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OZET

Karahan S, Pnomonili Sigir Akciger Orneklerinde Mycoplasma bovis’in Real Time PCR ile
Arastirlmasi, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji Anabilim
Dali (Veteriner Programi), Yiiksek Lisans Tezi, Van, Tiirkiye, 2019. Bu ¢aligmada, pnémonili sigir
akcigerlerinde Mycoplasma (M.) bovis’in gen spesifik primerlerin kullanildigi Real-Time PCR yontemi
ile aragtirilmasi amaglandi. Makroskobik olarak pndmoni tanisi koyulan 100 adet sigir akciger 6rneginin
52’sinde Real-Time PCR ile M. bovis identifiye edilirken, 58’inde konvansiyonel bakteriyolojik
yontemler ile gesitli bakteriyel etkenlerin varligi tespit edildi. Caligmada M. bovis’den sonra en yiiksek
oranda (%25) Escherichia coli tespit edilirken, Pasteurella multocida, Klebsiella pneumoniae,
Sphingomonas paucimobilis, Mannheimia haemolytica, Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus
spp. orneklerin sirasiyla %13, %7, %7, %4, %1 ve %1’inden izole edildi. Akciger 6rneklerinin 42’sinden
ise konvansiyonel bakteriyolojik yontemler ile bakteriyel etken izole edilmedi. Calismadan elde edilen
bulgular ile M. bovis’in sigirlarda solunum sistemi hastaliklarina neden olan 6nemli bir etken oldugu
belirlenmekle birlikte hastaligin teshis ve tedavisinde diger bakteriyel etkenlerin varliginin da géz oniinde
bulundurulmasi gerektigi kanatine varildi.

Anahtar Sozciikler: Sigir, Akciger, Mycoplasma bovis, Real Time-PCR



ABSTRACT

Karahan S, Investigation of Mycoplasma bovis in Bovine Lung Samples with Pneumonia by Real
Time PCR, Van Yiiziincii Yil University, Health Sciences Institute, Department of Microbiology
(Veterinary Programme), Master Thesis, Van, Turkey, 2019. The aim of this study was to investigate
Mycoplasma (M.) bovis from bovine lungs with pneumonia by Real-Time PCR. M. bovis was identified
in 52 out of 100 bovine lung samples diagnosed with pneumonia macroscopically by Real-Time PCR
wherease the presence of various bacterial agents was determined in 58 of the samples by conventional
bacteriological methods. In the study, Escherichia coli was detected in the highest rate (25%) after M.
bovis while Pasteurella multocida, Klebsiella pneumoniae, Sphingomonas paucimobilis, Mannheimia
haemolytica, Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus spp. were isolated from 13%, 7%, 7%, 4%,

1% and 1% of the samples, respectively. Also, bacterial agent was not isolated from 42 of lung samples
by conventional bacteriological methods. The findings of the study indicated that M. bovis was an
important causative agent of respiratory diseases in cattle, and that the presence of other bacterial agents
should be considered in the diagnosis and treatment of the disease.

Keywords: Bovine, Lung, Mycoplasma bovis, Real Time-PCR
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1. GIRIS

Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de sigirlarda siklikla karsilasilan solunum
sistemi hastaliklari, hayvan saglig1 agisindan iizerinde durulmasi gereken onemli bir

saglik sorunudur.

Solunum sistemi hastaliklarinin olusmasinda enfeksiyoz etkenler, bakim,
besleme gibi ¢esitli predispoze faktorler etkilidir. Viral enfeksiy6z etkenler arasinda
Bovine Respiratory Syncytial Virus, Parainfluenza Virus Type 3, Infectious Bovine
Rhinotracheitis, Bovine Viral Diarhea ve Bovine Herpes Virus gibi etkenler yer alirken
bakteriyel etkenler arasinda da Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica,
Histophilus somni ve Mycoplasma spp. on plana ¢ikmaktadir. Bu etkenler igerisinde
ozellikle mikoplazmalar ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Sigirlarda
mikoplazmalarin neden oldugu pnoémonilerde Mycoplasma bovis (M. bovis) en 6nemli

etken olarak 6n plana ¢ikmaktadir (Radostitis ve ark., 1995).

Hastalik, erken donemde O©nemli klinik semptomlara yol a¢madigi i¢in
tanimlanmas1 genellikle zordur. Ge¢ donemde de daha ¢ok yetistiricilik yoniinden 6nem
tasimakta ve enfeksiyon sonrasi kondisyon kaybi, biiyiimede gerileme, pndmoni ve
sekonder enfeksiyonlar nedeniyle agir ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Giines,
2018).

Pnomonili sigir akcigerlerinde M. bovis etkeninin molekiiler tespitinde PCR
yonteminin kullanilmasi erken tani ve tedavi agisindan kritik 6neme sahiptir. Etkenin
molekiiler teshisinde de cesitli PCR teknikleri kullanilmaktadir (Altun, 2015; Issi ve
ark., 2015).

Sigirlarda  solunum sistemi hastaliklarinin  gériildiigii Ingiltere, Ispanya,
Danimarka, Fransa, Isvicre, Almanya ve Israil gibi iilkelerde solunum sistemi problemli
hayvanlarda M. bovis’in PCR yontemi ile teshisine yonelik yapilan arastirmalarda
etkenin %25-33 oraninda tespit edildigi bildirilmektedir (Kleinschmidt ve ark., 2013).

Tiirkiye’de ise 7 cografik bolgede 21 farkhi siit sigir1 isletmesinin 17’sinde
(%80.9) mikoplazma kokenli solunum sistemi enfeksiyonlarmin varligi tespit edilmis,

PCR yontemi ile Mycoplasma spp. yoniinden pozitif bulunan 172 &rnegin 149
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(%87.6) unda kiiltiirel yontemlerle M. bovis izole ve identifiye edilmistir (Saym ve ark.,
2016). Dogu Anadolu Bolgesinde ii¢ farkli isletmedeki 148 hayvandan alinan akciger,
burun sivabi ve siit 6rneklerinin kiiltiirel ve molekiiler analizlerinde 3 akciger 6rneginin
tamaminda, 51 adet burun sivabinin %23.5’inde ve 90 siit 6rneginin de %21.1’inde M.
bovis tespit edildigi bildirilmistir (Karahan ve ark., 2010). Ozen ve ark., (2009),
yaptiklar1 bir ¢alismada 2565 adet akciger 6rneginin 100’tinde (%3.89) makroskobik
olarak pneumoni lezyonlar1 goézlediklerini ve PCR yontemi ile yaptiklari analiz
sonucunca Orneklerin 19’unda M. bovis, M. dispar ve M. bovinrhinis belirlediklerini

ifade etmislerdir.

Marmara Bolgesi’nde buzagi pnomonilerinde, M. bovis’in prevalansi %7.5
olarak belirlenmistir (Erdag ve ark., 1995). Erzurum ilinde lezyonlu sigir akcigerlerinde
M. bovis’in PCR yontemi ile teshisine yonelik yapilan bir bagka aragtirmada %36
oraninda pozitiflik tespit edilirken Kars ilinde bu oranin %4 olarak belirlendigi rapor

edilmistir (Ozen ve ark., 2009).

Yapilan arastirmalarda, toplanan numunelerin 6zellikle klinik olarak solunum
sistemi hastaliklar1 belirtileri gdsteren ve siirii problemli gruplardan temin edilmesi; M.
bovis yoniinden pozitiflik oraninin ¢ok yiiksek olmasinda etkili oldugu ifade edilmistir
(Soehnlen ve ark., 2011; Akan ve ark., 2014)

Akcigerin lezyonlu dokularindan, lenf yumrularindan ve pleura sivisindan
etkenin kiiltiirel yontemlerle izolasyonu miimkiin olabilmektedir (Thomas ve ark.,
2002). M. bovis’in PCR ile teshisine yonelik calismalarda, ozellikle irinli-nekrotik
bronkopnémoni olgularinda pozitifligin yiiksek oldugu bildirilmistir (Maeda ve ark.,
2003; Ozen ve ark., 2009; Yilmaz, 2009; Gabinaitiene ve ark., 2011)

Mikoplazma tiirlerinin izolasyonu ve identifikasyonundaki zorluklar sebebiyle
hastaligin erken ve hizli tanisinin zor oldugu bilinmesine ragmen tilkemizde bu konuda
yapilan molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarin az sayida oldugu goriilmiistiir (Nicholas
ve ark., 2002; Ozen ve ark., 2009, Yilmaz ve ark., 2009; Rosetti ve ark., 2010;
Arcangioli ve ark., 2012; Adamu ve ark., 2013; Altun, 2015).



Bu calismada, s1g1ir solunum sistemi hastaliklariin etiyolojinde 6nemli bir yere
sahip oldugu bilinen M. bovis’in Adana bdlgesindeki sigirlardan alinan pnomonili
akciger nekropsi Orneklerinde varligi ve yaygmliginin Real-Time PCR yontemi ile

arastirilmasi amaclandi.



2. GENEL BIiLGILER

Solunum sistemi, canlinin yasadigi ortamdaki havay1 kapillar damarlarda ki kan
ile temasa getirerek oksijen ve karbondioksit aligverigini saglayan kanallar sistemi
olarak tanimlanmaktadir. Akcigerler Gogiis boslugunda yer alir iist ve alt solunum
yollar1 olmak iizere iki béliimden olusmaktadir. Ust solunum yollar1 burundan baslayip
akcigerlerde bronsiyollere kadar uzanirken alt solunum yollar1 da bronsiyollerden

baslayip alveoler kanallara ve keselere agilarak alveollerde sonlanir (Caswell ve

Willams, 2007).

Trachea ve bronslarin mukozasi yalanci ve ¢ok katli silyumlu silindirik epitel ile
kaplanmistir  (Caswell ve Willams, 2007; Eurell ve Frappier, 2006). Alveol
parankimindeki tip I (solunan hava ve kan yoluyla gelen zararli etkenlere kars1 olduk¢a
duyarlidir) ve tip II (Tip I pnomositler icin kék hiicre gorevi goriirler) pndmositler
onemli hiicrelerdir (Caswell ve Willams, 2007; McGavin ve Zachery, 2007; Cakar ve
ark., 2013).

Akcigerin makrofajlarini; alveoler, intersitisyel, pulmoner intravaskiiler
makrofajlar ile dentritik hiicreler olugturmaktadir. Yangisal olaylarda kan monositleri
alveollere gecerek alveoler makrofajlar1 olustururlar (McGavin ve Zachery, 2007).
Solunan havanin 1s1 ve neminin ayarlanmasi, koku alma, ses c¢ikarma, asit-baz
dengesinin diizenlenmesi ve kan depolama solunum sisteminin gorevlerindendir
(Caswell ve Willams, 2007; Cakar ve ark., 2013).

2.1. Pnomoniler

Pnomoni, basit ifade ile akciger yangisi olarak tamimlanabilir. Enfeksiy6z
(bakteriler, viriisler, mantarlar, parazitler), enfeksiydz olmayan (ahir gazlari, irrite edici
gazlar vb.) etkenler veya kongenital ve edinsel yetersizlik solunum sistemi
hastaliklarina sebep olmaktadir (Radostitis ve ark., 1995; Caswell ve Willams, 2007,
McGavin ve Zachery, 2007; Giovanni ve ark., 2013). Akcigerlere gelen etkenler akciger
intersitisyumu ve interalveoler boliimleri etkilerken aerojen yoluyla enfeksiyonlar ise
solunum yollarinin tahrip olmasind kaynaklanir. Solunum sisteminin alt boliimleri ¢ok

kiiglik partikiillerden, tahris edici gazlardan ve alveol ile brong epitellerine affinite



gosteren enfeksiyoz ajanlardan etkilenir (McGavin ve Zachery, 2007). Solunum sistemi
lezyonlarinin az rastlanan diger tipleri travmatik ve komsu organ ya da dokulardaki

lezyonlarin akcigerlere yayilmasi seklinde olur.

Enfeksiyoz kokenli pnomonilerde stres faktorleri, 6zellikle viral ve bakteriyel
etkenlerin aktivitesinde dnemli rol oynamaktadir. Bu ylizden rastgele tedavi akiler bir
secenek degildir. Sigirlarda bakteriyel etkenlerden pastorella ve mikoplazma tiirlerine
kars1 pndmonilerinin tedavisinde asil etkin uygulama korumadir. Koruma, 6ncelikle
stres yapict faktorleri Onlenmesi ve ardindan etkene karsi asilama yontemleriyle
mimkiin olur. Ancak iilkemizde c¢ogunlukla tedaviye yonelik kemoterapotik
uygulamalar yapilmaktadir. Sigirlarin solunum yolu enfeksiyonlarinda tedavi her zaman
basarili olmayacagi gibi, hastalik cogunlukla niiksetmektedir. Tedavi giderleri ve
niikslerin tekrar tedavi edilmesi 6nemli Sl¢iide ekonomik kayiplara sebep olmaktadir

(Radostitis ve ark., 1995; Giines, 2018).

Pnomoniler akut, subakut ya da kronik olarak siniflandirilir ve ayrica
etiyolojilerine gore de smiflandirihirlar (McGavin ve Zachery, 2007). Akcigerdeki
yangilart eksudatin 6zelligine gére ve doku reaksiyonlarina gore iki baslik altinda
incelenir. Eksudatif karekterdeki pnomoniler alveolleri kaplayan eksudatin 6zelliklerine

gore; kataral, irnli, , fibrinli ve hemorajik olarak tanimlanir.

Bir bagka yaklasim ise pnomonileri akcigerdeki yayilimina ve lokalizasyonuna
gore smiflandirilmasidir. Bu siiflandirmada ise bronkopndémoni, lober pnémoni ve
intersitisyel pnémoni olmak iizere ii¢ ana grup vardir (Maeda ve ark., 2003; Caswell ve
Willams, 2007; McGavin ve Zachery, 2007; Radelli ve ark., 2008).

2.1.1. Bronkopnomoni

Bronkopndmoni, akciger alveollerinin ve bronslarinin birlikte yangisidir. Ayrica
hayvanlarda en fazla goriilen pnomoni tipi olup bakteriler hastaligin etiyolojisinde
onemlidir (Caswell ve Willams, 2007; McGavin ve Zachery, 2007). Viicudun direncinin
azalamasi, yorgunluk, sagliksiz barmaklarda uzun siireli yetistirme ve iisiitme gibi stres
faktorleri predispoze faktorlerdir. Bu predispoze faktorler, viicutta bulunan saprofit

mikroorganizmalar tarafindan hastaligin ortaya c¢ikisinda etkili olmaktadir. Bu



pnomonilerde lezyonlar genellikle kranial loplarda goriilmektedir. Yangi bronsiyoller ve
alveollerin sinirinda baslayarak yukari dogru bronslara ve alveoler parankimine yayailir.
Bu pnomonide biriken sivi, genellikle brons, bronsiyol ve alveol bosluklarinda birikir
(Radostitis ve ark., 1995; McGavin ve Zachery, 2007; Radelli ve ark., 2008; Ozen ve
ark., 2009). Akciger yangilarinda biriken eksudat, dokularin hava tutma kapasitesini
azaltir. Yangisal olaylar odaklar halinde yayilmissa lobuler pnémoni olusumu goriiliir.
Lobuler odaklar birleserek biiyiir ve lobun tamamini veya akcigerlerin biiyiik kismini
kapsayan, brons ve bronsiyollerin yangilarindan kaynakli genis pndmoni alanlari
olustururlar. Boylelikle endobronsiyal yayilma sonucu bronkopndmoni tablosu gelisir.
Bronkopndmoniler biriken eksudatin karakterine gore patolojik olarak kataral, irinli ve
fibrinli olarak siniflandirilir. Nitekim histopatolojik incelemelerde pnémoni tablolari
kataral-irinli, irinli-nekrotik ya da fibrinli-nekrotik tarzda teshis edilebilmektedir
(Caswell ve Willams, 2007; McGavin ve Zachery, 2007; Radelli ve ark., 2008).

Irinli - nekrotik bronkopndmoni, brons, bronsiyol ve alveollerde purulent ya da
mukopurulent bir eksudatin varlig: ile karakterizedir. Bu tip pnomonilerde bakteriyel
enfeksiyonlardan; Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Salmonella spp.,
Corynebacterium pyogenes, Escherichia coli ve Bordetella bronchiseptica en ¢ok izole
edilen bakteri tiirleridir (Radostitis ve ark., 1995; Caswell ve Willams, 2007; McGavin
ve Zachery, 2007). Etkenler akcigere kan yoluyla gelir. Primer yangi odaklarindan
(endoarteritis, metritis ve omphaloflebitis gibi) kalp yoluyla akcigerlere ulasirlar. Viral
enfeksiyondan sonra sekonder komplikasyon seklinde de gelisebilir (Caswell ve
Willams, 2007). Makroskobik olarak yaygin hiperemik odaklar halinde akcigerin
kranioventral loblarinda gbéze g¢arpan ve diizensiz lezyonlar dikkati ¢eker. Akciger
kesitinde ozellikle bronglarda bol miktarda eksudat goriilir (Maeda ve ark., 2003;
McGavin ve Zachery, 2007; Radelli ve ark., 2008). Hastaligin baslangicinda 6zellikle
liimenlerde siddetli notrofil 16kosit eksudasyonlar1 ile karakterize bronsitis ve
brongiolitis goze carpar (McGavin ve Zachery, 2007; Yilmaz, 2009). Yangi
endobronsioler ve peribronsioler tarzda alveoler parankime yayilir (Caswell ve Willams,
2007; Yilmaz, 2009). Alveollerde seréz bir eksudasyon ile yayillan bu yangi sonra
nekrozlagir ve irinlesir. Akcigerde zamanla yaygin irinli odaklar halinde alanlar
sekillenir. Bu odaklar arasinda normal atelektatik veya amfizematdz akciger dokusu

alanlar1 da bulunabilir (Caswell ve Willams, 2007; Ozen ve ark., 2009; Y1ilmaz, 2009;



Kleinschmidt ve ark., 2013). Siddetli olgularda brons ve bronsiyollerdeki epitel
hiicreleri ve alveoler epitel hiicreleri nekroze olarak liimene dokiiliir. Genellikle pleura
etkilenmez ve irinli-nekrotik bronkopnémoniler zamanla tamamen iyilesebilirler. Ancak
apselesme, atalektazi, fibrozlesme ve saprofit bakterilerin bulunmasiyla gangren de
gelisebilir (Caswell ve Willams, 2007; McGavin ve Zachery, 2007; Ozen ve ark., 2009;
Yilmaz, 2009).

Eksudatta fibrin bulunmasi ile karakterize olan bu tip pnOmonilerin
etiyolojisinde Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Mycoplasma mycoides
subsp. mycoides gibi bakteriyel etkenler bazen primer bazen de viral enfeksiyonlari
takiben sekonder olarak rol oynarlar. Hastalikli akciger loblariin iizerini orten pleura
genellikle yangilandigindan bir pleuropnémoni tablosu vardir. Zaman igerisinde bu tip
olgularmm ¢ogunda nekroz gelisir (Caswell ve Willams, 2007; McGavin ve Zachery,
2007; Nicholas ve ark., 2008; Radelli ve ark., 2008; Yilmaz, 2009).

Fibrinli pndmonilerde; yangisal hiperemi, kirmizi hepatizasyon, gri hepatizasyon
ve son olarak lizis devreleri olmak iizere dért dénem olusur. Ilk olarak yangisal
hiperemi doneminde hastalikli akciger loblar1 kivami artmis bir halde olup koyu kirmizi
renk almistir. Cok miktarda kirmizi-gri renkte eksudat kesit yiizeyinde mevcuttur
(Caswell ve Willams, 2007; McGavin ve Zachery, 2007; Yilmaz, 2009). Icerik fibrince
zengin olan ve bu eksudat pihtilastigi icin de akcigerin kesit yiiziinden sizmaz.
Histopatolojik olarak yapilan incelemelerde akciger kapillar damarlarmin dolu oldugu,
alveollerde acgik kirmizi renkte homojen, ince graniilli serdoz bir sivi toplandigi
goriilmektedir. Sivi igerisinde notrofil, eritrosit, 10kosit ve dokiilmiis epitel hiicreleri
bulunabilir. Kirmiz1 hepatizasyon déneminde ise akciger loplarindaki kapiller damarlar
eritrositler ile dolu oldugundan kirmizi renkte oldugu goriintir. Akciger loplarinin
etkilenen boliimlerinde fazla fibrin birikimi ve hiicresel infiltrasyonundan dolayi,
loplarin hacim ve kivaminin artmasi sonucu karaciger kivamini almasiyla hepatizasyon
sekillenir. Histolojik olarak kapillar damarlarda hipereminin alveollerde fazla miktarda
fibrin arasinda az sayida eritrosit, notrofil, 16kosit ve epitel hiicreleri bulunur (McGavin
ve Zachery, 2007; ; Yilmaz, 2009, Radelli ve ark., 2008; Yilmaz, 2009; Ozen ve ark.,
2009).



Evcil hayvanlarda nadir goriilen lizis evresinde, 16kositlerden salinan proteolitik
enzimler ile pnémoni lezyonu goriilen alanlardaki eksudati eritir (McGavin ve Zachery,
2007). Bu evrede etkilenen akcigerin lobu yangisal hiperemi evresine benzer sekilde
koyu kirmizi bir renk alir. Lenf damarlar1 ve Kkapiller damarlar ile eriyen eksudat
kitleleri rezorbe edilir (Caswell ve Willams, 2007). Sigirlarda nadir de olsa saglam
kalan alveol epitelleri yenilenerek etkilenen loplarda yeniden ventilasyonu saglar. Evcil
hayvanlarda etkilenen akciger kisimlari ¢ogunlukla organizasyona ugrar. Rezorbsiyon
amactyla damarlardan zengin bir graniilasyon dokusu iireyerek hiyalin kitleleri haline
donlismiis olan alveollerdeki eksudat iginde bir organizasyon meydana getirir.
Hastaliktan etkilenen akciger loplar kiigiilerek et rengini ve kivamini alir (Caswell ve

Willams, 2007; McGavin ve Zachery, 2007).

Yabanci maddelerin akcigere aspirasyonu ile meydana gelir. (McGavin ve
Zachery, 2007). Ozellikle yutkunma giicliikleri, farinks felci ile seyreden kuduz,
botilusmus gibi hastaliklarda, kafa travmalar1 ve 6zefagusun tikanmalari durumlarinda
yabanci ve cisimlerin sivilarin bakterilerle birlikte aspire edilmesi en fazla
rastlanilanidir.  Biling kaybi sirasinda meydana gelen kusmalarda mide igerigi
akcigerlere kacabilir. Ayrica Ust solunum yolunun irinli veya nekrotik yangil
enfeksiyonlarinda ortaya ¢ikan eksudatin aspire edilmesi akcigerlerin ozellikle
kranioventral loblarinda irinlive apseli bronkopnomoniler meydana gelir. Ayrica
sondalama uygulamalarindaki hatalar ile wverilen ilaglarin dogrudan akcigere
gonderilmesi sonucuda bu pnomoniler sekillenir. Aspire edilen yabanci maddeler dnce
irinli-iilseratif bronsitis, daha sonra ise irinli- gangrendz pnémoniler olustururlar. igleri
kirli ve fena kokulu kitlelerle dolu kavernler olusur. Bunlar daha sonra gogiis bosluguna
acilirlar. Genellikle gazli gangren akcigerde 6liimle sonuglanir (Radostitis ve ark., 1995;

McGavin ve Zachery, 2007).

2.1.2. Intersitisyel pnémoni

Interalveoler septumlarda goriilen intersitisyel pndmoni; aerojen viriis
enfeksiyonlariin meydana gelmesinde 6nemli rol oynadigi proliferatif olgulardir
(Caswell ve Willams, 2007; McGavin ve Zachery, 2007; Nicholas ve ark., 2008).

Klamidya, mikoplazma, parazitler (Caswell ve Willams, 2007), ilag¢ reaksiyonlari, asir1



duyarlilik reaksiyonlari, endojen metabolik toksik maddeler (iiremi, pankreatitis, sok,
dissemine intravaskiiler koagulasyon) intersitisyel pnomoniler goriilebilmektedir
(McGavin ve Zachery, 2007).

Makroskopik olarak tanisi zor olmasina ragmen, kivamli ve sonmemis akciger
bolgeleri tanida dikkati ¢eker. Kronik olgularda bag dokusu artisi ile kalinlasmis bir
intersitisyum, peribrongial diigiimciikler ve yaygin amfizem goriilebilir (McGavin ve
Zachery, 2007; Radelli ve ark., 2008). Akcigerin tiim loblarinda makroskobik lezyonlar
goriilebilse de ozellikle kaudo-dorsal bolgelerde daha sik rastlanir. Intersitisyel
pnomonilerin bronkopndmonilerden ayirt edilmesinde lezyonlarin bu lokalizasyonu

onemlidir (Caswell ve Willams, 2007).

Histopatolojik olarak; akut donemde alveollerin liimeni serdz-fibrinli eksudatla
dolu, alveol duvarlar1 da 6demli ve konjesyonedir. Alveoler liimende biriken fibrin ve
diger serum proteinleri ile hiicresel artiklar yogunlasarak hiyalin membranlar
olustururlar. Yangisal infiltrasyonlar tek tiik notrofil 16kositleri ile daha yogun lenfosit,
histiyosit ve plazma hiicrelerinden ibarettir (Caswell ve Willams, 2007; McGavin ve
Zachery, 2007; Radelli ve ark., 2008). Sekonder bakteriyel enfeksiyonlar intersitisyel
pnomoni tablosunu maskeleyebilirler. Eksojen ve endojen toksik maddeler ya da
enfeksiyoz etkenler 6zellikle alveol duvarmin kapillar endotel hiicrelerinde ve alveol
duvarmi doseyen epitel hiicrelerinde akut zedelenme-yikim olustururlar. Akut
zedelenmede Oncelikli olarak onarim 6zelligi zayif, rejenerasyon kapasitesi de yetersiz
olan alveol tip I hiicreleri daha hassastir. Alveol duvarindaki tip II epitel hiicreleri
saglam bazal membran {izerinde prolifere olarak dejenere olmus tip I epitel hiicrelerinin

yerini alir (Cakar ve ark., 2013).

2.1.3. Graniilomatoz pnomoni

Graniilomatoz pnomonilere hayvanlarda fagositozla yok edilemeyen
organizmalar sebep olmaktadir. Etkenin fagositoza dayanikli ve dokuda uzun siire
kalabilen 6zellikte olmasi1 gerekmektedir (Caswell ve Willams, 2007). Graniilomattz
pnémonilerin nedenleri arasinda 6zellikle; Cryptococcosis, Actinobacillus spp.,
Actinomyces spp., Nocardia spp., Histoplasmosis ve Mycobacterium spp. vb. sayabilir.

Solunum yoluyla aspire edilen ve ¢éziinmeyen partikiillerde graniilomatéz pnoémoniye



neden olabilmektedir. Yanginin meydana gelmesi daha ¢ok eksudatif karakterde olmasi
hastalanan hayvan tiirline, viicudun immiinolojik olarak reaksiyonu durumuna ve

etkenin patojenitesine baglidir (McGavin ve Zachery, 2007).

Graniilomatdz pndmonilerde, farkli biiyiikliik ve yerlesim gosteren, kazedz veya
kazedz olmayan graniilomlara akcigerlerde rastlanilmaktadir. Kesitte c¢evreleri soluk
beyaz renkte bag doku kusagi ile gevrili olan nekroz alanlar1 gorilir (Caswell ve
Willams, 2007; Yilmaz, 2009).

2.2. Mycoplasma bovis

2.2.1. Tarihge

[lk olarak Frank tarafindan 1889’da mantarlara olan  morfolojik
benzerliklerinden dolayr (mykes-fungus: plasma formunda), Mikoplazma ismini
kullanilmigtir. Bu etkenleri Novak, 1973 yilinda sigirlarda bulasict pléropndmoni etkeni
olarak tanimlamistir. Mikoplazmalarin, Mollocutes sinifinin Mycoplasma genusunun
onemli iyesi olan M. bovis pneumonilerin olusumunda primer patojenik tiir oldugu
bildirilmektedir (Divers ve Peek, 2008). En kiigiik serbest yasayanlar olarak bilinen
organizmalardir. Mikoplazma cinsini igeren sekiz cins 120'den fazla tlir vardir. Bu
tirlerin bazilari, insanlar ve digerleri hayvanlar ve bitkiler i¢in patojen olabilmektedir

(Foddai ve ark., 2005).

2.2.2. Etiyoloji

Mycoplasma cinsine dahil tiirler hareketsiz, sporsuz ve kapsiilsiizdiir. Fimbria ve
piluslar1 yoktur. Cogu mikoplazmalar fakiiltatif anaerobtur. Diger tiim bakterilerden
farkli olarak hiicre duvarindan yoksundurlar. Gram negatifler fakat Gram boyama
yontemiyle gii¢c boyanirlar. Giemsa veye Castaneda yontemleri ile boyanmalar1 gerekir
(Walker, 1999; Quinn ve ark., 2002; Whithear ve Browning, 2004; Brown ve ark.,
2007; Caswell ve Willams, 2007; Giovannini ve ark., 2013).

En iyi karanlik saha ve faz kontrast mikroskobunda incelenirler. Hiicre

duvarlarinin olmamasi nedeniyle olduk¢a pleomorfiktiktirler. En sik rastlanan temel
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sekil 0.3-0.8 um c¢apli kokoid formlardir. Mikoplazmalar1 tiretmek diger bakterilere gore
giictiir. Nazli tireyen mikroorganizmalar olduklari i¢in bazi spesifik tiretme faktorlerine
ihtiya¢ vardir. Mikoplazma etkenleri ekstraseliiler etkenler olup bazilarinin mukoz
membranlara tutunma oOzellikleri vardir. Eklemleri ve serdz bosluklar1 g¢evreleyen
mezengimal hiicreler ile epitel hiicrelerine karsi affiniteleri vardir. Solunum yollarina
yerlesme egilimi gosteren mikoplazmalarin silier aktiviteyi bozmalar1 patogenezlerinde
onemlidir. Mikoplazmalar beta laktam antibiyotikler gibi tiim hiicre duvar sentez
inhibitorlerine dogal direnglidirler. Mikoplazmalar fiziksel ve kimyasal etkilere
duyarlidir. 37 °C’de 35-40 giin, -20 °C’de 6-12 ay canli kalabilir. Ultraviyole 1sinlarina
dayaniklidirlar. Diger bakterilerin aksine dondurulup ¢ozdiiriilmeye direnglidirler. Fakat
kuruluga duyarlidirlar. Penisilin ve sefalosporinlerin dahil oldugu hiicre duvar1 sentez
inhibitorii antibiyotikler ile siilfonamidlere dogal direncglidirler. Mikoplazmal
hastaliklarin ~ tedavisinde kullanilan baslica antibiyotik gruplari  makrolidler,
tetrasiklinler, linkozamidler ve florokinolonlardir. M. bovis(eski adiyla Mycoplasma
agalactiae subsp. bovis) ilk olarak 1961 yilinda bir mastitis vakasindan tespit edilmis ve
mastitis nedeni olarak tanimlanmistir (Hale ve ark., 1962). Daha sonra 1976’da
hayvanlarda solunum yolu hastaliklarinin tedavisi sirasinda M. bovis 6nemli bir etken
olarak tespit edilmistir (Gourlay ve ark., 1976). Sigir ve siit buzagilarinda pneumoni
yaninda artrit ve tenosinovit olgularindan da izole edilmistir (Caswell ve Archambault,
2008).

Hiicre duvarlari olmadigindan lipid, karbonhidrat ve proteinlerden olusan plasma
membrana sahiptirler. Mikoplazmalar ¢ok kiigiikk yasayan prokaryotlardir. Sporsuz,
hareketsiz ve kapsiilsiiz, aerobik ve anaerobik ortamlarda iireyen mikroorganizmalardir.
(Walker ve ark. 1999; Caswell ve Willams, 2007; Yilmaz, 2009; Giovannini ve ark.,
2013).

2.2.3. Epidemiyoloji

Solunum sistemi hastaliklari, tiim diinyada oldugu gibi gibi (Nicholas ve ark.,
2002; Lee ve ark., 2008; Schoot ve ark., 2013), Tiirkiye’de de sigirlarda siklikla

karsilagilan hayvan sagligi agisindan {izerinde durulmasi gereken onemli bir saglik
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sorunudur (Ozen ve ark., 2009; Karahan ve ark., 2010; Kuiluka ve ark., 2000; Issi ve
ark., 2015).

Hastalik solunum yoluyla direkt olarak bulagsmaktadir. Hastalarin ve portorlerin
akciger ve burunlarindan gelen eksudatta bol miktarda etken bulunmaktadir. Hastaligin
cikist ve etkenlerin g¢evreye yayilisinda hasta hayvanlarin yanisira, bakim besleme
kosullarinin kétii olusu, soguk, aglik ve diger stres faktorlerinin de rolii ¢oktur. M. bovis
enfeksiyonlart kronik ve sekonder polimikrobiyal olarak agiklanmaktadir. Solunum yolu
ve burun salgilar1 enfeksiyonun epidemiyolojisi agisindan 6nemlidir (Akan ve ark.,

2014).

Sigirlarin solunum sistemi hastaliklarinda ates, nazal akinti, solunum giicliigi,
siddetli oksiiriik gibi klinik belirtiler ile birlikte verim kaybi dikkati c¢ekmektedir
(Stipkovits ve ark. 2000; Issi ve ark., 2015).

Viriislerin ve mikoplazma tiirlerinin birlikte enfeksiyona dahil olmalarinin,
immun sistemi baskilayarak akciger enfeksiyonunu daha siddetli hale getirdigi
bildirilmistir (Stipkovits ve ark., 2000; Nicholas ve ark., 2008; Wawegama ve ark.,
2012). Sigirlardaki pnomonilerin etiyolojisinde yer alan viral ve bakteriyel etkenlerin
miks olmasi durumlarinda antibiyotik tedavisine yeterli yanit alinamayabilir (Giines,
2018). Mikoplazmozis 6zellikle genglerde (6-12 aylik buzagilarda) ve sigirlarda siklikla
goriilebilmektedir. (McGavin ve ark., 2007; Maunsell ve ark., 2009; Aebi ve ark., 2012;

Giovannini ve ark., 2013)

Sigir pndmonilerinin yayginligimin tespitinde, pnomoni oranmin %3.6 ile
%65.83 arasinda degistigi bildirilmistir (Walker 1999; Whithear ve Browning 2004;
Nicholas ve ark., 2008; Ozen ve ark., 2009; Y1lmaz ve ark., 2009). Pnémonilere neden
olan etiyolojik faktorleri igerisinde mikoplazmalarin neden oldugu akciger
enfeksiyonlari, sigirlarin en fazla ekonomik kayiba sebep olan ve en 6nemli hastaliklari
arasinda oldugu bildirilmistir (Nicholas ve ark., 2008; Adamu ve ark., 2013; Giovannini
ve ark., 2013). Ozellikle de M. bovis solunum sistemi hastaliklarinda en 6nemli etken
olarak gosterilmektedir (Kuiluka ve ark., 2000; Nicholas ve ark., 2002; Aebi ve ark.,
2012; Arcangioli ve ark., 2012).
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Hastalik belirtisi gostermeyen hayvanlarin etkeni agiz, burun, konjuktiva, ve
genital kanal mukozasinda tasiyabildikleri bildirilmistir (Whithear ve Browning, 2004;
Brown ve ark., 2007; Yilmaz, 2009; Hermeyer ve ark., 2012). M. bovis enfeksiyonuna
hayvanlar kontamine olmus ortamda bulunmakla veya enfekte hayvanlarla dogrudan
temas sonrasi yakalanirlar (Walker, 1999; Whithear ve Browning, 2004; Brown ve ark.,

2007).

Solunum sisteminde M. bovis bronkoalveolar bolgeye yerlesir ve damlacik
enfeksiyonuyla cevreye yayilir (Walker, 1999, Caswell ve Willams, 2007; Yilmaz,
2009). Hasta hayvanlar solunum sisteminde enfeksiyonu takiban 24 saat igerisinde
burun akintilariyla etkeni hizla ¢evreye yaymaya baslarlar (Pfiitzer, 1990; Gyles ve ark.,
2001; Nicholas ve ark., 2008). Klinik bir belirti gostermeyen inekler etkeni siitleriyle
yayarken siit emen buzagilar enfeksiyona yakalanabilirler (Lee ve ark. 2008). Akut
doneminde hastaliktan 6len hayvanlarin akcigerleri ile birlikte kirmizi ve gri sahalart,
nekroz alanlarinin birlikte oldugu ve tipik alacali mermer goriiniimiindedir. Mermer
goriiniimii, interlobiiler septum ve damarlar ile hava yollarinin ¢evresindeKi
interstisyumun genislemesi ve fibrinli eksudatin ¢evresindeki kalin fibréz bandin
belirgin hale gelir. M. bovis, akcigerlerde fibrinli-purulent bronkopnoémoniye, serdz-
fibrinli, veya intersitisyel pndmoniye neden olmaktadir (Walker, 1999; Maeda ve ark,
2003; McGavin ve ark, 2007; Nicholas ve ark., 2008). M. bovis’e bagli irinli-nekrotik
pndmoni olgulart yapilan aragtirmalarda bildirilmistir. Lezyonlu akciger dokusundan,
pléra sivisindan, lenf yumrularindan etken izole edilir (Thomas ve ark., 2002). Irinli-
nekrotik bronkopnémoni olarak degerlendirilen akcigerler, normalden daha sert
kivamda ve lezyonlu bolgelerin kesit yiizeylerinde de irinli bir eksudat goriiliir (Altun,
2015).

2.2.4. Patogenez

Etkenin enfekte hayvanlarin siit, kolostrum, burun akintisiyla yayildig
bildirilmis olmasina ragmen patogenezisi tam agiklanamamistir (Walker ve ark,1999;
Caswell ve Willams, 2007; Nicholas ve ark., 2008). M. bovis enfeksiyonlarinda goriilen
kronik pndémoni ve poliartritis sendromunun hayvanlarin besiye alinmasindan sonra

goriilmesi, etkilenen hayvanlarin antibiyotik tedavilerine cevap vermemesi, hayvanlarin
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durgun, istahsiz olmasinin yaninda yiiksek ates, oksiiriik, burun akintisi ve kilo kaybi

gibi semptomlar gdzlenmistir (Issi ve ark. 2015).

Hastaligin akut oneminde Olen hayvanlarin akcigerleri normal lobuluslar ile
birlikte kirmizi ve gri sahalar ile nekroz alanlarinin birbirine karistigi tipik mermer
goriiniimiindedir ~ Akcigerlerde M.  bovis, fibrinli-purulent,  serdz-fibrinli
bronkopnémoniye veya intersitisyel pnomoniye sebep olmaktadir. (Maedave ark., 2003;
McGavin ve Zachery, 2007; Nicholas ve ark., 2008). M. bovis’e bagl irinli-nekrotik
pnomoni olgulart da yapilan arastirmalarda bildirilmistir (Caswell ve Willams, 2007;
Yilmaz, 2009; Kleinschmidt ve ark, 2013). Schott ve ark.’nin (2013)
immunohistokimyasal yontemlerle oksidatif stres ve nitrativ stres markerleri kullanarak
M. bovis’in dokularda H20. (Hidrojen peroksit) iiretimini arttirarak bu stres
faktorlerinin hiicrelerde nekroza yol agtigini, irinli - nekrotik bronkopnémoniye sebep
oldugu bildirilmistir. Yapilan deneysel ¢alismalarda M. bovis etkenlerinin fagositik
hiicrelerin sitoplazmalarina yerlestigi burada uzun siire kalip, makrofajlarin yiizeyine
tutunabildigi ve ¢ogalabildigi ortaya konulmustur (Caswell ve Willams, 2007). Boylece
etkenlerin immun sistemden kagmayi basardiginin tespit edildigi ¢alismada fagositik
hiicrelerin M. bovis ile enfekte olan akciger dokusunda bu etkenleri elemine edecek
kapasiteye sahip olmadigi da bildirilmistir. Membran proteinlerindeki genomik
uyumlulugun bu etkenlerin kronik enfeksiyonlara sebep olabilmesinin altinda yatan en
onemli nedenler arasinda oldugu bildirilmistir. M. bovis’in normal genital kanal
florasinda da bulundugu, ayrica bu etkenlerin deneysel ya da dogal enfeksiyon yoluyla
olusan ve abortlara endometritis, infertiliteye neden oldugu bildirilmistir (Maeda ve

ark., 2003; Caswell ve Willams, 2007).

Genel olarak kotii bakim besleme ve hijyenik olmayan ahir sartlarinda bulunan
biiylik siiriilerde ve etkenin meme basindan girmesi sonrasinda M. bovis’e baglh
mastitislerin meydana geldigi ifade edilmistir (Gyles ve ark., 2001; Nicholas ve ark.,
2008; Yilmaz, 2009).

2.2.5. Tam

M. bovis enfeksiyonunun tanisinda; goz, burun, genital kanal svap,

bronkoalveoler lavaj sivisi taze siit, sinoviyal sivi, 0rnek olarak alinarak etkenin
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izolasyonu yapilabilir. Mikoplazmalarin koloni yapisi besiyerlerinde ‘sahanda yumurta’
seklindedir. Ayrica tanisinda mikrobiyolojik yonden alinan akciger 6rneklerinde aseptik
kosulllarda hem genel amagli hem de mikoplazma yoniinden modifiye Hayfkick besi

yerelerine ekim yapilarak etken izolasyonu yapilmaktadir (issi ve ark., 2015).

Akciger dokusundaki lezyonlardan, plora sivisindan, lenf yumrularindan etkeni
izole edilir.. Etkenin varligi Western Blot ELISA, SDS-PAGE, kiiltir, PCR ve
immunohistokimya gibi yontemlerle de ortaya konuldugu bildirilmistir (Erdag ve ark.,
1995; Thomas ve ark., 2002; Radelli ve ark., 2008; Giovannini ve ark., 2013).
Pasteurella spp. ve diger siipheli hastalik etkenleri yoniinden 18-24 saatlik kiiltiirleri
yoniinden de incelenmek iizere izolasyon besiyerleri olan Kanli agar ve Mac Conkey
agara ekimler yapilmaktadir. Nekrotik akciger lezyonlarinda ¢ok sayida M. bovis’in
canli kalmasina karsin ortamda yine ¢ok sayida noétrofil ve makrofajlar da
bulunabilmektedir. Bu bulgular fagositlerin M. bovis'in akcigerlerden nekrotik ve
iltihapl akciger dokusundan elimine edilememesi ve ajanin kaliciliginin muhtemelen
fagositozlardan kaginma kapasitesi nedeniyle oldugunu goéstermektedir (Kleinschmidt
ve ark., 2013).

2.2.5.1. Klinik teshis

M. bovis enfeksiyonlarinda semptomlar spesifik olmamakla birlikte; yiiksek
ates, istahsizlik, hizli kilo kaybi, halsizlik, gii¢ solunum, kondiisyon kaybi, burun
akintisi, akut ve kronik olgularda agrili yas veya kuru oksiiriik gibi 6nemli semptomlar

goriilebilmektedir. (Radostitis ve ark., 1995).

M. bovis i¢in klinik bulgular spesifik olmadigindan izolasyon ve identifikasyon
igin laboratuar teshisi gereklidir (Nicholas ve Ayling, 2003).

2.2.5.2. Nekropsi bulgular

Nekropside, akut ve kronik formlarda; akcigerler genislemis, sert ve mermer
goriiniimiindedir (Nicholas, 2008). Hastaligin erken déneminde o6liimlerde akcigerlerde
cok fazla miktarda sivi birikmistir (Brice ve ark., 2000) ve normal 6dem sivisina gore
daha yapiskandir. Pleura solgun ve kalinlagsmis goriiniimdedir. Erken vakalarda

akcigerlerin tamami homojen olarak etkilenmis olup ve olgularda akcigerlerde siddetli
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0dem ve amfizem vardir. Akut olgularda yaygin olarak akcigerler mermer
goriiniimiindedir. Olgularda koptiklii eksudat mevcuttur, brons ve trahea irin

icermektedir ve bu alanlar hiperemiktir (Onat, 2011).

Histolojik bulguda yangi yoktur. Fakat sekonder bakteriyel enfeksiyon
varliginda yangi olugsmaktadir (Ter Laak ve ark., 1992). Proteince zengin sivi eozinofil
iceren alveollerde pihtilasmis ve daha sonra hiyalin membran i¢ine geger. Bu durum
akut olgularda daha goriiniirdiir. Hayvan yasarsa alveollerin duvarlarinda epitelizasyon
belirlenir. Buna interstisyel pndmoni hastalig1 adi verilir (Onat, 2011). Hastaligin uzun
stire devam ettigi kronik durumlarda fibrozis ile asir1 epitelizasyon goriiliir. Kiigiik
pulmoner arterlerin duvarinda olusan hiyalin dejenerasyonu hastaligin yaygin tipik

histolojik bulgusudur (Ter Laak ve ark., 1992; Onat, 2011).

Alt solunum yolu patojenleri ile birlikte M. bovis’ in de i¢inde bulundugu
enfeksiyonlarda tespiti i¢in canli hayvandan ornek aliminda svab kullanilacaksa tahta
saplt svablarin inhibitor etkileri olabileceginden, Dacron, kalsiyum alginate ya da
polyester svablar tercih edilmelidir (Murray ve Baron, 2003). Svablar daha sonra Stuart
ya da Eaton’s gibi transport besiyerlerine konulmalidir (Murray ve Baron, 2003; Onat,
2011).

2.2.5.3. Bakteriyoskopi

Cogunlukla akcigerlerin bakteriyolojik muayenesi negatiftir, ancak uzun siiren
olgularda sekonder bakteriyel pnémoni de olguya istirak ettiginde Mannheimia
haemolytica ve Pasteurella multocida, E.coli, Klebsiella pneumonia, Streptococcus

spp., and Corynebacterium pyogenes vb. belirlenebilir (Onat, 2011).
2.2.5.4. Kiiltiir

M. bovis etkeninin intranasal ya da intra tracheal olarak alinmasini takiben,
infeksiyondan 9 giin sonrasina kadar kan kiiltiiriinden izole edilebilir (Thomas ve ark.,
1986). Mycoplasma kolonilerinin agara gomiilii olarak {ireyen merkezleri daha yogun
olarak koyu mavi, ¢evreleri ise az yogun olarak ac¢ik mavi boyanir (Francoz ve ark.,
2004). Cansiz ortamlar disinda Mycoplasmalari embriyolu yumurta ve hiicre

kiiltiirlerinde iiretmek miimkiindiir (Nicholas, 2008).
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2.2.5.5. Serolojik yontemler

M. bovis spesifik monoklonal antikorlar1 ile klinik drnekte M. bovis antijenini
tespit eden bir Sandwich (Capture) ELISA gelistirmislerdir; testin duralilif:
konvansiyonel kiiltiir yontemi ile birlikte kullanilabilmektedir. Arastiricilar testin
duyarliliginin kisa bir zenginlestirme basamag ile arttirilabilecegini belirtilmistir (Ball
ve Findlay, 1998; Onat, 2011). Test Akciger homojenatlarindan ve cesitli klinik
orneklerden M. bovis antijeninin tespiti i¢in kullanilmaktadir. M. bovis genellikle
hastalikli 6rneklerde diisiilk miktarlarda bulundugundan, 6rnekler Hayflick medium
besiyerinde zenginlestirilir. Kit mikropleytinde 3 giin 37°’de inkiibe edildikten sonra
kiltirler M. bovis varligi yoniinden test edilir (Ball ve Findlay, 1998). M. bovis

antikorlar1 birkag ay kanda bulunur ve ¢esitli yontemlerle tespit edilebilir.

Serolojik testler genellikle etken izolasyonunun gii¢ oldugu kronik infeksiyonlar
ve yiiksek dozda antibiyotik tedavisi yapildigi durumlarda yararlidir (Nicholas ve
Ayling, 2003). Fakat M. bovis, M. bovirhinis gibi firsatci mycoplasmalar tarafindan
kolaylikla baskilanabilir ve bazen suslarin antijenik varyasyonu serolojik testlerin

glivenilirligini azaltir (Ayling ve ark., 1997).
2.2.5.6. Immunohistokimyasal yontemler

M. bovis identifikasyonunda, spesifik antikorlar kullanilarak Immunflorasan ya
da Immunohistokimya yoéntemleriyle in situ olarak etkenin tespiti yapilabilmektedir.
Immunohistokimya yontemi ile antijen ve spesifik lezyonlar birlikte tespit edilebilir
(Y1lmaz, 2009).

2.2.5.7. Molekiiler yontemler

Kiiltlir ve serolojik yontemler Mycoplasma infeksiyonlarmin teshisinde dnemli
olmasma ragmen, kiiltiir yonteminin zorlugu ve serolojik tekniklerdeki kros
reaksiyonlart DNA bazli tekniklerin gelismesine neden olur. Molekiiler yontemler bu
tekniklere olan gereksinimi ortadan kaldiramaz fakat bu tekniklerde, 6rneklerin hizl
islenmesi, diger patojenlerle birlikte test edilebilmesi, maliyeti, spesifite ve
sensitivitenin arttirilma potansiyeli gibi avantajlar vardir (Caswell ve Archambault,
2008). Molekiiler teknikler 6zellikle, antibiyotik kullanilan hayvanlardan ya da doku
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artiklart iceren ve otolizli kronik lezyonlardan alinan 6rnekler ile bu 6rneklerin ¢esitli
koruyucularla karistirilmasi, bakterilerle kontamine olmasi, antikorlar i¢ermesi, gibi
mycoplasmanin izolasyonunun zor oldugu durumlarda yararli olmaktadir (Cai ve ark.,
2005).

M. bovis’in  PCR ile identifikasyonu konvansiyonel kiiltir metotlariyla
karsilastirildiginda daha kisa zamanda olmaktadir. PCR testlerinde spesifik ve
konservatif gen sekanslart amaglanmaktadir. Akciger dokusundan M. bovis’i identifiye
etmede hibridizasyon problari kullanilarak ya da {irliniin erime sicakliginin analizi ile 16
S rRNA gen fragmentinin amplifikasyonu i¢in adapte edilmis molekiiler tespitinde Real
Time PCR yontemi ile daha kisa siirede, maliyeti daha az olmasi, tiir diizeyinde tespit

edilmesi ve dnlem alinmasinda biiyiik 6lgiide katki saglamaktadir (Onat, 2011; Akan ve

ark., 2014).

PCR ile ortaya konuldugu galismalar incelendiginde M. bovis’in 6zellikle irinli-
nekrotik bronkopnémonilerde daha yiiksek pozitifligin oldugu goriillmektedir (Maeda ve
ark., 2003; Ozen ve ark., 2009; Yilmaz, 2009). Ayrica multiplex PCR yontemi M.
agalactiae ve M. bovis'in dogru tanimlanmasi bakimindan hizli ve giivenilir bir aragtir
(Radelli ve ark., 2008).

PCR, ELISA, SDS-PAGE, kiiltiir, niikleik asit hibridizasyon gibi tan1 yontemleri
karsilastirildiginda PCR tekniginin diger biitlin tekniklerden daha hassas ve spesifik bir
yontem oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya konulmustur (Butler ve ark., 2001; Cai ve
ark., 2005; Ozen ve ark., 2009; Karahan va ark., 2010; Rosetti ve ark., 2010; Giovannini
ve ark., 2013). Ayrica M. bovis’in sahada karsilasilan suslari ile referans suslari PCR ile
arasindaki farkliliklar ortaya konmustur (Salam ve ark., 2013). Mikoplazma
enfeksiyonlarmin serolojik teshisi igin spesifik ve hassas ticari kitler olmadig
durumlarda erken taninin konulmamasi ve bu nedenle kontrol altina alinmamasi
s0zkonusu olup biiyiik ekonomik kayiplarin 6niine gegilemedigi belirtilmektedir. Ayrica
serolojik yontemlerin kros reaksiyonlardan dolayr bazen yanilmalara yol acgtigi
diistiniildiigli i¢in son yillarda PCR gibi molekiiler yontemler basariyla uygulanmaktadir

(Radostitis ve ark., 1995; Woolums ve ark., 2009).
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Bu c¢aligmada Adana bolgesindeki sigirlarda Real-Time PCR yontemi ile M.
bovis’in pnomonili sigir akciger nekropsi Orneklerinde varligi ve yaygmliginin

arastirilmasi amaglanmistir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Calisma materyali olarak 2017 ve 2018 yillarinda pneumoniden siipheli
sigirlardan usuliine uygun aliman Adana Veteriner Kontrol Enstitiisii’ne getirilen ve

makroskobik olarak pneumoni teshisi konulan 100 adet akciger doku 6rnegi kullanildi.
3.2. Yontem

3.2.1. Makroskobik incelemeler

Adana Veteriner Kontrol Enstitiisii Bakteriyoloji Laboratuvarina getirilen
akciger doku oOrnekleri Oncelikle makroskobik olarak incelendi. Yapilan
degerlendirmede, pnomoni teshisi konulan Orneklerden usuliine gore iki seri olarak
alinan doku 6rneklerinin bir serisi M. bovis varliginin Real Time PCR ydntemiyle ile
teshisi i¢in inceleninceye kadar -80°C’de saklanirken diger serisi ise M. bovis digindaki
diger patojen etkenlerin varligini aragtirmak {izere kiiltiir yontemi ile incelenmeye

alindi.

3.2.2. Kiiltiirel incelemeler

Bu amagla 6rneklerden M. bovis disinda diger solunum yolunun patojenlerinin
izolasyonu i¢in kanli agar ve Mac Conkey Agar’a ekimler yapilarak 37 °C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda tespit edilen koloniler Gram boyama, hemoliz
ve Mac Conkey Agarda iireme ozellikleri de baz alinarak VITEK® 2 Compact
(BIOMERIEUX) cihaz ile ID panel kullanilarak idendifiye edildi.

3.2.3. Molekiiler incelemeler
3.2.3.1. DNA izolasyonu

Incelenecek akciger doku &rneklerinden 25’er mg alinarak pargalamak ve
homojenize etmek amaciyla MagNA Lyser Green Beads geen beeds tiiplerine alinip
tizerine 800 pl %0.9’luk Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) eklendi. Sonra MagNA Lyser
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(Roche) cihazinda 6000 rpm’de 60 saniye siireyle homojenize edildi ve ardindan soguk
blokta 3-5 dakika bekletildi. Ornekler daha sonra 8000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek siipernatant kismi testlerde kullanilmak iizere eppendorf tiiplerine alindi.

Bu sekilde hazirlanan o6rneklerin DNA izolasyonlar1 QIAcube (Qiagen,
Almanya) tam otomatik niikleik asit izolasyon cihazinda yapildi. Bunun i¢in ticari DNA
izolasyon kiti (QIAamp DNA Mini Kit) firmanin O6nerdigi protokole gore cihaz
tarafindan otomatik olarak kullanildi. Elde edilen DNA &rnekleri -20 °C’de derin

dondurucuda muhafaza edildi (Hains ve ark., 2001; Adamu ve ark., 2013).
3.2.3.2. Primerler

Calismada incelenecek orneklerde Real Time PCR ile M. bovis spesifik gen
bolgesinin amplifikasyonu igin Foddai ve ark. (2005)’nin daha 6nce bildirdigi M. bovis
spesifik primerler kullanildi (Tablo 1). Tercih edilen primerler 447 bp’lik bir gen

bolgesini amplifiye etmektedir.

Tablo 1. Calismada kullanilan oligo dizisi

Oligo Ad1 Oligo niikleotid dizisi Amplikon Uzunlugu

F: 5°-TAT TGG ATC AAC TGC TGG AT-3’
mb-mbl 447 bp
R: 5’-AGA TGC TCC ACT TAT CTT AG-3’

3.2.3.3. Real Time PCR yontemi

DNA orneklerinde M. bovis’in Real Time PCR yontemiyle belirlenmesi igin
ticari Standard Real Time PCR Detection Kit for Mycoplasma bovis (Primer Design -
GENESIG) kullanildi. Protokol, firmanin 6nerdigi sekilde uygulandi.

Kit icerigi

- M. bovis spesifik Primer/prob

- M. bovis pozitif kontrol standart

- DNase/RNase free su

-Master miks
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Reaksiyon Karisimi Hazirhg1 ve Amplifikasyon

*  Primer/prob miksinin oldugu tiipe hazir kit icerisindeki DNase/RNase free
sudan 165 pl ilave edildi ve kisa bir siire vorteks ile karigtirildi.

» Her bir 6rnek i¢in asagida (Tablo 2) belirtildigi sekilde (kit i¢inde bulunan
pozitif ve negatif kontroller dikkate alinarak) 0.2 ml’lik tliplerde reaksiyon

karigimi1 hazirlandi.

Tablo 2. Calismada kullanilan mastermiks

Karisim materyali Miktar
gPCR master miks 10 pl
Primer/probe I pl
DNase/RNase free su 4 ul
Toplam hacim 15 pl

= Incelenecek drnek sayisi kadar 0.2 mI’lik tiiplerde ayr1 ayr1 hazirlanan reaksiyon
karisimi iizerine 5 pl incelenecek 6rnek DNA’s1 ilave edildi

= Pozitif kontrol igin 1 adet reaksiyon karisimui tiipii tizerine 5 pl M. bovis pozitif
kontrol standart ilave edildi.

* Negatif kontrol i¢in 1 adet reaksiyon karigimu tiipii tizerine 5 pl DNase/RNase
free su ilave edildi.

» Bu sekilde hazirlanan o6rnekler Real Time PCR cihazina (Rotor-Gene Q-
Qiagen) yerlestirildikten sonra asagidaki protokole (Tablo 3) gore amplifikasyon
islemi gerceklestirildi.

Real Time PCR cihazinda 6rneklere ait elde edilen sonuglar pozitif (logaritmik egri)
ve negatif kontrolle (diiz ¢izgi) karsilastirilarak degerlendirildi. Pozitif 6rneklerde
yiikselen logaritmik bir egri gozlenirken, negatif kontrol ve negatif 6rneklerde diiz bir
cizgi goriildii. Bir 0rnegin pozitif / negatifligi ct degeri ile belirlendi. Buna gore ct
degeri <30 ise pozitif, ct degeri 30-35 arasinda ve logaritmik bir egri var ise zayif
pozitif, ct degeri >35 olup amplifikasyon egrisi linear bir yapida ise negatif olarak kabul

edildi.
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Tablo 3. Amplifikasyon protokolii

Sira  Islem / Asama Is1 Siire Siklus
1. Enzim Aktivasyonu 95°C 2 dk 1
2 Denaturasyon 95°C 10 sn
3 Baglanma 60 °C 60 sn 50
4. Uzama 72°C 60 sn
5 Final Uzama 72°C 2 dk 1
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4. BULGULAR

4.1. Makroskobik Bulgular

Incelenen akcigerler, makroskobik olarak énce dis sonra i¢ baki teknikleriyle
brong ve brongiyol limenleri agilarak detayli bir sekilde incelendi. Loplarin dis ve kesit
yiizeylerinde ¢ogunlukla tipik alacali mermer manzarast goriiniimiinde oldugu, ayrica
gri-krem rengine kayan, kismen sert kivamli ve nodiiler karakterde yaygin nekroz
alanlar1 gozlendi. Lezyonlu akciger dokularinin normal akciger dokusuna gore daha sert
kivamda oldugu, nekrozun 6zellikle brons ve bronsioller etrafindaki akciger bolgelerini
etkiledigi tespit edildi. Lezyonlu bazi bolgelerin kesit yiizeylerinde ise bag dokudan
kapsiil ile ¢evrelenmis yer yer nekrotik-irinli bir eksaudatin varligi ve kimi 6rneklerde
de koagulasyon nekrozlarinin varligi gézlendi (Sekil 1). Baz1 6rneklerde de akcigerlerin
lober diizeyde etkilendigi, bu bolgelerin kivamli ve volumiindéz oldugu goriildi (Sekil
2).

Sekil 1. Lezyonlu akciger dokusu: Irinli-nekrotik bronkopndmoni
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Sekil 2. Fibrinli nekrotik bronkopnomonili akciger dokusu mermer gériiniimii

4.2. Real Time PCR Test Sonuglar:

Real Time PCR yontemiyle yapilan incelemede 100 6rnegin 52 tanesi Real Time
PCR ile M. bovis yoniinden pozitif bulundu (Tablo 4, Sekil 3). Pozitif 6rneklerin 46’s1

yetiskin sigirlardan, 2’si dana ve 4 tanesi de buzagidan elde edildi.

10
[1]
08 L
IH Pozitif Kontrol
l]Il(i
s Pozitif Ornek
E
24
03
02
Y Negatif Kontrol -
nni%l;_ = Negatif Omek
y 5 0 % n P 0 5 a
Cyce

Sekil 3. Real Time PCR test sonuglart
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Tablo 4. Real Time PCR test sonuglari

Mycoplasma bovis RT-PCR analizi Sigir Dana Buzag Toplam
Mycoplasma bovis RT-PCR pozitif 46 2 4 52
Mycoplasma bovis RT-PCR negatif 45 0 3 48
Toplam 91 2 7 100

Incelenen o6rneklerin 48’i Real Time PCR ile M. bovis yoniinden negatif

bulundu. Bu 6rneklerin 45°1 yetiskin sigir iken 3’{i buzagidan temin edildi (Tablo 4).

4.3. Bakteriyolojik Kiiltiir Analizi Sonug¢lari

Calismada incelenen 100 Akciger oOrneginin 50’sinden bakteri izolasyonu
yapildi. Kiiltiir pozitif 6rneklerin 9’u birden fazla bakteri igerirken 41 tanesinden tek bir
etken izole edildi.

Real Time PCR yontemiyle M. bovis yoniinden pozitif bulunan 52 6rnegin
29’unda kiiltiir yontemi ile baska bakteriyel etken izole edilemedi. Orneklerin 23’iinde
ise farkl: tiir ve sayilarda bakteriler lirerken bunlarin 3’tinde 2 farkli bakteri tespit edildi.

Diger 20 tanesinde tek bir bakteri izole ve identifiye edildi

Real Time PCR yontemiyle M. bovis yoniinden pozitif ve kiiltiir yontemi ile
pozitif bulunan 23 6rnegin 8’inden E. coli, 5’inden Pasteurella multocida, 3’den
Mannheimia haemolytica, 3’iinden Klebsiella pneumonia, 3’iinden Sphingomonas
paucimobilis ve 1’inden de Staphylococcus spp. izole ve identifiye edildi. Bu ornekler
arasinda 2 Klebsiella pneumonia ve 1 Sphingomonas paucimobilis pozitif 6rnekte ayrica

E. coli izole ve identifiye edildi (Tablo 5).

Real Time PCR yontemiyle M. bovis yoniinden negatif bulunan 48 akciger
orneginin 27’sinden kiiltiir yontemiyle bakteriyel etken izolasyonu yapilirken 21’inden
herhangi bir bakteriyel etken izole edilemedi. Kiiltiir yoniinden pozitif bulunan
orneklerin 21 tanesinde tek bir etken izole edilirken 6 tanesinde birden fazla etken

izolasyonu yapildi.
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Tablo 5. Real Time PCR yontemiyle M. bovis yoniinden pozitif bulunan 6rneklerde

diger bakteri tiirlerinin dagilimi

M. bovis RT-PCR pozitif

Kiiltiir yontemi ile izole ve identifiye edilen Toplam
bakteriler Sigir Dana Buzad (%0)
Mannheimia haemolytica 3 0 0 3 (5.77)
Pasteurella multocida 5 0 0 5(9.62)
Klebsiella pneumonia 1 0 0 1(1.92)
Klebsiella pneumonia ve E. coli 2 0 0 2 (3.85)
Sphingomonas paucimobilis 2 0 0 2 (3.85)
Sphingomonas paucimobilis ve E. coli 1 0 0 1(1.92)
Staphylococcus spp. 1 0 0 1(1.92)
E. coli 7 0 1 8 (15.38)
Kiiltiir negatif 24 2 3 29 (55.77)
Toplam 46 2 4 52 (100)

Real Time PCR yontemiyle M. bovis yoniinden negatif ve kiiltiir yontemi ile
pozitif bulunan 27 6rnegin 10’undan E. coli, 6’indan Pasteurella multocida, 6’indan
Klebsiella pneumonia, 3’iinden Sphingomonas paucimobilis, 1’inden Mannheimia
haemolytica ve 1’den de Staphylococcus epidermidis izole ve identifiye edildi (Tablo
6).

Bu ornekler arasinda Klebsiella pneumonia pozitif iki ornekten Pasteurella
multocida ve 2 6rnekten de E. coli ayrica izole edilirken Pasteurella multocida pozitif
bulunan bir 6rnekte ayrica Sphingomonas paucimobilis, Sphingomonas paucimobilis

pozitif bir 6rnekten de ayrica E. coli izole ve identifiye edildi (Tablo 6).
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Tablo 6. Real Time PCR yontemiyle M. bovis yoniinden negatif bulunan 6rneklerde

diger bakteri tiirlerinin dagilimi

M. bovis RT-PCR negatif

Kiiltiir yontemi ile izole ve identifiye edilen Toplam
bakteriler Sigir Dana Buzad (%0)
Mannheimia haemolytica 1 0 0 1(2.08)
Pasteurella multocida 5 0 0 5(10.42)
Pasteurella multocida ve Sphingomonas paucimobilis 1 0 0 1(2.08)
Klebsiella pneumonia 2 0 0 2 (4.17)
Klebsiella pneumonia ve E. coli 2 0 0 2(4.17)
Klebsiella pneumonia ve Pasteurella multocida 2 0 0 2 (4.17)
Sphingomonas paucimobilis 2 0 0 2 (4.17)
Sphingomonas paucimobilis ve E. coli il 0 0 1(2.08)
Staphylococcus epidermidis 1 0 0 1(2.08)
E. coli 10 0 0 10 (20.83)
Kiiltiir negatif 18 0 3 21 (43.75)
Toplam 45 0 3 48 (100)
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5. TARTISMA VE SONUC

Pnomoniler, iilkemizde sigir yetistiriciliginde gorillen 6nemli problemler
arasinda yer almaktadir. Mikoplazmalar, pnomoni etkenleri arasinda kayda deger bir
oranda tespit edilmekte ve bunlar arasinda en yaygm olanm1 da M. bovis’tir.
Mikoplazmalarin neden oldugu pndémoni olgulart iilkemizde oldugu gibi diinyanin
bir¢ok iilkesinde uzun yillardan beri bildirilmektedir (Y1lmaz, 2009; Onat, 2011; Altun,
2015).

Saglikli hayvanlarin st solunum yollarinda diger mikoplazmalar ve bazi
opurtunistik patojenler ile birlikte M. bovis’in de kommensal olarak bulunabildigi ve
olgularin bir kisminda alt solunum yoluna gegerek hastalik olusturdugu belirtilmistir
(Rosendal ve Martin, 1986; Currin ve ark., 2007).

Cesitli tilkelerde yapilan galismalarda pnomoni olgularindan M. bovis izolasyon
oranlar1 degiskenlik gostermekle beraber Macaristan’da %11.8, Irlanda’da %13-23,
Nijerya’da %23, Italya’da %25, Fransa’da %30 ve Kanada’da ise %91 oraninda
izolasyon yapildig1 bildirilmistir (Brice ve ark., 2000; Byrne ve ark., 2001; Grand ve
ark., 2002; Shahriar ve ark., 2002; Tenk ve ark., 2004; Radelli ve ark., 2008).

Ulkemizde farkli yorelerde yapilan cesitli ¢alismalarda ise M. bovis’in izolasyon
orant %4 ile %81.3 oraninda bildirilmektedir (Erdag ve ark., 1995; Sahin, 1997;
Ozdemir ve Tiirkyilmaz, 2008; Ozen ve ark., 2009; Cetinkaya ve ark., 2010; Onat,
2011).

Bu calismada, Adana Veteriner Kontrol Arastirma Enstitiisii’ne solunum sistemi
hastalig1 stiphesi ile getirilen 91°1 yetiskin sigir, 7°s1 buzagi ve 2’si de dana olmak iizere
toplam 100 adet sigir akciger 6rnegi kullanildi. Ornekler 6ncelikle makroskobik yonden
incelendi ve pnomoni tanis1 konulan sigir akciger ornekleri molekiiler ve kiiltiirel

incelemeler i¢in arastirmada materyal olarak kullanildi.

Incelenen akciger doku orneklerinin 52 (%52) tanesi Real Time PCR ile M.
bovis yoniinden pozitif bulundu. Bu 6rneklerin 46 tanesi yetiskin sigir, 2’si dana ve 4

tanesi de buzagilardan temin edildi.
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Pnomoni olgularinda etken tespitine yonelik yapilan galismalarda &rnekleme
evreni ve kullanilan yontemler, tespit edilen oranlarda 6nemli farkliliklara sebep
olabilmektedir. Soyleki incelenen hayvanlarin saglikli olmasi, pndomoni bulgular
gostermesi, hayvanin yasi, yetistirme yonii, bulundugu yore, hayvanin canli olusu,
Ornegin tirli, alinma zamani, nekropsi materyali ve materyal transport islemleri gibi
bircok degisken bulunmaktadir. Ayrica tespit yontemleri de bu degiskenler arasinda

degerlendirmesi gereken bir baska faktordiir.

Infeksiydoz hastaliklarin  etiyolojilerine yonelik yapilan epidemiyolojik
caligmalarda Orneklemenin saglikli hayvanlardan veya hastalik bulgularinin tespit
edildigi hayvanlarda yapilmasi, tespit edilen oranlarda farklilik gostermektedir. Hatta
ornegin bir nekropsi materyali olusu ile canli hayvandan alinmasi bile sonuglarda

farklilik olusturabilmektedir.

Mikoplazmalarin klinik 6rneklerden izolasyonu genelde gii¢ oldugundan ve iyi
bir deneyim gerektirdiginden dolayr yapilan izolasyon caligmalarinda elde edilen
bulgular genis capta dagilim gosterebilir ve bu nedenle gercek sonucu veremeyebilir.
Dolayisiyla PCR bazli molekiiler yontemler bu tlir c¢aligmalarda daha avantajh

olabilmekte ve yanlis negatiflik oranlar1 daha da diismektedir.

Saglikli buzagilarda M. bovis izolasyonuna yonelik yapilan birgok calismada
infeksiyonunun prevalansi %0-7 arasinda bulunmustur (Ter Laak ve ark., 1992; Grand
ve ark., 2002; Thomas ve ark., 2002; Hirose ve ark., 2003; Rifatbegovic ve ark., 2007).

Allen ve ark., (1992), saglikli buzagilarda yaptiklart bir ¢caligmada hayvanlarin
besiye alinirken pnémoninin prevalansinin %40-60 oldugunu, besiye alindiktan 12 hafta

sonra hastaligin prevalansinin neredeyse %100’e kadar arttigini tespit etmislerdir

Saglikli hayvanlardan alinan 6rnekler ile pndmonili sigirlarin akciger ornekleri
karsilastirildiginda M. bovis izolasyon oraninin pnomonili hayvanlarda daha yiiksek
oldugu (%20-90) bildirilmistir (Onat, 2011).

M. bovis enfeksiyonlarinda konakg1 savunma sistemi zayifladigr i¢in sekonder
olarak vakaya diger patojenlerin dahil olmasi agisindan predispoze bir ortam
olusabilmektedir. Miks infeksiyonlarn goriildigi g¢alismalarda Arcangioli ve ark.,
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(2008) hastalik olusumunun erken sathasinda M. bovis’in tespit edildigini ve sekonder
olarak sekillenebilen Bovine Respiratory Disease (BRD) salginlarinin olusumunda M.

bovis’in primer ya da predispozan etken olabilecegini ifade etmislerdir.

Haines ve ark., (2001) immunohistokimyasal yontemle tedavilere yanit
vermeyen kronik pnomonili 49 sigirin 35’inin akcigerinde ve 22’sinin de ekleminde M.
bovis antijeni tespit ettiklerini; pozitif vakalarin 19 (%39)’unda BVDV, 5 (%10)’inde
H.somni, 10 (%20)’unda M. haemolytica ve 6 (%12)’sinda da hem BVDV hem M.

haemolytica antijeni yoniinden pozitiflik tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Yapilan arastirmalarda M. bovis ile birlikte izole edilen bakteriyel etkenler
arasinda M. haemolytica, P. multocida, A. pyogenes ve daha az siklikta H. somni, viral
etkenler arasinda ise bovine respiratory syncytial viriis, BHV-1 ve BPIV-3 gibi viral
etkenleri tespit edildigi bildirilmektedir (Nicholas, 2008).

Brice ve ark., (2000), M. bovis yoniinden pozitiflik tespit ettikleri 287 hayvanda
ayrica %20.5 oraninda M. haemolytica, %9.06 oraninda A. pyogenes ve %8.36 oraninda

P. multocida izole ettiklerini belirtmislerdir.

Sahin (1997), inceledigi 109 adet pnémonili sigir akcigerinden 12 mikoplazma
susu (6 adet M. bovis, 4 adet M. bovirhinis ve 2 adet M. arginini) izole ettigini, bunlarin
ayni zamanda 7’sinde P. multocida, M. haemolytica ve Staphylococcus spp. izole

edildigini bildirmistir.

Byrne ve ark. (2001) irlanda’da klinik drneklerde tespit ettikleri M. bovis pozitif
vakalarin %66’sindan ayni zamanda BHV-1 ve BPIV-3 gibi viral etkenler yaninda P.

multocida ve M. haemolytica gibi diger bakterileri tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Bu arastirmada incelenen 100 Akciger 6rneginin 50’sinde kiiltiir yontemi ile
bakteriyel etkenler tespit edildi. Kiiltiir pozitif orneklerin 9’u birden fazla etken
icerirken 41 tanesinden tek bir etken izole edildi. Real Time PCR ydntemiyle M. bovis
yoniinden pozitif bulunan 52 6rnegin 23 tanesinde farkli tiir ve sayilarda bakteriler
iirerken bunlarin 3 tanesinde 2 farkli bakteri tespit edildi diger 20 tanesinde tek bir

bakteri izole ve identifiye edildi.
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Calismada Real Time PCR yontemiyle M. bovis yoniinden pozitif ve kiiltiir
yontemi ile pozitif bulunan 23 &rnegin 8 tanesinden E. coli, 5 tanesinden P. multocida,
3 tanesinden M. haemolytica, 3 tanesinden K. pneumonia, 3 tanesinden S. paucimobilis
ve 1 tanesinden de Staphylococcus spp. izole ve identifiye edildi. Bu drnekler arasinda 2
K. pneumonia ve 1 S. paucimobilis pozitif drnekte ayrica E. coli izole ve identifiye
edildi.

Real Time PCR yontemiyle M. bovis yoniinden negatif bulunan 48 akciger
orneginin 27’sinden de kiiltiir yontemiyle diger bakteriyel etkenlerin izolasyonu yapildi.
Kiiltiir yoniinden pozitif bulunan 6rneklerin 21 tanesinde tek bir etken izole edilirken 6

tanesinde birden fazla etken izolasyonu yapildi.

Arastirmada Real Time PCR yontemiyle M. bovis yoniinden negatif ve kiiltiir
yontemi ile pozitif bulunan 27 6rnegin 10 tanesinden E. coli, 6 tanesinden P. multocida,
6 tanesinden K. pneumonia, 3 tanesinden S. paucimobilis, 1 tanesinden M. haemolytica
ve 1 tanesinden de S. epidermidis izole ve identifiye edildi.

Bu ornekler arasinda K. pneumonia pozitif iki 6rnekten P. multocida ve 2
ornekten de E. coli ayrica izole edilirken P. multocida pozitif bulunan bir 6rnekte ayrica
S. paucimobilis, S. paucimobilis pozitif bir 6rnekten de ayrica E. coli izole ve identifiye
edildi.

Konu ile ilgili yapilan benzer ¢alismalarda M. bovis pozitif hayvanlarda izole
edilen diger patojenlerin bu calismada izole edilen etkenlerle biiyiik oranda paralellik

gosterdikleri gozlendi.

Goriildigii lizere pndmoni olgularinda immun sistemin baskilanmasi ve
dokularda gelisen diger predispoze faktorler sekonder etkenlerin de dahil olmasina
ortam saglamaktadir. Bu arastirmada da diger arastirmalarda gozlenen multifaktoriyel

pndémoni olgularinin varligi bir kez daha ortaya konulmustur.

Sonug olarak sigirlarda pnémoni olgulari, tiim diinyada oldugu gibi Tirkiye’de
de siklikla rastlanan ve bir¢ok yorede onemli ekonomik kayiplara yol agtigindan

tizerinde hassasiyetle durulmasi gereken bir sorundur.
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Bu ¢alismada elde edilen sonuglar M. bovis’in Adana ve yoresinde yaygin (%52)
bir pndmoni patojeni oldugunu gostermektedir. Real Time PCR yontemiyle M. bovis
yoniinden pozitif bulunan 6rneklerin %44.2’sinde farkli tiir ve sayilarda bakteriler izole
edilirken bunlarin 3 tanesinde 2 farkli bakteri, diger 20 tanesinde tek bir bakteri izole ve
identifiye edildi. Bu tiir veriler ile primer etkenin tespiti oldukc¢a gii¢c olmakla birlikte M.
bovis yoniinden pozitif bulunan 6rneklerde diger etkenlerin izole edilememesi, M.

bovis’in primer etken olabilme olasiligin1 ve oranini yiiksek tutmaktadir.

Calismada M. bovis yoniinden pozitiflik oraninin yiiksek ¢ikmasinin, tani
yontemleri icerisinde literatiirde referans metod olarak gosterilen ve bu ¢alismada da

kullanilan Real Time PCR metodundan kaynaklandig1 kanaatine varilmistir.

Siiri yonetimi bakimindan pek c¢ok eksikligin goriildiigii iilkemizde etkenin bu
kadar yaygin olmasinin sebepleri arasinda isletme yonetim hatalarinin, olumsuz bakim

kosullarinin ve stres faktorlerinin géz ardi edilmemesi Onerilmektedir.

Bundan sonra yapilacak ¢aligmalarda izole edilen M. bovis suslarinin molekiiler
karakterizasyonlarinin yapilmasi ile M. bovis infeksiyonlarindan korunmada iilkemize

0zgl yerel suslardan as1 elde edilmesi yararli olacaktir.
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ogrenimini Kadirli-Osmaniye’de tamamladi. 1994 yilinda girdigi Van Yiiziinci Yil
Universitesi, Veteriner Fakiiltesi’nden 1999 yilinda derece ile mezun oldu. 1999-2001
yillar1 arasinda Van Yiiziincii Yil Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda laborant statiisiinde ¢alisti. 2005 Yilinda Tarim ve Orman
Bakanligi’na bagl Van Tarim Il Miidiirliigiine atand1. 2016 yilinda Van Yiiziincii Y1l
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda
Yiiksek Lisans egitimine basladi. 2015 yilinda ¢alismaya basladigi Adana Veteriner

Kontrol Enstitiisii’nde halen gérev yapmakta olup evli ve 3 ¢ocuk annesidir.
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EKLER
Ek 1. Etik Kurul Onay Belgesi

TCa 3

~ GIDA TARIM VE HAY VANCILIK BAKANI:}GI

: =, Adana Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirliigii
P —

GIDA TARIM V‘E HAYVANCILIK
BAKANUGI

Sayr :25471393.07 - 3847 13/11/2017
Konu : Etik Kurul Belgesi

Sayin, Sifa KARAHAN
Veteriner Hekim

[1gi: 09.11.2017 tarihli dilekgeniz.

llgili dilekgenize istinaden; Van Yiiziincii Y1l Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dal biinyesinde yapmay: disiindiigiiniiz “Pneumonili Sigir
Akcigerlerinde Mycoplasma bovis'in Real Time PCR ile Arastirilmasi™ adli yiiksek lisans tez
calismasi ile ilgili olarak talep ettiginiz Adana Veteriner Kontrol Enstitiisii HADYEK karari
ekte gonderilmistir.

Geregini rica ederim.

Eki: HADYEK Raporu - 1 sayfa

Huzurevieri Mahallesi Kurttepe Caddesi No. 1 01122 - Gukurova/ADANA
Santral : 0322 239 04 90 - 239 04 86 - 239 00 28 Fax: 0322 239 04 95
adana.vke@tarim.gov.tr
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L.
GIDA TARIM VE HAY VANCILIK BAKANLIGI

N Adana Veteriner Kontrol Enstitiisit Miidiirligii
T —

GIDA TARIM VE HAYVANCILIK
KANLIGH

ADANA VETERINER KONTROL ENSTITUSU DENEY HAYVANLARI YEREL ETiK
KURULU

Yerel Etik Kurul Karari
Tarih: 13.11.2017
Sayr :11-3847

Konu :Veteriner Hekim Sifa KARAHAN

Sayin: Veteriner Hekim Sifa KARAHAN

Adana Veteriner Kontrol Enstitlisit Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 13.11.2017 tarihinde
Cemal KURT bagkanliginda toplanarak asagidaki karari almigtir.

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Veteriner Mikrobiyoloji ABD
Yiiksek Lisan Ogrencisi Veteriner Hekim Sifa KARAHAN 1 sundugu ** Pnémonili Sigir
Akcigerlerinde Mycoplasma bovis’in Real Time PCR ile Arastirilmasi Projesi’ Etik Kurulumuzea,

Etik kurul iznine ge{ek olmadigina karar vermistir.

B'L’llerx A GLU Dr. Mansur Seyme LU Yrd Deg.Dy Funda ESKI
Mecliha Bacaksiz ASLAN Oktay SOZER
Uye (sivil) Uye(Sivil )

( KQ'HMaJ,)

Cemal KURT

L

04
-~

Huzurevieri Mahallesi Kurttepe Caddesi No. 1 01122 - Gukurova/ADANA
Santral : 0322 239 04 90 - 239 04 86 - 239 00 28 Fax: 0322 239 04 95
adana.vke@tarim.gov.tr
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Karar
sira no

Tarih Nereden Gonderildigi

Giindem

Sifa KARAHAN

13.11.2017 (Van YY Universitesi
Saglik Bilimleri
Enstitiisii)

Veteriner Hekim Sifa KARAHAN’in yiiriitiiciisii oldugu

©* Pnomonili Sigir Akcigerlerinde Mycoplasma bovis’in
Real Time PCR ile Aragtirtimast Projesi’’

Toplant: Tarih:13.11.2017
Baskan: Cemal KURT

Uyeler: Biilent MAHANOGLU, Dr Mansur Seymen
SEGMENOGLU, Yrd Dog Dr Funda EKSI, Oktay
SOZER

Van Yiiziinci Y1l Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Veteriner Mikrobiyoloji ABD Yiiksek Lisan
Ogrencisi Veteriner Hekim Sifa KARAHAN'In sundugu ** Pnémonili Sigir Akcigerlerinde Mycoplasma bovis’in
Real Time PCR ile Arastirilmast Projesi’ bashkh Etik kurul bagvurusu Baskan ve Bes {iyenin katilimi ile
degerlendirildi.

Yapilan degerlendirmede, planlan projenin Hayvan Deneyleri Etik Kurullarimin Calisma Usul ve Esaslarina
Dair Yénetmelige uygun olarak hazirlandigi ve éngériilen ¢alismanin HADYEK izin kapsami diginda oldugundan
Etik Kurul iznine Gerek Olmadigma Karar Verilmistir.

Baskan l"Jye l"ch

7
NOGLU Dr. Mansur Seyfitén SEGMENOGLU

Cemal KURT Biilen
Uye Uye
Yrd Dog Dr Funda ESKi Oktay SOZER

Gt
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Ek 2. Tez Orijinallik Raporu

T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
Saghk Bilimleri Enstitiisii

LISANSUSTU TEZ ORIJINALLIK RAPORU

Tarih: 01 /07 /2019

Tez Bashg: / Konusu: Pnémonili Siir Akciger Orneklerinde Mycoplasma bovis’in Real Time PCR fle
Arastiriimasi

Yukarida bash@ikonusu belirlenen tez ¢alismamin Kapak sayfasi, Giris, Ana boliimler ve Sonug
béliimlerinden olusan toplam 33 sayfalik kismmna iliskin, 30 / 06 / 2019 tarihinde sahsim/tez danismanim
tarafindan Turnitin intihal tespit programindan agagida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmis olan orijinallik
raporuna gdre, tezimin benzerlik oram % 4 (Dort) tiir.

Uygulanan filtreler asafida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfasi harig,

- Tesekkiir harig,

- Igindekiler harig,

- Simge ve kisaltmalar harig,

- Gereg ve yontemler harig,

- Kaynakga harig,

- Alintilar harig,

-Tezden gikan yaymnlar harig,

- 7 kelimeden daha az rtiisme igeren metin kisimlan harig (Limit match size to 7 words)

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullamimasma iliskin
Ydnergeyi inceledim ve bu y6nergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢aliyjmamin herhangi bir
intihal icermedigini; aksinin tespit edileceZi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettifimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim. ™

Geregini bilgilerinize arz ederim. :
Sifa KARAHAN

Ogrencinin Adi Soyad :| Sifa KARAHAN
Anabilim Dah : | Mikrobiyoloji (Veteriner Programi)
Ogrenci No :| 169301026
Programi :| B Yiiksek Lisans [] Doktora
DANISMAN ONAYI ENSTITU ONAYI
Xy Mows Sdae i
GUNDUR UYGUNDUR
Prof. myil Hakki EKIN AWML

Vi
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