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OZET

Pasteurellaceae ailesinin bir iiyesi olan Gallibacterium anatis, yumurta
veriminde diisiise, hayvan refahinda azalmaya ve mortalitenin artmasma sebep
olmaktadir. Bu ¢alismada, yumurtaci tavuklarda ekonomik kayiplara sebep olan G.
anatis’in, konvansiyonel ve molekiiler teknikler kullanilarak teshisinin yapilmasi
amaglandi. Bu ¢alismada solunum sistemi enfeksiyonu ile birlikte yumurta veriminde
diisiis gozlenen yumurtaci tavuk isletmelerindeki toplam 200 adet 6lii tavuga ait doku
ve organ (kalp, karaciger, akciger, dalak, trake) G. anatis yoniinden incelendi. G.
anatis teshisi koloni morfolojisi, seker fermentasyon testleri ve hemolitik
Ozelliklerini temel alan konvansiyonel ve 16S rRNA- 23S rRNA spesifik primerleri
kullanilarak uygulanan molekiiler yontemler ile gerceklestirildi. Incelenen
orneklerden 20 (%10) G. anatis izole ve identifiye edildi. Izolatlar konvansiyonel
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile dogrulandi. Direkt doku ve organlara yapilan
PZR sonucunda orneklerin 11 (%2,2)'inde pozitiflik elde edildi. Sonug¢ olarak,
Tiirkiye'de G. anatis varhigr ilk kez bu c¢alisma ile ortaya konuldu. Kanath
hayvanlarda solunum yolu infeksiyonu ile seyreden yumurta verim kayiplarinda G.
anatis'in roliiniin olabilecegi ve bu durumun kanath klinisyenlerine ve

mikrobiyologlara yol gosterici olabilecegi diisiiniildii.

Bu arastrma Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arastirma
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ABSTRACT

Gallibacterium anatis, a member of the Pasteurellaceae family, leads to
decrease in egg-production and animal welfare and increase in mortality. In this
study, it was aimed to diagnose G. anatis which caused economic losses in laying
hens by using conventional and molecular techniques. In this study, G. anatis was
examined from a total of 200 dead chicken tissues (heart, liver, lung, spleen and
trachea) in laying hen farms that observed a decrease in egg production with
respiratory system infection. Conventional methods based on colony morphology,
sugar fermentation tests and hemolytic properties and molecular conformation using
16S rRNA-23S rRNA specific primers were performed to identify of G. anatis. G.
anatis was isolated in 20 (10%) of examined samples and isolates were confirmed by
conventional PCR. Total of 11 (2.2%) positivity was obtained as isolates were result
of polymerase chain reaction (PCR) performed on the direct tissues and organs. As a
result, the presence of G. anatis was detected for the first time in Turkey by this
study. It was thought that G. anatis may have a role in egg production losses due to
respiratory tract infection in poultry and this situation may be a guide for poultry

clinicians and microbiologists.
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1. GIRIS

Yumurta tiiketiminin ilk kayd:i M.O. 1400 yilina dayanmaktadir. Yumurta
tilketiminde oOncelikli tercih tavuk yumurtasi olmustur (Spitzer, 2015). Yiksek
protein kaynagi olmasi nedeniyle et tiiketimine alternatif bir besin kaynagi olan
yumurtanin tiiketimdeki artis, yumurtacilik sektoriinde siirekli olarak ilerlemeye yol

acmistir (Anonim, 2017).

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) nun verilerine gére, Tiirkiye’de 2017 yili
itibariyle kayith 121.556.027 adet yumurtaci tavuk bulunmaktadr (TUIK, 2018).
Afyonkarahisar 16.730.730 adet ile en ¢ok yumurtaci tavuk bulunan il olup, 2. sirada
11.995.381 yumurta tavugu varligi ile Konya yer almaktadir (Yumbir, 2018).

Bir tavuk yilda ortalama 259 yumurta tiretmektedir (Spitzer, 2015). Gelismis
wrklar yilda 300 yumurta fretebilirler (Anonim, 2017). Tirkiye’de 2017 yihi
verilerine gore yumurta tretimi 20.264.000 adettir. Kisi bas1 ortalama 214 adet
yumurta diismektedir. Ayrica Uretilen bu yumurtalarm 5.997.000 adedi ihrag
edilmektedir. Tiirkiye 2015 yilinda diinyada en ¢ok yumurta iireten ilk 20 {ilke
arasinda 9. sirada yer almistir (Yumbir, 2018).

Yumurta iiretimi hayvanin cinsine ve mevsime bagl olarak degismekle
birlikte 18-22 haftalik yasta baslamaktadir. Bu haftalar1 takip eden 6-8 hafta boyunca
yumurta verimi artmaya devam eder ve birinci yildan sonra yumurta verimi her
gecen yil diizenli olarak azalmaya baglar (Anonim, 2017). Verimin pik yaptigi

donemden bir y1l sonra hayvanlar liretimden ¢ikarilabilmektedirler (Serpen, 2015).

Yumurta bakterilerin iiremesi i¢in uygun bir ortamdir ve 6zellikle bakteriler
tavuk yumurtasinin kabuk ve zar kismima kolonize olur. Yumurta kontaminasyonu
genellikle horizontal olarak ve yumurtanin dis yiizeyinin bakterilerle temasi sonucu
olugmaktadir (Spitzer, 2015). Vertikal bulasma daha c¢ok yumurtaci tavuklarda
goriilir (Aydm, 1984). Vertikal bulagsmada infeksiyoz ajan Oncelikli olarak
yumurtaliklara oradan da diger organlara kolonize olmaktadir. Yumurtaliklarda
kolonize olan bakteriler heniiz gelismekte olan ve kabugu sekillenmeyen yumurtay1

infekte edebilmektedir (Spitzer, 2015). Bu sekilde oviduktan ayrilan yumurta

1



bakteriyel kirlenmeye maruz kalabilmektedir (Serpen, 2015). Yumurtanin membran
ve albiimini de heniiz gelismediginden bakteri rahatlikla yumurta sarisina gegerek

cogalmaya devam edebilir (Spitzer, 2015).

Tavukguluk endiistrisi i¢in en biiylik saglik tehditlerinin bazilar1 yumurta
iretiminde de belirli etkilere sahiptir. Bu tehditler i¢inde infeksiyoz hastaliklar
kanatli hayvanlarda lireme sistemini etkileyerek direkt ve hayvanin genel saglik
durumunu olumsuz etkileyerek indirekt sekilde yumurta verimini ve yumurta
kalitesini diisirmektedirler. Solunum sistemi infeksiyonlar1 oncelikli olarak hava
keselerini etkilemekte, bunun sonucu olarak da ovidukt ve ovaryumlar infekte
olabilmektedirler. Ayrica bazi hastaliklar asagidan yukar1 dogru bir seyir izleyerek
organ ve dokular1 infekte etmektedir (Clauer, 2009). Yalanci veba, kus gribi,
infeksiy0z bronsit gibi viral hastaliklar ya da Escherichia coli (E. coli) ve Pasteurella
multocida’dan ileri gelen bakteriyel hastaliklar solunum sistemi patojeni olmalarinin
yanisira yumurta veriminde ve / veya yumurtanin kendisinde anormalliklere neden
olarak yumurta endiistrisi lizerinde biiyiik ekonomik kayiplara yol agabilmektedir

(Srinivasan ve ark., 2013).

Gallibacterium anatis, uzun yilar Actinobacillus salpingitidis, kanathilarin
Pasteurella haemolytica benzeri bakterisi veya Pasteurella anatis olarak
tanimlanmistir. Son yillarda broyler, damizlik ve yumurtaci tavuk siiriilerinde
Oliimlere yol agtig1 saptanmis ve bu durum G. anatis infeksiyonlarina olan ilgiyi
arttrmustir (Alispahic ve ark., 2011; Bisgaard ve ark., 2009; Bojesen, 2003; Bojesen
ve ark., 2003; Chaveza ve ark., 2017; Johnson ve ark., 2013; Paudel ve ark., 2014;
Sing ve ark., 2016). G. anatis'in olusturdugu infeksiyonlarin temelinde yumurta
veriminde diisme (ooforitis, folikiil dejenerasyonu, salpingitis ile baglantili) ve
solunum sistemi bozukluklar1 goriilmektedir (Bager ve ark., 2013; Bojesen ve ark.,

2003; Bojesen ve ark., 2008; Sing, 2016).

G. anatis basta tavuk olmak {izere hindi, kaz, o6rdek, siiliin, keklik, muhabbet
kusu, tavus kusu, kafes kuslari, yabani kuslar, sigir, domuz ve evcil memeliler gibi
bir¢cok hayvan tiiriinde izole edilmistir (Bager ve ark., 2013; Bisgaard ve ark., 2009;
Bojesen, 2003; Bojesen ve ark., 2003; Jones ve ark., 2013; Neubauer ve ark., 2009;



Paudel ve ark., 2014; Persson ve Bojesen, 2015; Rzewuska ve ark., 2007; Sing, 2016;
Sing ve ark., 2016). Insanlarda ise dzellikle bagisiklig1 baskilanmis olanlarda dliime
kadar gotiirebilen bakteriyemi tablosu olusturdugu bildirilmistir (Aubin ve ark.,
2013). Etkenin insanlara bulagsma yollar1 kesin olarak belirlenmemesine ragmen,
insanlardan izole edilen G. anatis’in kontamine gida kaynakli olabilecegini

bildirilmistir (Aubin ve ark., 2013; Persson ve Bojesen, 2015).

Tavuklarda G. anatis infeksiyonu heniiz tam olarak anlasilamamis olmakla
birlikte, iist solunum yollarmin yani sira alt genital sistem florasinda da bulundugu
bildirilmistir (Bojesen ve ark., 2004; Jones ve ark., 2013; Lawal ve ark., 2018;
Persson ve Bojesen, 2015; Rzewuska ve ark., 2007). Paudel ve ark. (2013), saglikli
tavuklar ilizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada hayvanlar1 deneysel olarak G. anatis
infeksiyonuna maruz brakmiglar ve etkenin yogun olarak koanal kleft, trake ve

yumurtaliklara kolonize oldugunu tespit edilmislerdir.

G. anatis primer veya sekonder infeksiyonlara neden olabilmektedir (Sing,
2016). Tavuklarda yasanan solunum sistemi problemlerinde E. coli ile beraber
seyretmesinin yanisira, son zamanlarda hastaligin birincil nedeni olarak da karsimiza

cikmaktadir (Mushin ve ark., 1979; Persson ve Bojesen, 2015).

Bu tez c¢alismasinda, son yillarda diinyanin bir¢cok iilkesinde kanatl
hayvanlarda solunum sistemi infeksiyonu ile beraber seyrederek yumurta veriminde
kayiplara sebep olan G. anatis’in, yumurtact tavuklara ait organ ve doku

orneklerinden konvansiyonel ve molekiiler teknikler kullanarak teshisi amaclanda.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Gallibacterium, ilk kez 1950 yilinda Kjos-Hansen tarafindan herhangi bir
klinik belirti gostermeyen ancak akut peritonitis ve salpingitis tablosu saptanan tavuk
ve horozlarin kloakasindan izole edildigi i¢in “hemolitik bir kloaka bakterisi” olarak
tanimlanmistir. Gallibacterium kelimesinin karsiligi 'tavuk bakterisi' dir (Persson ve
Bojesen, 2015; Sing ve ark., 2016). Gallibacterium cinsini tanimlamak ve yeni bir
taksonomik siifin varligimi ortaya koymak ig¢in ilk calismalar Bisgaard (1982)
tarafindan yapilmistir. Daha sonraki calismalar ise sadece Gallibacterium cinsinin
fenotipik karakterleri iizerine dayandirilmis olsa da bu ozellikler bakteriye ait

bugiinkii bilgi birikiminin temelini olugturmaktadir (Bojesen, 2003).

G. anatis uzun yillar Actinobacillus salpingitidis, kanatli koleras1 benzeri
hastalik tablosu olusturdugu icin kanath Pasteurella haemolytica benzeri bakteri ve
Pasteurella anatis (Bisgaard Takson I) olarak isimlendirilmistir (Bojesen 2003;
Bojesen ve ark., 2003). G. anatis son zamanlarda Pasteurellaceae Pohl 1981
(Piechulla ve ark., 1985) ailesinin yeni bir cinsi olan Gallibacterium'a tagmmistir
(Alispahic ve ark., 2011; Alispahic ve ark., 2012; Bojesen ve ark., 2003; Bojesen ve
ark., 2004; Jones ve ark., 2013; Neubauer ve ark., 2009; Paudel ve ark., 2013;

Persson ve Bojesen, 2015).

Christensen ve ark. (2003), Pasteurellaceae ailesine ait olan Gallibacterium
cinsini 16S rRNA gen sekans sonuglarina dayanarak yeniden smiflandirmistir
(Alispahic, 2011; Christensen ve ark., 2003; Persson ve Bojesen, 2015; Rzewuska ve
ark., 2007). Giiniimiizde bu smiflandirmada Gallibacterium cinsine ait
Gallibacterium anatis biovar Haemolytica, G. anatis biovar Anatis, G.
melopsittaci, G. trehalosifermentans, G. salpingitidis ve G. genomospecies 1, 2
tiirleri bulunmaktadir (Alispahic, 2011; Alispahic ve ark., 2011; Alispahic ve ark.,
2012; Christensen ve ark., 2003; Montes-Garcia ve ark., 2015; Paudel ve ark., 2013;
Persson ve Bojesen, 2015). Daha sonra Bisgaar ve ark. (2009) bu tiirlere G.



genomospecies 3 ve G. grup V'i dahil etmistir (Bisgaar ve ark., 2009).

2.2. Etiyoloji

G. anatis, Proteobacteria subesi icerisinde Gammaproteobacteria smifinda,
Pasteurallales takimmin Pasteurallaceae ailesine ait olan Gallibacterium cinsi iginde
yer almaktadir (El-Adawy ve ark., 2018; Sing ve ark., 2016). G. anatis %39,9-42,6
G+C igerigine ve 1,6-2,1 GDa genom biiyiikliigiine sahiptir (Mutters ve ark., 1985;
Piechulla ve ark., 1985). Gallibacterium cinsi igerisinde yer alan tiirlerin fenotipik

Ozellikleri tablo 2.1.'de verilmistir.

G. anatis, Gram negatif, hareketsiz, kapsiillii, fakiiltatif anaerob, spor
olusturmayan, kemo-organotrofik ve fermentatif comak sekilli bir bakteridir
(Bisgaard ve ark., 2009; Bojesen ve ark., 2011; Christensen ve ark., 2003; Mbuthia
ve ark., 2001; Paudel ve ark., 2014; Sing ve ark., 2016). G. anatis, kanl agarda
37°C'de 24-48 saatte iirer ve B-hemolitik, grimsi, yar1 saydam, piiriizsiiz, parlak,
koloniler olusturur (Alispahic, 2011; Bisgaard ve ark., 2009; Bojesen, 2003; Paudel
ve ark. 2014). G. anatis kanl agarda hemoliz yapma 0Ozelligine gore iki biovara
ayrilmaktadir; hemolitik biovar1 Haemolytica; hemolitik olmayan biovari ise Anatis
olarak isimlendirilmistir (Bojesen ve ark., 2007). G. anatis B-hemolitik 6zellligi sekil

2.1°de gosterilmistir.

G. anatis'm taze kiiltiirleri MacConkey agarda pembe renkli koloniler
olusturmasina ragmen, koloni olusumundan 48 saat sonra eskiyen veya tekrar
pasajlanan koloniler 4-5mm c¢apinda, yass1 ve gri renk alabilir (El-Adawy ve ark.,

2018; Neubauer ve ark., 2009).



Sekil 2.1. G. anatis’in kanli agarda B-hemolizli kolonileri (Persson ve Bojesen,

2015)

G. anatis’in katalaz1 pozitif, oksidaz 6zelligi ise degiskenlik gostermektedir
(Christensen ve ark., 2003). Ureaz testi negatiftir (Bojesen, 2003; Christensen ve
ark., 2003). Bunlara ek olarak fosfataz testi pozitif, ornitin dekarboksilaz, triptofanaz,
sitrat, hidrojen siilfiir ve Voges-Proskauer testleri negatiftir. G. anatis, mannoz, D-
glikoz, D-mannitol, sakkaroz ve trehalozu asidik iiriin olusturarak fermente eder,
ancak gaz olusturmaz. Maltoz, L-arabinoz ve D-sorbitol gibi karbonhidratlar
fermente edemez (Christensen ve ark., 2003). ONPG testi ise pozitif sonug
vermektedir (Bisgaard ve ark., 2009).



Tablo 2.1. Gallibacterium tiirlerinin fenotipik 6zellikleri
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Gallibacterium
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Tablo 2.1. Gallibacterium tiirlerinin fenotipik 6zellikleri (devami)

D-arabitol

Ksilitol

D-riboz

D-ksiloz

Dulcitol

Laktoz

ONPG (B-
Galaktosidaz)

Melibioz

D

Zay1f Pozitif




Tablo 2.1. Gallibacterium tiirlerinin fenotipik 6zellikleri (devami)

Alfa - - + +
galaktosidaz
ONPX (B- - D + D
ksilosidaz)
D-arabinoz D D D D
L-arabinoz + D D -
D-sorbitol D D D +
L-fruktoz D D D +
Trehaloz D - - +
Dekstrin D = - -
Raffinoz + D + +

D: degisken, +: pozitif, -: negatif sonuglar1 ifade eder (Bisgaard ve ark., 2009; Sing ve ark., 2016).



2.3. Epidemiyoloji

G. anatis, Isvigre, Danimarka, Almanya, Afrika iilkeleri, Nijerya ve Norveg
gibi bircok iilkede, tavuk ve hindi basta olmak iizere ordek, kaz, giivercin, sigir ve
koyundan izole edilmistir (Addo ve Mohan, 1985; Bisgaard, 1977; Bojesen, 2003;
Bojesen ve ark., 2003; Lawal ve ark., 2018; Neubauer ve ark., 2009; Sing ve ark.,
2016). Son yillarda Tayvan, Avusturalya, ingiltere, Suriye, Cek Cumhuriyeti, ABD,
Kolombiya, iran, Meksika ve Hindistan’da da bildirimi yapilmstir (Ataei ve ark.,
2017; Bojesen, 2003; Bojesen ve ark., 2007; Chaveza ve ark., 2017; Jones ve ark.,
2013; Sing ve ark., 2016).

G. anatis tavuklar basta olmak tlizere birgok kanath tiirlinde iist solunum
yollarmin (burun boslugu, trake) ve alt genital sistemin (oviduk, ovaryum, testis)
mikroflorasinda bulunmaktadir (Bager ve ark., 2013; Bojesen, 2003; Bojesen ve ark.,
2004; Gomez ve ark., 2005; Kristensen ve ark., 2012; Mbuthia ve ark., 2001; Paudel
ve ark., 2013). Duyarli hayvanin strese maruz kalmasi, bagisiklik sisteminin
zayiflamasi, mevsimsel (soguk stresi) ve hormonal sistem degiskliklerine adapte
olamamasina bagli olarak G. anatis infeksiyonuna yakalandig1 bilinmektedir (Bojesen,

2003; Sing ve ark., 2016).

G. anatis’in asil konakgis1 tavuk olmasma ragmen hindi, kaz, ordek, siiliin,
keklik, muhabbet kusu, tavus kusu, kafes kuslari, papagan, yabani kuslar, sigir ve
domuz gibi bir¢ok hayvan tiirlinden izole edilmistir (Bager ve ark., 2013; Bisgaard ve
ark., 2009; Bojesen, 2003; Bojesen ve ark., 2003; Jones ve ark., 2013; Neubauer ve
ark., 2009; Paudel ve ark., 2014; Persson ve Bojesen, 2015; Sing, 2016; Sing ve ark.,
2016). Etken primer etken olarak septisemiye yol acabildigi gibi, 6zellikle tavuklarda
E. coli ile beraber seyrederek solunum sistemi infeksiyonlarina sekonder olarak eslik

edebilmektedir (Mushin ve ark., 1979; Sing, 2016).

G. anatis duyarli hayvanlar disinda 6zellikle bagisikligi baskilanmig insanlarda
da infeksiyon olusturmakta ve Olime kadar gotiirebilen agir bakteriyemi tablosu

meydana getirmektedir (Aubin ve ark., 2013). Etkenin insanlara bulasma yollar1 kesin
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olarak bildirilmemesine ragmen, Aubin ve ark. (2013) tarafindan insandan izole edilen

G. anatis’in kontamine gida kaynakli olabilecegini bildirilmistir.

Kanatli hayvanlarda G. anatis’in bulagmasinda horizontal yol 6n plana
cikmaktadir (Bisgaard, 1977; Sing, 2016). Pasteurellaceae familyasinda vertikal
bulagsma yaygin olmamasina ragmen, Paudel ve ark. (2014) deneysel bir ¢alismada
etkeni 4 giinliik bir civeivin sar1 kesesinden izole ederek, trans-ovaryan bulagsmaya
dikkat ¢ekmistir (Paudel ve ark., 2014; Sing, 2016). Enfeksiyonun ¢iftlesme yoluyla
bulagsmasinda infekte horozlarin semenleri etkili olmaktadir (Mushin ve ark., 1979;
Sing, 2016; Sing ve ark., 2016). Bu sekilde lireme organlarma etkenin bulagsmasinda
asagidan yukar1 dogru (kloaka, vajina, uterus, istmus, magnum, infundibulum,

ovarium folikiilleri) bir yol izlemesi muhtemeldir (Bisgaard ve ark., 2009).

Epidemiyolojik arastirmalarda en tartismali konu, hayvanlarin yasi ile hastaliga
yakalanma orani arasinda bir iliski olup olmadigidir (Bojesen ve ark., 2003). Ancak
hayvanlarin etkene duyarliliginda yas faktoriiniin rolii heniliz bilinmemektedir
(Bojesen, 2003). Bojesen ve ark. (2003), yapmis olduklar1 bir caligmada; 18-64
haftalik yastaki hayvanlarda yasin, hastalanma oraniyla ilgili olup olmadig1 ve hasta
hayvanlarin infeksiyonu tamamen atlatip atlatamadigini incelemis ve kullandiklar1 yas
araligmin  Gallibacterium prevalansi {lizerinde etkisi olmadigini bildirmislerdir
(Bojesen ve ark., 2003). Paudel ve ark. (2013), 3-4 haftalik yas araligindaki spesifik
patojen free (SPF) horozlar1 G. anatis ile infekte ederek testislerdeki kolonizasyonu
incelemigler ve kullanilan yas araliginin testislerde meydana gelen lezyonlarla iliskisi
oldugunu bildirmislerdir. Gerlach (1977) deneysel olarak yapmis oldugu bir
calismada, tavuklardan izole ettigi G. anatis susunu birka¢ giinlik civcivlere
intraperitonal olarak uygulamis ve 48 saat sonra mortalite oranmnin % 85-90'a

ulastigini bildirmistir.

2.4. Patogenez ve Viriilens Faktorleri

G. anatis saglikli tavuklarm iist solunum (burun boslugu, trake) ve alt genital
sistem mikroflorasinin bir pargasidir. Opurtunistik bir patojen olarak salpingitis,

peritonitis, perikarditis, hepatitis ve enteritis tablolarina sebep olmaktadir.
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(Christensen ve ark., 2003; Bager ve ark., 2013; Bojesen, 2003; Gomez ve ark., 2005).

G. anatis’in konak¢i mukozal membranlarina kolonize olarak hastalik
olusturma yeteneginin en Onemli unsurunu aderens ve invazyon gibi viriilens
mekanizmalar1 olusturmaktadir (Zhang ve ark., 2017). Patogenezin kacinilmaz
basamagi, etkenin duyarli konake1 hiicrelerine adere olduktan sonra ¢ogalmasi ve hizli
bir sekilde viriilens faktorlerini 6zellikle invazin ve sitotoksinleri kodlayan genleri
eksprese ederek klinik tablonun olusmasmi saglamaktadir (Chang ve ark., 1993a,
1993b, 1995). G. anatis'in trake, orofarengeal ve ovidukt epitelinde kolonizasyonu ve
invazyonunu saglayan en onemli viriilens faktorleri arasinda konak¢1 immun yanitini
baskilayan 1gG yikict proteaz, RTX toksini ve hemagliitininleri sayilabilir (Lucio ve
ark., 2012; Vaca ve ark., 2011; Zang ve ark., 2017). Diger taraftan G. anatis'in cam ve
plastik gibi inert ylizeylere baglanarak, biyofilm olusturdugu ve glikoprotein benzeri
hemagliitinin tirettigi bildirilmis, ancak bu faktorlerin kolonizasyon ve infeksiyondaki
rolii ile ilgili bilgiler netlesmemistir (Bisgaard ve ark., 2009; Kudirkiene ve ark., 2014;
Ramirez-Apolinar ve ark., 2012; Vaca ve ark., 2011; Zhang ve ark., 2014).

G. anatis’in 1-2 mikron uzunlugunda olan fimbriyas: ile konak¢1 hiicresine
tutunarak istila ettigi bildirilmistir (Johnson ve ark., 2013; Kudirkiene ve ark., 2014;
Montes-Garcia ve ark., 2015; Persson ve Bojesen, 2015; Sing, 2016). G. anatis'te F-17
benzeri fimbriya kiimeleri tanimlanmis ve bu tiir fimbriyalarin avian patojenik E. coli
(APEC) basta olmak iizere E. coli’nin diger patojen suslarinda da bulundugu
bildirilmistir (Bager ve ark., 2013; Kudirkiene ve ark., 2014; Persson ve Bojesen,
2015; Sing ve ark., 2016). F17-benzeri fimbriyalarin bir saperon, bir usher proteini, bir
adezin ve fIfD, fIfC, fIfG ve fIfA olarak adlandirilan ve yapisal alt birimde bulunan dort
gen kiimesi tarafindan kodlandigi ve saperon ile usher proteininin fimbriyalarin
govdesini olusturan yapisal alt birim proteininin katlanmasmi ve birlesmesini
kolaylastirdig1 ileri siiriilmiistiir (Bager ve ark., 2013; Kudirkiene ve ark., 2014;
Persson ve Bojesen, 2015). G. anatis i¢in tanimlanmis olan fimbriyalarin tam olarak
rolii, hedef hiicreleri ve islevi heniiz netlesmemistir (Bager ve ark., 2013; Kudirkiene
ve ark., 2014; Persson ve Bojesen, 2015). Fimbriyalar yalnizca viriilens faktorii olarak
degil, hastaliktan korunmada gelistirilen as1 ¢alismalarinda da kullanildiklar1 igin

biiyiik 6neme sahiptirler (Kudirkiene ve ark., 2014; Sorour ve ark., 2015).
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Ekstraselliiler polisakkaritten olusan kapsiilin Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilerde viriilens faktorii olarak kabul edilmesine ragmen, G. anatis'in sahip
oldugu kapsiiliin islevi heniiz bilinmemektedir (Johnson ve ark., 2013; Persson ve
Bojesen, 2015; Sing, 2016). G. anatis lizerinde ince bir kapsiiliin varlig1 Kjos-Hansen
(1950) tarafindan transmisyon elektron mikroskobu ile dogrulanmis, fakat eskimis

kiiltiirlerde kapsiiliin tespit edilemedigi bildirilmistir (Bisgaard, 1977).

Metalloproteazlar kolonizasyon, besin alimi, bagisiklik sisteminin baskilanmasi
ve sistemik dolasimda bakteriyel invazyon dahil olmak iizere viriilenste bircok dnemli
gorevi olan proteaz sinifidir (Persson ve Bojesen, 2015). G. anatis i¢in birkac hiicre
dis1 ¢inko iceren metalloproteaz enzimi tanimlanmistir (Persson ve Bojesen, 2015;
Sing, 2016; Sing ve ark., 2016). Etkenin patogenezinde metalloproteazlarin roli
bilinmemekle birlikte proteolitik kabiliyetinden sorumlu olabilecegi ileri siiriilmiistiir

(Persson ve Bojesen, 2015; Sing, 2016).

G. anatis biovar Haemolytica'nin tanimlanmasmdaki en 6nemli 6zellik kanl
agar iizerinde olusturdugu [-hemolitik alanlardir (Persson ve Bojesen, 2015).
Gallibacterium toksin A (GtxA)’nin eritrositleri pargalayarak hemolizli alanlarin
olusumundan sorumlu oldugu ve ayni1 zamanda bagisiklikta 6nemli rolii olan RTX
benzeri bir toksin oldugu bildirilmistir (Persson ve Bojesen, 2015). Bu toksinin G.
anatis i¢in en iyi tamimlanmis viriilens faktorii olmasma ragmen, patogenezdeki rolii
heniiz tam olarak anlasilamamistir (Alispahic, 2011; Johnson ve ark., 2013;

Kudirkiene ve ark., 2014; Persson ve Bojesen, 2015; Sing ve ark., 2016).

RTX toksinleri Pasteurellaceae ailesinin bir¢ok iiyesinde bulunan ve Gram
negatif bakterilerde salgilanan bir ekzoproteindir (Sing ve ark., 2016). RTX toksini G.
anatis’in hemolitik ve lokotoksik 6zelliklerinden sorumlu tutulmaktadir (Alispahic ve
ark., 2011; Kristensen ve ark., 2011; Persson ve Bojesen, 2015; Sing, 2016; Sorour ve
ark., 2015). RTX toksinleri, transkripsiyon diizeninde sirasiyla rtxC, rtxA, rtxB ve
rtxD genlerini igeren bir operon tarafindan kodlanmaktadir (Johnson ve ark., 2013;
Persson ve Bojesen, 2015; Sing, 2016; Sing ve ark., 2016). RTX familyasina ait olan
MARTX geni (multifunctional autopr°Cessing RTX) ise baz1 yiiksek molekiil agirlikli

toksinlerin aktin proteinine baglanmasmi saglamaktadir (Persson ve Bojesen, 2015;
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Sing ve ark., 2016). Aktinin bagisiklik hiicresinin taninmasi, bagisiklik hiicresinden
sinyal molekiillerinin iiretilerek serbest birakilmasi ve fagositozu saglanmasi gibi

onemli fizyolojik 6zellikleri bildirilmistir (Persson ve Bojesen, 2015).

G. anatissin cam ve plastik gibi ylizeylere baglanabilmesi biyofilm
olusumundaki ilk adim olarak kabul edilmektedir (Sing ve ark., 2016; Vaca ve ark.,
2011). G. anatis i¢in biyofilm olusumu, kronik infeksiyonlarda etkenin iist solunum
yolu ve genital sistemde tutunmasini sagladigi gibi antimikrobiyallere karsi artan
direncle de iliskilendirilmistir (Bager ve ark., 2013; Johnson ve ark., 2013; Persson ve
Bojesen, 2015; Sing, 2016).

Zepeda ve ark. (2009), Gallibacterium cinsine ait 7 farkl referans susunun
hemagliitinasyon aktivitesine sahip oldugunu ilk kez bildirmistir (Persson ve Bojesen,
2015; Sing ve ark., 2016). Hemagliitinasyon aktivitesinin rolii ve onemi heniiz tam
olarak agiklanmamis olmasina ragmen, patojenite de dnemli olabilecegi belirtilmistir

(Persson ve Bojesen, 2015; Zepeda ve ark., 2009).

2.5. Klinik Bulgular

Tavuklarda G. anatis'in @ olusturdugu infeksiyonunun klinik bulgular1
patognomonik degildir. G. anatis infeksiyonunda akut septisemi belirtisi goriilen
yalanc1 veba, kus gribi ve tavuk kolerasina benzer belirtiler goriiliir ve bu durum tani
da karigikliga yol acabilir (Addo ve Mohan, 1985; Bisgaard ve ark., 2009; Bojesen ve
Shivaprasad, 2006; Bojesen ve ark., 2011; El-Adawy ve ark., 2018; Johnson ve ark.,
2013; Persson ve Bojesen, 2015; Sing, 2016). Klinik belirtilerin siddeti, hastaligin
siiresi ve Olim oranmi hayvanlarin bagisiklik sistemine, kiimeslerdeki bakim ve
beslenme sartlarma, alman biyogiivenlik  Onlemlerine gore degiskenlik
gosterebilmektedir (Sing ve ark., 2016). Bununla beraber yiiksek patojeniteye sahip G.
anatis suglarinin mortalite oranmi % 85-90’a kadar ¢ikarabilecegi bildirilmistir

(Bojesen, 2003).

G. anatis infeksiyonu broyler tavuklarda solunum gii¢liigii, burun akintis1 gibi

solunum sistemi bulgusu ile birlikte yliksek mortalite ile seyrederken (Bisgaard, 1977,
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Kristensen ve ark., 2011; Kudirkiene ve ark., 2014), yumurtaci tavuklarda yumurta
veriminde diismeye yol actigi ifade edilmistir (Christensen ve ark., 2003; Jones ve
ark., 2013; Mbuthia ve ark., 2001; Mushin ve ark., 1979; Paudel ve ark., 2014).
Horozlarda ise semen kalitesinde, sperm yogunlugunda, motilitede 6nemli 6lgiide
azalmalarin meydana geldigi rapor edilmistir (Mushin ve ark., 1979; Paudel ve ark.,

2014).

2.6. Nekropsi Bulgulan

Nekropside yumurtaliklarda atrofi ve kanama, ooforitis, folikiillerde
dejenerasyon gibi genital sistemde ciddi lezyonlarm goriildiigii bildirilmistir (Mushin
ve ark., 1980; Paudel ve ark., 2014). Infeksiyona duyarli hayvanlarda septisemi
tablosuna ek olarak akcigerde ©6dem ve hiperemi, hava kesesinde yangi,
hidroperikardium, perikarditis, karacigerde hemoraji, nekroz ve perihepatitis, trake,
kalp ve bobrekte kanamalar, karaciger, bobrek ve dalakta hipertrofiye eslik eden seroz
zarlarda serohemorajik eksudat birikimi, peritonitis ve asites goriilebilecegi
aciklanmistir (Addo ve Mohan, 1985; Bojesen, 2003; Johnson ve ark., 2013; Jones ve
ark., 2013; Neubauer ve ark., 2009; Paudel ve ark., 2014).

2.7. Teshis

Tavuklarda G. anatis infeksiyonunun klinik belirtilerinin  patognomik
olmamasi; yalanci veba, kus gribi ve kolera ile benzer semptomlar olusturmasi teshiste
karigikliga sebep olmaktadir (Bisgaard ve ark., 2009; Bojesen, 2003; Bojesen ve ark.,
2003; Bojesen ve ark., 2011; El-Adawy ve ark., 2018; Johnson ve ark., 2013).

G. anatis teshisi hem fenotipik hem de genotipik yontemler kullanilarak
yapilmaktadir (Bojesen ve ark., 2011). Gallibacterium cinsine ait tiirler (G.
genomospecies 1 ve 2) arasinda heterojenite oldugu i¢in fenotipik karakterizasyona
bagl olarak yapilan tam1 yontemlerinin zor ve zaman alict oldugu belirtilmistir
(Alispahic ve ark., 2011; El-Adawy ve ark., 2018; Sing, 2016). Ancak giiniimiizde
fenotipik karakterizasyonunun 16S rRNA-23S rRNA sekansi ile desteklenmis olmas1

tan1 i¢in 6nem arz etmektedir (Alispahic ve ark., 2011; Bojesen, 2003).
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G. anatis’in tanis1 ve tiplendirmesi i¢in PZR (Polymerase chain reaction), Real-
time PZR, MALDI-TOF MS (Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass  spectrometry), FISH (Fluorescent 16S rRNA in situ hybridization),
LAMP (Loop mediated isothermal amplification), AFLP (Amplified fragment length
polymorphism) gibi birgok genotipik yontem kullanilmistir (Alispahic, 2011; Bojesen
ve ark., 2003; Bojesen ve Shivaprasad, 2006; Cetinkaya ve Ayhan, 2012; Paudel ve
ark., 2013; Sing ve ark., 2016; Stepien-Pysniak ve ark., 2018; ; Yilmaz ve ark., 2014).
Bu yontemler icerisinde daha ¢cok PZR’nin kullanildig1 (Wang ve ark., 2016), 6zellikle
16S rRNA-23S rRNA sekanslar1 kullanilarak molekiiler teshisin spesifik olarak
yapilabilecegi bildirilmistir (Bojesen, 2003; Chaveza ve ark., 2017; Sorour ve ark.,
2015).

Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)’in, Gallibacterium cinsinin tim
genomunun karakterizasyonunu ortaya koyarak alt soylarinin tanimlanmasinda
yardime1 bir molekiiler tekniktir. Bu teknik ile izolatlar arasindaki benzerlik veya
farkliliklarin ortaya konulabilecegi ve salgin durumlarinda kullanilacak en giivenilir
yontemlerden biri olacagi ileri siiriilmiistiir (Bojesen ve ark., 2003; Bojesen ve

Shivaprasad, 2006).

2.8. Sagaltim

G. anatis infeksiyonunda yasanan yumurta verim kayiplari, mortalite ve ciddi
tedavi masraflar1 ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Bager ve ark., 2013; Sing,
2016). G. anatis’in tedavisinde etkili antibiyotik tedavisine ihtiya¢ duyulmaktadir
(Bojesen ve ark., 2011). Giinlimiizde antibiyotik duyarlilig: ile ilgili smirh bilgilere
sahip olunan G. anatis'in teshis edildigi siiriilerde kanath kolerasinda uygulanan
antimikrobiyal temelli tedavi yontemleri denenmis, fakat etkisiz bulunmustur (Jones
ve ark., 2013; Lawal ve ark., 2018). Bu durumun son yillarda Pasteurellaceae
ailesinde artan antimikrobiyal direng ile de agiklanabilecegi bildirilmistir (Bojesen ve
ark., 2011; El-Adawy ve ark., 2018; Sing, 2016). Tavuk orijinli Gallibacterium

izolatlarmin novobiosin, tilosin, klindamisin, spektinomisin, tetrasiklin ve penisilinlere
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kars1 direng gelistirdigi agiklanmistir (Gautier, 2005; Jones ve ark., 2013; Matthes ve
Hanschke, 1977). Ayrica son yillarda [-laktam, aminoglikozid, fenikol ve
sulfanamidlere kars1 G. anatis izolatlarinda degisken oranlarda direng profilleri elde
edilmistir (Jones ve ark., 2013; Sing ve ark., 2016; El-Adawy ve ark., 2018; Lawal ve
ark., 2018).

2.9. Koruma ve Kontrol

Hastalik etkenlerini kanath isletmelerinden uzak tutabilmek i¢in yapilan her
tiirlii uygulama isletme biyogiivenligi ¢atisinda incelenmektedir ve son 10-15 yildir
kanatl isletmelerinde biyogiivenlige verilen 6nem siirekli olarak artmaktadir (Bojesen
ve ark., 2003). Biyogiivenlik hastaliklarin ¢ikisini ve yayilisin1 engelleyerek, saglikli
stiriiler yetistirtirmeyi amaclar ve bu dogrultuda dncelikli hedef, civcivlerin infekte
olmayan, hastalik tasimayan, saglkli siiriilerden alinarak hijyenik sartlara uygun ve
biyogiivenlik Onlemleri alinmis isletmelerde yetistirilmelerini saglamaktir (Akan,
2015; Aydin, 1984; Sungur ve Coven, 2009). G. anatis’in vertikal yolla bulagma
olasilig1 nedeniyle anag¢ siiriilerin bulundugu kiimeslerde biyogiivenlik onlemlerine
daha fazla 6nem verilmesi gerektigi belirtilmistir (Paudel ve ark., 2014). Ozellikle
biyogiivenlik seviyesi diisiik olan kiimeslerde G. anatis pozitifliginin yiiksek oldugu
da yapilan bildirimler arasindadir (Bojesen ve ark. 2003). Bu nedenle G. anatis ile
miicadelenin en etkili yolunun isletmelerde almacak biyogiivenlik 6nlemleri oldugu

bildirilmistir (Persson ve Bojesen, 2015; Sing ve ark., 2016).

Biyogiivenlik uygulamalarinin yani sira G. anatis infeksiyonlarindan korumada
tercih edilecek asilarda fIfA ve GtxA-N gibi iki 6nemli virlilens faktoriiniin bulunmasi
gerektigi ileri siirilmiistiir (Pedersen, 2015). Ancak son yillarda yeni ve potansiyel
olarak genis Olciide koruyucu immiinojenlerin tanimlanmasi i¢in pan-genomik RV
(reverse vaccinology) yaklasiminin da tercih edildigi bildirilmistir (Bager ve ark.,
2014; Hatfaludi ve ark., 2012; Medini ve ark., 2005; Rappuoli, 2001). Pan-genomik
as1 gelistirme calismalart 1990'h yillarm ortalarindan itibaren siirdiriilmekte ve
binlerce farkli organizmaya ait genom projelerinden elde edilen biyoinformatik
sonuglarin as1 teknolojisine entegre edilmesiyle ortaya ¢ikt1g1 bilinmektedir (Ozcengiz,

2012). Bu yaklasim genomdaki belirli dizi motiflerinden yola ¢ikarak, hiicre zari
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proteinleri veya konak yapilarmi taniyan ve onlarla etkilesim icinde olan proteinleri
icermektedir (Ozcengiz, 2012). G. anatis infeksiyonlarin korunmasinda da bu amagla
immiinizasyon 6zelligi olan 71 protein tanimlanmis, ancak kanath endiistrisinde heniiz

uygulama alan1 bulamamistir (Aarestrup, 2005; Bager ve ark., 2014).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec
3.1.1. Bakteri Suslarn

Calismada kullanilan G. anatis F149T (hemolitik olmayan sus, ATCC 43329)
ve 12656-12 susu (hemolitik sus) Prof. Anders Miki Bojesen’den (Kopenhag

Universitesi Veteriner Hastaliklar1 Biyoloji Boliimii) temin edildi.

3.1.2. Tavuk Ornekleri

(Calismada solunum sistemi infeksiyon bulgulari ile birlikte yumurta veriminde
diisiis gbzlenen yumurtaci tavuk isletmelerindeki 12-85 haftalik yas araliginda 6lii 200
adet tavuk toplandi. Ornekler Afyonkarahisar (153 adet), Gaziantep (4 adet) ve
Kiitahya (43 adet) illerinde bulunan toplam 31 yumurtaci tavuk isletmesinden Agustos
2017- Ocak 2018 aylar1 arasinda toplandi. Calismada 6lii tavuklarin trake (200 adet),
kalp (200 adet), karaciger (200 adet), akciger (200 adet), ve dalak (200 adet) 6rnekleri
kullanildi. Orneklerin temin edildigi kiimese ait [kiimes kapasitesi, ilk hafta mortalite
(%), son ii¢ giin 6liim degeri, son hafta mortalite (%), canl agirlik, v.b.] bilgiler kayit
altina alindi. Tez kapsaminda alinan materyallerin kiimes bilgileri tablo 3.1’de verildi.
Bu arastirma Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurulu Bagkanligi'nin (MAKU- HADYEK/ 2017-314) onay1 ile gergeklestirildi.

19



Tablo 3.1. Tavuk orneklerinin toplandig1 kiimesler

Kiimesin 0
Kiimes No Bulundugu Hayvan Hayvanm ayvan Sapn
il Irki Yagi Hayvan Sayis:

| Kiitahya Lohmann 180 giinliik 5
white

5 Afyonkarahisar Lohrrllann 76 haftalik 3
white

3 Afyonkarahisar Lohmann 64-66 haftalik 2
white

4 Afyonkarahisar  Lohmann <0 a1 3
white

s Afyonkarahisar Lohmann 16 haftalik 3
white

6 Afyonkarahisar Siipernick 130 giinliik 19

, Afyonkarahisar Lohmann 60 haftalik 17
white

g Afyonkarahisar Lohrrllann 65 haftalik 4
white

9 Afyonkarahisar Lohmann 55 haftalik 4
white

10 Afyonkarahisar” Lohmann o g 0 12
white

1 Afyonkarahisar ~ Lohmann ., o 0 16
white

1 Afyonkarahisar Lohrrllann 52 haftalik 2
white

3 Afyonkarahisar Lohmann 60 haftalik 6
white

14 Afyonkarahisar Lohmann 85 haftalik 11
white

s Afyonkarahisar Lohrrllann 60 haftalik 6
white

16 Kitahya Lohmann 48-50 haftalik 6
white

17 Kiitahya Lohmann 36 haftalik 4
white

18 Kiitahya Lohmann 70 haftalik 5
white

19 Afyonkarahisar Atak-S 32 haftalik 2

. Kitahya ~— Lohmann (o o 4
white

1 Kiitahya Siipernick 75 haftalik 14
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Tablo 3.1. Tavuk 6rneklerinin toplandigi kiimesler (devami)

22 Afyonkarahisar Stipernick 140 giinliik 5

23 Afyonkarahisar Lohmann 65 haftalik 9
white

24 Afyonkarahisar Lohmann 75 haftalik 7
white

75 Afyonkarahisar Lohmann 35 haftalik 5
white

2% Afyonkarahisar Lohmann 66 haftalik 4
white

27 Afyonkarahisar Lohmann 75 haftalik 3
white

8 Gaziantep Lohmann 57 haftalik 4
white

29 Afyonkarahisar Lohmann 30 haftalik 6
white

30 Afyonkarahisar ~ Nick (;hlck 120 giinliik 5
white

31 Afyonkarahisar Lohmann 36 haftalik 4
white

TOPLAM 200
3.1.3. izolasyonda Kullanilan Besiyerleri
Kanh Agar

Lab-1emco tOZU......c.covvieiieiiiieiee e 10g

NOtralize PeptoN......cccuveeecuieeeiieeieeecie e 10g

NaClOz (Sodyum KIOTit) ...cccvvveeeiieeiiieciieeeiieeiie e 5¢g

AGAT ..t I5¢g

DiStle SU...ueieiiiiieeiie et 1000 ml
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Koyun Kant........occovceeviiiiniininiiiiiiencccceee %5-10

Tim igerik distile suda karistirilarak, besiyeri pH 25°C’de 7,0 + 0,2°e
ayarlandi. 121°C’de 15 dk otoklavda steril edildikten sonra 50°C’ye sogutulan
besiyerine %5-10 koyun kani eklendi. Besiyeri 90 mm ¢apindaki steril petrilere 25-30

ml dagitildi.

MacConkey Agar
Pepton.......eeviiiiiii 20g
LaKtOZ..oooovveeeiie et 10g
Safra tuzlart.......coooeeeeieiiinii 5¢g
NaClO2 (Sodyum KIOT1t) ..c.eevveeriienieiiieiieiei S5¢g
NOrAl T€A.cuvviiiiiieieiiie e 0,075 ml
AGAT... e eeenesiionneeecneereesiionnneseneessnsiinannt sasnnsbioens 12 ¢
DiSte SU....eiiiiiiiieeiie et 1000 ml

Tim icerik distile suda karistirillarak, besiyeri pH 25°C’de 7,0 £ 0,2’e
ayarlandi. 121°C’de 15 dk otoklavda steril edildikten sonra 50°C’ye sogutulan besiyeri
90 mm ¢apindaki steril petrilere 25-30 ml dagitildi.

Brain Heart Infusion Sivi Besiyeri

Beyin Infizyon..........cccooeiiieiiiieiiie e, 12,5¢g
Sigir kalp inflizyon........ccceeveevciieieiie e 5¢g
Proteaz pepton.........ccccvveveiiiiiee e 10 g
GIKOZ. ettt 2g
NaClOz (Sodyum KIOTit) ...cccvvveeeiieeiieeciieeeiieeeee e 5¢g
Na,HPO4 (disodyumfosfat) ........ccceeevveeciienieennninnns 25¢g
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DISTILE SUL et 1000 ml

Tim icerik distile suda karistirilarak, besiyeri pH 25°C’de 7,0 £ 0,2°¢
ayarlandi. otoklavda steril edildikten sonra 50°C’ye sogutulan besiyeri 90 mm

capindaki steril petrilere 25-30 ml dagitildi.

3.1.4. Biyokimyasal Testler

Karbonhidrat Fermentasyon Test Besiyeri

Triptoz veya Proteoz Pepton..........ccoccveeevveenveeenneen. 10 g
NaCl (Sodyum KIOTUr) ...cc.covveieeiiniiniinicecieeeenee S5¢g
DiStIle SU..uuvieiiieiieciie et 1000 ml
Brom Kreozol MorU.......ccooiiiiiiiiiiiiiiiee e 2.5 ml
Karbonhidrat...........cccooiiiiiiiiiii e, %1

Tiim igerik distile suda karistirildi. Besiyerinin pH's1 7.4 + 0.2’e ayarlandiktan
sonra 121°C’de 15 dk otoklavda steril edildi. %1 karbonhidrat igeren steril besiyeri 4-

5 ml miktarda tiiplere taksim edildi.

Ureli Besiyeri

U @ittt ettt ettt et te e e s e e e ennaeaeeans 20g
Monopotasyum fosfat.........ccccveeverieieciieiciieeieeeen 9,1¢g
Disodyum fosfat........cccevveeeviieiiiieeiie e 95¢g
Maya eKStratl.......cccueeeveeeciiriiiecieeee e e 0,1¢g
Fenol KIrmizist.......ccveeeevieeieiiiiiceie e 0,01 g
DiStIle SU...uveiiiiiiieciie it 1000 ml

Tiim icerik distile suda karistirildi. 121°C’de 15 dk otoklavda steril edildi ve

besiyeri 4-5 ml miktarda tiiplere taksim edildi.
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Katalaz Test Ayiraci

Stok % 30’luk H>O; (1 ml) tizerine 9 ml distile su ilave edilerek %3’lik

kullanim ayiraci1 hazirlandi.

Oksidaz Test Ayiraci
Tetramatilfenilendiamin.............ccooceeiiiniinninnnn. 5¢g
DIStle SU...ueeiiiiiiiiiiiicecie e 1000 ml

Tim igerik karistirilarak ayira¢ hazirlandi.

Indol Test Ayiraci (Kovaks')

4-Dimetilaminobenzadehid.............c.ccccoveevnennnnen. 5¢g
HidroKIorikK asit......ccuvvvveviiiviiiiiiiiiieieeeeiiieeeeee e 25 ml
2-Metilblitan-2-0L..........cooovvvvieiiiiiiiiiiieieee s 75 ml

Tim igerik karistirilarak ayira¢ hazirlandi.

ONPG (o-Nitrofenil p-D-galaktopiranozid) Diski

Fosfat tamponlu o-Nitrofenil B-D-galaktopiranozid emdirilmis ticari disk

(OXOID, ingiltere) kullanildi.

24



3.1.5. Molekiiler Tanida Kullanilan Cihazlar

Elektroforez Jel Unitesi

Niikleik asitlerin agaroz jel iizerinde elektrik akimi yardimiyla ayrigmasini

saglamak icin kullanildi (SERVA, BM100, ingiltere).

Elektroforez Gii¢ Kaynag:

Elektroforez jel iinitesinin ihtiyaci olan enerjiyi saglamak i¢in kullanild1 (Teko,

Italya).

Etiv

Izolasyon ve identifikasyon siirecinde bakterilerin inkiibasyonu icin gerekli

ortami1 saglamak i¢in kullanildi (Thermo Scientific, ABD).

Goriintiileme Cihazi

Jelde yiiriitiilen DNA fragmentlerinin goriintiilenmesi i¢cin kullanildi (EDAS
290, Kodak, ABD).

Fotograf Makinesi

Goriintiileme cihazi ile goriintiilenen iirlinlerin bilgisayara aktarilmasi i¢in

kullanildi. (Digital Graphic Printer, Kodak, ABD)

Jel Elektroforez Unitesinin Taraklar

Jel lizerinde 1-2mm kalinlikta, 7ul hacim alan, 16 adet kuyucuk acan 2 adet
tarak (Scie-plas, HU10, Ingiltere)

25



Manyetik Karistirici

Besiyerlerinin sterilizasyon oncesi berrak ve iyi karigmis bir solusyon haline

gelmesi i¢in karistirict (Isolab, Almanya) kullanildi.

Mikrodalga Firin

Agarozun TBE tamponu igerisinde eritilmesi i¢in gerekli istenen siirede 1s1

saglayan mikrodalga firin (Beko, Tiirkiye) kullanildi.

Otoklav

Besiyerlerinin, cam malzemelerin ve ayiraglarin basingli buhar sterilizasyonu

icin otoklav (HIRAY AMA, Japonya) kullanildi.

Pipetler

0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 ul’lik (Thermo Scientific,
Ingiltere) pipetler kullanilda.

PZR Cihan

Genomik DNA’nin istenen bdlgesinin ¢ogaltilmasi i¢in PZR cihazi (Nyx
Technik, A6-00150, ABD) kullanild1.

Santrifiij

Merkez ka¢ kuvveti sayesinde siispansiyon halindeki kati maddelerin

bulundugu s1vidan ayrilmasi i¢in kullanildi (Hermle Labortechnik, Almanya).

Tartim Cihazi

Besiyeri ve agaroz hazirlanirken tartim yapmak i¢in hassas tartim cihazi

(Sartorius, Almanya) kullanildi.
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Termal Blok

Genomik DNA ekstraksiyonu sirasinda uygun 1s1 ve siirenin saglanmasi i¢in

termal blok (TDB-120, Letonya) kullanild1

Vorteks

Koleksiyon tiiplerinin i¢erdigi slispansiyonu karigtirmak i¢in (MS1 Minishaker

IKA, ABD) kullanildi.

3.1.6. Primerler

Tablo 3.2. G. anatis teshisi igin PZR asamasinda kullanilan primerler

Primer adi Primer dizilimi PZR iiriinii
1133F S-TATTCTTTGTTACCARCGG-3" 790bp/1080bp
114 R 5'-GGTTTCCCCATTCGG-3'

3.1.7. Molekiiler Tamida Kullanilan Kimyasal ve Tampon Soliisyonlar

Agaroz

Elektroforez iinitesinde DNA fragmentlerinin yiiriitiilmesi i¢in lineer bir

polimer olan agaroz kullanildi (Sigma-Aldrich Low EEO, 9012-36-6, ABD).

dNTP

Polimerizasyon reaksiyonu i¢in gerekli enerji ve niikleotid kaynagini

olusturmasi i¢in kullanildi (Thermo Scientific, ABD).
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Elektroforez Tamponu

DNA’nin elektroforetik hareketliligi i¢in 10x TBE Buffer kullanildi (Tris-borik
asit-EDTA, BU-120, Jena Bioscience, Almanya).

Genomik DNA Ekstraksyonu i¢cin kullamlan kit

Bakteri kolonisi, doku ve organlardan genomik DNA ekstraksyonu ic¢in hazir
ticari kit kullanildi (Thermo Scientific GeneJet Genomik DNA Purification Kkit,
K0721, Litvanya).

Marker

Elektroforez asamasinda kalip DNA’nm Olglimiinii yapmak i¢cin 100 bp'lik
marker kullanildi (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Scientific, ABD).

MgCl,

Polimerizasyon reaksiyonu i¢in ortamin direnci, pH’st ve enzimatik

reaksiyonlar1 diizenlemesi i¢in kullanildi (Thermo Scientific, ABD)

Taq DNA Polimeraz

Optimal polimerizasyon reaksiyon icin yiiksek 1siya dayanikli bir enzim

kullanild1 (Thermo Scientific, ABD).

10X Taq Buffer

Polimerizasyon reaksiyon enziminin ¢alismasi i¢in gerekli stabil pH sartlarni

saglamasi i¢in kullanild1 (Thermo Scientific, ABD).
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Yiikleme Soliisyonu

DNA 06rnegi ile karistirilarak (6x Loading Dye, NM0410 Thermo Scientific,
ABD) jelde yiirlitme saglamak i¢in kullanildi.

Safe Dye

Jel elektroforez asamasinda jel ile karistirilarak DNA’nin goriintiilenmesi i¢in

kullanild1 (Jena Bioscience, Almanya).
3.2. Yontem
3.2.1. G. anatis’in izolasyon ve Identifikasyonu

Yumurtaci tavuklardan alinmis doku ve organ 6rneklerinin %5 koyun kanli ve
MacConkey agara ekimi yapilarak, 37°C'de aerobik kosullarda 24 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda B-hemolitik, parlak ve S tipli koloniler Gram boyama
yontemiyle boyanarak mikroskopik olarak incelendi. Gram negatif ¢omak seklinde
goriilen bakterilerin identifikasyonu biyokimyasal testler ile yapildi (Bager ve ark.,
2013; Bojesen ve Shivaprasad, 2006). G. anatis izolasyon ve identifikasyonu icin tablo

3.3’deki biyokimyasal testler kullanildi.
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Tablo 3.3. G. anatis'in izolasyon ve identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal

testler

Biyokimyasal testler Reaksiyon

Katalaz +

Oksidaz +

Ureaz -

Indol -

MacConkey agarda iireme D

Stikroz +

Arabinoz -

Laktoz D

Dekstrin D

Sorbitol D

Trehaloz D

Maltoz +

Fruktoz D

Mannitol +

ONPG (B- Galaktosidaz) +

D: degisken, +: pozitif, -: negatif

3.2.2. G. anatis’in Molekiiler Tanis1

G. anatis olarak tanimlanan izolatlar ile doku ve organlardan (akciger, trake,
karaciger, kalp ve dalak) DNA ekstraksiyonu, total genomik DNA ekstraksiyonu ticari
kiti (GeneJet Genomik DNA Purification kit, Thermo Scientific, KO721, Lithuania)
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kullanilarak ve kit talimatlarina uygun sekilde asagida belirtildigi sekilde yapildi.
Ekstraksiyon sonunda elde edilen DNA oOrnekleri amplifikasyon asamasina kadar -
20°C’de sakland1i. DNA ekstraksiyonunun ardindan ¢aligmada yer alan primerler ile

konvansiyonel PZR uygulandi.

3.2.2.1. Bakteri kolonisinden DNA ekstraksiyonu

1. 2x10° bakteri hiicresi olacak sekilde 1-2 adet bakteri kolonisi 200 pl steril distile su
icerisine konularak 5000xg 10 dk santrifiij edildi.

2. Santrifiij sonrasi elde edilen pelet, 180 pl digestion soliisyonu ile siispanse edildi.
Daha sonra 20 pl Proteinaz K eklendi ve vortekslendi. Lizis i¢in 56 C’de 30 dk inkiibe
edildi.

3. 20 ul RNase A eklendi ve vortekslenerek 10 dk oda 1sisinda bekletildi.

4. 200 pl lizis soliisyonu eklendi. Homojen bir karisim elde etmek icin 15 saniye

vorteks yapildi.

5. 400 pul %50’1ik etanol eklendi ve vortekslendi.

6. Hazirlanan lizat, spin column tilipiine aktarildi. 6000 g 1 dk santrifiij edildi.
Koleksiyon tiipii atilarak, 2 ml’lik yeni bir koleksiyon tiipii takild1.

7. 500 pl wash buffer I soliisyonundan eklendi 8000 g 1 dk santrifiij edildi.
Koleksiyon tiipii atilarak, yeni bir koleksiyon tiipii takild.

8. 500 pl wash buffer II soliisyonundan eklendi 12000 g 3 dk santriftij edildi.

Koleksiyon tiipii atilarak, spin column 1,5 ml’lik ependorfa takild.

9. 200 pl elution buffer eklendi ve 2 dk oda 1sisinda inkiibasyonu takiben 8000 g’de 1
dk santrifiij edildi.

10. Spin column atild1 ve 1,5 ml’lik ependorf icerisinde saf DNA elde edildi.
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3.2.2.2. Doku ve organ érneklerinden DNA ekstraksiyonu

1. Her biri 20 mg olacak sekilde akciger, trake, karaciger, kalp ve dalak 6rneklerin her
biri kiiclik parcalara ayrildi ve 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiipii icerisine konuldu.
Uzerine 180 pl digestion soliisyonu eklenerek siispanse edildi. Siispansiyon {izerine 20

ul Proteinaz K eklenerek vortekslendi.

2. Doku siispansiyonu 56°C’de’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Uzerine 20 pl RNase
A eklendi ve vorteklenerek 10 dk oda 1sisinda bekletildi.

3. 200 pl lizis soliisyonu eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

4. 400 pl %50°1ik etanol eklendi ve vortekslendi.

5. Hazirlanan lizat, spin column tiipiine aktarildi. 6000 g 1 dk santrifiij edildi. Alttaki
koleksiyon tiipii atilarak, 2 ml’lik yeni bir koleksiyon tiipii takildi.

6. 500 pl wash buffer I soliisyonundan eklendi ve 8000 g 1 dk santrifiij edildi.
Koleksiyon tiiptii atilarak yeni koleksiyon tiipii takild.

7. 500 pl wash buffer II soliisyonundan eklendi ve 12000 g’de 3 dk santriftij edildi.

Koleksiyon tiipii atilarak, spin columna 1,5 ml’lik ependorf takild.

8. 200 pl elution buffer eklendi ve 2 dk oda 1s1sinda inkiibasyonu takiben 8000 g 1 dk
santrifiij edildi.

9. Spin column atild1 ve 1,5 ml’lik ependorf icerisinde saf DNA elde edildi.

3223 PZR

PZR karigimi her bir 6rnek i¢in 25 pl’lik final hacim olacak sekilde; primer,
MgCl,, dNTP, hedef DNA miktarlar1 ve Ta 1s1 derecesi ve buna gore degisen PCR
ddH»O (bidistile su) miktarlar ile asagidaki gibi hazirlanda.
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YT ST (618 C10 YN 14,8 ul

X10 PCR Buffer........ccoooiiiiiiieie e 2,5ul
MECL (25MM) ..t 3ul
ANTP (10 MM) et 0,5 ul
Primer F (10 pmol) ...oooovieeiiieiie e, 1wl
Primer R (10 pmol) ...oooevvieiiieie e, 1 ul
Taq POlImMeraz.........ccooevviiiinniiiii e 0,2 wl
DNA (25 08\UL) oo 2ul

PZR karisimi 23 pl’lik hacime tamamlanarak hazirlandi. PZR karigimdan
tiiplere 23’er pl dagitildi ve her tiipe 2 pl 6rnek DNA’s1 eklenerek toplam reaksiyon
hacmi 25 pl’ye tamamlandi. Bu karisima gore hazirlanan Ornekler ¢ogaltma igin
onceden programlanan PZR cihazina yerlestirildi. PZR amplifikasyonlari i¢in Carattoli
ve ark. (2005) tarafindan onerilen yontem kullanildi. Orneklerin  hazirlanmasi
sirasindaki hata ve kontaminasyonlar1 belirlemek icin pozitif ve negatif kontrol

kullanild1. Asagida verilen amplifikasyon kosullar1 uygulanda.

94°C 03.00 dk

94°C 01.00 dk (Denatiirasyon Asamasi)

54°C 01.00 dk (Baglanma Asamasi) 30 siklus
72°C 01.00 dk (Uzama Asamasi)

72°C 07.00 dk

+4 o

3.2.2.4. Elektroforez: Amplikasyon sonrasinda olusan iiriinlerin degerlendirilmesi

icin %1,5'luk agaroz jel hazirlandi. Agaroz jel hazirlanirken tampon soliisyon olarak
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0,5 TBE tamponu kullanildi. Agaroz, 50 ml TBE tamponu igerisinde mikrodalga
firinda eritildikten sonra, 5 ul Safe Dye ilave edilerek, yatay jel elektroforez tablasina
dokiildii. Dokiilen agaroz iizerine elektroforez taragi takilarak jelin katilagmasi i¢in 20
dakika beklenildi. Bu siire sonunda taraklar jele zarar vermeden g¢ikartildi Jel
elektroforez tablas1 elektroforez tankina yerlestirildikten sonra, elektroforez tankin
icerisine TBE tampon soliisyonu jelin 1 mm iistiine gelecek kadar ilave edildi. Jeldeki
birinci gbze 5 ul DNA Marker konuldu. Elde edilen amplifikasyon iirlinlerinden 7ul
alinarak, 2pl 6X loading dye ile karistirildi. Bu karisimin hepsi jele yiiklendi. DNA
ornekleri 90 voltta 45 dakika elektroforez igslemine tabi tutuldu (Sambrook ve ark.,

1989).

3.2.2.5. Goriintiilleme: Elektroforez sonrasi agaroz jel UV isinlar1 altinda goriintiileme
cthazinda DNA'lar goriintiilenerek fotograflandi. Hedef DNA'lara ait fotograflar
bilgisayara aktarildi.

34



4. BULGULAR

4.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgulan

Bu calismada incelenen toplam 200 adet tavuktan alman doku ve organ
materyalinden (trake, kalp, karaciger, akciger ve dalak) 20 (%10) adet B-hemolitik,
parlak ve S tipli Gallibacterium spp. kolonisi izole edildi. izole edilen bakterinin kanli

agar gOriiniimii sekil 4.1'de verildi.

Materyallerin alindig1 illere gore Afyonkarahisar'da 8 (%25,80) kiimesten
izolasyon yapilirken, Gaziantep ve Kiitahya'da bulunan kiimeslerden izolasyon
yapilamadi. Gallibacterium spp. 10 (%5) adet akciger, 1 (%0,5) adet kalp, 2 (%1) adet
karaciger ve 7 (%3,5) adet trakeden izole edildi, incelenen dalak Orneklerinden

izolasyon yapilamadi (Tablo 4.1).

Toplam 20 adet Gallibacterium spp. izolatinin tiimii katalaz pozitif iken, oksidaz
testinde 9 (%45) izolat pozitif sonu¢ verdi. Karbonhidrat fermentasyon testleri (siikroz,
arabinoz, laktoz, dekstrin, sorbitol, trehaloz, mannitol, maltoz ve fruktoz) uygulanan
siipheli kolonilerin tiimiiniin siikrozu fermente ettigi belirlendi. Izole edilen 20
Gallibacterium spp.'nin 17 (%85)'si maltozu, 3 (%15)"i laktozu, 11(%55)'1 arabinozu,
10 (%50)'u fruktozu, 9 (%45)'u mannitol, dekstrin ve sorbitolu, 4 (9%20)'i trehalozu
fermente etti (Sekil 4.2). Tiim izolatlara uygulanan iire ve indol testlerinde 10 (%50)
adet izolatinin negatif oldugu saptandi. ONPG testinde ise 12 (%60) adet izolat pozitif
sonug verdi (Tablo 4.2). Biyokimyasal test sonuglarmna gore toplam 20 izolatn G.
anatis oldugu belirlendi. Calismada 200 adet tavuk 6rneginde G. anatis izolasyonu
sirasinda 10 (%5) E. coli izole edildi. E. coli'lerin 6 (%60)'s1 akciger, 3 (%30)"i trake
ve 1 (%10)'inin kalpten izole edildigi belirlendi.

Orneklerin temin edildigi kiimes sahiplerinden alman bilgilere gore kiimes
kapasitelerinin 10.000-45.000 arasinda oldugu ve tavuklarin canli agirliklar: 1,5-1,6 kg
arasinda degistigi Ogrenildi. Hayvanlarm ilk hafta mortalitesi %0,4-%1, son hafta
mortalitesi %0,4-%0,7 ve son {i¢ giinliikk 6liim degerlerinin 9-20 tavuk oldugu tespit
edildi. Kiimeslerde bulunan altlik kalitesinin iyi, fan ve pencere araciligi ile yapilan

havanlandirmanin bazi kiimeslerde kotii oldugu belirlendi.
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Sekil 4.1. Kanl1 agarda - hemolitik G. anatis kolonisinin goriintiisii

Tablo 4.1. Izolasyon ve identifikasyon sonuglarinin organlara goére dagilimi

Kiimes No  Akciger Dalak Kalp Karaciger Trake
6 6 (%3) - 1(%0,5) 1(%0,5) 1(%0,5)
7 1 (%0,33) - - - 1(%0,5)
10 - - - - 2(%]1)
11 - - - - 1(%0,5)
14 - - - 1(%0,5) 1(%0,5)
23 2(%]1) - - - -
24 1(%0,5) - - - -
31 - - - - 1(%0,5)
Toplam 10(%5) - 1(%0,5) 2(%]1) 7(%3,5)

Sekil 4.2. Karbonhidrat fermentasyon test sonuglari

36



LE

0¢

61

81

L1

91

ST

14!

€l

4!

1T
01

A Ut AW IN -

izolat no

Katalaz

Oksidaz

MacConkey
agarda
iireme

Siikroz

Arabinoz

Laktoz

Dekstrin

Sorbitol

Trehaloz

Maltoz

Fruktoz

Mannitol

Ure

indol

ONPG

LIe[dNUOS }$9} [eseAwnyoA1q ury, dds wnria1opqpo 7' ojqel,



4.2. PZR Bulgulan

Yumurtaci tavuk isletmelerinden izole edilen 20 G. anatis izolat1 ile pozitif
kontrol suslarmin 16S-23S rRNA bolgesinin amplifikasyonu sonucunda tiim

izolatlarda 790-1080 bp’lik spesifik bantlar gozlendi (Sekil 4.3, 4.4, 4.5).

Sekil 4.3. Pozitif kontrol suslarinin PZR goriintiisii. [(M=100bp marker;
1= pozitif kontrol susu (F149T); 2= pozitif kontrol susu (12656-12 susu)]

Sekil 4.4. Izole ve identifiye edilen G. anatis suslarmm PZR goriintiisii.
(M=100bp marker; 1-5=pozitif izolatlar; 6=pozitif kontrol; 7=negatif
kontrol)

Sekil 4.5. izole ve identifiye edilen G. anatis suslarinin PZR gériintiisii.
(M=100bp marker; 8-19= pozitif; 20= pozitif kontrol; 21= negatif kontrol)
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200 tavuktan alinan akciger, trake, karaciger, kalp ve dalak orneklerinden
ekstrakte edilen DNA ornekleriyle yapilan PZR sonucunda 11 (%2,2) G. anatis tespit
edildi, sonuglar tablo 4.3 ve sekil 4.6'da verildi. G. anatis tespit edilen 5(%2,5)
akciger, 4(%?2) trake ve 2(%1) karaciger orneklerinin hepsinden ayni zamanda G.

anatis izole ve identifiye edildi.

Tablo 4.3. Direk dokudan izole edilen DNA'lar ile yapilan PZR sonuglarinin
organlara gore dagilimi

Kiimes No Akciger Dalak Kalp Karaciger Trake
6 2 (%1) - - 1(%0,5) 1(%0,5)
7 1 (9%0,5) - - - 1(%0,5)
10 - - - - -
11 - - - - 1(%0,5)
14 - - - 1(%0,5) 1(%0,5)
23 2(%1) - - - -
24 1(%0,5) - - - -
31 - - - - -
Toplam 5(%2,5) - - 2(%1) 4(%2)

345 67 YU

M 1617 18192021 2223 242526 21 2829 P

Sekil 4.6. Organ Orneklerinden izole edilen DNA'lar ile yapilan PZR sonucu.
(M=100bp marker; 5 (trake), 7 (akciger), 8 (akciger), 9 (trake), 16 (trake) ve
19 (karaciger), 29 =negatif kontrol; P =pozitif kontrol)
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5. TARTISMA

G. anatis son yillarda diinyanin bir¢ok iilkesinde broyler ve yumurtaci
tavuklarda salpingitis ve peritonitis tablolarindan izole edilen ve yumurta veriminin
diismesine sebep olarak ekonomik kayiplara yol acan infeksiyoz bir ajandir (Bojesen

ve ark., 2003; Elbestawy ve ark., 2018).

G. anatis birgok Avrupa, Afrika, Asya iilkelerinde goriildiigii gibi, Cin,
Hindistan, Japonya ve Kuzey-Giliney Amerika'da da bildirilmistir (Singh et al., 2016).
G. anatis infeksiyonu bugiine kadar iilkemizde bildirilmemistir. Ilk kez bu ¢alisma ile
yumurtact tavuklarda %10 oraninda saptanmistir. G. anatis'in bugiine kadar
saptanmamasina, infeksiyonun tavuk koleras1 basta olmak iizere bir¢cok solunum
sistemi infeksiyonuna benzer bulgular gostermesi ve bakterinin taksonomideki yerinin

2003 yilina kadar tam olarak belirlenmemis olmasinin neden oldugu diistiniildii.

Gallibacterium cinsine ait tiirler (G. genomospecies 1 ve 2) arasinda
heterojenite oldugu i¢in fenotipik karakterizasyonunun zor ve zaman alici oldugu
bildirilmistir (Alispahic ve ark., 2011; El-Adawy ve ark., 2018; Sing, 2016). Bu
calismada da solunum sistemi infeksiyon bulgulari ile birlikte yumurta veriminde
diislis gozlenen yumurtaci tavuklardan aliman doku ve organlarda G. anatis varhigi
arastirild1 ve teshis i¢in 6zellikle hemoliz ve karbonhidrat fermentasyonunu temel alan
konvansiyonel (Christensen ve ark., 2003) ve 16S-23S rRNA sekansmin tespitine
dayanan molekiiler yontemler tercih edildi (Bojesen ve ark., 2007) Caligmada
incelenen 200 tavuktan alinan akciger, dalak, kalp, karaciger ve trake orneklerinden
%10 oraninda G. anatis izole ve identifiye edildi. Izolasyon oran1 materyal bazinda
degerlendirildiginde akcigerde %35, trakede ise %3,5 oraninda Gzellikle solunum
sistemi organlarinda tespit edildi ve bu durumun diger ¢alismalarla uyum gosterdigi
belirlendi (Bisgaard, 1977; Bojesen ve ark., 2003; Mushin ve ark., 1979). Bojesen ve
ark. (2003), infekte siirilerde yapmis oldugu c¢aligmada trake ve kloakal sivap
ornekleri toplamis ve G. anatis'i yiiksek oranda trakeden izole etmistir. Elbestawy ve
ark. (2018), ooforitis, trakeitis, salpingitis ve peritonitis tespit ettikleri yumurtaci
tavuklardan aldiklar1 trake, ovaryum ve ovidukt sivaplarindan 6 (%19,6) adet G.
anatis izole ve identifiye etmistir. Huangfu ve ark. (2012) Cin'de yaptiklar1 caligmada

trake, ovaryum ve ovidukt Ornekleri toplamis ve 33 (%18,2) adet G. anatis
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saptamiglardir. Meksika’da yapilan bir baska ¢alismada ise yumurtact kiimeslerden
toplanan 600 6rnegin %30'unda trakeden, %30'unda ise yumurta folikiillerinden G.
anatis izole ve identifiye edildigi bildirilmistir (Chaveza ve ark., 2017). Iran'da
salpingitis bulgusu olan yumurtaci tavuklarda G. anatis tespit edilmistir (Ataei ve
ark., 2017). Meksika ve Iran'da iilkemizde oldugu gibi ilk kez G. anatis bildirimi
yapilmistir (Ataei ve ark., 2017; Chaveza ve ark., 2017). Afyonkarahisar, Gaziantep
ve Kiitahya olmak ftizere ii¢ farkli ilde bulunan 31 adet kiimesten yalnizca
Afyonkarahisar'da 8 (%25,80) kiimeste pozitiflik saptandi. Calismada izolasyonun
Afyonkarahisar'daki 6rneklerden yapilmasinda; diger illere oranla yumurtaci tavuk
popiilasyonunun 6zellikle bu ilde yogunlagsmasmin ve ayrica drneklemenin 6zellikle

bu ilden yapilmasinin neden olabilecegi diisiiniildii (Yumbir, 2018).

Molekiiler teshis yontemleri spesifik, duyarli, giivenilir, hizli ve kolay olmalar1
nedeniyle son yillarda tan1 ve tiplendirme amaciyla yaygin olarak kullanilmaya
baslamistir (Ataei ve ark., 2017; Bojesen ve ark., 2007) Bu calismada da izole ve
identifiye edilen G. anatis'in dogrulanmasinin yani sira izolasyonda negatif olarak
belirlenen organ ve doku Orneklerinin incelenmesi i¢in bir¢cok arastirmaci gibi
(Bojesen ve ark., 2010; Bisgaard ve ark., 2009; Christensen ve ark., 2003) PZR tercih
edildi. G. anatis'in molekiiler dogrulamas: i¢in literatiirde daha 6nce de kullanilmig ve
G. anatis-spesifik oldugu bilinen 16S rRNA-23S rRNA primerleri kullanild1 (Bojesen
ve ark., 2007). Bu primerler tanida karigiklikliga sebep olan Pasteurellaceae ailesinde
bulunan diger tiirler ile ayrimimda 6zellikle tercih edilmektedir (Christensen ve ark.,
2003). Yapilan konvansiyonel PZR sonucunda 20 (%10) G. anatis izolat1 790bp ve
1080bp'de bant vererek dogrulanmis oldu. Direkt organ ve doku materyaline yapilan
PZR sonucunda ise 11(%2,2) G. anatis spesifik bant elde edildi. G. anatis oldugu
PZR ile tespit edilen 5 (%2,5) akciger, 2 (%]1) kalp ve 4 (%2) trake 6rneginden ayni
zamanda etkenin de izole edilmis olmasi benzer caligma yapan arastirmacilarin
sonuglari ile paralellik gosterdi (Ataei ve ark., 2017; Chavez ve ark., 2017; Elbestawy
ve ark., 2018; Sorour ve ark., 2015).

Kiimes sahiplerinden alinan bilgilere gore G. anatis izole ve identifiye edilen
kiimelerde havalandirma problemi yasanmasi 6zellikle hayvanlar {izerinde ciddi stres
faktorii olarak degerlendirildi. G. anatis'in solunum yollarinin normal mikroflorasinda

bulunmasi, ancak hayvanlarin maruz kaldig stres, bagisiklik sisteminin zayiflamasi,
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kiimeslerdeki bakim ve beslenme sartlarinin olumsuz yonde degisiklik gostermesi ile
etkenin firsat¢1 rolii iistlendigi ve hayvanlarda solunum sistemi infeksiyonlarmin
gelismesine sebep oldugu acgiklanmistir (Bojesen ve ark., 2003). Bu da ¢alismada da
izolasyonlarin 6ncelikle akciger (%5) ve trake (%7,5)’den yapilmis olmasi bu sonucu

desteklemektedir.

G. anatis'n hayvanlarda hem primer hem de sekonder infeksiyon etkeni
olabilecegi, 6zellikle G. anatis infeksiyonlarma E. colimin eslik ettigi ve ozellikle
salpingitis ve peritonitis tablolarinda bu iki etkeni birbirinden ayirmanin kolay
olmadig ileri siiriilmiistiir (Bisgaard, 1977; Gerklach, 1977; Mirle ve ark., 1991). Bu
calismada 200 adet tavuk 6rneginde G. anatis izolasyonu sirasinda 10 (%5) E. coli
izole edildi. E. coli'ler daha onceki ¢aligmalar1 da destekleyecek sekilde 6(%60)'s1
akciger, 3(%30)'l trakeden olmak iizere solunum sistemi organlarinda tespit edildi

(Carlson ve Whenham, 1968; Gross, 1961; Neubauer ve ark., 2009).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma ile Tiirkiye'de ilk kez G. anatis yumurtaci tavuklarda hem

konvansiyonel hem de molekiiler teshis yontemleri kullanilarak saptandi.

1. Solunum sistemi problemi yasayan kanath siiriilerinde G. anatis'in

yetistiricilik agisindan 6nemli bir problem oldugu,

2. G. anatis'im laboratuvar teshisi yapilirken etkenin heterojenitesinden dolay1
fenotipik identifikasyon metotlarinin mutlaka molekiiler yontemlerle desteklenmesi

gerektigi,

3. G. anatis infeksiyonlarinm isletmelerdeki yonetimsel hatalar oncelikli olmak
lizere birgcok stres faktOriine bagl olarak gelismesi nedeni ile yatkinlik olusturacak

problemlerin ortadan kaldirilmasinin gerekli oldugu,

4. Yumurtaci tavuklarda verim kayiplari olustugunda G. anatis'in de primer
hastalikk etkeni olabilecegi konusunda hem kanatli klinisyenleri hem de

mikrobiyologlarin bilgilendirilmesinin uygun olacagi,

S. Tirkiye'de G. anatis kaynakli yasanan kayiplarin azaltilmas1 ve tavukculuk
sektoriinde verimliligin arttirilmasi i¢in; diger Gallibacterium tiirlerin de ortaya
konulmasina, infeksiyonun farkli yas ve yetistirme tiplerinde de arastirilmasina,
gelecekte yapilacak asilar i¢in etkenin Ozelliklerinin ortaya konulmasina ve halk
saghigl agisindan da bulagsma kaynaklarin belirlenmesine yonelik ilave caligmalara

ihtiya¢ duyuldugu kanisina varildi.
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