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ONSOZ

Sigir yetistiriciliginde solunum sistemi enfeksiyonlar1 tiim diinyada oldugu gibi
Tiirkiye’de de &nemli problemler arasmndadir. Ozellikle isletmef/iiretici acisindan is
giicii ve verim kaybinin yaninda, 6liimler ve sagaltim masraflar1 nedeniyle biiyiik

ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Enfeksiyoz etkenlere bagli pnomoniler, etiyolojik olarak kompleks bir yapiya
sahiptir. Sigirlarda solunum sistemi hastaliklarinda onemli bir yere sahip olan
Pasteurella multocida, iist solunum yolu mukoz membranlarinda fakiiltatif patojen

olarak bulunur ve viicut direncinin kirildig: durumlarda enfeksiyon olusturur.

Sigir pastorellozu, diinyani birg¢ok iilkesinde goriilmekle birlikte ¢ok genis bir
konakgr ¢esitliligine sahiptir. P. multocida sigirlarin solunum sistemi hastaliklarindan
yaygin olarak izole edilmektedir. Pastorellozis, sigir ve mandalarda akut, subakut ve
kronik formda seyreder. Akut seyreden olgularda, kisa siire i¢inde Gliimler gbzlenir.
Enfeksiyon siit ve besi sigirlarinda pléropnomoni ve bronkopnémoniye neden olur.
Cesitli stres kosullar1 ve nakliye atesi (shipping fever) hastaligin olusmasinda

hazirlayici faktorlerdendir.
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1. GIRIS

Pastorelloz, Pasteurella cinsi bakteriler tarafindan meydana getirilen enfeksiyonlar
icin kullanilmaktadir. Hayvanlarin {ist solunum yolu mukoz membranlarinda
fakiiltatif patojen olarak bulunan  Pasteurella spp., viicut direncinin kirildigi

durumlarda enfeksiyon olusturmaktadir (Aydmn, 2006).

Pasteurellalar, Eubacteria alemi, Proteobacteria subesi, Gammaproteobacteria
smifi, Pasteurellales takimi, Pasteurellaceae ailesi ve Pasteurella cinsi igerisinde yer
alirlar. Pasteurella tiirleri bir ¢ok hastalik olgusunda primer veya sekonder etken
olarak bulunur. Genis bir konak¢1 gesitliligine sahip olan Pasteurella multocida’nn,
sigirlarda akut ve subakut seyreden, atesli, enfeksiyoz karakterde pnomoni, hemorajik
septisemi, meningoensefalitis ve mastitis, koyunlarda pnOmoni ve mastitis,
domuzlarda atrofik rinitis ve pndmoni, kanatlilarda tavuk kolerasi, laboratuar
hayvanlarinda ise rinitis ve solunum sistemi enfeksiyonlarima sebep oldugu
bildirilmektedir (Christensen ve ark., 2005; Christensen ve Bisgaard, 2006; OIE,
2008).

Sigir yetistiriciligini olumsuz yonde etkileyen faktorlerden biri olan enfeksiy6z
etkenlere baglh pnomoniler, yiiksek ates, istahsizlik, ser6z burun akintisi, nabiz ve
solunum artis1 ile karakterizedir. Pndmonilerin ortaya ¢ikisinda g¢evresel faktorler
(tasima, kalabalik ahirlarda barmdirma ve iklim degisiklikleri gibi stres faktorleri),
viral etkenler (Parainfluenza-3, Bovine Respiratory Syncytial Virus, Bovine
Herpesvirus-1, Bovine Viral Diarrhea Virus), bakteriyel etkenler (Mannheimia
haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus somni, Bordotella bronchiseptica,
Mycoplasma spp., Escherichia coli, Chlamidia spp., Streptococcus spp.,
Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. ve Acinetobacter spp.), mikotik etkenler
ve parazit tiirleri rol oynadigindan etiyolojik olarak kompleks bir yapiya sahiptir. Bu
nedenle hastalik daha siddetli ve 6liimciil seyredebilmektedir (Yates, 1982; De Alvis,
1999; Fulton, 2009; Hick ve ark., 2012; Portis ve ark., 2012).


http://www.uniprot.org/taxonomy/1224
http://www.uniprot.org/taxonomy/1236
http://www.uniprot.org/taxonomy/135625
http://www.uniprot.org/taxonomy/745
http://www.uniprot.org/taxonomy/745

1.1. Pasteurella multocida Enfeksiyonlarimin Tanimi ve Tarihgesi

Pasteurella cins ismi, tavuk kolerasi iizerindeki calismalarindan dolayr Louis
Pasteur’e atfen verilmistir. Pasteur, tekrar eden pasajlar ile etkenin attenuasyonunu
gerceklestirerek kanatlilarda hastaliga karst immun yanit olusmasini saglamistir

(Mutter ve ark., 1989; Kubatzky, 2012).

Pasteurella multocida sigirlarin solunum sistemi hastaliklarinda yaygin olarak
izole edilmektedir. Enfeksiyon siit ve besi sigirlarinda ploropnomoni ve
bronkopndmoniye neden olur. Cesitli stres kosullar1 ve nakliye atesi (shipping fever)
hastaligin  olusmasinda hazirlayict  faktorlerdendir. Pnomonik pastorellozis
vakalarinda yaygin olarak serogrup A izole edildigi bildirilmistir (Dabo ve ark., 2007;
Boyce ve ark., 2010; Okay ve ark., 2012). P. multocida, sigirlarda solunum yolu
enfeksiyonlar1 yaninda hemorajik septisemi etkenidir. Hemorajik septisemi, sigir ve
mandalarda septisemik pasteurellozisin 6nemli bir formudur. Hastalik, ilk kez
1880°de Malezya’da tespit edilmistir (FAO, 1991). Asya’da P. multocida serotip B:2
ve Afrika’da P. multocida serotip E:2 epizootik enfeksiyonlar tarzinda goriilmektedir.
Yabani hayvanlarda baskin olan serotip ise B:2 ve B:5’tir. Hastaligin perakut seyri ve
ani oliimler nedeniyle tedavi genellikle siirhidir (De Alwis, 1999; OIE, 2008).

Domuzlarda ekonomik oOnemi olan atrofik rinitis ve bronkopnomoni
enfeksiyonlar1 goriilmektedir. Atrofik rinitis domuzlarda, gelisim geriligi ve konka
atrofisi ile karakterize agir bir enfeksiyona neden olur (Lax ve Chanter, 1990). Tavuk
kolerasi, diinyada ciddi ekonomik kayiplara yol agan evcil ve yabani kanathilarin
perakut, akut, septisemik ve kronik olarak seyreden yiiksek mobidite ve mortalite ile
karakterize bir enfeksiyondur. Perakut veya akut vakalarda, kemoterapi sinirhidir. Bu
nedenle rezervuar olanlarin elimine edilmesi 6nemlidir (Christensen ve Bisgaard,
2000; Aydmn, 2002). Enfeksiyon insanlarda ise nadiren goriiliir. Insanlardaki
pastorellozis vakalarinin daha ¢ok karnivorlar tarafindan, isirilma veya tirmalanma
sonucu ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Hubbert ve Rosen, 1970; Liu ve ark., 2003;
Christensen ve ark., 2005; Collins ve ark., 2012; Khan ve ark., 2012).



P. multocida ilk olarak 1883 yilinda Burrill tarafindan “Micrococcus
gallicidus ”, 1887’de Trevisan tarafindan “Pasteurella cholerae-gallinarum”, 1889’da
Lehmann and Neumann tarafindan "Bacterium multocidum”, 1893’de Kitt tarafindan
“Bacterium bipolare multocidum” ve 1939°da Rosenbusch ve Merchant tarafindan
P. multocida olarak isimlendirilmistir. Newsom ve Cross 1932’de, sigir ve
koyunlarda M. haemolytica’yi izole etmistir. Daha sonra Pasteurella pneumotropica,
Pasteurella gallinarum, Pasteurella urea ve Pasteurella aerogenes fenotipik
Ozelliklerine gore tamimlanmistir (Rosenbusch ve Merchant, 1939; Sneath, 1982;
Multters ve ark., 1985).

Serotiplendirme, teshis agisindan izolatlarin gruplandirilmas: ve hastaliklarin
siniflandirilmasinda kullanilmaktadir. P. multocida’nin serotiplendirilmesinde farklh
metotlar gelistirilmis ve serotiplendirme ilk defa Cornelius tarafindan 1929 yilinda
yapilmistir. Roberts, 1947°de P. multocida serotiplerini pasif fare koruma testine gore
I, 11, 111, 1V olarak bildirmis ve Hudson, 1954’te serotip V’i eklemistir (De Alwis,
1999).

Carter 1952°de presipitasyon ve 1955’te indirekt hemagliitinasyon (IHA) testi
ile P. multocida serogruplarin1 A, B, C ve D olarak belirlemistir (Carter, 1952; Carter,
1955). Carter (1961), Afrika’daki hemorajik septisemi vakalarinda izole edilen
P. multocida tiirlerinin serogrup B’den farkli oldugunu bildirmis ve gruplandirmaya
E’yi dahil etmistir. Serogrup C ise gruplandirmadan bir siire sonra c¢ikarilmistir
(Carter, 1963). Rimler ve Rhoades (1987), hindilerden elde ettigi yeni serogrubu F

olarak gruplandirmaya eklemistir.

Namioka ve Murata (1961a) P. multocida suslarinin kapsiiler antijenlerine gore
gruplandirilmasinda Lam Aglutinasyon Testini kullanmistir. Namioka ve Murata
(1961b,1961c,1964), Namioka ve Bruner (1963) tavsan hiperimmun serumu
kullanarak aglutinasyon testi ile 11 somatik tipi belirlemistir. Hedloston ve ark.
(1972), Agar Jel Presipitasyon testi ile 16 farkli somatik tipi saptamustir. Test i¢in

bakteri kiiltiirii 100°C’de 1 saat kaynatilmig ve kullanilacak antiserum ise tavuklardan



elde edilmistir. P. multocida’nin siniflandirmasinda kullanilan serolojik testler Tablo
1.1°de gosterilmektedir (De Alwis, 1999).

Tablo 1.1 Pasteurella multocida’nin serolojik smiflandirmasi (De Alwis, 1999)

Yazar Test Identifiye Edilen
Tipler
Cornelius (1929) Aglutinasyon absorbsiyon test Grup LILII, 1V
Yusef (1935) Presipitasyon test Grup LILII, 1V
Rosenbach ve Merchant (1939) Aglutinasyon fermantasyon Grup LILHI
Little ve Lyon (1943) Lam Aglutinasyon Tip1,2,3
Roberts (1947) Pasif Fare Koruma Testi Tip 1,2,3,4

Kapsiiler Tiplendirme

Carter (1955) Indirekt Hemaglutinasyon (IHA) A,B,C,D
Carter (1961) IHA E
Namioka ve Murata (1961a) Lam Aglutinasyon AB,D,E
Rimler ve Rhoades IHA F

Somatik Tiplendirme

Namioka ve Murata (1961b;1961c; Aglutinasyon 1-11
1964), Namioka ve Bruner (1963)
Heddleston ve ark. (1972) Agar Jel Presipitasyon 1-16

Brogden ve Parker (1979), Namioka tarafindan siniflandirilan serotipler ile
Hedleston tarafindan smiflandirilan serotipleri karsilastirmis ve aralarinda bir
korelasyonun bulanmadigini bildirmistir. Hemorajik septisemi, Hedleston’da serotip
2 ve Carter’da kapsiiler serogrup B ve E olarak gruplandirilmistir. En yaygin
kullanilan sistem Carter kapsiiler tip ile Hedleston somatik tip’in bir arada
yazilmasidir. 11k yazilan harf ile Carter kapsiiler tip, rakam ile Hedleston somatik tip
ifade edilir. Buna gore hemorajik septisemi Asya’da P. multocida serotip B:2 ve
Afrika’da P. multocida serotip E:2 olarak bildirilmistir (De Alvis, 1999;
Shivachandra ve ark., 2011).



1.2. Etiyoloji

Pasteurellaceae familyasinda 15 cins bulunur. Bunlar, Actinobacillus spp.,
Aggregatibacter spp., Avibacterium spp., Basfia spp., Bibersteinia spp.,
Chelonobacter spp., Gallibacterium spp., Haemophilus spp., Histophilus spp.,
Lonepinella spp., Mannheimia spp., Nicoletella spp., Pasteurella spp.,
Phocoenobacter spp. ve Volucribacter spp.’dir (Garrity ve ark., 2004; Anonim,
2012a; Anonim, 2012b).

Pasteurella cinsi igerisinde baslica hastalik etkenleri, Pasteurella aerogenes,
Pasteurella bettyae, Pasteurella caballi, Pasteurella canis, Pasteurella dagmatis,
Pasteurella langaaensis, Pasteurella lymphangitidis, Pasteurella mairii, Pasteurella
multocida, Pasteurella pneumotropica, Pasteurella skyensis, Pasteurella stomatis ve
Pasteurella testudinis’dir. P. multocida alt tiir olarak P. multocida subsp. multocida,
P. multocida subsp. gallicida ve P. multocida subsp. septica’y igerir (Garrity ve ark.,
2004; Anonim, 2012a; Anonim, 2012b).

P. multocida 0,2-0,4 um eninde ve 0,5-1,5 um uzunlugunda kokoid, oval, kisa
kiigiik ¢omakcik ve nadiren de flament tarzindadir. Gram negatif olan Pasteurella
tiirleri en iyi metilen mavisi, toluidin mavisi ve May-grunwald Giemsa ile boyanirlar.
Infekte dokular ve kandan yapilan preparatlarda tipik bipolar gériiniirler. Sporsuz,
hareketsiz ve kapsiilliidiirler. Ozellikle, A ve D tiplerinde kapsiil ¢ok belirgindir.
Fosfataz, katalaz ve oksidaz reaksiyonlar1 pozitiftir. Ekzotoksinleri ¢ok az patojeniktir
ve endotoksinleri vardir. P. multocida; glukoz, sakkaroz, leviiloz, galaktoz, sorbitol,
fruktoz, mannoz ve ksilozu gaz yapmadan fermente eder. Laktoz, maltoz, arabinoz ve
dulsite olan etkileri degisiktir. Ramnoz, salisin, dekstrin ve inuline etkisi yoktur.
Nitratlar nitritlere rediikte eder. H,S, negatif veya nadiren hafif oranda olusur. indol
pozitiftir. § - galaktosidaz, Metil Red (MR) ve Voges Proskauer (\VVP) negatiftir. Mac
Conkey agarda iireme olmaz. Ureaz negatif olup jelatini eritmez. Lisin ve arjinin
dekarboksilaz negatiftir. P. multocida, aerob veya fakiiltatif anaerob olup en iyi 37

°C’de, 24-48 saatte ve pH 7,2 - 7,8°de iireme gosterir. Kat1 besiyerlerinde yuvarlak,


http://www.bacterio.cict.fr/b/basfia.html

parlak, diizgiin ve 1 mm ¢apinda grimsi koloniler meydana getirir. Zamanla koloni
ortalar1 koyu bir renk alir. Kanli agarda hemoliz goriilmez. Pasteurella spp.’nin
biyokimyasal 6zellikleri Tablo 1.2°de gosterilmektedir (Sneath ve Stevens, 1990;
Garrity ve ark., 2004; Quinn ve ark., 2004; Aydin, 2006; Anonim, 2012a; Anonim,
2012b).

Tablo 1.2 Pasteurella spp.’nin biyokimyasal 6zellikleri (Quinn ve ark., 2004)

2 I
k=] (&S]
n g E= g‘
. . 1} I} » c =] 4 %)
Biyokimyasal -2 S ° _ = g = = ® 2 2
<] =2 © = » IS © s = S 2 < 5
Testler = = g =B c > =X g = 3 T g =
) < < 3 S < c < = 4
E & 8 c - 2 = = S ZR
[l o o [al [al [al [al [al [l [l [l [l [
Katalaz + + d - + + - + + + - + +
Oksidaz + d - - + + +,z - d + +,7 + +
Hemoliz (Kanli - - - - - - - - d - - - +
Agar)
Indol + - - - dz + - - - + +  +z o+
Nitrat + + + + + + + - + + - + +
Ureaz - + - - - + - + + + } } )
Mac Conkey - + d - - - - d d d - - d
Agarda Ureme
Glukoz + + + + + + + + + d + + +
(Hugh Leifson)
Ornitin + d - d + - - _ + + + _ }

dekarboksilaz

+; Pozitif,

-; Negatif

d; Degisken

z; Zayif reaksiyon


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stevens%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2223608

Kat1 besiyeri tizerinde P. multocida baslica dort tip koloni formu olusturur
(Garrity ve ark., 2004; Quinn ve ark., 2004; Aydin, 2006). Mukoid (M) koloni formu,
portor hayvanlardan veya kronik olgulardan izole edilir. Sivi besiyerinde bulaniklik
olustururlar. Kapsiiler serogrup A kat1 besiyerlerinde olduk¢a biiyiik, genis, diizenli,
nemli, yapiskan, yuvarlak ve konveks yapida goriiliir. Smooth (S) koloni formu akut
olgulardan izole edilir ve Kkati besiyerlerinde diizgiin, yuvarlak ve kiicik parlak
koloniler seklinde goriiliir. Iridesans (1) koloni formu akut olgulardan izole edilirken
kat1 besiyerlerinde yuvarlak ve kiigiik koloniler olusturur. Rough (R) koloni formu ise
kapsiilsiiz olup fare ve tavsanlar i¢in ¢ok zayif patojeniteye sahiptir veya avirulantir.
P. multocida kolonileri dissosiasyona meyilli olup, M, S, I, R seklinde bir degisime
ugrar. Yapilan seri pasajlar sonucu M karakterindeki bir sus R karakteri kazanabilir

(Carter, 1962; Bisping ve Amtsberg, 1995; Aydin, 2006).

1.2.1. Kapsiil

Kapsiil, polisakkarit  ozelliktedir ve memeli bag dokusunda bulunan
glikozaminoglikan benzeri bir yap1 gosterir. Bakterinin akciger dokusuna
yapismasindan, nétrofillerin fagositozunu engellemekten ve komplement araciligi ile
olusan lizise diren¢ gostermekten sorumludur (De Angelis ve Padgett-McCue, 2000;
Harper ve ark., 2007).

Kapsiil antijenine gore P. multocida A, B, D, E ve F olmak tizere bes kapsiiler
gruba ayrilmistir. P. multocida serogrup A’ya ait kapsiiler materyal hyaluronik asit,
bir polimer olan D-glukuronik asit ve N-asetil-D-glukozaminden, serogrup D N-
asetil-heparozan (heparin) ve serogrup F kondrotin siilfattan olusur. Serogrup B
kapsiiler polisakkaritinin yapisi arabinoz, mannoz ve galaktozdan olusur ve

hyalurinidaz tiretir (Christensen ve Bisgaard, 2006; Harper ve ark., 2006).

Kapsiile sahip olan tiirler genellikle kapsiilii bulunmayan varyant suslara gore

daha patojendir (Snipes ve ark., 1987; Jacques ve ark., 1993). Kapsiilii bulunmayan



mutant serogrup A susunun tavuklara uygulandiginda aviriilent oldugu (Chung ve
ark., 2001); ancak bu suslarin yiiksek dozlarda uzun siireli olarak uygulandiginda
koruyucu bagisikligi uyardigi bildirilmistir (Chung ve ark., 2005).

Kapsiile ait gen bolgesi P. multocida serotip A:1°de {i¢ bolgeye ayrilmistir. Bu
gen bolgeleri kapsiile ait polisakkaritler ve fosfolipitlerin sentezinden sorumludur.
Birinci bolge hexA, hexB, hexC, hexD genlerini tagir ve Haemophilus influenzae
bexA, bexB, bexC, bexD genlerine benzerlik gdsterir. ikinci bolge hyaA, hyaB, hyaC,
hyaD, hyaE genlerini tasir ve hyaD hyaluronik asit sentezinden sorumlu gen
bolgesidir. Ugiincii bolge phyA, phyB genlerinden olusur (Chung ve ark., 1998; Boyce
ve ark., 2000). P. multocida serogrup A, D ve F serogrubunda kapsiil biyosentez
bolgesinin disinda tespit edilen heparosan sentetaz (hssB) geninin kapsiiliin
ekspresyonuna ve varyasyona sebep olabilecegi bildirilmistir (DeAngelis ve White,
2004).

Serogrup A’nim birgok tiirde pndmoniye neden oldugu, ¢ogunlukla sigirlarin
bronkopnémonisi ve kanath kolerasindan ve bazen de domuz pnémonilerinden izole
edildigi rapor edilmistir. Serogrup D 6zellikle domuzlarda atrofik rinitis ve pndmoni
vakalarmdan identifiye edilmistir. P. multocida serotip B:2’nin Asya’da, serotip
E:2’nin Afrika’da mandalarda yaygin olarak hemorajik septisemilere neden oldugu,
serotip B:3 ve B:4’tin ise ilk olarak Avustralya’da sigir yarasindan ve sonradan
Ingiltere ve Kuzey Amerika’da ise sigir ve geyiklerin hemorajik septisemi
vakalarmdan izole edildigi bildirilmistir. Ayrica Hindistan’da hemorajik septisemi
benzeri vakalarda manda ve sigirlardan ise serotip A:1 ve A:3 tespit edilmistir (De
Alwis, 1999; Quinn ve ark., 2004; OIE, 2008)

1.2.2 Fimbria

Fimbria konake1 hiicre yiizeyine tutunmada ve kolonizasyonda 6nemli rol oynar.
Pasteurellaceae familyasinda adezinler ti¢ gruba ayrilmistir. Bunlar, ototransporter

protein (tip V protein), Flp pilus ve tip IV pilus’ dur (Kuhnert ve Christensen, 2008).



Tip 1V fimbrialarmin P. multocida A, B ve D serogruplarinda viriilens faktorii
oldugu rapor edilmistir. Tip IV fimbrialarinda bulunan ptfA geni, 18 kDa’luk bir
protein olan ve tiirler arasindaki varyasyonlardan sorumlu gen bdlgesidir. Flp
pilusunun sentezinden sorumlu olan tadD ve flp-1 genlerinin enfeksiyonun
patogenezinde 6nemli oldugu bildirilmistir (Ruffolo ve ark., 1997; Doughty ve ark.,
2000). P. multocida’nin tadD ve flp-1 gen bolgesinde olusturulan mutasyon ile tavuk
ve farelerde etkenin atteniiasyonunun olusturuldugu ve gen bolgesinde meydana
gelen mutasyonun, viriilensi 10° kat azalttigi saptanmustir (Fuller ve ark., 2000;
Harper ve ark., 2003) .

Bordetella pertussis filament6z hemaglutinin (FhaB) geni ile P. multocida
PfhaBl ve PfhaB2 genleri arasinda benzerlik bulundugu bildirilmistir. Bu gen
B. pertussis’de {iist solunum sisteminde kolonizasyon ve invazyonda onemli bir

patojenite faktorii olarak rol oynamaktadir (Tatum ve ark., 2005).

1.2.3. D1s Membran Proteinleri (DMP)

Dis membran proteinleri, hiicre igine ve disma molekiillerin selektif olarak
tasinmasinda ve adezyonda 6nemli rol oynar. P. multocida’ya ait dis membran
proteinlerinin kompleks bir yapiya sahip oldugu ve 72 farkli protein tasidigi
bildirilmistir (Lin ve ark., 2002; Hatfaludi ve ark., 2010).

Pasteurella multocida’nin sahip oldugu 27 kDa, 37,5 kDa, 49,5 kDa, 58,7 kDa,
64,4 kDa agirligindaki dis membran proteinleri ile tavsanlardaki pastorellozise karsi
koruyucu immun yanit olusturma diizeyleri incelenmistir. Monoklonal antikor yaniti
ozellikle 37,5 kDa agirligindaki protein bandina karsi bir artis gostermistir (Lu ve
ark., 1988). 37,5 kDa agirligindaki bu protein bandinin Gram negatif bakterilere ait
bir porin proteini (protein H) oldugu ve immunojenik 06zelligi sayesinde asi
calismalarinda kullanilabilecegi rapor edilmistir (Vasfi Marandi ve Mittal, 1997; Luo
ve ark., 1999). Vasfi Marandi ve Mittal (1997), P. multocida’da tespit ettikleri
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OmpH proteininin 32 kDa-39 kDa arasinda farkli kiitle agirliklarinda oldugunu tespit
etmiglerdir. P. multocida OmpH proteini ile hazirlanan rekombinant asilar ile de
farelerde koruyucu diizeyde immun yanit olusturulabilecegi bildirilmistir (Lee ve
ark., 2007; Tan ve ark., 2010).

Dis membran proteinlerinden OmpA proteinin yapisi P. multocida’da p-barrel
tiptedir. N-terminal alan lipid tabakasi ile C-terminal alan periplasmik bolge ve
peptidoglikan ile iliskidedir (Nikaido, 2003). OmpA protein ile hazirlanan
monoklonal antikorlar farelerde yeterli bir koruma saglayamamustir (Vasfi Marandi
ve Mittal, 1997). OmpA proteinin en dnemli gérevi P. multocida ve konak hiicresi

arasindaki adezyonu saglamaktir (Dabo ve ark., 2003; Hatfaludi ve ark., 2010).

En yaygin porin proteinleri arasinda olan ve P. multocida’nin 16 serotipinde de
bulunan 87 kDa (oma87) agrrligindaki proteinin, serotipler arasinda koruyucu
immuniteye neden oldugu ve H. influenzae D15 proteini ile de benzerlik gosterdigi
bildirilmistir (Ruffolo ve Adler, 1996). P. multocida’nin tiim serotiplerinde bulunan
16 kDa agirhigindaki proteinin ise H. influenzae P6 proteini ile benzerlik gosterdigi ve

immunojenik 6zellikte oldugu tespit edilmistir (Kasten ve ark., 1995).

Pasteurella multocida’da tespit edilen 39 kDa’luk protein bandinin kanatli
serotipleri arasinda ¢apraz immuniteye neden oldugu (Rimler, 2001) ve bu protein
bandinin farelerde pasif koruma testi ile serotip A:1 ve A:3 arasinda ¢apraz bagisiklik
sagladig1 bildirilmistir (Ali ve ark., 2004). P. multocida A:3 serotipinin kapsiil
kalmlig1 ve miktarmm bu protein ile iliskili oldugu ayrica tavuk embriyo fibroblast
hiicreleri lizerinde adezyon ve invazyonda da etkili oldugu saptanmistir (Borrathybay
ve ark., 2003a; Borrathybay ve ark., 2003b).
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1.2.4. Lipopolisakkarit (LPS)

Lipopolisakkarit, Gram negatif bakterilerdeki en 6nemli viriilens faktorlerindendir.
P. multocida suslarinda 16 (1-16) farkli somatik serotipin olusmasinda etkilidir ve ii¢
onemli kisimdan olusur. Endotoksik aktiviteden sorumlu olan kisim lipid A, merkez
polisakkarit ve O spesifik oligosakkarittir. Enterik Gram negatif bakterilerde “O”
antijeni tekrar eden tinitelerden olusurken, yapilan ¢alismalarda P. multocida ve diger
patojenlerde (Haemophilus spp., Neisseria spp.) tekrar eden “O” antijeninden yoksun
oldugu ve bu nedenle rough tipli lipopolisakkarit olarak bildirilmistir (Boyce ve ark.,
2010; Harper ve ark., 2011).

Lipopolisakkaritin yapisinda glukoz, galaktoz ve L-glisero-D-manno-heptoz
(LD-Hep) 4,2,3 oraninda bulunur. Az oranda ise N-asetil-glukozamin (GIcNAc) ve
N-asetil-galaktozamin ~ (GalNAc) belirlenmistir. Bu tnite, 2-keto-3-deoksi-
oktulosonik asit (Kdo) ile lipit A’ya baglanir (Garrity ve ark., 2004; St Michael, 2005;
Christensen ve Bisgaard, 2006; Harper ve ark., 2007). Fosfokolin (PCho) bakteriyel
adezyonda, antimikrobiyel direngte ve komplementin olusmasinda lipopolisakkarit
yapisinda bulunan 6nemli bir viriilens faktoriidiir. P. multocida Pm70 susunun gen
sekans analizinde lipopolisakkarit yapisinda fosfokolin bulunmadig: ve P. multocida
VP161 ve X-73 suslarinda ise lipopolisakkaritin terminal pozisyonunda galaktoz

icerdigi saptanmustir (Harper ve ark., 2007).

Lipopolisakkarit antijenler, farelerde yapilan koruma testlerinde yalnizca
homolog serotipe karsi koruma saglamistir (Wijewardana ve ark., 1990). Mandalara
intraven6z Yyolla verilen P. multocida serotip B:2’ye ait lipopolisakkarit antijenin
Klinik olarak hemorajik septisemi bulgular1 olusturdugu rapor edilmistir. Hindilerin
P. multocida serogrup A lipopolisakkarit antijenin letal etkilerine karsi direngli
oldugu, tavuk embriyolar1 ve farelerin ise olduk¢a duyarl tespit edilmistir (Rhoades
ve Rimler, 1987; Horadagoda ve ark., 2002; Boyce ve ark., 2010).
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1.2.5. Pasteurella multocida Toksin (PMT)

P. multocida toksini, kapsiiler serogrup D ve bazi serogrup A suslari tarafindan
iretilen bir proteindir. Domuzlardaki atrofik rinitis vakalarindan sorumludur.
Saflastirilmis  dermonekrotik toksinin molekiiler agirhigi yaklagik 146 kDa’dur.
Toksinin, embriyonik sigir akciger hiicrelerinde sitotoksisite, farelerde mukoid ishal
ve dalak atrofisi, domuz, si¢an, tavsan ve kecilerde nazal konka atrofisi ile
karacigerde vaskiiler endotelyal hasara neden oldugu belirtilmistir (Pullinger ve ark.,
2004; Wilson ve Ho, 2005; Frey, 2011; Lee ve ark., 2012).

1.2.6. Multosidin (Sideroforlar)

Pasteurella multocida’nin sekans analizinde genoma ait 53 (%2,5) proteinin demir
alimi ile iligkili oldugu bildirilmistir. Demir, bakterilerin gelismesindeki en 6nemli

elementlerdendir (May ve ark., 2001).

Bakteriler bulundugu ortamlardan demir elde etmek igin ¢esitli mekanizmalar
gelistirmistir. Plazmada demir transferrin, viicuttaki diger sivilarda ise laktoferrin
seklinde bulunur. P. multocida demiri elde etmek i¢in siderofor mekanizmasi ile
konak¢iya ait demirce zengin laktoferrin ve transferini kullanir. Bakteride olusan
demir eksikliginde dis membran protein reseptorleri (IROMPS); transferrin- (TbpA),
laktoferrin- (Lbp), hemin veya hemoglobin-binding protein (HgbA/B) sayesinde
secici olarak demire baglanir. Hemoglobin baglayici protein baslica viriilens
faktorlerinden biridir. P. multocida serogrup D ve A’da hemoglobin baglayici proteini
kodlayan gen ve dizilimi bildirilmistir (Choi Kim ve ark., 1991; Bosch ve ark.,
2002a; Cox ve ark., 2003; Krewulak ve Vogel, 2008).

Pasteurellaceae ailesi, demir baglayict TbpA ve TbpB reseptorlerini
icermektedir (Gray Owen ve Schryvers, 1996). Sigirlardan izole edilen P. multocida

suslarinda yalnizca TbpA proteini bulunmaktadir (Ogunnariwo ve Schryvers 2001).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Plazma
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Transferin&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Laktoferin&action=edit&redlink=1
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Sigir ve koyunlardan izole edilen P. multocida suslarinda PZR ¢alismalarinda thpA
geni tespit edilmis ancak bu genin tiim izolatlarda bulunmadigi rapor edilmistir
(Ewers ve ark., 2006). Demir alimi i¢in gerekli olan enerjinin TonB proteinleri
(ExbB, ExbD, TonB) tarafindan saglandigi ve demir alim proteinlerinin enfeksiyon
stirecinde kritik bir rol oynadigi tespit edilmistir. Bu proteinlerin inaktivasyonu ile
P. multocida’nin farelerde atteniiasyonu gergeklestirilmistir (Fuller ve ark., 2000;
Bosch ve ark., 2002b).

1.2.7. Ekstraselliiler Enzimler

Lipaz enzimi P. multocida suslarinda potansiyel virulens faktorii olarak
bulunmaktadir. Pratt ve ark. (2000), yaptiklar1 ¢alismada P. multocida lipaz
aktivitesini en iyi gosteren substrat1 Tween 40 olarak bildirmektedir. Hiyaluronidaz
P. multocida tarafindan iiretilen diger bir enzimdir ve suslarin viriilensi ile iliskili
oldugu saptanmustir. Carter ve Chengappa (1980), yaptiklar1 ¢aligmada cesitli
vakalardan izole ettikleri toplam 74 P. multocida A, B, D, E serogruplarin
hiyaluronidaz aktivitelerini incelemislerdir. Yapilan ¢alismada hemorajik septisemi
vakasindan izole edilen 13 P. multocida serogrup B’nin hiyaluronidaz irettigini

rapor etmiglerdir.

P. multocida suslarinin nérominidaz (N-acetylneuraminate glycohydrolase)
iretimi ilk kez 1970°de A, B, D ve E serogruplarinda tespit edilmistir. Sialik asit (N-
acetylneuraminic acid, Neu5Ac), dkaryotik hiicre bileseni olarak hiicre membraninin
stabilizasyonu, regiilasyonu ve immun sistemin diizenlenmesinde etkilidir. Bakteriler
konaga ait sialik asit kaynaklarmi karbon, nitrojen ve enerji ihtiyaci i¢in kullanir.
Sialidaz ayrica musin gibi konak¢iya ait savunma mekanizmasinin etkinligini
azaltarak virulansin arttirilmasinda etkili olmaktadir. Sialidaz enziminin NanH ve
NanB genleri tarafindan kodlandigi ve bu iiretimin serogrup A ve D gruplarinda
digerlerinden fazla oldugu bildirilmektedir (Scharmann ve ark., 1970; Mizan ve ark.,

2000). Sialidaz aktivitesi serogrup E’de sadece homolog antiserum ile inhibe
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edilebilirken serogrup B ve D’de ise A, B, D ve E antiserumlari ile inhibe edildigi
belirtilmektedir (Rimler ve Rhoades, 1989).

1.2.8. Plazmidler

P. multocida suslarindan elde edilen plazmidler, toksin iiretimi ve antibiyotik direnci
(R faktori) ile ilgilidir. Plazmidler kanath izolatlarinda %24-70,7, sigir ve domuzla
izolatlarinda %47-51 ve tavsan izolatlarinda ise %92 oraninda tespit edilmistir (Hunt
ve ark., 2000). izole edilen plazmidlerinin 1,3 kb-100 kb boyutunda oldugu ve bu
plazmidlerin  streptomisin, siilfanamid, tetrasiklin, penisilin, kanamisin ve
kloramfenikol direncine neden oldugu rapor edilmistir. Ayrica, tespit edilen Tn5706
ve Tnl0 transpozonlarin 6nemli mutasyonlardan sorumlu oldugu saptanmustir (Hunt
ve ark., 2000; Garrity ve ark., 2004).

1.3. Epidemiyoloji

Sigir pastorellozu, diinyanin birgok iilkesinde goriilmekle birlikte ¢ok genis bir
konakg1 cesitliligine sahiptir. Hastalik etkenleri ¢cogu zaman saglam hayvanlarin iist
solunum yollarmnda ve yutaklarinda fakiiltatif patojen olarak yasarlar. Stres faktorleri
nedeniyle hayvanlardaki direncin kirilmasi hastaliklarin olusmasmi kolaylastirir
(Bisping ve Amtsberg, 1995; Quinn ve ark., 2004; Aydmn, 2006).

Pastorellozis ilkbahar ve sonbahar aylarinda merada ve ahirda beslenen
hayvanlarda daha sik goriilmektedir. Uzun ve yorucu yolculuk yapanlarda, fazla
rutubetli ve soguk havalarda, mevsim degisikliklerinde, a¢ ve hastalikli olanlarda, iyi
bakim ve hijyen sartlarinda yetistirilmeyen hayvanlarda pastérelloz yaygindir ve
biiyilk ekonomik zararlara yol acar. Hastalik sporadik ve enzootik karakterde

seyreder. Her yastaki hayvanda goriilebilen pastorellozda genel olarak bulagmanin
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etkenlerin solunum yolu, konjuktiva, derideki yaralar, sindirim yolu ile alinmasi
sonucu oldugu bildirilmistir (Quinn ve ark., 2004; Aydin, 2006).

1.4. Patogenezis

Pasteurella spp. enfeksiyonlar1 endojen veya eksojen kaynakli olabilir. Viral
enfeksiyonlar ve ¢esitli stres kosullar1 hastaligin olusmasinda hazirlayici
faktorlerdendir (Quinn ve ark., 2004). Pasteurella tiirleri enfeksiyon bdlgesinde
cogalarak dolasim sistemine girerler. Kan damarlarinda iireyen mikroorganizmalar,
damar cidarmin zedelenmesine neden olurlar. Kan ve dokularda mikroorganizmalar
cok cabuk iireyerek, hayvanin 12-24 saat gibi kisa bir zamanda hemorajik septisemi
sonucu dliimiine neden olurlar. Uzun siiren olaylarda i¢ organlarda bakterinin tiredigi
ve yerlestigi yerlerde nekrotik odaklara rastlanir (Garrity ve ark., 2004; Aydin, 2006;
Othman ve ark., 2012).

Pnémonik pastorellozis, akut fibrinli bronkopnémoni ve lober pnémoni
seklindedir. Genellikle mikroorganizmalarin yogun ve hizli proliferasyonu sonucu
Oldiiriicti fibrinli pnomoni sekillenir. Fibrinli lober pnomonide kirmizi-siyahtan gri
kahverengine degisen kraniyo-ventral yerlesimli konsalidasyon alanlari, interlobuler
septumun jelatinz kalinlagsmasi, fibrinli ploritis ve kaogulasyon nekroz alanlari
karakteristiktir. Histolojik olarak mekik sekilli ¢ekirdeklere sahip hiicre kiimelerinin
bulunmasi ise yulaf hiicreleri olarak tamimlanir. Yangili alveol i¢inde toplanan
16kositlerin, bakteri toksinlerinin etkisiyle bu sekilde gorildigi belirtilmektedir
(Haziroglu ve ark., 1997; Quinn ve ark., 2004; Aydm, 2006).

Kiimes hayvanlar1 ve yabani kuslarda P. multocida serotip A:1, A:3 ve A4
tavuk kolerasmin primer etkenidir. Hastalik akut septisemi ile karakterizedir ve
yaygin intravaskiiler koagiilasyon, ekimotik hemoraji, multifokal nekrozis ve fibrinoz
pneumoni seklinde goriiliir (Christensen ve Bisgaard, 1997; Christensen ve Bisgaard,
2000).
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1.5. Klinik Belirtiler

P. multocida ruminantlar ve diger evcil hayvanlarda hemorajik septisemi, pndmonik
pastorellozis, domuzlarda atrofik rinitis, kanatlilarda kolera enfeksiyonlarina neden
olmaktadir (Tablo 1.3). Deneysel enfeksiyonlarda inkiibasyon siiresi 6-24 saat kadar
olmasma karsilik dogal enfeksiyonlarda 2-5 giin arasinda degismektedir (Quinn ve
ark., 2004; Aydin, 2006).

Tablo 1.3 Pasteurella multocida’nin yerlestigi konakeilar ve olusturdugu hastaliklar (Quinn
ve ark., 2004)

P. multocida Konakgl Olusturdugu Hastalhiklar
Tip A Sigir Pnémonik Pastorellozis (Shipping fever),
Buzagilarin Enzootik Pnomonisi, Mastitis
Koyun Pnomoni, Mastitis
Domuz Pnomoni,
Tavuk Kolera (Fowl Cholera)
Tavsan Nezle (Snuffles), Pléropnomoni
Diger evcil ve vahsi Pnomoni
hayvanlarda
TipB Sigir, Manda Hemorajik Septisemi
TipD Domuz Atrofik Rinitis, Pnémoni
TipE S1g1r, Manda Hemorajik Septisemi

Pnomonik pastorellozis sigirlarda bronkopneumoni, 6 aylik ve daha kiiciik
buzagilarda ise enzotik pneumoni seklinde goriiliir. Solunum sistemi hastaliklarinda
serogrup A’nin yaygm oldugu saptanmistir. Hemorajik septisemi Gilineydogu
Asya’da P. multocida serogrup B ve E ile sigir, manda ve nadiren diger tiirlerde
biiyiikk ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Ayrica geyiklerde P. multocida’dan
kaynaklanan hemorajik septisemi salginlarinin da oldugu bildirilmistir (De Alwis,
1999; Eriksen ve ark., 1999; Davies, 2004, Soike ve ark., 2012).
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Pastorellozis, sigir ve mandalarda akut, subakut ve kronik formda seyreder.
Akut seyreden olgularda, kisa siire i¢inde dlimler gozlenir. Bu nedenle de genellikle
semptomlara rastlamak miimkiin olmaz. Hayvanlar durgun ve istahsizdirlar. Disk1
onceleri suludur, sonralar1 kan izleri igerir. Kaslarda tremorlar, epistaksis ve hematiiri
vardir. Subakut olgularda, hayvanimn bas, bogaz ve gogiis bolgesinde gittikge yayilma
egiliminde olan demler meydana gelir. Odemler aniis, genital organlar, dil, bacaklar
ve eklemlerde de goriilebilir. Hayvanlar asfeksi veya kanli ishal sonucunda oliirler.
Kronik olgularda solunum kisa ve hizlidir. Hayvanin genel durumu bozulmustur.
Hayvan kuru ve agrili bir sekilde Oksiiriir. Burundan 6nce mukoz sonralari
mukopurulent ve kanl: bir akint1 gelir. Akcigerlerin oskiiltasyonunda krepitasyon sesi
duyulur (De Alwis, 1999; Aydin, 2006).

Domuzlarda pastorellozis ekonomik olarak onemli olan atrofik rinitis ve
bronkopnomoni enfeksiyonlarina neden olur. Atrofik rinitis vakalarmin 6zellikle
P. multocida serogrup D ile iliskili oldugu, bununla birlikte daha az olarak
P. multocida serogrup A ve Bordetella bronchiseptica izole edildigi bildirilmistir.
Atrofik rinitis domuzlarda, gelisim geriligi ve konka atrofisi ile karakterize agir bir
hastaliga neden olur. Enfeksiyonun atrofik rinitis ve ilerleyici atrofik rinitis olmak
tizere iKi formu vardir. Toksijenik P. multocida serogrup A ve D’nin sentezledigi
dermonekrotik toksin (DNT) kromozomal toxA geni tarafindan kodlanir. Onemli bir
viriilens faktorii olan bu toksin ilerleyici atrofik rinitisin baslica karakteristik
lezyonlar1 olusturur. Enfeksiyon, gézyasi akmtisi, nazal akinti, nazal konka atrofisi,
burunda kisalma, biikiilme ve hemoraji ile karakterizedir (Buttenschon ve Rosendal,
1990; Davies ve ark., 2003; Takada ve ark., 2007; OIE, 2008; Horiguchi, 2012).

Tavuk kolerasi, evcil ve yabani kanathilarin perakut, akut, septisemik ve kronik
olarak seyreden yiiksek morbidite ve mortalite ile karakterize bir enfeksiyonudur.
Tavuk kolerasi vakalarinda yaygm olarak P. multocida serogrup A izole edildigi
rapor edilmistir. Akut olgularda klinik belirtiler genellikle goriilmez. Ancak
enfeksiyonun ge¢ sathasinda depresyon, durgunluk, ates, agizdan mukoid bir akimnt1
gelmesi, ibik ve sakallarin morarmasi, solunum sayisinin artmasi gibi klinik belirtiler

goriiliir. Perakut veya akut vakalarda teshis ve tedavi sinirlidir. Bu nedenle rezervuar
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olanlarin elimine edilmesi Onemlidir. Kronik formda mortalite orani diistiktiir,
enfeksiyon cesitli doku ve organlara yerleserek lokalize enfeksiyonlar1 olusturur
(Aydin, 2002; Christensen ve Bisgaard, 2000; Glisson ve ark., 2003; Mohamed ve
ark., 2012).

Pastorellozis zoonotik onemi olan bir patojendir. Bircok Pasteurella spp.
enfeksiyonunda insanlara hayvan isiriklariyla gegis oldugu saptanmistir.
Enfeksiyonlarda P. multocida subsp. multocida ve P. multocida subsp. septica,
P. canis, P. dagmatis ve P. stomatis izole edilmistir Pasteurella enfeksiyonlarinda
insanlarda nekrotik fasya iltihabi, kronik akciger absesi, endokarditis, meningitis,
pndmoni, peritonitis, septisemi, periokiiler abse, seliilitis ve graniilomatdz hepatitis
tespit edilmistir (Holst ve ark., 1992; Escande ve Lion, 1993; Garrity ve ark., 2004;
Christensen ve ark., 2005; Adler ve ark., 2011; Jiich ve ark., 2012). Ayrica insandan

insana bulagmalar’da bildirilmistir (Siahanidou ve ark., 2012).

1.6. Teshis

Pasteurella tiirlerinin identifikasyonunda, konvansiyonel teknikler, polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ve serolojik testler kullanilmaktadir. Konvansiyonel teknikler
etkenin besiyerlerinde tiretilmesi ve biyokimyasal testlere dayanmaktadir. Kiiltiir en
giivenilir yontemlerdendir, ancak uzun zaman almasi, saf kiiltiir elde etmenin zor
olmas1 gibi dezavantajlar1 vardir. Identifikasyonun uzun siire almasi alternatif
metotlarin ve 6zellikle de molekiiler tekniklerin kullanimini arttrmistir (Aydin, 2006;
Dziva ve ark., 2008). Primer izolasyon genellikle Kanli agar, Cikolata agar, Nutrient
agar, Dextrose Starch agar, Tripticase Soy agar ve Casein Sucrose Yeast agar gibi
besiyerlerine %5 kan (koyun-sigir) ilavesi ile yapilmaktadir. P. multocida izolasyonu
icin canli hayvanlardan bronsial lavaj, nasal sivap, tonsiller sivap, eksudat ve siit
ornekleri hemorajik septisemi ve kanath kolerast gibi septisemik durumlarda ise kan
ve yeni 6lmiis hayvanlarin i¢ organlar1 kullanilabilir (Bisping ve Amtsberg, 1995; De
Alwis, 1999; Christensen ve Bisgaard, 2000; Garrity ve ark., 2004; Quinn ve ark.,
2004; Aydm, 2006).
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Izole edilen saf P. multocida kolonileri Kanli agarda kenarlar1 ve iist yiizii
diizgilin, yuvarlak sekilli, gri renkli, nonhemolitik, tipik giizel kokulu, mukoid veya
nonmukoid koloniler seklindedir. Mukoid koloniler sigir, domuz ve tavsan
pnomonilerinden izole edilirken, mukoid olmayan koloniler ise kanatli ve
kopeklerden izole edilmektedir. Karakteristik bipolar goriiniim taze kiiltiirlerin
boyanmasinda  goriilmektedir. Kapsiiler —materyal wuzun siireli pasajlarla

kaybolmaktadir (Dziva ve ark., 2008).

Soriano-Vargas ve ark. (2012)  farkli hayvan tiirlerinden P.multocida
izolasyonu i¢in %10 koyun Kanli agar kullandiklarmi ve 24 saat 37 °C’de inkiibe
ettiklerini ve iireyen kolonilerin korunmasi i¢inde Brain Heart Infusion Broth igine
%1 (v/v) hacimde at serumu eklediklerini bildirmislerdir. Danimarka’da yapilan bir
calismada, pnomonili buzagi akcigerinde Pasteurella spp. izolasyonu igin %5 sigir
kanli Columbia Blood agar (sitratl), polimiksin (12,5 Ul/ml) ve kloralhidrat (1,4
mg/ml) kullandiklarin1 ve %10 CO’li etiivde 37 °C’de 48 saat inkube ettiklerini
rapor etmislerdir. Toplam 61 6rnegin 18 (%29.5)’in de P. multocida izole edildigi
bildirilmistir (Madsen ve ark., 1985). Yapilan diger bir ¢alismada, 65 pnomonili sigir
akcigerinden %30 oraninda M. haemolytica, %6 oraninda P. multocida izole edildigi
bildirilmistir (Houghton ve Gourlay, 1984). Pnémoni nedeniyle 6len veya kesilen 80
buzag1 akcigerinde yapilan bir diger ¢alismada ise %73 oraninda M. haemolytica,
%15,8 oraninda ise P. multocida tespit etmislerdir (Allan ve ark., 1985). Tegtmeier ve
ark. (1999) Danimarka’da, pndmoni tablosu gosteren hastalikli buzagilar lizerinde
yapmig olduklar1 bir arastirmada 72 akciger 6rneginin 35 (%49)’inde bakteriyel
etkenleri izole etmislerdir. Bunlardan 11’1 H. somnus, 10’u  P. multocida, 9’u
Arcanobacterium pyogenes, 4’i M. haemolytca, 2’si Salmonella dublin, 2’si E. coli,
1’1 Staphylococcus aureus ve 1’i de Streptococcus uberis olarak identifiye edilmistir.
Enfekte akcigerlerin ¢ogunda tek etken izole edilirken, 4 akcigerde P. multocida ve

A. pyogenes, 1 akcigerde ise H. somnus ve S. dublin izole edilmistir.

Girgin ve ark. (1989), 32 pnomonili buzag: akcigerinde yaptiklar1 ¢aliymada
E. coli’yi %37,8 ve Pasteurella tiirlerini ise %18 oraninda saptamistir. Haziroglu ve

ark. (1997), pnomoni lezyonu goriilen 100 adet buzagi akcigerinin %42’sinde
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M. haemolytica, %8’inde P. multocida ve %10’ unda Haemophilus somnus, %7’sinde
hem M. haemolytica hem de H. somnus, %2’sinde ise M. haemolytica ve P. multocida
izole edildigini rapor etmistir. Dinler (1998), Erzurum’da pndomonili sigir
akcigerlerinden %4,5 oraninda P. multocida izole ettigini bildirmistir. Giindiiz ve
Erganis (1998), Konya’da yaptiklar1 bir arastirmada P. multocida izolasyon oraninin
%15,9 oldugunu tespit etmislerdir. Kilig (2003), Elazig’da yaptig1 bir ¢aligmada sigir

akcigerlerinden %6 oraninda P. multocida izole edildigini bildirmistir.

P. multocida izolasyonu i¢in selektif ve transport besiyerleri rapor edilmistir
(De Jong ve Borst, 1985; Moore ve ark., 1994; Kawamoto ve ark., 1997; Lee ve ark.,
2000). Knight ve ark. (1983) selektif besiyerini klindamisin, gentamisin, potasyum
tellurit, amfoterasin ve %5 at kami ekleyerek hazirlamistir. Bu yontem potasyum
tellurit ilave edilmeden Lariviere ve ark. (1993) tarafindan domuz nazal
bosluklarindan P. multocida izolasyonu i¢in en iyi yontemlerden biri olarak
bildirilmektedir. Ayrica, Pasteurella selektif besiyeri i¢in neomisin, eritromisin,
amikasin ve vankomisinin eklendigi de belirtilmistir (Morris, 1958; Avril ve
ark.,1990). P. multocida izolasyonunu i¢in kullanilan selektif ekim yontemleri ile,
kanatli koleras1 siipheli vakalarda Kanli agarda elde edilen tireme oranlarina gore
daha diisik sonuglar alindigi tespit edilmistir (Moore ve ark., 1994). Fare
inokulasyonunun, P. multocida’nin selektif zenginlestirilmesinde ve tasiyici
hayvanlar1 belirlemede kullanilabilecegi, bununla birlikte P. multocida’nin
virulensinin farelerde degisken oldugu ve pratik olmadig: i¢in ¢alismalarda tercih

edilmedigi de belirtilmektedir (Lariviere ve ark., 1993).

P. multocida’nin analitik profil indeks (API) ile yar1 otomatik sistemlerle
identifikasyonu 1980°1i yillarda kullanilmaya baslanmistir (Collins ve ark.,1981).
Kolay ve hizli kullanimlar1 yaninda, yliksek maliyet rutin kullanimlarma engel
olmaktadir. Bununla birlikte Boot ve ark. (2004)’nin yaptiklar1 ¢alismada APl 20NE

ile P. multocida’nin %42 oraninda yanlig smiflandirildig: bildirilmektedir.
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Gelistirilen PZR teknikleri tiir spesifik olarak kromozomal gen bdlgesindeki
0zel primerleri hedeflemektedir. Bu teknikle mikroorganizmalar kisa siirede dogru
sekilde teshis edildiginden geleneksel metotlara gére daha avantajhidir (Townsend ve
ark.,1998). PZR’nin avantajlar1 olmakla birlikte kontaminasyon ve &lii
mikroorganizmalarin DNA’larin1 da tespit etmesi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Ayrica, kan, idrar, diski gibi materyallar ile calisildiginda ornekler arasinda kros
kontaminasyon oldugu ve bu materyaller igindeki substanslarin PZR’1 inhibe ettigi

rapor edilmektedir (Cetinkaya, 1998).

Townsend ve ark. (1998), tarafindan gelistirilen 460 bp’lik 6zel primerin biitiin
P. multocida izolatlarinda bulunan gen bdlgesiyle spesifik olarak eslestigi
saptanmustir. Miflin ve Blackall (2001), tarafindan 23S’lik rRNA’ya dayali
gelistirilen 1432 bp’lik primer ¢iftinin, kanath ve domuz orjinli P. multocida
teshisinde spesifik olarak kullanilacagi bildirilmektedir. Townsend ve ark. (2001),
P. multocida kapsiiler gruplarin1 (A, B, D, E, F) multiplex PZR (mPZR) ile
tiplendirerek serolojik gruplandirma metotlarina alternatif bir yontem olabilecegini

tespit etmislerdir.

Domuzlarda atrofik rinitis vakalarinda P. multocida toksini, 6nemli bir virulens
faktorudiir. Yapilan ¢alismalarda toxA geninin toksijenik P. multocida tiirlerindeki
varlig1 tespit edilmistir (Buys ve ark., 1990; Lax ve ark., 1990). Kamp ve ark. (1996),
toksin (toxA) genlerine spesifik olan primerleri kullanarak yaptiklar1 bir ¢alismada,
tox A geninin domuz nazal ve tonsiller sivaplarinda atrofik rinitisin nedeni olan
toksijenik P. multocida tiirlerinin identifikasyonunda duyarli ve etkili bir metot

oldugunu belirtmektedirler.

P. multocida suslarinin kapsiiler ve somatik serotiplendirilmesi i¢in Lam
Agliitinasyon, Indirekt Hemagliitinasyon (IHA) ve Agar Jel immunodifiizyon (AGID)
testleri kullanilmaktadir (Anonim, 1981; Carter, 1955; Namioka ve Murata, 1961a;
Heddleston ve ark., 1972). Batu ve Elverdi (1970) tarafindan, Sakarya, Samsun,

Carsamba, Bafra ve Terme mezbahalarinda kesilen sigir ve mandalarin nazofarengeal
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bosluklarindan alinan 1106 sivap 6rneginin 28 (%2,53)’inde P. multocida izolasyon
ve identifikasyonu yapilmis ve 24 (%85,7)’ti AGID testi sonucunda serogrup B
oldugunu bildirilmistir. Suudi Arabistan’da yapilan bir ¢alismada 400 sigir akciger
stvap Orneginden izole edilen 10 (%2,5) P. multocida susunun AGID testi ile 4
(%50)’1 serogrup A, 2 (%25)’1 serogrup C, 2 (%25)’si serogrup E olarak belirlenmis
ve 2’sinin ise tiplendirilemedigi belirtilmistir (Al-Humam ve ark., 2004). Erbas
(2007), Aydmn ve Izmir’de yaptig1 arastirmada, 570 sigir intratrakeal sivap drneginin
28 (%4.,9)’inden P. multocida izolasyon ve identifikasyonu yaptigini, bunlardan 15
(%53,6)’ini serogrup B, 10 (%35,7)’unu serogrup A ve bir (%3,5)’ini serogrup D
olarak tiplendirdigini, izole edilen suslardan 2 (%7,2)’sinin ise tiplendirilemedigini

rapor etmistir.

Malezya’da yapilan bir ¢alismada evcil ve yabani farkli hayvan tiirlerinden
izole edilen 114 P. multocida susunun kapsiiler gruplar1 multipleks PZR ile
belirlenmistir. Kapsiiler serogrubun 53’4 A, 33’ B, 6’s1 D oldugu ve 22’sinin ise
tiplendirilemedigi bildirilmistir (Arumugam ve ark., 2011). Meksikada 2008-2010
yillar1 arasinda farkli hayvan tiirlerinden (koyun (4), tavsan (25), sigir (2), domuz (1),
keci (1), ordek (1)) izole edilen 34 P.multocida susunun, PZR ile kapsiiler gruplari
belirlenmistir. izole edilen 6rneklerden 33 (%97,05)’ii serogrup A 1 (%2,95)’i ise
serogrup D olarak gruplandirilmis ayrica tavsan ve Ordek kaynakli P.multocida
serogrup A’nin bu bélgede ilk oldugu bildirilmistir (Soriano-Vargas ve ark., 2012).
Yapilan diger bir calismada Korede 2009 ve 2010 yillar1 arasinda 182 farkh ¢iftlikten
toplanan 443 domuz akciger Ornegininin 69’undan P. multocida izole edilmis ve
multipleks PZR ile kapsiiler gruplari belirlenmistir. Suslardan 47’si serogroup A
(%68.1) ve 22’si serogroup D (%31.9) olarak belirlenmistir (Lee ve ark., 2012).

Serolojik testler rutin teshiste daha az kullanilmaktadir. Pasteurella
enfeksiyonlarinda antikor diizeyi serolojik olarak Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) ile belirlenebilmektedir. Bu amagla domuzlarda atrofik rinitise neden
olan toksijenik suslarin (Foged, 1988; De Jong, 1999) ve hemorajik septisemi
vakalarinda ise P. multocida dis membran proteinleri kullanilarak agmin veya

enfeksiyonun neden oldugu antikor diizeyi belirlenebilmektedir (Prado, 2006). Ayrica
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kanatlilarda ve tavsanlarda enfeksiyonunun tespiti i¢in ticari ELISA Kkitlerinin de
kullanildig: bildirilmistir (Klaassen ve ark., 1985; Samuel ve ark., 2003).

1.7. Sagaltim

Hayvanlarin sagaltiminda antibiyotiklerin kullanimi 6nemli bir yere sahiptir. Hastalar,
saglikli olanlardan ayrildiktan sonra sagaltima en kisa zamanda baglanilmasi
onerilmektedir. Bununla birlikte Pasteurella enfeksiyonlarmm tedavisinde yetersiz
dozlarda, genis spektrumlu antibiyotiklerin sik sik kullanilmasi antibiyotiklere karsi
direncin gelismesinde rol oynamaktadir (Quinn ve ark., 2004; Rose ve ark., 2012).

Rerat ve ark. (2012), buzagilardan alinan 79 lavaj 6rneginin 18 (%23)’inden
P. multocida izole edildigini ve yapilan antibiyotik duyarlilik testlerinde ise
P. multocida suslarinin yiiksek oranda tylosin (%83) ve tilmikosin (%56)’e direngli
oldugunu bildirmislerdir. Yapilan diger bir ¢alismada 72 sigir ve 68 domuz kaynakli
P. multocida izolatlar1 i¢in 10 farkli antibiyotik diski (oksitetrasiklin, doksisiklin,
tilmikosin, tiamfenikol, benzilpenisilin, aspoksilin, seftiofur, dihidrostreptomisin,
kanamisin, enrofloksasin) kullanarak Agar Diliisyon Metodu ile Minimal Inhibitor
Konsatrasyon (MIiK) degerlerini tespit etmislerdir. Sigir ve domuz izolatlarinin
enrofloksasin ile seftiofura duyarli, sigir izolatlar1 dihidrostreptomisin ve
benzilpenisiline, domuz izolatlar1 ise oksitetrasiklin ile tiamfenikole diren¢li oldugu

bildirilmistir (Yoshimura ve ark., 2001).

Yapilan bir baska ¢alismada 6-18 aylik hasta buzagi akcigerlerinden izole
edilen 160 P. multocida susunun antibakteriyel duyarliliklar1 ve yillara gore
bakterinin izolasyon oranlar1 arastirilmis ve 1994-2002 yillarinda bu oran %20 - 47,4
arasmnda degiskenlik gosterdigi bildirilmistir. izole edilen P. multocida suslarinm
yillara gore duyarhiliklarmm, ampisilin i¢in %76-100, seftiofur, sefalotin ve
enrofloksasin i¢in %96-100, siilfametoksazol-trimetoprim i¢in %76-100, eritromisin
icin %34-93, florfenikol i¢in %86-100, tilmikosin i¢in %58-92, tetrasiklin i¢in %40-
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71 arasinda degistigi tespit edilmistir (Welsh ve ark., 2004). Wallmann (2006),
sigirlardan elde edilen 132 P. multocida izolatinin nalidik aside %3,7, enrofloksasine
%0,2, sefoperazona %2,9, sefotaksime %1,1 ve seftiofura %0,7; domuzlardan elde
edilen 442 P. multocida izolatinin ise nalidik aside %10,6, enrofloksasine %1,5,
sefoperazona %3, sefotaksime %6,8 ve seftiofura %1,5 oraninda direngli oldugunu
saptamistir. Aydin ve Izmir’de yapilan bir ¢alismada 570 sigir akcigerinden izole
edilen 28 (%4,9) P. multocida susunun florfenikole %93, enrofloksasine %61 ve
oksitetrasikline %54 oraninda duyarli, eritromisin, siilfametoksazol-trimetoprime
%82, gentamisine %64 ve amoksisilin klavulanik aside ise %61 oraninda direngli
oldugu bildirilmistir (Erbas, 2007).

1.8. Korunma

Sigirlarda goriilen viral ve bakteriyel kaynakli solunum yolu enfeksiyonlarinda
korunmanin en gegerli yolu asilama olarak kabul edilmektedir. Enfeksiyonlardan
korunmak amaciyla yapilacak asilamanin hastaligin siddetini ve insidensini azaltacagi

bildirilmektedir (Quinn ve ark., 2004).

Pasteur, 1880’li yillarda kanatli kolerasindan izole ettigi P.multocida
izolatlarin1 in vitro pasajlarla attenue ederek ilk defa as1 olarak kullanmustir.
Gilintimiizde kullanilan asilar, inaktif veya canli attenue asilardan olusmaktadir.
Inaktif asilar, yaygin olarak kullanilmaktadir; fakat immunitenin spesifik homolog
serotipe kargi gelismesi, etki siiresinin kisa olmasi ve immunitenin degiskenlik
gostermesi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Canli asilarda ise immunite,
heterolog suslara kars1 gelisebilmekte ve uygulama kolayligi bulunmaktadir. Fakat as1
suslarinin viriilens yetenegini tekrar kazanmasi mortalitelere sebep olmaktadir (OIE,
2008). Pastorellozdan korunmak i¢in buzagilarda agilama ve hiperimmun serumlarin
uygulanmasinin, siitten kesme ve tagimadan (yorgunluk, ac¢lik, kotii bakim, hijyen ve
cevre sartlarindan) en az 15 giin dnce yapilmasinin uygun olacagi bildirilmektedir

(Aydin, 2006).
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Bu calisma ile Afyonkarahisar ilinde sigirlardan P.multocida izolasyonu,
tiplendirilmesi, izole edilen suslarin antibiyotik duyarliliklart ve bazi viriilens

genlerinin PZR ile belirlenmesi amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. Pasteurella multocida izolasyonu I¢in Ornekler

Bu ¢alismada Afyonkarahisar ilinde bulunan mezbaha ve giftliklerdeki sigirlardan
P. multocida izolasyonu amaciyla 650 6rnek topland: (Tablo 2.1). Farkli hayvanlara
ait; mezbahalardan 300 akciger 6rnegi, ciftliklerden 200 nazal sivap (saglikli 170,
hasta 30) ve 150 trakeal yikant1 (saglikli 130, hasta 20) 6rnegi alindi. Akciger
ornekleri steril posetlere, nazal sivap ornekleri stuart transport sivaplara ve trakeal
yikant1 Ornekleri ise steril serum fizyolojik (10 ml) ile steril enjektorlere alindi.
Ornekler, soguk zincirde Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuarna getirildi.

Tablo 2.1. Sigirlardan alinan Orneklerin yas ve cinsiyete gore dagilinu

Klinik Disi Erkek
. goriiniim lyasalh 1-3yas 4-7yas 1lyasal 1-3yas 4-7yas
Ornek ve iizeri ve iizeri
Saghkh Hasta () (%) (n) (%) (n) (%) (n) (%) () (%) (n) (%)
Akciger 300 - - - 100 333 150 50 - - 50 16,7
Nazal Stvap 170 30 - - 90 45 30 15 - - 80 40
Trakeal Yikant1 130 20 100 66,7 - - - - 50 33,3
Toplam 600 50 100 15,4 190 29,2 180 27,7 50 7,7 130 20

2.1.2. Standart Suslar

Caligmada kullanilan standart P. multocida subsp. multocida (American Type
Culture Collection (ATCC) 43137, ATCC 43017, ATCC 43019, ATCC 43020)

suslar1 Amerika (Manassas, Virginia 20108, www.atcc.org.)’dan temin edildi.


http://www.atcc.org/
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2.1.3. Deney Hayvanlan

Standart P. multocida suslarindan hiperimmun serum hazirlamak amaciyla her bir sus
icin ikiser adet ve kontrol olmak tizere 3,5-4 kg agirliginda 13 Yeni Zelanda ki
tavsan kullanildi. Yeni Zelanda ki tavsanlar, Afyon Kocatepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 Unitesi’nden saglandi. Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu (04.05.2009 tarih ve 18-09 nolu ¢alisma) tarafindan onay

alimmasiyla yonergesine uygun sekilde yapildi.

2.1.4. Antibiyotik Standartlan

Sigirlardan izole edilen P. multocida suslarmin antibiyotik duyarliliklarinin
belirlenmesi amaciyla, Amoksisilin (25 ul, Oxoid 47026), Amoksisilin-Klavulanik
Asid (30 ul, Oxoid 794983), Enrofloksasin (5 ul, Oxoid 923249), Eritromisin (15 pl,
Oxoid 879399), Florfenikol (30 ul, Oxoid 889513), Gentamisin (10 ul, Oxoid
869234), Linkomisin-Spektinomisin (109 ul, Oxoid 446092), Oksitetrasiklin (30 pul,
Oxoid 882961), Penisilin G (10 units, Oxoid 870701), Seftiofur (30 ul, Oxoid
791581), Sulfametoksazol-Trimetoprim (25 ul, Oxoid 895798), Tilmikosin (15 pl,
Oxoid 920833) ve Tulatromisin (30 ul, Pfizer 256244) antibiyotik diskleri kullanildi.

2.1.5. Kullanilan Besiyerleri ve Solusyonlar

Columbia Blood Agar Base (Oxoid CMO0331)

Peptone 23049
Starch 109
NaCl 5,09
Agar 10,0¢g
Distile su 1000 ml

(25 °C pH 7,3+0,2)
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Karigim 39 g/L olacak sekilde hazirlanarak, 121 °C’de 15 dakika otoklav edildikten
sonra 50 °C’ye kadar sogutulup %5 oraninda koyun kani ilave edilerek steril petrilere
dokildi.

Kanh Agar Base (Fluka 70133)

Meat extract 10,09
Peptone 1009
NaCl 509
Agar 10,09
Distile su 1000 mi

(25 °C pH 7,3+0,2)

Karigim 40 g/L olacak sekilde hazirlanarak 121 °C’de 15 dakika otoklav edildikten
sonra 50 °C’ye kadar sogutulup, %7 oraninda koyun kami ilave edildi ve steril

petrilere dokiildii.

Mac Conkey Agar (Merck 1.05465)

Peptone 20,0¢g
Lactose 10,09
Bile salts 15¢g
NaCl 500
Agar 13,5¢
Neutral red 0,03¢g
Crystal violet 0,001 ¢
Distile su 1000 ml

(25°C pH 7,4+0,2)
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Karigim 52 g/L olacak sekilde distile su i¢inde eritildi. 121 °C’de 15 dakika otoklav
edildikten sonra 50 °C’ye kadar sogutulup steril petrilere dokiildii.

Oksidasyon ve Fermentasyon Besiyeri (OF) (Merck 1.10282)

Peptone from casein 2049
Yeast extract 1,09
NaCl 5049
Na;HPO,4 0,29
Bromothymol blue 0,089
Agar 259
Distile su 1000 mi

(25 °C pH 7,140,2)

Karigim 11 g/L olacak sekilde distile su i¢inde eritildikten sonra 121’de °C 15 dakika
otoklav edildi. Daha sonra 55 °C’ye kadar sogutulup % 10’luk steril glukoz, laktoz ve
sukroz solusyonlarindan son konsantrasyonu % 1 olacak sekilde ilave edilerek, steril

tiiplere (13x100 mm) 5’er ml dagitildi.

Brain Heart Infusion Agar — BHIB (Merck 1.13825)

Nutrient substrate 27,59
D(+) Glucose 2,09
NaCl 5,09
Na;HPO, 259

Agar-agar 1509
Distile su 1000 ml

(25 °C pH 7,4+0,2)
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Dehidre besiyeri 52,0 g/L olacak sekilde distile su iginde hazirlandi ve 121 °C’de 15
dakika sterilize edilerek steril petrilere dokiildii.

Peptone Water (Oxoid CM9)

Peptone 10,09
NaCl 5049
Distile su 100 ml

(25 °C pH 7,2 £0,2)

Karisim 15 g/L olacak sekilde hazirlanarak, tiiplere 5 ml dagitildi ve 121 °C’de 15
dakika otoklavda sterilize edildi.

Nitrat Broth (Merck 1.10204)

Peptone 8,69
KNO; 159
NaCl 6,49
Distile su 1000 ml

(25 °C pH 7,2 +0,2)

Karisim 16,5 g/L olacak sekilde eritildikten sonra, tiiplere 5 ml dagitilip 121 °C’de 15
dakika otoklavda sterilize edildi. Nitrat testi i¢in Griess-llosvays nitrit ¢ozeltisi
(Merck 1.09023) ve ¢inko tozu (Merck 1.08774) ile birlikte kullanild:.

Triple Sugar Iron Agar (Oxoid CM0277)

Lab-Lemco’ powder 3,09
Yeast extract 3040
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Peptone 209
NaCl 5049
Lactose 10,09
Sucrose 10,09
Glucose 1049
Ferric citrate 0,3¢g
Sodium thiosulphate 0,3¢
Phenol red 0,0024 g
Agar 12,09
Distile su 1000 ml

(25 °C pH 7,4 £0,2)

Dehidre besiyeri 65 g/L olacak sekilde distile su i¢inde eritildi. Besiyeri sivi halde
iken, standart 16 x 160 mm tiiplere 7'ser ml olacak sekilde dagitilip, tiipler 121 °C’de
15 dakika sterilize edildi. Otoklav ¢ikiginda besiyeri heniiz siv1 iken tiipler 1-1,5 cm
yiikseklige yatirilarak besiyerinin katilagsmasi beklendi.

Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck 1.05459)

Pancreatic digest of casein 17,09
Enzymatic digest of soya bean 309¢g
NaCl 5,09
Na;HPO, 259
Glucose 2,50
Distile su 1000 ml

(25 °C pH 7,3 +0,2)

Dehidre besiyeri, 30 g/L olacak sekilde distile su i¢inde hazirlandi. 5 ml olacak
sekilde tiiplere dagitilip 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.
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Mueller -Hinton Agar (Merck 1.05437)

Meat infusion 2049
Casein hydrolysate 175¢
Starch 159
Agar-agar 13,09
Distile su 1000 ml

(25 °C pH 7,4 £0,2)

Besiyeri, 34 g/L olacak sekilde distile su iginde eritildi 121 °C’de 15 dakika otoklav
edildikten sonra 55 °C’ye kadar sogutulup, % 5 oraninda koyun kani ilave edildi ve

steril petrilere dokiildii.

Tryptic Soy Agar (Merck 1.05458)

Peptone from casein 1509
Peptone from soymeal 509
NaCl 509
Agar-agar 1509
Distile su 1000 ml

(25 °C pH 7,3 +0,2)

Dehidre besiyeri, 40 g/L olacak sekilde distile su ile hazirland1 ve otoklavda 121
°C’de 15 dakika sterilize edildi.

MR-VP Broth (Merck 1.05712)

Peptone from meat 7,09

D(+) Glucose 5090
Phosphate buffer 509



33

Distile su 1000 ml
(25 °C pH 7,3 £0,2)

Dehidre besiyeri, 17 g/L olacak sekilde distile su iginde eritilip, standart deney
tiiplerine 5'er ml olarak dagitildi ve otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildi.

Simmons Citrate Agar (Merck 1.02501)

NH4H2PO, 10g
KoHPO, 109
NaCl 5049
Sodium citrate 2049
MgSO, 0,29
Bromothymol blue 0,08 ¢
Agar-agar 13,09
Distile su 1000 ml

(25 °C pH 6,6 +0,2)

Besiyeri, 22,3 g/L olacak sekilde distile su i¢inde eritildi. 121 °C’de 15 dakika
otoklav edildikten sonra besiyeri heniiz sivi iken tiipler 1-1,5 cm yiikseklige

yatirilarak besiyerinin katilasmasi beklendi.

Moeller Decarboxylase Broth with Ornithine (BBL, 221663)

Peptic Digest of Animal Tissue 50¢g
Beef Extract 5009
Dextrose 059
Bromcresol Purple 0,01g
Cresol Red 0,005 ¢

Pyridoxal 0,005 g
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Distile su 1000 ml
(25 °C pH 6,0 £0,2)

Besiyeri, 10,52 g/L olacak sekilde distile su iginde eritildi ve 10 g L-Ornithine (Fluka
75470) ilave edilerek 5 ml olacak sekilde tiiplere dagitilip 121 °C’de 15 dakika

otoklav edildikten sonra kullanildi.

Kovaks Ayiraci (Merck 1.09293)

n-Butanol 750ml
Hydrochloric acid(%37) 250ml
4-Dimethylaminobenzaldehyde 509

10 ml peptonlu su besiyerinde gelistirilmis saf kiiltiir icerisine 1 ml ¢ozelti eklendi ve

olusan renk reaksiyonuna gore degerlendirildi.

2.1.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

2.1.6.1. DNA Ekstraksiyonu

P. multocida kontrol suslar1 ve izolatlardan DNA ekstraksiyonu, Genejet Genomic

DNA Purification Kit (Fermentas, KO721) iiretici firmanin 6nerdigi sekilde kullanildi.

2.1.6.2. PZR’da Kullamilan Primer, Enzim, Buffer ve Solusyonlar

P. multocida ve kapsiil geninin PZR ile tanisinda kullanilan primerlere ait gen

bolgeleri ve baz dizilimleri Tablo 2.2°de gosterilmistir.
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Tablo 2.2. P. multocida’nin PZR ile tanisinda kullanilan primerler

Serogrup  Gen Primer Sekans (5-3") Uriin Kaynak
Uzunlugu
KMT1 KMTI1T7 5-ATC-CGC-TAT-TTA- Townsend
CCC-AGT-GG-3’ ve ark.,
i 460 1998
KMT1SP6 5’-GCT-GTA-AAC-GAA-
CTC-GCC-AC-3’
OMP PMOut-F 5’- AGG-TGA-AAG-AGG- Neumann
TTA-TG-3’ ve ark.,
- 221 1998
PMOUL-R 5’- TAC-CTA-ACT-CAA-
CCA-AC-3’
hyaD- CAPA-F 5’-TGC-CAA-AAT-CGC- Townsend
A hyaC AGT-GAG-3 1044 \2/8 g{k.,
cAPA.R O -TTG-CCA-TCA-TTG-
TCA-GTG-3’
bcbD CAPB-F 5’-CAT-TTA-TCC-AAG- Townsend
B CTC-CAC-C-3 760 \2/8 g{k.,
CAPB-R 5’-GCC-CGA-GAG-TTT-
CAA-TCC-3’
dcbF CAPD-F 5’-TTA-CAA-AAG-AAA- Townsend
GAC-TAG-GAG-CCC-3’ ve ark.,
D 657 2001
CAPD-R 5’-CAT-CTA-CCC-ACT-
CAA-CCA-TAT-CAG-3’
echJ CAPE-F 5’TCC-GCA-GAA-AAT- Townsend
TAT-TGA-CTC-3’ ve ark.,
E 511 2001
CAPE-R 5’-GCT-TGC-TGC-TTG-
ATT-TTG-TC-3’

PZR reaksiyon karsimlarinin hazirlanmasinda 5 U/ul’lik Tag DNA Polimeraz
(EP0402, Fermentas), 10 mM’lik dNTP (R0192, Fermentas), 25 mM’lik MgCl,
(EP0402, Fermentas), 10X Taq Buffer (NH;).SO, (EP0402, Fermentas), 10X Taq
Buffer KCI (EP0402, Fermentas) reagentlar1 kullanildi.

Jeli hazirlamak i¢in, Agaroz (101674PR, Basica Le Agarose) ve 10X Tris Borik
asit EDTA tamponu (TBE) (B52, Fermentas), PZR iiriinlerinin jelde goriintiilenmesi
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icin Etidyum Bromiir (17896, Thermo), yiikleme boyasi 6X DNA Loading Dye
(RO611, Fermentas), marker olarak 100 bp DNA Ladder (SM0323, Fermentas) ve
negatif kontrol olarak deiyonize su (DEPC-treated Water) (R0601, Fermentas)
kullanilda.

2.1.6.3. Kullanilan Cihazlar

PZR irilinlerini yiiriitmek i¢in yatay DNA elektroforez cihazt (Thermo EC
CSSU2020, USA), elektroforez giic kaynagi (Thermo EC 3000P, USA), testlerde
kullanilan kuru kimyasallarin tartim islemlerinde hassas terazi (Ohaus Pioneer, USA)
kullanildi. PZR karisimlari, negatif basingla havadan kontaminasyonunu onleyen
steril kabinde (ESCO Class II Type B2, USA ) hazirlandi. PZR islemleri sirasinda
orneklerin ve hazirlanan kimyasallarmm karistirilmasinda  mekanik  karistirict
(FineVortex, Kore), santrifiij islemi i¢in sogutmali santrifiij (Sigma 1-15K, UK),
spesifik gen bolgelerinin amplifikasyonunda ise Thermal Cycler (Techne TC-plus,
UK) kullanildi. PZR sonucu elde edilen amplifikasyon {irtinleri jel goriintiileme
sisteminde (Vilber Lourmat ETX-20M, France) degerlendirildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Pasteurella multocida’nin izolasyonu ve Identifikasyonu

Akciger, nazal sivap ve trakeal yikant1 6rneklerinden %5°lik Columbia Blood agara
ekimler yapildi ve 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Columbia Blood agarda iireyen
bakterilerin koloni morfolojileri ve hemoliz 6zellikleri incelendi. Elde edilen
kiiltiirlerden Gram boyama yapildi. Gram negatif ve kokobasil seklinde goriilen
kolonilerden %5°1ik koyun Kanli agara pasajlar yapilarak saf kiiltiirleri elde edildi
(Aydin, 2006; Garrity ve ark., 2004; Quinn ve ark., 2004).
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2.2.1.1. Katalaz Testi

Test edilecek P. multocida suslarinin Brain Heart Infusion agarda 37°C’de 24 saatlik
kiiltiirleri hazirland1. Taze kiiltlirlerden 6ze ile almnarak lam fiizerine konuldu ve
tizerine bir damla %30’lik H,O; (hidrojen peroksit) damlatildi. Hava kabarciklarinin
goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi (Arda, 2006).

2.2.2.2. Oksidaz Testi

Bakterilerin oksidaz aktivitesinin belirlenmesinde oksidaz diski (Bacto, 1633-35-2)
kullanildi. Siipheli kiiltiirden Kanli agara ekimi yapilan 37 °C’de 18-24 saatlik
koloniler platin 6ze ile alinarak oksidaz diskine yayildi. Diskin 10-15 saniye i¢inde
kirmizi-mor bir renk almasi pozitif olarak kabul edildi (Arda, 2006).

2.2.2.3. Indol Testi

Kanli agarda 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra iireyen P. multocida siipheli
saf kiiltiirden peptonlu buyyona ekim yapildi. Kiiltiirler, 37 °C’de 1-5 giin
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasi kiiltiirlerin iizerine kovaks ayiracindan 0,5

ml ilave edildi. Tiiplerin tist kisminda 1-2 dakika i¢inde kirmizi bir halkanin olusmas1

pozitif olarak degerlendirildi (Arda, 20086).

2.2.2.4. Ureaz Testi

P. multocida’nin Kanli agarda 18-24 saatlik saf kiiltiirinden tireli buyyona gecilerek

37 °C’de 1-5 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda besiyeri renginin kirmiziya
donmesi pozitif olarak kabul edildi (Arda, 2006).
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2.2.2.5. Nitrat Testi

Kanli agarda 18-24 saatlik saf kiiltiirden nitratli besiyerine ekim yapildiktan sonra
37 °C’de 1-5 giin inkiibasyona birakild1. Tiplerin {izerine Griess-llosvays ayiracindan
5’ser damla damlatilarak hafif¢e galkalandi. Besiyerinde 1-2 dakika i¢inde kirmizi
rengin olusmasi pozitif olarak degerlendirildi (Arda, 2006).

2.2.2.6. Mac Conkey Agarda Ureme

P. multocida siipheli bakterilerin 18-24 saatlik saf kiiltiirlerinden Mac Conkey agara
pasaj yapilarak, 37 °C’de 48-72 saat inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda Mac Conkey
agarda tireyen ve iiremeyen koloniler, P. multocida yoniinden degerlendirildi (Mutter
ve ark., 1989).

2.2.2.7. Oksidasyon ve Fermentasyon (O/F) Testi

Kanli agarda 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyon sonunda iireyen P. multocida siipheli
saf kiiltiirden igne uglu 6ze ile alman bir koloni tiipteki Hugh Leifson besiyerine
ekildi. Ikinci tiipe ise ekim sonucunda fermantasyon i¢in 1 cm kalmlikta siv1 parafin
ilave edildi ve tlipler 37 °C’de 1-15 giin inkiibasyona birakildi. Parafinsiz tiipte
glikozun ayrigsmasi sonucu rengin yesilden sariya donmesi oksidatif; her iki tiipde de

rengin sartya ¢evrilmesi fermantatif olarak kabul edildi (Arda, 2006).

2.2.2.8. Hareket Testi

Pasteurella spp.’nin hareket testleri, yari-kat1 agarda iireme ve lam-lamel arasi
yontem kullanilarak yapildi. Kanli agarda 37 °C’de 18-24 saatlik saf bakteri
kiiltirinden Hugh Leifson besiyerine igne uglu 6ze ile alinan bir koloni dik olarak

tiiplerdeki besiyerine ekildikten sonra 37 °C’de 1-15 giin inkiibe edildi. Hareket,
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pozitif olan suslarda ekim hatt1 disina dogru yayilma gozlenirken, hareket negatif olan
suslarin sadece ekim hatti boyunca tiredigi belirlendi. Lam-lamel aras1 yontemde ise
buyyonda 37 °C’de 18-24 saat iiretilen saf bakteri kiiltiiri mikroskopta 40x’lik
biiyiitmede diyafram kapali olarak hareketli olup olmadiklar1 incelendi (Arda, 2006).

2.2.2.9. Triple Sugar Iron (TSI) Agar Testi

Izole edilen 18-24 saatlik saf kiiltiirlerden igne uglu 6ze ile alinan koloniler TSI
besiyerinin dip kismma ve ayni hat boyunca ¢ikarilarak besiyerinin yatik yiizeyine
stiriildii ve 37 °C'de 24-48 saat inkiibe edildi. Siire sonunda besiyeri yiizeyi (laktoz ve
sakkaroz) ve dip kisimlarmda (glikoz) olusan renk, gaz kabargiklar1 ve siyahlagsma

(H2S) yoniinden degerlendirildi (Arda, 2006).

2.2.2.10. Karbonhidrat Fermentasyon Testleri

Karbonhidrat fermentasyon testleri Hugh Leifson besiyerine % I’lik karbonhidrat (D-
siikroz, D-glikoz, D-mannitol, D-sorbitol, Inositol, Amigdalin, L-ramnoz, D-
melibioz, L-arabinoz) ilave edilerek hazirlandi. Yirmidort saatlik saf bakteri
kiiltiirtinden bir-iki koloni karbonhidrath besiyerinde siispanse edilip 37 °C’de 3-7
giin inkiibasyona birakildi. Normalde mavi olan besiyerinin sar1 renge doniisiimii

pozitif olarak, ayni kalmasi ise negatif olarak kabul edildi (Arda, 2006).

2.2.2.11. Sitrat Kullanim Testi

Kanli agarda 18-24 saat iiretilen P. multocida siipheli saf kiiltiirden Simmons
Citrate agara ekim yapildiktan sonra 1-5 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon

sonunda besiyeri renginin maviye doniisimii pozitif olarak degerlendirildi (Arda,
2006).
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2.2.2.12. Metil Red Testi

Kanli agarda 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra tireyen P. multocida siipheli
saf kiiltiirler, MR-V P buyyona ekildikten sonra 37 °C’de 48 saat inkiibasyona
birakildi. Siirenin sonunda kiiltiirlere 5-6 damla metil kirmizis1 solusyonu damlatildi.

Besiyerinde kirmizi rengin olugmasi pozitif olarak kabul edildi (Arda, 2006).

2.2.2.13. Voges-Proskauer Testi

Kanli agarda tretilen 18-24 saatlik P. multocida siipheli saf kiiltiirler, MR-V P
buyyona ekildikten sonra 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda kiiltiir tiipiine 0,6 ml alfa-naftol ve 0,2 ml KOH ilave edildi. 5-10 dakika
icinde kirmizi rengin olusmasi pozitif olarak degerlendirildi (Arda, 2006).

2.2.2.14. Ornitin Dekarboksilaz Testi

P. multocida suslarinin Tryptic Soy agarda 18-24 saatlik kiiltiirlerinden bir koloni
alinarak ornitin ilaveli Moeller Decarboxylase Broth’a ekildi ve 1 ml siv1 steril
parafin eklendi. Kiiltiirler 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra besiyeri renginin
mor olmasi pozitif olarak kabul edildi (Arda, 2006).

2.2.3. Pasteurella multocida Suslarinin Serogruplandirilmasi

2.2.3.1. Hiperimmun Serum Hazirlanmasi

Hiperimmun serum elde etmek i¢in Yeni Zelanda ki tavsanlar ve dort farkli gruba

ait standart P. multocida suslar1 (ATCC 43137 (Carter Grup A), ATCC 43017 (Carter
Grup B), ATCC 43019 (Carter Grup D), ATCC 43020 (Carter Grup E)) kullanildi.
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Standart suslar 6-8 saat BHI Broth igerisinde iiretildi ve suslarin %5°lik koyun Kanli
agara ekimleri yapildi. 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra iireyen standart
suslar %0,3’1liikk formollii FTS’de MacFarland Tiip No. 4’e gore ayarlandi. Hazirlanan
antijenler tavsanlara 4’er giin ara ile intravendz yolla 0,2; 0,5; 1,0; 1,5 ve 2 ml olarak
verildi. Son olarak 7 giin sonra formol kullanilmadan ayni sekilde hazirlanan canli
bakteri siispansiyonundan 0,5 ml deri alt1 yolla enjekte edildi. On giin sonra
tavsanlardan kan alinarak kan serumlari ¢ikartildi ve -20 °C’de serogruplandirma i¢in

sakland1 (Carter, 1955; Carter, 1962; Namioka ve Murata; 1961a; OIE, 2008).

2.2.3.2. Lam Agliitinasyon Testi

P. multocida suslarinin serogruplandirilmasi amaciyla Kanli agarda 18-24 saatlik
taze kiiltiirlerden bir koloni alinarak bir damla FTS ile siispansiyon yapildi. Daha
sonra lizerine bir damla hiperimmun serum ilave edilerek karistirildi. Karisimm 30
saniye i¢inde verdigi agliitinasyonlar degerlendirildi (Namioka ve Murata; 1961a;
OIE, 2008).

2.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Sigirlardan izole edilen ve serogruplandirilan P. multocida suslarma PZR yapildi.
PZR islemi; DNA ekstraksiyonu, amplifikasyon, elektroforez ve goriintiileme olmak

iizere dort asamada gerceklestirildi.

2.2.4.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in Genejet Genomic DNA Purification Kit (Fermentas K0721)
kullanildi.  Ekstraksiyon islemi iiretici firmanin Onerdigi protokole gore
gerceklestirildi. Her bir 6rnegin bulundugu kiiltiir 1,5 ml’lik steril ependorflara

aktarilarak + 4° C’de 5000xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen pelete 180 pl
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lizis (Digestion) solusyonu ve 20 ul proteinaz K ilave edilerek, 56° C’de 30 dakika su
banyosunda inkiibasyona birakildi. Lizata 20 ul RNase A solusyonundan ilave edildi
ve 10 dakika oda 1sisinda bekletildi. Lizis solusyonundan 200 pl eklenerek 15 saniye
vortekslendi ve tizerine %50°lik etanolden 400 ul ilave edilerek tekrar 15 saniye
vortekslendi. Bu sivi Genejet Purification kolonuna aktarilarak ependorfun igine
yerlestirilip 6000xg 1 dakika santrifiij edildi. Kolona 500 ul yikama sulusyonu I
(Wash Buffer 1) eklendi 8000xg 1 dakika santrifiij edildi ve tekrar 500 pl yikama
sulusyonu Il (Wash Buffer 11) ilave edilerek 15 000xg 3 dakika santrifiij edildi. Kolon
yeni ependorfa aktarilarak 200 ul eliisyon solusyonu (Elution Buffer) eklendi ve 2
dakika oda 1sisinda bekletildi. Inkiibasyon sonunda 8000xg 1 dakika santrifiij edilerek
PZR’da kullanilana kadar -20°C’de saklandi.

2.2.4.2. PZR’da Kullanilan Primerler

Sigirlardan izole edilen suslara P. multocida PZR spesifik genlerine ait (KMT1 geni
460 bp, OMP geni 221 bp) primerler kullanilarak yapildi (Neumann ve ark., 1998;
Townsend ve ark., 1998). Kapsiiler gruplarin belirlenmesinde ise Townsend ve ark.
(2001)’nin gelistirdigi spesifik genlere (hyaD-hyaC geni 1044 bp,bcbD geni 760 bp,
dcbF geni 657 bp, ecbJ geni 511 bp) ait primerler kullanildi. Liyofilize primerler,
konsantrasyonlar1 10 pmol olacak sekilde sulandirildiktan sonra vortekslenerek -20

°C’de sakland..

2.2.4.3. PZR Kansiminin Hazirlanmasi

Reaksiyon karigimlar1 toplam hacim 25 pl olacak sekilde hazirlandi ve ince duvarl
steril PZR tiiplerine dagitildi (Neumann ve ark., 1998; Townsend ve ark., 1998;
Townsend ve ark., 2001). PZR isleminde kullanilan karigimlar kontaminasyonu

onlemek igin steril kabinde hazirland1 (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3. PZR protokollerinde kullanilan karisimlar

KMT1 PMOut CAP ABDE

Reagent Forward/Reverse Forward/Reverse Forward/Reverse

((11)) ((11)) (uh
10X PZR Buffer 2,5 2,5 2,5
dNTP (10mM) 0,5 0,5 0,5
MgCl, (25mM) 2 2,5 2
Primer F (10pmol) 1 1 1
Primer R (10pmol) 1 1 1
Taq DNA polimeraz (5u/ul) 0,4 0,4 0,4
Steril H,0O 13,6 13,1 13,6
Template DNA 4 4 4
Toplam 25 25 25

2.2.4.4. Niikleik Asitlerin Cogaltilmasi1 (Amplifikasyon)

Optimizasyon, orijinal yonteme uygun olarak pozitif kontrollerin verdigi en iyi
amplifikasyon sonucuna gore yapildi (Neumann ve ark., 1998; Townsend ve ark.,
1998; Townsend ve ark., 2001). Orneklere ait kalipp DNA ve PZR bilesenleri Thermal
Cycler cihazina yerlestirilene kadar buz kalibinda bekletildi. Caligmada uygulanan
PZR protokolleri Tablo 2.4’te sunulmustur.



Tablo 2.4. Uygulanan PZR protokolleri

KMT1 PMOut CAP ABDE
Reagent Forward/Reverse Forward/Reverse Forward/Reverse
(D) () (1D
Denatiirasyon 95°C 4 dk 94°C 5 dk 95°C 5 dk
30 siklus 30 siklus 30 siklus
Baglanma 95°C 1dk 94°C 1dk 95°C 30sn
55°C 1dk 56°C 1dk 55°C 30sn
72°C 1dk 72°C 2 dk 72 °C 30 sn
Uzama 72°C 9dk - 72°C 5dk

2.2.45. Agaroz Jelin Hazirlanmas: ve Elektroforez islemi

Amplifiye edilen PZR iiriinleri orijinal yonteme uygun olarak %2’lik agaroz jelde
yuriitiildii. Jeli hazirlamak icin 2g agaroz, steril erlene konduktan sonra 100 ml 1x
TBE ile ¢ozdiiriildii ve mikrodalga firinda 45 sn bekletilerek eritildi. Eriyen agaroz 15
dakika kadar oda sicakliginda tutulduktan sonra 45 °C’ye kadar sogutuldu ve iizerine
10 mg/ml etidyum bromid eklendi. Jel, kabarcik olusmayacak sekilde hafifce
karigtirildiktan sonra yatay DNA elektroforez kalibina dokiildi. Ardindan jele
aplikasyon taraklar1 yerlestirilerek, jelin 25-45 dakika siiresince sogumasi beklendi.
Daha sonra taraklar yavasca c¢ikarildiktan sonra jel, DNA elektroforez cihazina
yerlestirildi. PZR {iriinlerini yliklemeden Once elektroforez tankimna jel yiizeyini
ortecek sekilde 1x TBE ilave edildi. Soldan saga dogru ilk géze 3 pl DNA marker
konuldu. Ikinci gdzde negatif kontrol olarak deiyonize su (DEPC-treated Water)
kullanildi. Ug ve altinc1 géz arasina pozitif kontrol ve diger gozlere her biri 2 pl olan

jel yiikleme solusyonu ile karistirilmis 10 pl PZR iriinii ilave edildi. Elektroforez
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cihaz1 150 volt/saat sabit akimda c¢alistirilarak, PZR {iriinleri agaroz jelde yiiriitiildii.
Orneklere ait DNA bantlari, DNA marker yardimiyla pozitif ve negatif kontrollere ait
diger bantlarla karsilastirilarak degerlendirildi.

2.2.4.6. Gériintiileme Islemi

Elektroforez sonucunda jeldeki 6rnekler bilgisayarli UV transilliminator kutusu i¢ine

yerlestirilerek goriintiilendi ve fotograflar1 ¢ekildi.

2.2.5. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Sigirlardan izole ve identifiye edilen P. multocida suslarinin antibiyotik duyarliliklar
CLSI’e standartlarma goére Mueller Hinton agarda Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemi ile gergeklestirildi (CLSI, 2006).

Kanli agarda 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyondan sonra elde edilen kiiltiirlerden
alinan koloniler Mac Farland Tiip No.5 bulanikligma esit olacak sekilde steril FTS
icerisinde hazirlandi. Daha sonra hazirlanan kiiltiirlerden 0,1 ml Mueller Hinton agara
aktarilarak steril bagetle yayildi. Standart antibakteriyel diskler steril bir pens yardimi
ile esit araliklarla petrilere yerlestirilerek 37 °C'de 18-24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasmnda her diskin cevresinde bulunan inhibisyon zon c¢aplar1

Olciilerek CLSI standartlarinda belirtilen zon ¢aplarina gore degerlendirildi.

2.2.6. istatistiksel Analiz

Izole ve identifiye edilen ~P. multocida suslarmin, érneklenen hayvan gruplarinda
cinsiyete dayali tastyicilik oranlar1 ve 6rnekler arasindaki tasiyicilik oranlar arasinda
farklilik bulunup bulunmadig ki-kare testi kullanilarak degerlendirildi (SPSS 13,0 for
Windows/SPSS Inc, USA). istatistiksel olarak p<0.05 degeri dnemli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Mikrobiyolojik Muayeneler

Sigirlardan alinan toplam 650 Ornegin (akciger, trakeal yikanti ve nazal sivap)
48 (%7,4)’inden P. multocida izolasyon ve identifikasyonu yapildi. Ugyiiz akciger
orneginden 22 (%7,3), 200 nazal sivap 6rneginden 10 (%5,0) ve 150 trakeal yikanti
orneginden ise 16 (%210,7) P. multocida susu identifiye edildi (Tablo 3.1).
Orneklerden izole edilen P. multocida oranlar1 arasinda istatistiksel olarak énemli bir

fark bulunmadi (p>0,05).

Tablo 3.1. Sigir akcigeri, nazal sivap ve trakeal yikanti Orneklerinden P. multocida
identifikasyonu

izole edilen P. multocida suslari *

Ornek Klinik goriiniim Disi Erkek Genel
Toplam
Saghkh  Hasta 1yas 1-3 4-7yas lyas 1-3 4-7yas (n) (%)
alt yas  veliizeri alt1 yas  veiizeri
Akciger 22 - - 7 11 - 4 - 22 1,3
Nazal Stvap 6 4 - 4 2 - 4 - 10 5,0
Trakeal Yikant1 10 6 10 - - 6 - - 16 10,7
Toplam 38 10 10 11 13 6 8 - 48 7.4
*(p>0,05).

3.2. Pasteurella multocida Suslarinin Biyokimyasal Ozellikleri

Izole edilen P. multocida suslarmin higbiri %5 koyun Kanl agarda hemoliz 6zelligi
gostermedi. Suslarin katalaz, oksidaz, indol, ornitin dekarboksilaz testleri ve nitrat
rediiksiyonu pozitif, lireaz, sitrat, metil red, voges-proskauer, TSI’da H,S, ve hareket
aktiviteleri negatif bulundu. P. multocida suslarimin Mac Conkey agarda iiremedigi ve
Hugh Leifson besiyerinde fermentatif karakterde oldugu gozlendi. Karbonhidrat
fermentasyon testinde D-siikroz, D-glikoz, D-mannitol pozitif, inositol, amigdalin, L-
ramnoz,  D-melibioz, L-arabinoz  fermentasyonlar1  negatif, = D-sorbitol
fermentasyonlar1 ise degisken olarak belirlendi. Identifiye edilen P. multocida ve
standart suslarin  biyokimyasal ozellikleri Tablo 3.2’de gosterildi (Aydmn, 2006;
Garrity ve ark., 2004; Quinn ve ark., 2004).
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Tablo 3.2. Identifiye edilen P. multocida ve standart suslarm biyokimyasal dzellikleri

Biyokimyasal P. multocida ATCC ATCC ATCC ATCC
Ozellikler 43137 43017 43019 43020

Gram Boyama - - - - -

Katalaz + + + + +

Oksidaz + + + + +

Hemoliz (Kanli Agar) - - - - -

Hareket (37 °C) - - - - -

indol + + + + +

Nitrat + + + + +

Ureaz - - - - -

Mac Conkey Agar - - - - -

H,S/TSI - - - - -

Sitrat - - - - -

Metil Red - - - - -

Voges-Proskauer - - - - -

Glukoz (Hugh-Leifson) Fermentatif Fermentatif = Fermentatif =~ Fermentatif Fermentatif

3.3. Pasteurella multocida Suslarinin Serogruplandirilmasi

P. multocida suslarinin serogruplandirilmasi amaciyla Lam Agliitinasyon Testi
uygulandi. Hiperimmun serumlari olusturulmas: igin dort farkli gruba ait standart
sus (ATCC 43137, ATCC 43017, ATCC 43019, ATCC 43020) kullanildi. Calismada
izole edilen 48 adet P. multocida susunun 46’s1 Lam Agliitinasyon Testi sonucunda

serogrup A olarak belirlendi. Suslardan ikisi tiplendirilememistir.
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3.4. PZR Bulgulan

Bu ¢alismada identifiye edilen 48 P. multocida susunun tamami KMT1 (Townsend ve
ark., 1998) ve OMP (Neumann ve ark., 1998) genlerine spesifik olan primerler ile
P. multocida olarak dogrulandi. Yapilan PZR’da pozitif 6rneklerde OMP geni 221
bp’de ve KMT1 geni 460 bp’de pozitif bantlar verdi (Sekil 3.1, 3.2.).

MNPIP2P3P41 2345 678 91011121314 1516 17181920 21222324

gyt L E T B R R L L L B EERERE R

M N PIP2P3P42526 272829303132 333435 36373839 404142434445 464748
3000bp

500bp

200bp e L L PR L DL L DL DL L L L L L LA R

100bp

Sekil 3.1. Agaroz jel elektroforezde P. multocida OMP (221 bp) geni pozitif bulunan suslarin
olusturdugu bantlar.

M: Marker (100 bp 3kbp)

N: Negatif kontrol (DEPC-treated Water)

P1: Pozitif kontrol, ATCC 43137 (OMP 221 bp)
P2: Pozitif kontrol, ATCC 43020 (OMP 221 bp)
P3: Pozitif kontrol, ATCC 43019 (OMP 221 bp)
P4: Pozitif kontrol, ATCC 43017 (OMP 221 bp)
1-48: Incelenen 6rnekler
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M NPIP2P3P41 23 45 6 78 9101112131415161718 19 20 2122 23 24

--------.---.-o—--..-..------

M N P1 P2P3P425262728 293031323334 3536 373839404142 43 4445464748

3000bp

Tbp - D D A O

0bp

100bp

Sekil 3.2. Agaroz jel elektroforezde P. multocida KMT1 (460 bp) geni pozitif bulunan suslarin
olusturdugu bantlar.

M: Marker (100 bp 3kbp)

N: Negatif kontrol (DEPC-treated Water)

P1: Pozitif kontrol, ATCC 43137 (KMT1 460 bp)

P2: Pozitif kontrol, ATCC 43017 (KMT1 460 bp)

P3: Pozitif kontrol, ATCC 43019 (KMT1 460 bp)

P4: Pozitif kontrol, ATCC 43020 (KMT1 460 bp)

1-48: Incelenen o6rnekler

PZR ile P. multocida olarak identifiye edilen suslarin kapsiiler grubunun
belirlenmesinde ise Townsend ve ark. (2001)’nin gelistirdigi spesifik genlere (hyaD-
hyaC geni 1044 bp, bcbD geni 760 bp, dcbF geni 657 bp, ecbJ geni 511 bp) ait
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primerler kullanildi. P. multocida suslarmin tamami 1044 bp’lik pozitif bantlar
olusturdu. Boylece PZR ile Carter kapsiiler grup A olarak tespit edildi (Sekil 3.3).

MNPIP2P3P41 2345678 91011121314 15161718 1920 21222324

3000bp

1/ - - .‘..----

500bp -

100bp

M NP1 P2P3P4252627282930 31323334 353637383940 41424344 45464748
3000bp

m@.--..--.-n-.---.--.---.-

Sekil 3.3. Agaroz jel elektroforezde P. multocida hyaD-hyaC (Carter kapsiiler grup A, 1044 bp) geni
pozitif bulunan suslarin olusturdugu bantlar.

M: Marker (100 bp 3kbp)

N: Negatif kontrol (DEPC-treated Water)
P1: ATCC 43137 Carter grup A (1044 bp)
P2: ATCC 43017 Carter grup B (760 bp)
P3: ATCC 43019 Carter grup D (657 bp)
P4: ATCC 43020 Carter grup E (511 bp)

1-48:Incelenen 6rnekler
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3.5. Pasteurella multocida Suslarinin Antibiyotik Duyarhhklar

Yapilan c¢aligmada izole edilen 48 P. multocida susunun antibiyotik duyarliliklari
Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi kullanilarak belirlendi. P. multocida suslarinin
%95,8 florfenikole, %93,8 seftiofura ve %91,7 oraninda amoksisilin-klavulanik aside

duyarli oldugu tespit edildi.

P. multocida suslarinin oksitetrasikline %22,9, penisilin G ve eritromisine
%20,8 oraninda direngli olduklar1 gdzlendi. izole edilen P. multocida suslarmm
antibiyotik duyarlilik profilleri Tablo 3.3’de verildi.

Tablo 3.3. izole edilen P. multocida suslarmin antibiyotik duyarlilik profilleri

Antibiyotikler Antibakteriyel Duyarhlik Dereceleri
R | S

(n) (%) (n) (%) (n) (%)
Amoksisilin (25 pl) 5 104 1 21 42 875
Amoksisilin-Klavulanik 2 4,2 2 4,2 44 91,7
Asit (30pul)
Enrofloksasin (5 pl) 2 4,2 4 8,3 42 87,5
Eritromisin (15 ul) 10 20,8 14 29,1 24 50,0
Florfenikol (30 ul) 2 4,2 - - 46 95,8
Gentamisin (10 pl) 2 4,2 3 6,3 43 89,6
Linkomisin- 7 14,6 7 14,6 34 70,8
Spektinomisin (109 pl)
Oksitetrasiklin (30 pl) 11 22,9 8 16,7 29 60,4
Penisilin G (10 Units) 10 20,8 - - 38 79,2
Seftiofur (30 pl) - - 3 6,3 45 93,8
Sulfametaksazol- 5 10,4 6 12,5 37 77,1
Trimetoprim (25 pl)
Tilmikosin (15 pl) 3 6,3 3 6,3 42 87,5
Tulatromisin (30 pl) 2 4,2 3 6,3 43 89,6

R: Direngli

I: Orta Derecede Duyarli
S: Duyarlt
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4. TARTISMA

Pasteurella enfeksiyonlar: hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde ekonomik
bir 6neme sahiptir. Isletme ve iiretici agisindan is giicii ve verim kaybinin yaninda,
Olimler ve sagaltim masraflar1 nedeniyle biiylik ekonomik kayiplara neden
olmaktadir (De Alvis, 1999). Amerika Birlesik Devletleri’nde sigirlarm solunum
sistemi hastaliklarindan dolayr hayvan basma sagaltim masraflarmin yaklasik
15,57 dolar (Snowder ve ark., 2006) ve yillik ekonomik kaybin 640 milyon dolarin

tizerinde oldugu bildirilmektedir (Bowland ve Shewen, 2000).

Pnémonilerin olusumu etiyolojik olarak cevresel faktorler, viral, bakteriyel,
mikotik ve paraziter etkenler nedeniyle kompleks bir yapi gosterir. Pnomonik
pastorelloz, diinyanin bir¢ok iilkesinde goriilmekle birlikte cok genis bir konak
cesitliligine sahiptir. Sigirlarm solunum yolu enfeksiyonlarindan P. multocida ve
M. haemolytica suslarmin yaygin olarak izole edildigi birgok arastrrmaci (Yates,

1982; Davies, ve ark., 2004; Boyce ve ark., 2010) tarafindan rapor edilmistir.

Madsen ve ark. (1985), 61 pndmonili buzagi akcigerinin 18 (%29,5)’inde
P. multocida izole edildigini bildirmistir. Houghton ve Gourlay (1984) ise pnémonili
sigir akcigerlerinden P. multocida izolasyon oranmi %6 olarak rapor etmislerdir.
Yapilan bir diger ¢alismada pndomoni nedeniyle 6len veya kesilen buzagi
akcigerlerinden %15,8 oraninda P. multocida izole edildigi bildirilmistir (Allan ve
ark.,1985). Danimarka’da yapilan bir ¢alismada bronkopnémoni ve pndmoni tablosu
gosteren hastalikli buzagida 72 6rnegin 10 (%13,8)’unda P. multocida izole edildigi
bildirilmistir (Tegtmeier ve ark., 1999). 1994-2002 yillar1 arasinda yapilan bir
calismada 6-18 aylik pnomonili buzag akcigerlerinde toplam P. multocida izolasyon
oran1 %34,7 (292) oldugunu ve bu oranin yillar arasinda ise %20-%47,4 arasinda
degisiklik gosterdigini saptamiglardir (Welsh ve ark., 2004). Yapilan bir diger
calismada 1-4 aylik saglikli buzagilara ait 61 nazal sivap 6rneginin 35 (%57,4)’inde
P. multocida susu identifiye edilmistir (Catry ve ark., 2006). Diger bir ¢aligmada 84
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buzagidan toplanan trakeal lavaj 6rneginin 17 (%14.3)’sinden P. multocida susu izole
edildigi bildirilmistir (Nikunen ve ark., 2007). Solunum sistemine ait hastalik belirtisi
gosteren 99 buzagida yapilan bir diger ¢alismada P. multocida izolasyon oranini
%19,1 olarak rapor edilmistir (Gagea ve ark., 2006). Yapilan bir diger ¢alismada 396
buzagiya ait trakeal lavaj 6rneklerinde izole edilen P. multocida oraninin %34 oldugu
bildirilmistir. Hayvanlarm klinik durumu dikkate alindiginda bu oran 144 saglikli
hayvanda %26,4 olarak bildirilirken, siipheli 89 vakada %32,6 ve 163 hasta hayvanda
ise %42,3 olarak tespit edilmistir (Autio ve ark., 2007). Bir diger ¢alismadal66 sigira
ait; nazal sivap, akciger ve siit orneklerinin 10(%6,02)’unda P. multocida izole
edildigi bildirmistir (Shayegh ve ark., 2010).

Ulkemizde yapilan calismalarda sigirlarda P. multocida izolasyon oranlari
birbirinden farkli bulunmustur. Girgin ve ark. (1989), pnomonili buzagi
akcigerlerinden Pasteurella tiirlerini %18 oraninda izole etmislerdir. Haziroglu ve
ark. (1997), pnomoni lezyonu goriilen 100 buzagi akcigeri Orneginin %8’inde
P. multocida izolasyonunun yapildigin1 bildirmislerdir. Erzurum’da yapilan bir
calismada pnomonili sigir akcigerlerinden %4,5 oraninda P. multocida izole edildigi
rapor edilmistir (Dinler, 1998). Konya’da yapilan bir arastirmada P. multocida
izolasyon oranmin %15,9 oldugu bildirilmistir (Giindiiz ve Erganis, 1998). Kilig
(2003), Elazig’da yaptig1 bir calismada mezbahada kesilen 500 pndémonili sigir
akcigerlerine ait 6rneklerin %6’sindan P. multocida izole edildigini rapor etmistir.
Yapilan bir diger ¢alismada Aydin ve Izmir’de bulunan mezbahalardan alinan 570
sigir intratrakeal svabin 28 (%4,9)’inden P. multocida izole ve identifiye edildigi
bildirilmistir (Erbas, 2007).

Bu caligmada sigirlardan alman 650 ornekte 48 (%7,4) P. multocida susu
identifiye edilmis ve izolasyon orami arastiricilarin (Houghton ve Gourlay, 1984;
Haziroglu ve ark., 1997; Kilig, 2003; Shayegh ve ark., 2010) bulgular1 ile uyumlu
bulunmustur. Ancak yapilan bazi ¢alismalara (Allan ve ark., 1985; Giindiiz ve
Erganis, 1998; Tegtmeier ve ark.,1999; Welsh ve ark., 2004; Catry ve ark., 2006;
Gagea ve ark., 2006; Autio ve ark., 2007; Nikunen ve ark., 2007) gore P. multocida
izolasyon oram diisiik, bazi1 ¢calismalardan ise yiiksek (Dinler, 1998; Erbas, 2007)
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oranlarda bulunmustur. Bununla birlikte pnomonik pastorellozisin yayilist genel
olarak tilkeler ve bolgeler arasinda farklilik gosterebilmektedir. Bu farkliliklarm iklim
degisikliklerine, mevsimsel doneme, hayvan nakillerine, yas ve ik farkliliklarina,
kemoterapotiklerin kullanimina, stres faktorlerine, hayvanlar bireysel direnglerine,
beslenme durumuna ve bulunduklar1 yerin hijyenik sartlarina bagli olabilecegi
diistinilmektedir. P. multocida izolasyon oraninin yiiksek bulundugu caligmalarda
(Tegtmeier ve ark.,1999; Welsh ve ark., 2004; Catry ve ark., 2006; Gagea ve
ark.,2006; Autio ve ark., 2007; Nikunen ve ark., 2007) materyal sayis1 genellikle
diisik olup, arastirmalar sadece belirli sayida hayvan populasyonu iizerinde
gerceklestirilmistir. Ayrica, bu smirli sayidaki gruplarda, hayvanlarn genel olarak

bulasici bir hastalik etkisi altinda bulundugu dikkati ¢ekmektedir.

P. multocida suslarmin tiplendirilmesi, kapsiil antijenine gore A, B, D, E ve F
olmak tizere 5 Kkapsiiler grup ve 16 (1-16) somatik serotipe gore yapilmistir
(Carter,1955; Hedleston ve ark., 1972). P. multocida suslarmnin kapsiiler ve somatik
tiplendirilmesi i¢in Lam Agliitinasyon, IHA ve AGID testlerinden yararlanilmaktadir
(Carter, 1955; Namioka ve Murata, 1961a; Heddleston ve ark., 1972; Rimler ve
Rhoades, 1989).

Blanco Viera ve ark. (1995), Meksika’da 224 pnomonili akciger O6rneginin
mikrobiyolojik muayenesi sonunda izole edilen bakterilerin 72 (%32,1)’sininin
P. multocida olarak identifikasyonunun yapildigmi bildirmislerdir. P. multocida
izolatlar1 akriflavin ve hyaluronidaz teknigi ile %61°i serogrup A, %25’i serogrup D
olarak belirlenirken %14°i ise tiplendirilememistir. P. multocida serogrup A iginde

AGID testi ile en yaygin olan serotip 3 olarak saptandigi belirtilmistir.

Purdy ve ark. (1997), ABD’de yapilan bir arastirmada izole ettikleri 50
P. multocida susunun 42’sinin serogrup A olarak tiplendirildigini, 8’inin ise

tiplendirilemedigini rapor etmislerdir.
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Yapilan bir ¢alismada 10 pndmonili sigirdan izole edilen P. multocida susu
AGID testi ile 7’sini A:3, 2’sini A:4 ve 1’ini ise A:3,4 olarak tiplendirmislerdir (Dabo
ve ark., 1997). Yapilan bir diger ¢alismada ise 40 buzagiya ait nazal ve trakeal sivap
orneklerinden izole edilen 4 (%10) P. multocida susunun 3’iniin serogrup A

oldugunu, 1’inin ise tiplendirilemedigini rapor etmislerdir (De Rosa ve ark., 2000).

Suudi Arabistan’da yapilan bir ¢alismada 400 sigir akciger sivap drneginden
izole edilen 10 (%2,5) P. multocida susunun 4’tinii serogrup A, 2’sini serogrup D,
2’sini serogrup E olarak tiplendirmisler, diger 2 susun ise ise tiplendirilemedigini

bildirmislerdir (Al-Humam ve ark., 2004).

Townsend ve ark. (2001), multipleks PZR (mPZR) ile kapsiiler gruplarinin
belirlenmesinde (capA,B,D,E,F) spesifik P. multocida primerleri kullanilarak, mPZR
geleneksel serotiplendirme metotlarina alternetif bir gruplandrma yontemi
olabilecegini saptamiglardir. Ewers ve ark. (2006), sigirlardaki cesitli klinik
vakalardan izole ettikleri 91 P. multocida susunu kullanarak yaptiklar1 PZR’da kapsiil
genlerini (capA,B,D,E,F) incelemislerdir. izole edilen 91 adet P. multocida susundan
84 (%92,3)’tnii grup A, 3 (%3,2)’tni grup D, 2 (%2,19)’sini grup F olarak

gruplandirmiglar, 2 (%2,19) susun ise tiplendirilemedigini rapor etmiglerdir.

Batu ve Elverdi (1970), Sakarya, Samsun, Carsamba, Bafra ve Terme
mezbahalarinda kesilen sigir ve mandalarin nazofarengeal bosluklarindan aldiklari
1106 sivap orneginden izole ettikleri P. multocida susundan kapsiiler serogruplarinin
belirlenmesi amaciyla 28 (%2,53) P. multocida susundan 24’tinii AGID testi ile
serotip B olarak tiplendirildigini, suslardan dordiiniin ise tiplendirilemedigini

bildirmislerdir.

Erbas (2007), Aydin ve izmir’de 570 adet sigir intratrakeal sivap drneginden 28
(%4,9) P. multocida susu izole edildigini ve bu suslar1 Lam Agliitinasyon ve AGID
testi ile 15 (%53,6)’1 serogrup B, 10 (%35,7)’u serogrup A ve 1 (%3,5)’1 de serogrup
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D olarak tiplendirmistir. Suslardan 2 (%7,2)’sinin ise tiplendirilemedigi
belirtmektedir.

Bu c¢alismada sigirlardan izole edilen 48 P. multocida susunun Lam
Agliitinasyon Testi sonucunda 46 (%95,8)’s1 Carter kapsiiler serogrup A olarak tespit
edilmis ve ikisi ise tiplendirilememistir. Spesifik primerler kullanilarak yapilan PZR
testi sonucuna gore de suslarin tiimii Carter kapsiiler grup A olarak tiplendirilmistir.
Sigir suslarmin P. multocida serogrup A olarak biyotiplendirilmesi yapilan bazi
caligmalarla (Blanco Viera ve ark. 1995; Dabo ve ark., 1997; Purdy ve ark. 1997; De
Rosa ve ark., 2000; Kumar ve ark., 2004; Ewers ve ark., 2006) paralellik gosterirken,
bazi caligmalardan (Batu ve Elverdi, 1970; Erbas, 2007) farkli bulunmustur. Bu
durum serogruplarin iilkeler ve bolgeler arasinda farkliliklarma isaret etmektedir.
Ulkemizdeki duruma bakildiginda; P. multocida serogruplarmin  bdlgesel
dagilimlarinin tam olarak bilinmedigi ve kapsiiler gruplandirma caligsmalarmin
sayisinin ¢ok az oldugu goriilmektedir. Calismada serolojik olarak gruplandirilan
P. multocida suslar1 ayni zamanda PZR yontemi ile de gruplandirilmistir.
P.multocida’nin serolojik yontemler yanisira PZR ile de gruplandirilabilecegi ortaya
konmus ve serolojik yOntemlere alternatif olarak kullanilabilecegi kanaatine

varilmistir.

Gelistirilen PZR teknikleri, tiir spesifik olarak P. multocida’ya ait kromozomal
gen bolgesindeki ozel primerleri hedeflemektedir. Bu teknikle mikroorganizmalar
kisa siirede dogru sekilde teshis edildiginden geleneksel metotlara gore daha
avantajiidir (Townsend ve ark., 1998). Townsend ve ark. (1998), tarafindan
gelistirilen KMT1 genine 6zel 460 bp primer ve Neumann ve ark. (1998),’nin
gelistirmis olduklart OMP genine 6zel 221 bp primer ile P. multocida izolatlar1

spesifik olarak eslestigini tespit etmislerdir.

Kumar ve ark. (2004), hastalik belirtisi gosteren farkli hayvan tiirlerine ait
orneklerin 206’sinda klasik yontemler ve PZR ile P. multocida’y: identifiye etmisler
ve bu Orneklerin 20’sinin sigir orjinli oldugunu rapor etmislerdir. PZR’da spesifik

KMT1 klonu ile P. multocida olarak identifikasyonu yapilan 20 adet susun IHA ve
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AGID testiile 9’u A:1, 1’1 A:3, 1’1 A:4, 31 A:1-A:3 ve 2’si B:2 olarak tiplendirilmis,

4’{iniin ise tiplendirilemedigi bildirilmistir.

Bu ¢aligmada, sig1ir akcigerlerinden P. multocida’nin PZR ile identifikasyonuna
yonelik OMP ve KMTI1 genlerinden hazirlanan spesifik primer ciftlerinin
kullanilmasi ile farkli bakterilerin yanlis pozitif vermesi onlenmistir. Caligmada,
kiiltiir ile pozitif bulunan 48 P. multocida susu PZR ile de pozitif bulunmustur. Bu
calismada, P. multocida identifikasyonunda kullanilan spesifik primerler ile yapilan
diger calismalarla (Townsend ve ark., 1998; Townsend ve ark., 2001; Kumar ve ark.,
2004; Ewers ve ark., 2006) uyumlu bulunmustur. P. multocida identifikasyonunda
konvansiyonel yontemler yanisira molekiiler metotlardan olan PZR ile identifiye
edilebilecegi ortaya konmus ve P. multocida’nin identifikasyonunda ve

tiplendirilmesinde kiiltiire alternatif olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Yoshimura ve ark. (2001), 72 sigir ve 68 domuz kaynakli P. multocida izolatlar1
icin 10 farkli antibiyotik (aspoksilin, benzilpenisilin, dihidrostreptomisin, doksisiklin,
enrofloksasin, kanamisin, oksitetrasiklin, seftiofur, tiamfenikol, tilmikosin)
kullanarak agar diliisyon metodu ile Minimal Inhibitér Konsatrasyon (MIK)
degerlerini tespit etmislerdir. Sigir ve domuz izolatlarinda en etkili olan antibiyotikler
MIK 90 degeri ile enrofloksasin ve seftiofur olarak belirtilmistir. Sigir izolatlarinda
en fazla direng gOsteren antimikrobiyel ajanlarin  dihidrostreptomisin  ve
benzilpenisilin, domuz izolatlarinda ise oksitetrasiklin ve tiamfenikol oldugu

bildirilmistir.

Yapilan bir diger arastirmada 6-18 aylik hastalikli buzagi akcigerlerinden izole
edilen 160 adet P. multocida susunun antibakteriyel duyarliliklarini ve yillara gore
identifikasyon oranlarini kontrol etmislerdir. Izolasyon oranlar1 1994-2002 yillari
arasinda %20-47,4 arasinda degiskenlik gosterdigini saptamuslardir. Izole edilen
P. multocida suslarmm 1994-2002 yillar1 arasindaki duyarhliklar1 ise ampisilin igin
%76-100, seftiofur, sefalotin ve enrofloksasin igin %96-100, siilfametoksazol-
trimetoprim igin %76-100, eritromisin %34-93, florfenikol %86-100, tilmikosin



58

%58-92, tetrasiklin i¢in %40-71 arasi degisen yiizdelerde tespit edilmistir (Welsh ve
ark., 2004).

Erbas (2007), Aydin ve izmir’de yaptig1 arastirmada 570 sigir akcigerlerinden
izole edilen 28 (%4,9) P. multocida suslarinin florfenikole %93, enrofloksasine %61,
oksitetrasikline %54 oraninda duyarli oldugunu, ayrica eritromisin ile
stilfametoksazol-trimetoprime %82, gentamisine %64 ve amoksisilin-klavulanik
aside ise %61 oraninda direngli oldugunu saptamustir. Onat ve ark. (2010) tarafindan,
klinik olarak saglikli ve drneklemeden 6nce antibiyotik kullanilmamis 47 Holstein
k1 sigirdan aldiklari burun sivap 6rneginin 27 (%57,4)’si P. multocida olarak
bildirilmistir. P. multocida izolatlarmimn tiimiiniin florfenikole ve ampisiline karsi
duyarl bulundugu, enrofloksasine kars1 % 85,1, siilfametoksazol-trimetoprime kars1

% 92,6 ve eritromisine kars1 % 44,5 oranlarinda duyarlilik belirlendigi bildirilmistir.

Bir diger ¢alismada sigir ve domuzlarda P. multocida izolatlarmin antibiyotik
duyarlhilik diizeyleri belirlenmistir. Arastrma sonuglarina gore sigir ve domuzlardan
elde edilen P. multocida izolatlar1 sirasiyla nalidik aside %3,7-10,6, enrofloksasine
%0,2-1,5, sefoperazona %2,9-3, sefotaksime %-1,1-6,8 ve seftiofura %0,7-1,5
oraninda direngli oldugu bildirilmistir (Wallmann, 2006).

Bu ¢alismada izole edilen 48 P. multocida suslarinin antibiyotik duyarlilik test
bulgular1 sonucunda P. multocida suslarinin %95,8 florfenikole, %93,8 seftiofura,
%91,7 amoksisilin-klavulanik aside, %89,6 gentamisin ve tulatromisine, %87,5
amoksisilin ve enrofloksasine, %79,2 penisilin G’ye, %77,1 sulfometaksazol-
trimetoprime, %70,8 linkomisin-spektinomisine ve %50 oraninda eritromisine duyarl
oldugu bulunmustur. P. multocida suslarinin oksitetrasikline %22,9, penisilin G ve
eritromisine %20,8 oraninda direngli oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada elde
edilen antibiyotik direnglilik oranlar1 hayvanlarda bilingsiz ve yaygin bir sekilde

antibiyotik kullanimini gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢aligmasi, sigirlardan P. multocida izolasyonu, identifikasyonu (fenotipik ve
genotipik), suslarin tiplendirilmesi (serolojik ve molekiiler) ve antibiyotik

duyarliliklarini saptamak amaciyla yapilmustir.

1. Sigirlardan alinan 650 6rnekten P. multocida izolasyonu, identifikasyonu ve
tiplendirilmesi amaciyla kiiltiir, seroloji ve PZR yontemleri kullanilmustir. Orneklerin
48 (%7,4)’inden P. multocida izole edilmistir.

2. Izolatlarin identifikasyonunda konvansiyonel yontemlerin yanisira molekiiler
metodlardan olan PZR ile de identifiye edilmis ve P. multocida’nin teshisinde hizli,
pratik, giivenilir ve kiiltiire alternatif bir yontem olarak kullanilabilecegi kanaatine
varilmstir.

3. Calismada identifiye edilen 48 (%7,4) adet P. multocida susunun 46
(%95,8)’s1 Lam Agliitinasyon Testi ile kapsiiler serogrup A olarak siniflandirilirken
ikisi (%4,2) ise tiplendirilememistir.

4. Serolojik olarak gruplandirilan P. multocida suslar1 Tiirkiye’de ilk kez PZR
yontemi ile gruplandirilmistir. P. multocida’nin serolojik yontemlerin yanisira PZR
ile de gruplandirilabilecegi ortaya konmus ve serolojik yontemlere alternatif olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

5. Saglikli ve pnomoni belirtisi gosteren sigirlardan alinan 6rneklerden izole
edilen suslarmin tamaminin Carter kapsiiler grup A olarak belirlenmesi, yorede
pnomonik pastorellozis enfeksiyonuna neden olan suslar igerisinde kapsiiler grup
A’nin baskin oldugunu gostermektedir.

6. Izole edilen 48 P. multocida susunun antibiyotik duyarlilik testi sonucunda
% 95,8 florfenikole, % 93,8 seftiofura ve % 91,7 oraninda amoksisilin-klavulanik
aside duyarh oldugu gozlenirken oksitetrasikline % 22,9, penisilin G ve eritromisine
% 20,8 oraninda direngli oldugu tespit edilmistir.

7. Bu calismada elde edilen bulgularm iilkemizde P. multocida’ya yonelik

yapilacak diger arastirmalara katki saglayabilecegi kanaatine varilmigtir.
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6. OZET

Afyonkarahisar 1Ilinde Sigirlardan  Pasteurella multocida  izolasyonu,
Tiplendirilmesi, Antibiyotik Duyarhhgi ve Baz Viriilens Genlerinin PZR ile

Belirlenmesi

Yapilan bu tez ¢alismasinda Afyonkarahisar ilinde sigirlardan P. multocida
izolasyonu ve tiplendirilmesi amaciyla 650 6rnek toplandi. Mezbahalardan 300
akciger ornegi, ¢iftliklerden 200 nazal sivap (saglikli 170, hasta 30) ve 150 trakeal
yikant1 (saglikli 130, hasta 20) 6rnegi alinda.

Sigirlardan alman 650 ornekten izole edilen 48 (%7,4) P. multocida susu
fenotipik, serolojik ve PZR yontemleri ile identifiye edildi. Kapsiiler gruplar serolojik
ve genotipik olarak belirlendi. Serolojik yontemde, standart P. multocida susu
kullanilarak Yeni Zelanda wki tavsanlardan hiperimmun serumlar hazirland.
Sigirlardan izole edilen 48 P. multocida susu, hiperimmun serumlar kullanilarak Lam
Agliitinasyon Testi ile 46 (%95,8)’s1 Carter kapsiiler serogrup A olarak tiplendirildi,
2 sus gruplandirilamadi. Genotipik yontemde, izolatlarin tamami KMT1 ve OMP
genlerine spesifik olan primerler kullanilarak PZR ile P. multocida olarak dogruland:.
Kapsiiler grubunun belirlenmesinde spesifik primerler kullanilarak yapilan PZR ile 48

susun tamamu Carter kapsiiler grup A (%2100) olarak tiplendirildi.

Yapilan ¢alismada izole edilen 48 (%7,4) P. multocida susunun antibiyotik
duyarliliklar1 belirlendi ve P. multocida suslarinin % 95,8 florfenikole , % 93,8
seftiofura, % 91,7 amoksisilin-klavulanik aside duyarli oldugu go6zlenirken,
oksitetrasikline % 22,9 oraninda, penisilin G ve eritromisine % 20,8 oraninda direngli

oldugu saptandu.

Anahtar Kelimeler : Sigir, P. multocida, Tiplendirme, PZR, Antibiyotik Duyarlilik
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6. SUMMARY

The Isolation, Typing, Antimicrobial Susceptibility and Detecting of Some
Virulence Genes by PCR of Pasteurella multocida Strains in Cattle in Region of
Afyonkarahisar

In this study, 650 samples have been collected for the isolation and typing of
P. multocida from slaughterhouse and cattle farms in the province of Afyonkarahisar.
300 lung samples from slaughterhouses, 200 swap (healthy 170, unhealthy 30), and
150 tracheal lavage (healthy 130, unhealthy 20) from farms were obtained.

In the study, 48 (7.4%) P. multocida strain were identified in all of 650 samples
of cattles by phenotypic, serological and PCR method. Genotypic and serological
methods were used in the determination of the capsular groups. Hyperimmune sera
from New Zealand rabbits immunized with standard P.multocida strain were
prepared. In the study isolated 48 P. multocida strains with Slayt Agglutination test
46 (95.8%) were found as serogroup capsular A and 2 strains were untyped. Also
these strain were confirmed using by primers specific to KMT1 and OMP genes by
PCR. Using specific primers of the capsular group (Townsend et al., 2001) 48 strain
were confirmed as in Carter A (100%) capsular group by PCR .

In this study, isolates of 48 (7.4%) P. multocida strains were determined by
antibiotic susceptibility test. Of the strains 95.8% florfenicol, 93.8% ceftiofur, 91.7%
amoxicillin-clavulanic acid were observed to be sensitive. Resistance rates were

22.9% oksitetracycline, 20.8% peniciline G and erythtomicine.

Keywords: Cattle, P. multocida, Typing, PCR, Antibiotic Susceptibility
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