antimikrobiyel ajanlar, akcigerlerde en
bliylik bakteriyel patojenler (M haemolytica Al, P.multocida ve Hemofilus
somnus) igin inhibitdr olacak konsantrasyonlarda olunca basarilabilecegi
gosterilmigtir (159). Marbofloxacin’in dnceki saha denemelerinde sigir solunum
yolu hastahfmin tedavisinde oxytetracyclin’den ziyade daha yararh ve giivenli
oldugu bulunmustur (159). Yine yapilan denemelerde sigirlara oral tilmicosin
tedavisinin deneysel M. haemolytica enfeksiyonuna karsi etkili oldugu ispat
edilmistir (64). Antibiyotik tedavisine erken baslamlmasma ragmen, Pasteurella
tiirleri arasinda  antibiyotiklere direncin yaygin oldugunun g6zdniinde
bulundurulmas1 gerekmektedir (86). Direngliligin plazmidler ile alakah oldugu

bulunmugstur (170). M. haemolytica’da saptanan plazmidlerin penisilin, tetrasiklin,
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streptomisin, sulfonamidler, makrolidler ve sulfametazin'ler gibi antibiyotiklere
etkenin direng g6stermesinde etkili oldugu bildirilmektedir (86, 87, 117).

Pnémonik pastérellozdan korunmada agilamanmn yamsira bakm ve
beslenmenin ve antimikrobiyal ila¢g kullammmm Snemi biyiiktiir (139). Buzagilar
besiye almmak icin farkh yerlere gétiiriiliirken miimkiin oldugu kadar stres
faktorlerinden (aginn kalabahk, bulagik sigwlarm bulunabilecegi hayvan pazarlan,
achk vb) uzak tutulmas: hastahktan korunmada 6nemlidir (68).

Sonbahar ve kig aylarinda yapilan intansif sigir besicilifinde en sk
kargilagilan problemlerin baginda 6zellikle solunum yolu hastaliklar1 gelmektedir.
Bu konuda arastmcilarm birlestigi ortak nokta, pndmonilerin besi sifirlarmdaki
O6nemi ve yol agti1 ekonomik kayiplardir (42, 51, 68, 86, 89, 169). Mac Vean
ve ark (1986), tarafindan yapilan bir arastrmada sigirlarda solunum yolu
hastahklarmn, tiim hastahklarin % 75'ini, tiim 6lim nedenlerinin ise % 64'tnii
olusturdufu ve pnomonilerin de solunum yolu rahatsizliklarmin % 75'ini tegkil
ettii ileri siiriilmiigtiir. Bununla beraber fazladan ilag ve veteriner masraflan
nedeniyle yiiksek oranda ekonomik kayiplara sebebiyet verir. Ayrica et ve
tirinleri ile insanlara bulasan bazi zoonotik hastaliklar da akcigerlerden koken
almaktadr (111) .

Sigirlarda yapilan ¢aligmalarda, pndmoni oranmin % 6.1 ile % 40 arasmda
olduk¢a farkl oranlarda degistigi dikkati gekmektedir. (13, 29, 84, 113, 128, 129,
160). Yine Thomas ve Swann (1973) toplam 805 buzad iizerinde kolostrumun
buzagi pndmonisi oranma etl;isini aragtrmak amaciyla yaptiklann g¢ahsmada,

buzagilan yaz ve kig dogumlu olarak iki gruba ayrmuslar, yazm doganlarda kism
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doganlara oranla daha diisiik olmak i{izere ortalama % 29,06 oraninda solunum
sistemi hastalig1 bulmuslardir (160).

Sigr pndmonilerinde gesitli bakteriyel ve viral etkenlerin izole edildigi
bildirilmektedir. Houghton ve Gourlay (1984) pnomonili sigir akcigerlerinden
%30 orannda M. haemolytica’yr ve %3 orannda da P. multocida’yr izole
etmiglerdir (89). Allan ve ark (1985), pnomoni nedeniyle Olen veya Kkesilen
buzagilarm, akcigerlerinden izole edilen M. haemolytica (73%) ile P. multocida
(15,8 %) arasinda 6nemli bir fark gozlediklerini bildirmektedirler (6). Erdag ve
ark. (1993) da, dlimciil seyreden buzagi pnSmonilerinden izole edilen bakteriyel
etkenler iginde, M. haemolytica’nm, %75’lik oram ile ik sirada yer aldigm
bildirmektedirler (58). Sifir pnémoni insidensleri olduk¢a farkh bulunmustur.
Bolgemizde daha dnce yapilan bir galigmada sigirlarda pnémoni insidensi %20,3
olarak tespit edilmistir (131). Bu ¢alijmada ise pndmoni prevalans1 %6,1 olarak
tespit edilmistir.

Tirkiye’de Konya bolgesinde, buzagilar iizerinde yapilan bakteriyolojik
¢ahgmalarda pndmonili akcigerlerden Pasteurellalar % 12-24, Staphylococcus
spp. % 12-24.5, E. coli % 13.3, Klebsiella pneumonia % 4-30, Streptococcus
spp. % 9-16.6 ve C. pyogenes % 4-15 oranlarinda izole edilmistir (97, 164, 165).
Bu ¢ahgmalarda virus ve mikoplazma izolasyonu yapilamamustir. Oztiirk ve ark.
(1993), Tirkiye'de gerek serolojik ve gerekse virus izolasyonu amach yapilan
¢ahsmalarla, danalarda viral solunum yolu hastaliklarmm da oldukga yaygm
oldugunu ifade etmiglerdir (130).

Tirkiye’de, Oliime neden olan buzag pnSmonilerinin incelendigi bir

aragtrmada Girgin ve ark. (1989) pnSmonili buzag: akcigerlerinden izole ettikleri
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etkenler icerisinde E. coli’nin %37,8 oram ile ik swrayr aldigm, Pasteurella
tiirlerinin %18 ile ikinci, C. pyogenesin ise %15 ile lglincli srayr aldigmm
belirtmiglerdir (78). Erdag ve ark (1993) Trakya ve Marmara bolgesinde
pnomonili buzadi akcigerlerinden bakteriyolojik inceleme somucu %70 M.
haemolytica, %4,3 Streptococcus pneumonia, %30 E. coli, %30 C. pyogenes,
%11,5 S. aureus ve %3 Mycoplasma bovis'i izole etmislerdir (58). Kars ySresinde
Sahin (1997) tarafindan pnomonili sigir akcigelerinden %50 M. bovis, %33,33 M.
bovirhinis, %16,66 M. arginini, %20,75 M. haemolytica, %15,09 P. multocida,
%28,30 E.coli, %15,09 Staphylococcus spp., %13,20 Streptococcus spp., %5,66
Bacillus spp. ve %1,88 Actinomyces spp. izole edilmigtir (155). Yine Konya
bolgesinde Giindliz ve Erganis (1997)’in yaptigt  bir c¢alismada %15,9
P.multocida, %14,1 M.haemolytica, %12,1 E.coli., %11,2 Corynebacterium spp.,
%10,3 Staphylococcus spp., %9,1 Streptococcus spp., %3,5 Klebsiella spp. ve
%2,3 oraninda Pseudomonas spp. izole edilmistir (83). Dinler’in (1998)’de
yaptig1 ¢alismada pnémonili sigir akcigerlerinden; %5,9 M. haemolytica, %4,5 P.
multocida, %14,5 Staphylococcus spp., %10,5 Corynebacterium spp., %10
Klebsiella spp., %10 E.coli, %7,7 Streptococcus spp. ve %3,6 oranmnda
Pseudomonas spp. izole edilmistir (52). Haziroglu (1997)’nun yaptig1 ¢alismada
ise pnomonili sigr akcigerlerinden %42 M.haemolytica, %8 P.multocida izole
edilmistir (85).

Bu caligma ile sigrr akcigerlerinde bulunan bakteriyel etkenler izole ve
identifiye edilerek, bunlarin iginden Pasteurella'larm bakteriyolojik yontemler
yamsira son yillarda gelistirilmis onemli molekiiler biyoloji metotlarmdan biri

olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile identifiye edilmesi amagcland:.
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Nazofarinksinde az sayida
P.haemolytica serotip 1

tagryan saghkh buzag

Viral enfeksiyon veya stres

Saghkl buzag:

v

Kolonizasyona duyarh nazofarinks ve
akciger

Nazofarinkste izl tireme

.

Damlacik enfeksiyonu ile akcigerlere
taginma

l

Hastaligin Eliminasyonu

\

Virusla enfekte veya stres altinda
buzag

Akcigerlerde hizh {ireme ve pnomoni

Sekil.1. M.haemolytica serotip 1°in sigirlardaki epidemiyolojisi ve patogenezisi (Frank 1986).
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4.GEREC VE YONTEM

4.1. Numunelerin Toplanmasi

Eylil 2000-Haziran 2001 tarihleri arasinda Elazif mezbahasmda kesilen
toplam 8222 sigir akciferi muayene edildi. Calismada materyal olarak, slipheli
500 adet akcigerde goézlenen makroskobik lezyonlar Pasteurella ve diger
bakteriyel etkenler yOniinden incelendi. Toplanan ornekler, temiz naylon‘
torbalara konularak 1-2 saat igerisinde laboratuara getirildi ve aym giin ekimleri
yapildi.

4.2. Referans Suslar

PZR tekniginin herhangi bir asamasmda meydana gelebilecek muhtemel
bir kontaminasyonu tespit etmek ve uygun DNA ekstraksiyon y6ntemini
belirleyebilmek igin pozitif kontrol olarak kullamlacak P. multocida ve M.
haemolytica suslari Dr. L. Fodor (Department of Epizootiology, Macaristan)’dan
ve toksijenik P. multocida susu ise Dr. EM. Kamp (The Institute for Animal
Science Health, Hollanda)’dan temin edildi.

4.3. Bakterilerin Izolasyon ve identifikasyonu

Mezbahada kesim esnasinda dis bakida morfolojik ve patolojik
bozukluklar gosteren akcigerler almarak hemen aseptik plastik torbalara birer
birer konarak agizlari kapatildi. Alman akcigerler zaman kaybetmeden derhal
laboratuvara’ getirildi. Akcigerlerin {ist kisimlar1 kizgm bir spatiil ile yakildiktan
sonra steril 6ze ile aseptik kosullar altinda % 7 koyun kam ilave edilmis kanh
agara ekildi. Ekimden sonra besiyerleri 37°C'de aerobik sartlarda 24-48 saat
inkube edildi ve ilireme goriilen besiyerlerindeki koloniler tek tek almnarak saf

kiiltiirleri yapildi. Saf olarak izole edilen mikroorganizmalarm;  koloni
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morfolojileri, hemoliz ozellikleri incelendi ve ve preparat hazirlanarak Gram
boyama metodu ile boyandi. Siipheli koloniler %5'lik gliserinli buyyonda -20°C'
de saklandi.

Izole edilen stipheli P. multocida ve M. haemolytica suglarmm ve diger
bakterilerin identifikasyonu amaciyla, Triple Sugar Iron agarda iireme,
MacConkey agarda {iireme, FEosin Methylene Blue agarda {ireme,
Oksidasyon/Fermentasyon, indol, iireaz, Metil Red, Voges Proskauer, oksidaz,
katalaz, koagiilaz, hareket, H,S, sitrat, nitrat rediiksiyonu, glukoz, trehaloz, ksiloz,
arabinoz, fruktoz, galaktoz, maltoz, mannoz, sukroz, laktoz, dulsitol, inositol,
salisin karbonhidrat fermentasyon testleri uygulandi (12, 137).

4.3.1. izolasyon besiyerleri
4.3.1.1. Bloood agar base (Merck 1.10886)

Blood agar........cccovueereeeinerrerneeecnenne 40gr

Karsimmn pH’s1 7,2-7,4°e ayarlamip, 15 dakika otoklav edildikten sonra, 50°C’ye
kadar sogutulup, igerisine %7 oramnda steril defibrine koyun kam ilave edildi.
4.3.2. identifikasyon Besiyerleri

4.3.2.1.Mac Conkey agar (Oxoid CM 115)

Pasteurella spp. siipheli bakterilerin 18-24 saatlik saf kiiltiirlerinden, bir koloni
almarak MacConkey agara pasaj yapildi ve 37°C’de 48-72 saat inkube edildi ve
bu siire sonunda agardaki tiremeye gore tekrar degerlendirme yapilds.

4.3.2.2.Eosin Methylen Blue Agar (Oxoid CM 69)

Ozellikle Enterobacteriaceae ve benzer bakterilerin ayirt edilmesinde kullanilds.

Escherichia coli gibi laktozu fermente eden bakteriler metalik refle veren yesil
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siyah renkli koloniler yaptigi g6zlendi. Klebsiella, Enterobacter, Serratia ve
Hafnia gibi yavag fermente edici bakterilerin benzer nitelikteki kolonileri 48
saatte olustu. Salmonella, Shigella ve Proteus gibi sekerleri fermente etmeyenler
ise saydam, renksiz koloniler olugturdular (20).

4.3.2.3.0ksidasyon-Fermentasyon besiyeri

PEPLONE ....eeeeecciirecreeeniteecccttrecsecees e cenens 2g
NACL...oeiiiieeeceeecteeeeert s tresaee s et sesesaeesres 5g
Dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPOy)............... 03¢
AGAT....aeeeeeeiiiicienicecrneenneetanneteieesesasessasscsanneesnsnes 3g
Bromtimol Mavisi......ccccceevceeremrsericeecracnerereenenes 0,3¢g
Saf SU...cvieiiieiieiiceiecnce et esenseens 1000ml
PH:7,1

Kangmm pH’s1 7,2’ye ayarlandiktan sonra, 15 dakika otoklav edildi. Daha sonra
55°C’ye kadar sogutulup, %10’luk steril glikoz soliisyonundan, son
konsantrasyonu %1 olacak sekilde ilave edilip, aseptik sartlarda tiiplere 5’er ml
dagrtildi (20).

4.3.2.4.indol test ortam

Peptone........coeecciveciieereeeercerectenc e e 2g
Sodium KIOFIIT......cccoceeeeicrreeeeneereerrererecensnne 0,5g
DISHIE SU...ceceerereeinreeeereesreeeseeeesevaeneees 100ml

Maddeler distile su icinde isttilip eritilerek, pH’s: 7,4’e ayarlandi. Tiiplere 5 ml
miktarlarinda taksim edilerek otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi (20).
4.3.2.5.Nitrat test ortam

Peptone.......ocoeeecinrcccteeteecee e 5.0g
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Distile su iginde karigim eritildikten sonra, 5 ml olacak sekilde tiiplere dagitilip
121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

4.3.2.6.MR/VP (Clark-Lubs)Besiyeri

POlypeptone.........ccceerceeecrernrvecrercinieraesescssensessnes 7g
GIUCOSE....coeoeeeernerecraneeerirrrnasseeseersanesasensesesssnsnoses 5¢g
Dipotasyum hidrojen fosfat (KoHPO4)....ccceueeeenee 5g
Saf SU....eeierieeeeccentcencccceerresacosnaeenae 1000ml

Distile su iginde karigim eritildikten sonra, pH’s1 6,9°a ayalanip, tiiplere 5 ml
miktarlarmda taksim edilerek, otoklavda 121°°de 15 dakika sterilize edildi.
4.3.2.7.Ayrmraglar

4.3.2.7.1. indol Ayiracz (Kovacs Ayiraci) (20)

P-Dimethylaminobenzaldehyde..............cceeueeee... 10g
Saf amyl ya da isoamyl alcoohol......................... 150ml
HCL KODSANETE. .....c.uveeeecraenerenrneecreerseesrenensesssenenns 50ml

4.3.2.7.2.Metil Kirmizzs1 Ayirac (20)

Metil KIrMizZiSi.........ceeveeeeeeereereccnerenerenecesensanenns 0,050g
Etil Alkol (%95°HK) .coueeevurereecnrenrereeccenennens 150ml
SAL SUu.neeniriiiiiiientnieeceeereeteeeeeaescrensasnenns 100ml
4.3.2.7.3.Nitrat Aymraglan (20)

A indikat6rii

A]fa-naphthylamine ............................................ 0,5g

SN aCEtiC ACIA...ceeiereeeereeeneeereeecrrrrcennseesessssssses 100mt
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B indikatorii

Sulphanilic acid........ccocervviniervcrvnreesnreseerenennes 0,8g
5 N acetic acid.....cccceeverrerrensnniecsseccsereeriunenens 100mi
4.3.2.8.Soliisyonlar

4.3.2.8.1.Karbonhidrat Soliisyonlar

Glukoz, trehaloz, ksiloz, arabinoz, fruktoz, galaktoz, maltoz, mannoz, sukroz,
laktoz, dulsitol, inositol, salisin ‘in %10°luk eriyikleri hazirlandi ve tindalizasyon
yontemi ile sterilize edildi.
4.4.Biyokimyasal Testlerin Degelendirilmesi
4.4.1.0ksidaz Testi: Kati besi yerinde iiretilen koloniler iizerine Dimethyl -p-
phenylenediamine hydrochlorid’in  saf sudaki %0,5-1°lik soliisyonundan bir
damla damlatilarak, koloni lizerinde renk degisimi olup olmadigma bakildi
Birka¢ dakika icinde koyu mor renk gosterenler oksidaz pozitif olarak
degerlendirildi (12).
4.4.2 Katalaz Testi:

%30’luk H,O, soliisyonundan bir damla temiz bir lam tizerine damlatild.
Saf kiiltiir halinde {iretilmis bakterinin bir kolonisi ahnarak bu soliisyonda
homojenize edildi. Lam f{izerinde gaz ¢ikigmm gozlenmesi halinde reaksiyon
pouzitif, gazin olugmamas: ise negatif olarak degerlendirildi (12).
4.4.3.indol Testi:

Indol test ortamma stipheli bakterinin saf kiiltiiriinden ekildikten sonra,
37°C’de 24 saat inkube edildi. Inkubasyondan sonra, indol ayrracmdan 3-5 damla

tipiin yan tarafindan akitilarak, iist tarafta bir tabaka olusturulmasi sagland.
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Besiyeri ve aymrag arasinda kirmizi bir rengin olugmasi “pozitif’, renk
degisikliliginin olmamasi ise “negatif ” olarak degerlendirildi.
4.4.4.TSI (U¢ Sekerli Demirli Agar) Besiyerinde H,S:

TSI besiyerine ekimi yapilan bakteriler 42°C’de 72 saat inkube edildi.
Besiyerinde siyah renkli H,S olugmast pozitif olarak degerlendirildi.
4.4.5.Metil-Kirmizis1 Testi:

Clark-Lubs besiyerine ekimi yapilan bakterinin 72 saatlik inkubasyonu
sonunda {izerine 5 damla metil-kirmizis1 aywraci damlatildi ve tiip ¢alkalands.
Besiyerinde kmmuzi renk olusumu pozitif, san renk ise negatif olarak
degerlendirildi.
4.4.6.Voges-Proskauer Testi:

Clark-Lubs besiyerine ekimi yapilan bakterinin 42°C’de 72 saat
inkubasyonu sonunda, besiyerine %10’luk KOH ¢ozeltisinden 0,2 ml. ilave edildi
ve 42°C’de 2 saat bekletildi. Besiyeri renginin pembe olmasi pozitif, rengin
degismemesi negatif olarak degerlendirildi.
4.4.7.Nitrat Testi:

[¢inde nitrath buyyon bulunan tiiplere, siipheli mikroorganizmanmn saf
kiiltiirtinden, birka¢ koloni ekildi ve 37 C°de 5 giin inkube edildi. Daha sonra
buyyonun {iizerine nitrat aywraglarmdan (Soliisyon A, Solisyon B), 1’er ml
dokiilerek, besiyerinin renginin kirmizi veya kiremit kormizis1 olmasi “pozitif
olarak kabul edildi.

4.4.8. Ureaz Testi:
Siipheli mikroorganizmann saf kiiltiiriinden, bir koloni gegilerek 37°C’de

18-22 saat inkube edildi. Inkubasyondan sonra, besiyerinin renginin kirmuz
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olmas1 “pozitif’, renk degisiklifinin goriilmemesi ise “negatif” olarak
degerlendirildi.
4.4.9. Glukoz’a Etki:

Temel besiyeri olarak igerisinde bir ayrag (Andrade aymraci) bulunan
buyyon  besiyeri kullamldi Besiyerine eklenmesi diigiiniilen karbonhiratlardan
glikoz, laktoz, siikroz ve mannitol besiyerlerine %1 son yogunlukta, diger
karbonhidratlar ise %0.5 son yogunlukta eklendi. Igerisinde Andrade aymraci
bulunan besiyerine ekimi yapilan bakterinin 72 saatlik inkubasyonu sonunda
besiyerinde asit ve gazin olugmasi pozitif, degisikliin olmamasi negatif olarak
degerlendirildi.

4.4.10. Mac Conkey agarda iireme:

Pasteurella siipheli bakterilerin 18-24 saatlik saf kiiltiirlerinden, bir koloni
Mac Conkey agara pasaj yapildi ve 37°C’de 48-72 saat inkube edildi. Bu siirenin
sonunda {ireyen koloniler, Pasteurella yoniinden tekrar degerlendirildi.

4.4.11. Oksidasyon-Fermentasyon Testi:

Incelenecek bakterinin kolonisinden alman &rnek iki glikozlu besiyeri
tipline batrma ile ekildi. Her tiipe en az 4 batirma yapildi ve batrmalarm yar
kat1 kisimda 4 mm batacak gekilde yapilmasma 6zen gosterildi. Tiiplerden birisinin
lizerine yavagga steril parafin yagi 5 mm den az olmamak {izere konuldu.
Denenmesi istenilen her karbonhidrat i¢in bu karbonhidrati igeren ikiser tiip
besiyerine aym sekilde ekim yapildi Ekimler 35 derecede en gok 4 giin
bekletilirken her giin asit olusup olusmadii, bromthymol mavisinin yesil renginin
sariya doniigmesine bakarak saptandi Her iki tiipte (acrop ve anaerop) asit

olusmasi bakterinin fermentasyon yolu ile, yalmz iistii agik (parafinsiz) tiipte asit
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olugmasi bakterinin oksidasyon yolu ile karbonhidrat: ayristirdigii, higbir tiipte
degisiklik olmamasi ise bakterinin karbonhidrata etkili olmadig: anlammm tagir.
4.5.Kapsiil Boyama

Temiz bir lamm ortasma bir 6ze dolusu ¢ini miirekkebi kondu. Serumlu
kat1 besiyerinde iiretilerek iyi kapsiil yapmas: saglanmug kiiltiirden bir 6ze dolusu
alindi. Bu Kkiiltiir ¢ini miirekkebi damlasinin igerisinde karistirilarak siispansiyon
haline getirildikten sonra, temiz bir lamel ile {izeri kapatildi. Daha sonra lamelin
tizeri bir kurutma kagidi ile bastirilarak lam lamel arasimda ¢ok ince bir tabaka
halinde yayilmasi saglandi. Preparat ¢abuk kuruyacagmndan bunu onlemek i¢in
lamelin kenarlar1 sivi parafin ile veya twnak cilasi ile gevrelenerek kapatildi
Immersiyon objektifi ile incelendiginde, ¢ok kirici olan bakteri hiicresinin geper
smir1 parlak olarak goriildii. Bu smir ile siyaha boyanan zemin arasinda bakteriyi
¢evreleyen kapsiil bir bosluk olarak gozlendi.

4.6. Deneme Hayvanlan

Bu c¢ahsmada siipheli sigir akcigerlerinden izole edilen P. multocida
suslarmm patojenite testlerini yapmak amaci ile kullamlan 20-25 gr agirhgmdaki
beyaz fareler Elazig Veteriner Kontrol ve Aragtrma Enstitiisi Miidiirhigii
Deneme Hayvan Unitesinden temin edildi.
4.7.Fare inokulasyon Testi

Stipheli P. multocida kolonilerinin 18-24 saatlik kiiltiirlerinden 0,5 mL
miktarinda steril enjektor ile farelere intraperitoneal yolla enjekte edildi. Bir fare
de kontrol olarak kullanildi. Patojen P. multocida suglan verilen fareler 24-48 saat
icerisinde Glmelerine karsin deneme grubundaki fareler 10 giinlik gozlem

stiresinde Slmediler. Deney fareleri 6ldiikten sonra otopsileri yapddi Kalp kam ve
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karacigerden siirme preparatlar hazirlanarak Gram ve Giemsa ile boyand1 ve genel
amach besi yerlerine ekimleri yapildi. Bu besiyerleri 37°C' de acrobik ortamda
24-48 saat inkube edildi. Inkubasyon siiresi sonunda identifikasyon icin gerekli
testler yapildi

4.8.DNA izolasyonu

PZR teknigini optimize etmek amaciyla referans P. multocida, toksijenik
P. multocida ve M. haemolytica suslart ile denemeler yapildi. Bu denemeler
neticesinde en uygun DNA ekstraksiyon metodu ve basgta primerler olmak tizere
PZR kangmmin konsantrasyonu belirlendikten sonra, pnSmonili akciger
Orneklerinden izole edilen ve biyokimyasal testler sonucunda Pasteurella siipheli
olarak degerlendirilen suslardan DNA izole edilereck PZR’de amplifikasyona tabi
tutuldu. Kanh agarda tireyen P. multocida, toksijenik P. multocida ve M.
haemolytica referans kiiltiirinden birkag koloni alnarak 300 pl'lik distile su
iceren bir eppendorf tiipte slispanse edildi. Sonra siispanse edilen bakteriler bir
vorteks vasitastyla iyice karigtirildi. Daha sonra bakteri siispansiyonu 56°C de 30
dakika siireyle inaktive edildi. Bu agamay: miiteakip en etkili DNA ekstraksiyon
metodunu belirlemek i¢in iki prosediir denendi.

Birinci metotta; 56°C° de inaktive edildikten sonra siispansiyona aym
hacimde 0,1 mm. c¢apmda zirkonyum boncuklari (Zirkonium beads, Biospec
Products, Oklahoma, USA) ilave edilerck " Bead beater " (Biospec Products,
Oklahoma, USA) yardimiyla yiiksek devirde 2x90 sn. siireyle ¢alkalanarak hiicre
duvarmm mekanik olarak pargalanmas: iglemi gergeklestirildi.

Ikinci metotta ise; 56°C” de inaktive edildikten sonra siispansiyona 300 pl

K-tamponu (20 mM Tris pH 8.0+150 mM NaCH10 mM EDTA+% 0,2 SDS) ve
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200 pg/ml Proteinase K ilave edildi. Daha sonra siispansiyon 37°C'de 2 saat
inkube edildi. Inkubasyondan sonra 30 dakika kaynatma islemine tabi tutuldu.
Kaynatma isleminden sonra siispansiyon vortekslendi. Bu iki farkh agamay:
miiteakip fenol ekstraksiyonu iglemi gergeklestirildi. Siispansiyona birinci
metotta, aym voliimde (300 ul) ve ikinci metotta ise siispansiyona (300 pl distile
sutkilttir+300 pl K-tamponu) 600 pl Tris-HCI ile satiire edilmis fenol ilave
edildi, siispansiyon elle 5 dakika siireyle iyice calkaland: ve 13.000 rpm'de 10
dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra eppendorfun iist kismundaki
soliisyon gozle goriilebilen bir ¢izgiyle ayrilous olan alt kisma (fenollii kisim)
dokunmaksizm bir mikropipet yardmmiyla dikkatli bir gekilde bagka bir
eppendorfa aktarildi. Daha sonra DNA'mn presipitasyonu amaciyla siispansiyona
0,1 voliim 3M Sodyum asetat ve 2,5 voliim saf etanol ilave edilerek -20°C'de 1-2
saat bekletildi. Yiiksek devirde (11.600 g) 10 dak. santrifiijii miiteakip elde edilen
tortu once 300 pl miktarmdaki %90k ve daha sonra da %70'lik etanol ile her
basamaktan sonra 5 dak. santrifiij islemi uygulanarak, yikandi ve siipernatant
uzaklagtirildi. Son olarak elde edilen tortu 50 pl distile suda sulandrildi ve bu
stispansiyondan 5 ul ainarak PZR’de hedef DNA olarak kullanild1.
4.9.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Toplam 50 pPlik voliimde hazirlanan PZR karigmmma 5 pl 10xPZR buffer
(100 mM Tris-HC1, pH 9.0, 500 mM KCl, 15 mM MgCl, %1 Triton X-100),
deoksintikleotid trifosfatlarin (Adenin, Guanin, Sitozin ve Timin) her birinden 250
uM, 2U Taq DNA polymerase enzimi (Promega, USA), primer ¢iftlerinin (Tablo

3) herbirinden 20 pmol ve 5 pl hedef DNA konduktan sonra karisimin {izeri
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100 pl mineral yag ile kaplandi ve PZR, Touchdown Thermocycler'de (Hybaid,
Ingiltere) gerceklestirildi. DNA amplifikasyonu; 94°C'de 5 dakika &n isitmay
miiteakip 94°C'de 1 dakika denatiirasyon, 56°C'de 1 dakika hibridizasyon ve
72°C'de 2 dakika sentez olmak iizere 30 siklus halinde gergeklestirildi.
4.10.Elektroforez

PZR'de amplifiye edilen DNA, agaroz jel elektroforez islemine tabi
tutuldu. %1,5 oraninda agaroz jel hazirlandiktan sonra 7 pl numune, 3 pl loading
soliisyonu (bromofenol blue, Sigma) ile kargtinlarak jeldeki kuyucuklara
yerlestirildi. Elektroforez tampon soliisyonu olarak Tris-Borik asit-EDTA (TBE)
kullanildi ve bir jel elektroforez tankinda (Hybaid, Ingiltere) 75 voltta 1 saat
stireyle elektroforez iglemi gergeklestirildi. Elektroforezi miiteakip, jel ethidium
bromide (0.5 pg/ml) ile 30 dakika siireyle boyandi ve sonuglar ultraviyole
transilluminatérde degerlendirildi. Bantlarn molekiiler agrhgm saptamak igin
DNA ladder (Promega) adi verilen 100 bp’lik bir marker kullanildi PZR
driinlerinin  jel elektroforezi neticesinde 221 bp, 213 bp ve 327 bp
uzunhiklarmdaki bantlar swasiyla P. multocida, toksijenik P. multocida ve M.
haemolytica y6niinden pozitif olarak degerlendirildi.

Metodun herhangi bir asamasmnda meydana gelebilecek muhtemel bir
kontaminasyonu tespit etmek amaciyla gerek DNA ekstraksiyonu asamasinda
gerek PZR'de pozitif ve negatif kontroller kullanildi. Negatif kontrollerde DNA
amplifikasyonunun highir zaman sekillenmemesi metodun kontaminasyondan ari

oldugunu ortaya koydu.
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4.11.istatiksel Analiz
Sigrr  akcigerlerinden elde edilen  kiltlir pozitifiik oranlarmm
karsilagtrmasinda, Yates corrected x* testi kullamildi. Bu islemler Epi-Info adh

istatiksel programda yapildi (1).
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5.BULGULAR
5.1.Izolasyon ve identifikasyon Bulgular
| Caligmada incelenen 500 adet sigr akcifer numunesi %7 koyun kam ilave
edilmis kanh agarda 24-48 saatlik kiiltiirii sonucunda sigir akcigerlerinden toplam
30 adet P. multocida, 9 adet M. haemolytica olmak tizere 39 (%7,8) adet
Pasteurella spp. toplam 311 (%62,2) bakteri susu izole ve identifiye edilirken,
189 (%37,8) ornekte herhangi bir bakteriyel etken tiremedi. Sigir akcigerlerinden
izole edilen % 6 P. multocida ve % 1,8 M. haemolytica pozitiflik oranlari
karsilagtirildiginda aradaki farkin istatiksel olarak onemli oldufu saptandi
(p=0,001).
Caligma siiresince incelenen toplam 500 adet sigir akciferinden izole
edilen mikroorganizmalar Tablo 1°de, izole edilen P. multocida ve M.

haemolytica’larm biyokimyasal 6zellikleri Tablo 2’te gosterilmigtir.
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Tablo 1. Sigrr Akcigerlerinden Tek veya Miks Enfeksiyon Halinde Izole Edilen

Mikroorganizmalar

Bakteriler n %
P. multocida 30 6
M. haemolytica 9 1,8
S. aureus 36 7.2
S. epidermidis 18 3,6
Corynebacterium spp. 30 6
Maya 29 5,8
Streptococcus spp. 19 38
E. coli 13 2,6
Moraxella spp 1 0,2
Actinobacillus lignieresi 8 1,6
Klebsiella spp 6 1,2
Pseudomonas spp 10 2
Proteus spp 11 2,2
Bacillus spp 1 0,2
S. aureus+Maya 10 2
S. epidermidis-+Corynebacterium spp. 5 1
S. aureus+Corynebacterium spp. 18 3,6
S. aureus+Streptococcus spp 4 0,8
S. aureus+S. epidermidis 3 0,6
Streptococcus spp+E. coli 2 0.4
Streptococcus spp+Corynebacterium spp. 5 1
E. coli+Maya 5 1
E. coli+S. aureus 5 1
E. coli+S. epidermidis 5 1
Corynebacterium spp+Maya 6 1,2
Corynebacterium spp-+Pseudomonas spp 6 1,2
Corynebacterium spp+Bacillus spp 2 0,4
Corynebacterium spp+E. coli 3 0,6
Klebsiella spp+S. aureus 2 0,4
Klebsiella spp+Streptococcus spp 1 0,2
Klebsiella spp+Maya 1 0,2
Pseudomonas spp+Bacillus spp 1 0,2
Pseudomonas spp+ S. aureus 4 0,8
Maya+A. lignieresii 1 0,2
A. lignieresii+S. aureus 1 0,2
Ureme olmayan 189 37.8
TOPLAM 500 100
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Tablo 2. P. multocida ve M. haemolytica Izolatlarmm Biyokimyasal Ozellikleri

Biyokimyasal P. multocida ‘ M. haemolytica
Testler poziti negatif pozitif negatif
_n % n Y% _n % n %
Katalaz 30 100,0 O 0,0 9 100,0 0 0,0
Oksidaz 30 1000 O 0,0 9 100,0 0 0,0
Hareket 0 0,0 30 1000 O 0,0 9 100,0
H,S 0 0,0 30 100,0 O 0,0 9 100,0
Indol 30 100,0 O 0,0 0 0,0 9 100,0
Metil Red (MR) 0 0,0 30 1000 O 0,0 9 0,0
Voges Proskauer(VP) 0 0,0 30 100,0 O 0,0 9 0,0
Beta-hemoliz 0 0,0 30 100,0 9  100,0 0 0,0
MacConkeyde tireme 0 0,0 30 1000 9 100,0 0 0,0
Ureaz 0 0,0 30 100,0 O 0,0 9 0,0
Karbonhidratlardan 0 0,0 30 1000 O 0,0 9 100,0
Gaz tegekkiilii
Glukoz 30 100,0 O 0,0 9 1000 0 0,0
Laktoz 0 0,0 30 100,0 9 100,0 0 0,0
Sukroz 30 100,0 O 0,0 9 1000 0 0,0
Maltoz 0 0,0 30 100,0 9 100,0 0 0,0
Mannitol 30 100,00 O 0,0 9 1000 0 0,0
Trehaloz 0 0,0 30 100,L0 0 100,0 9 100,0
Arabinoz 30 100,0 O 0,0 9 1000 0 0,0
Ksiloz 30 100,0 O 0,6 9 1000 0 0,0
Salisin 0 0,0 30 100,0 O 1000 9 100,0
Nitrat Rediiksiyonu 30 100,0 O 0,0 9 1000 0 0,0
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5.2.PZR Bulgulan
DNA izolasyonu asamasinda kullamlan iki metottan birincisi olan

zitkonyum boncuklan ile muamele metodunda, referans kiiltiirle yapilan PZR
denemelerinde elde edilen sonuglarda siireklilik gozlenmedi. K- tamponu
metodunda ise, her denemede basarith sonuglar elde edildi ve kiiltiirden P.
multocida, toksijenik P. multocida ve M. haemolytica’nm DNA’sm ekstrakte
etmek i¢in bu metot tercih edildi.

Cahsmada, Elazig’daki mezbahadan toplanan 500 adet sigir akciger
Orneklerinin kanli agarda treyen P. multocida ve M. haemolytica siipheli
kolonilerinden izole edilen sigirlarda 30 (%6) P. multocida ve 9 (%1,8) M.
haemolytica suslanmin DNA’larmm PZR’de amplifiye edilmesi ve agaroz jelde
elektroforeze tabi tutulmasi neticesinde 221 bp ve 327 bp uzunlugunda pozitif
bantlar elde edildi. Ancak 213 bp uzunlugunda bant elde edilmedi. Béylece sigir
akcigerlerinden izole edilen toplam 30 P. multocida susunun hicbirinde PZR’de

toksin geni tespit edilmedi.
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Sekil. 2. Sigir akcigerlerinden izole edilen P. multocida ve M. haemolytica’dan
elde edilen DNA’larm PZR’de analizi sonucu olusan sirasiyla, 221 bp ve 327 bp
uzunlugundaki bantlar1 gosteren ethidium bromide ile boyanmmg %1,5°’luk bir
agaroz jel. M: DNA ladder, N: Negatif kontrol, Mh: M. haemolytica’nn pozitif
kontrol, 1,2,3,4,5,6: Pozitif M. haemolytica kiiltiir 6rnekleri, Pm: P. multocida’ nn

pozitif kontrolii, 7, 8, 9, 10, 11, 12: Pozitif P. multocida kiiltiir Srnekleri.
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5.3. Fare Inokiilasyon Test Bulgular

Sigir akcigerlerinden izole edilen toplam 30 P. multocida sugunun farelere
intraperitoneal olarak enjeksiyonlar1 sonucunda, swasiyla 24 tanesi 2 giin
igerisinde &1dii. Olen farelerin visseral organlarmdan siirme preparat hazirlanarak
Gram negatif ve Giemsa boyasi ile boyandi ve mikroskobik inceleme sonucu
Gram negatif ve bipolar goriilen etkenler Pasteurella olarak degerlendirildi ve bu
toplam 24 susun fareler i¢in patojen oldugu belirlendi. Farelerden 6 tanesi 15 giin
icerisinde 6lmedigi igin etil alkol ile ldiiriilerek otopsisi yapildi ve P. multocida

identifiye edilemedi.
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6. TARTISMA VE SONUC

Pnomoniler iilkemizde ve biitiin diinyada her yastaki hayvanlarda yaygm
olarak goriilen ve etiyolojisi kompleks bir hastaliktir (175). Hastahgin Kuzey
Amerika'daki sigirlarm en az %!1'ini 6ldiirdiigti ve bu hayvanlarin en az %10'unda
morbidite, kilo kayb1 ve performans kaybindan sorumtu oldugu bildirilmigtir (86,
115). Pndmonilerin risk faktorlerinin belirlenmesine yonelik olarak yapilan
epidemiyolojik g¢aligmalar yetersizdir (49, 77). Ulkemizde sigir pnomonileri
konusundaki aragtirmalar bakteri izolasyonu, identifikasyonu ve izole edilen
bakterilerin gesitli antibiyotiklere duyarhliklarmm tespitinden ileri gitmemektedir.
Bu caliyma, sigrr akcigerlerinde bulunan bakteriyel etkenleri belirlemek, bu
etkenlerin iginden Pasteurclla’larm bulunma sikhim tespit etmek ve
Pasteurella’lar1  bakteriyolojik  yontemler yamswra molekiiler  biyoloji
tekniklerinden biri olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile tespit etmek
amaci ile gercgeklestirildi.

Sigir solunum sistemi hastallk kompleksinde, Pn6monik Pastorellozis,
patolojik olarak fibrin6z ploropnomoni ile karakterize olup, &zellikle siitten
kesilmis buzagilarda ve 1 yagm altindaki danalarda 6liimciil seyretmektedir
(68, 173). Sigrr pnomonilerinde yapilan mikrobiyolojik incelemelerde birgok
etken izole edijmi$tir. Hastaligm olugsmasmnda birgok faktor etkili ise de, 6zellikle
Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica hastaligm siddetlenmesine ve
bazen Sliimciil seyretmesine sebep olmaktadirlar (66, 173).

Diinyanin degisik bblgelerinde yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda
sigirlarda pnSmoni orammnmm %6,1-40 arasinda degistii bildirilmigtir (4, 29).

Omar (1966), Ingiltere’de yaptig1 bir arastirmada 3667 danadan 342 (%9,5)’sinin
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pndmoniden Oldiigiinii, Rosenquist ve Dobson (1974), 178 danadan 12
(%6,74)’sinin akut solunum yolu hastah@: semptomlan gosterdigini, Philippo ve
ark (1987) ise, 19 ayn siiriideki toplam 1341 dana ve buzagmm 118 (%8,79)’inde
pndmoni tespit ettiklerini bildirmisledir (127, 134, 147). Bu ¢ahsmada, sigrlarda
pnémoni prevalans1 %6,1 olarak tespit edilmigtir. Belirlenen oranin digerlerinden
diisiik oldugu gozlenmis ve ayrica genel olarak hastahifin bazi {ilkelere oranla
tilkemizdeki oranimin daha diigiik oldugu dikkati ¢ekmistir.

Sifir pndmonilerinin yayihsi genel olarak iilkeler ve bolgeler arasinda
farkhihklar gostermektedir. Bu ﬁu‘khhklar cografi sartlara, hayvanlarm yagma,
cinsiyetine, wrklarma, bireysel direnclerine, beslenme durumu ve bulunduklar
yerin hijyenik sartlarmin farkhihgna baghdir. Pndmoni oranm %65,83’lere kadar
bildiren aragtimacilar (84) olmakla birlikte, ¢cok sayida materyal kullamlarak
yapilan ¢ahgmalarda (4, 128, 129, 147) bu oranm %S5 ile %9,5 arasinda degigtigi
dikkat gekmektedir. Oranin yiiksek (%40) ¢iktif1 cahsmada materyal sayisi
genellikle diigiik olup, arastrmalar sadece belirli sayida hayvan populasyonu
tizerinde gergeklestirilmistir (29, 84, 160). Ayrica bu smirh sayidaki gruplarda,
hayvanlarm genel olarak saghkh olmasi veya bulagici bir hastalik etkisi altmda
bulunmas: gibi nedenlerle de oran oldugundan daha diisiik veya daha yiiksek
¢ikabilir. Genel olarak pazarlama ve yetistirmede kullanilan metotlar da hastaligm
siddetine katkida bulunabilir ve hayvanlar1 hastahia karst duyarh hale getirebilir.
Yine pnomonilerin sikga gorildigi Ingiltere, Kuzey Amerika, Kanada gibi
lilkkelerde iklimin hastalikta 6nemli rol oynadigi ve 6zellikle pnomoni oranmn
yilksek oranda bulundugu Ingiltere gibi ihman ve nemli iklime sahip iilkelerde

ruminantlarin 6nemli bir problemi olarak kendini gostermektedir.
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Sigirlarda pndémoni oranmin aylara ve mevsimlere gore dagilmim
belirlemek amaciyla yapilan bir epidemiyolojik cahsmada pnomoni oram yaz
doneminde %16, yagish aylarda %21,7 ve kig doneminde de %23 olarak tespit
edilmigtir (113). Aym ¢alismada, en yiiksek oranmn (%27,7) Kasim aymda ve en
diisik oranm (%13,9) da Haziran aymmda oldugu tespit edilmis ve pnSmoni
oranmin ortalama olarak %20,1 oldugu bildirilmistir. Ayrica bu ¢alisma sigirlarda
pnémoni orammnin mevsimlere gbére Onemli Olglide degigebilecegini  ve kis
aylarmda daha yiiksek bir oran ile seyrettigini saptamistir.

Ulkemizde yapilan cahsmalarda da sigrlardaki pndmoni oranlan
birbirinden oldukga farkh bulunmustur. Ozer (1987), yaptig1 bir cahsmada Elazig
Et ve Balik kurumu kombinasinda kesilen besi danalarmm akcigerlerini incelemis
ve 6121 dananm 220 (%3,6)’sinde pnSmoni tespit etmistir (129). Yine Bursa
yoresinde yapilan bir ¢alhigmada Aytug ve ark. (1992) ise, kullamlan 147
buzaginm 25 (%17)’inde klinik olarak pnémoni saptamuslardir (13). Calismada
agilamanin  pndmoni oranm diiglirdiigli sonucuna varilmmg fakat patolojik
bulgulara yer verilmemisgtir.

Bu ¢ahgmada tespit edilen pndmoni prevalansi (%6,1) ile bSlgemizde daha
Once yapilan cahgmada rapor edilen oran (%20,3) (131), arasmda Onemli bir
farkhligm bulunmasinda hayvanlarin yagi, wki, iklim kosullari, beslenme, barmak
kogullar1, cinsiyet, sikigikhk, tasima mesafesi ile hayvanlarm orijinleri gibi
faktorler etkili olmaktadr.

Sigirlarda Pasteurella tiirleri akut pndmoni olgularindan en sik izole edilen
bakterilerdir. Kronik pnémoniler akut pnomonilerin bir komplikasyonu olarak

kabul edilmekte olup, bu tip pndmonilerden Pasteurella digmdaki bakterilerde
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(Corynebacterium spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., E. coli vb.) izole
edilebilmektedir (116). Pnomonili sigir akcigerlerinden %3 M. haemolytica ve %6
P. multocida izole edildigi bildirilmigtir (89). Diger arastwrmacilar pnSmonili
buzagilarm akcigerlerinden %73 M. haemolytica ile %15,8 P. multocida izole
etmigler ve bu iki tiiriin izolasyon oranlar1 arasmmda 6nemli bir fark gozlediklerini
bildirmigtirler (6). Trakya ve Marmara bblgesinde, pnomonili buzag:
akcigerlerinden bakteriyolojik inceleme sonucu %70 M. haemolytica, %4,3 S.
pneumonia, %30 E. coli, %30 C. pyogenes, %11,5 S. aureus ve %3 Mycoplasma
bovis izole edilmistir (58). Erzurum’da pnémonili sifir akcigerlerinden %4,5 P.
multocida ve %5,9 M. haemolytica izole edilmis ve P. multocida ve M.
haemolytica’nm izolasyon oranlar1 arasmda belirgin bir fark olmadig: belirtilmistir
(52). Arastirict P. multocida’nmn izolasyon oraninmn diisik olmasmi kaba yem
agrrhkh besleme yapildigi icin yem degisikligi stresinin ¢ok fazla olmamasi ve
iklim kosullarmn 6zellikle P. multocida igin fazla uygun olmamasma baglamsgtir.
Bu cahigmada sigir akcigerlerinden %6 P. multocida ve %1,8 oramnda M.
haemolytica izole edilmis ve iki etken oranlar kargilastinidiginda farkm istatiksel
olarak 6nemli oldugu saptanmustir (p=0,001). Bu sonuglar Tiirkiye’de Giindiiz ve
Erganis tarafindan bir mezbahadan almarak Konya Veteriner Kontrol ve Aragtirma
Enstitiistine getirilen ve hastalik sebebiyle dlen ya da kesilen buzag ve danalardan
alman Grneklerde gerceklestirilen aragtrmanmn  sonuglart  ile  benzerlik
gostermektedir (83). Arastiricilar inceledikleri akciger Orneklerinden benzer
sekilde P. multocida’nn %15,9, M. haemolytica’dan %14,1 daha yiiksek oranda
izole ettiklerini  bildirmiglerdir. P. multocida izolasyon oranmmn M

haemolytica’dan daha yiiksek bulunmasi, bu bakterinin siir pnémonilerindeki
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rolinin 6nemli oldugunu, ayrica iklim kosullarmin 6zellikle P. multocida igin
fazla uygun olmasma baglanabilir.

Aragtirma siiresince incelenen siir akcigerlerinden Pasteurella tirleri
disinda, %7,2 S. aureus, %3,6 S. epidermidis, %6 Corynebacterium spp, %3,8
Streptococcus spp, %2,2 Bacillus spp, %5,8 Maya, %2.,6 E. coli, %0,2 Moraxella
spp, %1,6 Actinobacillus spp, %1,2 Klebsiella spp, %2 Pseudomonas spp ve %0,2
Proteus spp tespit edilmistir. Bu durum bodlgede goriilen subklinik pndmonilerin
bakteriyel etiyolojisinin miks enfeksiyon karakterde olmasma baglanabilir.
Konya’da, yapilan ¢aligmada pndmonili sigr akcigerlerinden Pasteurella tiirleri
disinda, %12,1 E. coli, %11,2 Corynebacterium spp, %10,2 Staphylococcus spp,
%8.,9 Streptococcus spp, %3,5 Klebsiella spp ve %2,3 Pseudomonas spp tespit
edilmistir (83). Bir cahsmada %4,3 S. pneumonia, %30 E .coli, %30
Corynebacterium pyogenes, %11,5 S. aureus ve %3 Mycoplasma bovis’in (58) ve
baska bir ¢ahsmada %6 Streptococcus spp, %3 Pseudomonas spp'nin izole
edildigi bildirilmektedir ( 78).

Sigir pndmonileri konusunda yapilan diger aragtrmalarda oldugu gibi, bu
galsma ile de hastahgin etiyolojisinde, ¢esitli bakterilerin rol oynadigi ortaya
konulmugtur. Her ne kadar bakteriyel etken olarak, Pasteurella tiirlerinin yaygin
olarak bulunmasi, bu bakterilerin pnémonilerde dnemli bir role sahip olduklarm:
isaret etse de pndmonilerin ortaya ¢ikigm birgok faktoriin etkilemesi nedeniyle, bu
konu hakkmnda kesin bir yargiya varimasim zorlasgtirmaktadir.

Pastorellozun teghisi kiiltiir, serolojik testler ve fare inokiilasyon testi ile

yapilmaktadir. Fare inokiilasyon testi masrafh ve pratik olmadid1 igin rutin yada
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genis Slgekli epidemiyolojik ¢ahgmalarda tercih edilmez (161). Serolojik testlerde
ise kros reaksiyonlar meydana gelmektedir (59).

Pnomonili sigir akcigerlerinden %4,5 oraninda izole edilen P. multocida
susunun farelere intraperitoneal olarak verildigi bir ¢ahsmada, farelerin %80’inin
iki giin icerisinde 6ldiigli ve bunlarm dokularmdan P. multocida izole edildigi ve
%20’sinde ise P. multocida identifiye edilemedifinden negatif kabul edilmistir
(52). Bu ¢ahsmada ise, fare inokulasyon testi, sifrlarda kiiltiir ile pozitif 30 P.
multocida susundan 24 (%80)'inde pozitif ve 6 (%20)’sinda negatif olarak tespit

Son yillarda, biyomedikal aragtirmalar yamsira enfeksiydz hastaliklarm
teshisinde, epidemiyoloji, genetik defektlerin saptanmasinda, adli tip ve diger
alanlarda da genis bir uygulama alam bulan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
teknig@i kullanilmaktadir (11). PZR testi klinik orneklerden ya da az miktarda
tiretilmis bakterilerden direk olarak mikroorganizmalarm saptanmasm saglar
(161). Béylece, bakteriyel identifikasyon i¢in gerekli siireyi azaltir ve sensitiviteyi
artirir. Ayrica, spesifik primerlerin kullaniimas1 6zellikle sus, tiir ve cins tayininde
faydali olmugtur (140).

Bu ¢ahsma, sigr akcigerlerinde  Pasteurelladlarm PZR  ile
identifikasyonuna yonelik aragtirma bulunamadifmdan caliyma bulgular1 diger
hayvan tiirlerinden elde edilmis Pasteurella’larm PZR c¢alismalan ile
karsilagtirnlmstic. Calismada P. multocidannm OMP geninden, P. multocida tox A
geninden, M. haemolytica subtip spesifik antijen geninden hazirlanan primer
giftlerinin kullaniimasi ile farkli bakterilerin yanhs pozitif reaksiyon vermesi

Onlenmigtir. Ayrica, subtip spesifik antijen geninden hazirlanan primerlerin
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kullanildigt PZR ile M. haemolytica’nin tespit edilmesi hakkinda herhangi bir
¢alisma bulunmadigmdan dolayr burada sadece P. multocida ve toksijenik P.
multocida konusunda yapilan g@s@dm bahsedilmigtir.

Calismada, kiilttir ile pozitif P. multocida ve M. haemolytica suslann PZR
ile de pozitif bulunmugtur. PZR ile, toksijenik P. multocida ile enfekte oldugu
bilinen domuzlardan alinan nasal ve tomsiller swab Srneklerinin dier serolojik
teshis metotlarindan (ELISA (%8,1) ve kiiltiir (%6,4) daha fazla pozitif (%11,6)
sonug elde edilmigtir (94). Ayrica, toksijenik P. multocida izole edilen biitiin
orneklerin PZR testinde pozitif oldugu bildirilmistir. Béylece PZR testinin
kullandlan 3 metottan daha fazla sensitif ve spesifik oldugu vurgulanmgtir.
Pnomonili képek akcigerlerinden P. multocida ve toksijenik P. multocida’nin
multipleks PZR ve Kkiiltiir metotlar: ile tespit edildifi bir ¢ahsmada, kiiltiir ile
pozitif P. multocida suslari PZR ile de pozitif bulunmus ve PZR’nin kiiltiirden
daha cabuk ve spesifik oldugu belirtilmigtir (124). Domuzlarm tonsillerinden
toplanan swab orneklerinden P. mulfocida’nn izolasyonunda direkt kiiltiir, fare
inokulasyonu ve PZR testi kullamimig ve PZR ile o6rneklerin %44,4’tnde P.
multocida pozitif ve biitiin 6rnekler P. multocida toksini (PMT) y6niinden negatif
olarak test edilmistir (162). Fare inokulasyonu ile Grneklerin %22,2’si, direkt
kiltir ile %25’i, her iki izolasyon metodu ile %11,1°i pozitif bulunmustur.
Boylece, P. multocida’nm tespit edilmesinde direkt kiiltiiriin fare inokiilasyonu
veya PZR testinden daha az sensitif oldugu tespit edilmigtir. Aym aragtirmacilar
bazi izolatlarm farelerde patojenik olmadig1 icin PZR’nin P multocida’nin

tespitinde bagarih oldugunu ileri siirmiiglerdir.
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Toksijenik P. multocida’nn  saptanmasnda Kamp ve ark. (1996)
tarafindan tammlanan toxA geninden hazrlanan primerlerin kullanildigi PZR
testinin digerleri tarafindan (Lichtensteiger ve ark., 1996; Hotzel ve ark., 1997)
tammmlanan PZR testlerinden (88, 94, 105) daha sensitif ve etkili bir metot oldugu
icin bu ¢ahsmada, Kamp ve ark. (1996) tarafindan tammlanan PZR kullamlomgtir
(94). Cahsmada, sigrr akcigerlerinden elde edilen P. multocida suglarmm
hicbirinde toksin geni tespit edilememistir. Boylece toksin olusturan P.
multocida'nin ¢aligmada incelenen pnOmonili sifir akcigerlerinde bulunmadig:
gOriilmiigtiir.

Sonug olarak, iilkemizde bu konuda yapilmus sinwrh sayidaki aragtirmalara
(52, 83, 128, 129, 131) ragmen yeterince bilgi bulunmadifindan, sigir
akcigerlerinden bakteri izolasyon ve identifikasyonunu konu alan genis caph
bOyle bir aragtirmaya ihtiyag duyulmus ve Tiirkiye’de ilk defa Pasteurella’lar
son yillarda gelistirilmis bir metot olan ve genetik materyalin (DNA) in vitro
olarak ¢ok kisa siire igerisisinde (2-3 saat) milyonlarca defa ¢ogaltilmasi esasma
dayanan PZR ile teshisine yonelik olarak yapilan ik ¢alismadir. Bu galigmada hi¢
bir hastalik belirtisi olmadan sadece kesim igin gelen besi sigirlarinda %6,1 gibi
bir oranda pnOémoninin goriilmesi hazirlayict sebeplerin baginda gelen besi
sartlarinin genelde iyi olmadigma igaret etmektedir. Gerekli koruyucu Gnlemlerin
almmasi, bakim ve besleme sartlarmin iyilestirilmesi ve zamaninda miidahale
edilmesi, besicilikteki problemlerden birisi olan pnomonilerin neden oldugu
6nemli ekonomik kayiplar1 6nleyecektir.

Yine bu ¢ahsmada, pnémoniye neden olan bakteriyel etkenlerden biri olan

Pasteurella’larm  bakteriyolojik yontemler yamsira, molekiiler biyoloji
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metotlarmdan biri olan PZR ile de identifiye edilebilecegi ortaya konmus ve
Pastorelloz’un teshisinde kiiltiire alternatif olarak kullamlabilecegi sonucuna

varilmugtir.
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