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OZET

Amagc: Koyun pnémonilerine sebep olan en dnemli bakteriyel etkenlerden biri olan
Mannheimia tiirlerini izole ederek bu suslarin identifikasyonuna yonelik fenotipik
karakterlerini ortaya koymak ve tedaviye yonelik en akilci yaklasim olan antibiyotik
duyarhiliklarini belirlemektir.

Materyal ve Metot: Samsun ilindeki mezbahalardan 325 adet pnémonili koyun
akcigeri toplandi. Marazi maddelerden kanli agar, Mc Conkey Agar ve Triptik Soy
Broth (TSB) gibi besi yerlerine ekimler yapilarak 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakildi. Identifikasyonda degerlendirilecek fenotipik ozellikler ve testler arasinda;
hemoliz, Ureaz, ornitin dekarboksilaz, indol, ¢esitli karbonhidrat fermentasyon testleri
(arabinoz, ksiloz, sorbitol, maltoz, trehaloz,vb) ile baz1 enzimatik testler yer almaktadir.
Identifikasyonda ayrica VITEK-2 otomatize identifikasyon sistemi kullanildi.
Izolatlarm enrofloksasin, oksitetrasiklin, gentamisin, kloramfenikol, sefaperazon,
florfenikol, ampisilin, linkomisin, stlfametaksazol/ trimetoprim, eritromisin, sefalotin,
tulatromisine kars1 duyarliliklar1 Kirby-Bauer Disk Difflizyon Ydntemi ile belirlendi.
Bulgular: 325 adet 6rnegin 16 adedinden (%4,92) izole edilen suslarin tamami
Mannheimia haemolytica olarak identifiye edildi. Biyotiplendirme sonucu suslarin
timiiniin A biyotipinde olduklar1 belirlendi. Biitiin suslarin oksitetrasiklin, gentamisin,
kloramfenikol, sefaperazon, florfenikol, eritromisin, sefalotin ve tulatromisine duyarli, 1
susun enrofloksasine, 4 susun trimetoprim-sulfametaksazole, 15 susun ampisiline ve
suslarin tamaminin linkomisine direngli (R) oldugu tespit edilmistir.

Sonug: Yapilan ¢alismada fazla sayida materyal incelenmesine ragmen Mannhemia
spp. izolasyonunun diisiik olmasi, pnémoni olgularina neden olan baska bir mikrobiyel
etkene ve/veya antibiyotik kullanilmis olma durumuna bagli olabilir. M. haemolytica
kaynakli pndmoni olgularinda izole edilen suslarin gosterdikleri farkli antibiyotik direng
profilleri izole edildikleri bolgeye ve yillara gore degisiklik gdsterebilmektedir.
Anahtar Kelimeler: koyun, pnomoni, Mannheimia, fenotipik karakterizasyon,

antibiyotik duyarlilik

Ilhan SAHIN
Yiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Ocak-2017



ABSTRACT

Aim: The aims of the study are to isolate Mannheimia species, one of the most
important bacterial factors causing sheep pneumonias, to reveal the phenotypic
characteristics for identification of these strains and to determine antibiotic
susceptibilities, which is the most rational approach to treatment.

Material and Method: 325 pneumonic sheep lungs were collected from
slaughterhouses in the province of Samsun. Blood Agar, Mc Conkey Agar and Tryptic
Soy Broth (TSB) were inoculated and incubated for 24-48 hours at 37°C. Phenotypic
characteristics evaluated and tested for identification include; haemolyse, (Urease,
ornithin decarboxylase, indol, carbohydrate fermentation tests (arabinose, xylose,
sorbitol, maltose, trehalose,etc) and some enzymatic tests. VITEK-2 automated
identification system was also used for the identification. Susceptibilities of the isolates
to enrofloxacin, oxytetracycline, gentamycin, chloramphenicol, cefaperazone,
florfenicol, ampicillin, linkomycin, sulfamethoxazole / trimethoprim, erythromycin,
cephalothin and tulathromycin Kirby-Bauer Disc Diffusion Method were used.
Findings: Sixteen (4.92%) strains were isolated from 325 samples and all were
identified as Mannheimia haemolytica. All isolates were found as A biotype. It was
detected that all strains were sensitive to oxitetracycline, gentamicin, chloramphenicol,
cefoperazone, florfenicol, erythromycin, cephalothin and tulathromycin, one strain was
resistant to enrofloxacin, four strains were resistant to trimetoprim-sulphamethoxazole,
fifteen strains were resistant to ampicilin and all strains were resistant to lincomycin.
Conclusion: Though a great numbers of materials were examined in this study, low
isolation percentage of Mannhemia spp may depend on the other microbial factors
and/or antibitic usage just before slaughter. Variability in antibiotic resistance profiles
in M. haemolytica strains isolated from sheep pneumonias may depend on region and
the years.

Keywords: Sheep, pneumonia, Mannheimia, phenotypic characterization, antibiotic
susceptibility

Ilhan SAHIN
Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, Ocak-2017
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1.GIRIS

Ulkemizin yillara bagli olarak artan niifusu, hayvansal gidalara ve (riinlere
olan talebi artirmistir. Ozellikle et ve siit talebini tek basina sigir varligimizin
karsilamasi diigiiniilemez. Bu talebi tek basmna sigir varhigi ile kapatmayr diisiinmek
tirtin yelpazesini daraltacagi gibi ¢ok da ekonomik bir yaklagim olmaz. Bu bakimdan
daha kisa boylu mera bitkilerini tiikketebilen koyunun yetistiriciligi oldukca 6nemlidir.

Ulkemizde koyun yetistiriciliginin her dénemde sorunlar1 olmustur ve olmaya
da devam etmektedir. Bakim, besleme ve barinak kosullari ile ilgili yetersizlikler koyun
hastaliklar1 agisindan her zaman hazirlayici faktor olmustur.

Koyun yetistiriciliginin diger ¢ogu yetistiricilik tiiriinde oldugu gibi ekonomik
ve verimli olmasi esastir. Ulkemizin son yillarda yasadig: et iiretimi sikintis1 ortadan
kaldirmanin bir yolu da koyun yetistiriciliginden gegmektedir. Ulkemizde koyun
yetistiriciligi Avrupa iilkelerindeki domuz iiretimine bir alternatif olarak goriiliip bu
sektoriin sorunlari ile ilgilenmek bu alanda atilabilecek en hayati adimdir.

Koyunculuk sektoriiniin en énemli sorunlarindan bir tanesini hastaliklar ve bu
hastaliklara bagli verim kayiplar1 olusturmaktadir. Bu hastaliklar icerisinde pnémoni
vakalar1 olduk¢a genis yer teskil etmektedir. Koyun pndmonileri genelde bakteriyel ve
viral etkenlerle komplike {ist solunum yolu hastalig1 seklinde gortlmektedir. Bakteriyel
etkenlerin izole ve identifiye edilmesi gerek koruyucu olarak yapilacak asi Uretim
calismalar1 agisindan gerekse tedavide uygun antibiyotik se¢imini yapmak agisindan
onemlidir. Bu hastalik olgusunda olumsuz ¢evre kosullarin1 diizeltmek sartiyla, 6zellikle
bakteriyel etkenlere karsi zamaninda ve yeterli siirede antibiyotik kullanimi, tedavide
etkili olan ve bahsedilen verim kayiplarin1 6nleyebilecek bir sagaltim se¢enegidir.

Gunumizde en biliyiik sorunlarindan birisi ilaglara karsi olusabilecek
antibakteriyel direngtir. Bu sorun hayvan saghgmi ve insan saghgim tehdit etmektedir.
Bakteriyel izolasyon ve identifikasyon, etkili antibiyotigi bulmak, yeterli siirede ve
yeterli dozda kullanmak, recetesiz satiglar1 siki takip etmek, antibiyotik kalintilar1 ve
kullanim1 agisindan isletmelerde kayit tutmak ne kadar onemli ise belki daha 6nemlisi
bu alanlarda isletmesel, yerel, bolgesel hatta iilke ¢apta bilimsel ¢aligmalar yapmaktir.

Bu calismada Samsun ili ve gevresindeki isletmelerden tespit edilen koyun

pnomonilerinde Mannheimia tiirlerinin varlig1 arastirildi ve izole edilen etkenler



fenotipik olarak karakterize edildi. Bu sekilde bolgede Mannheimia spp. kaynakli koyun
pnOmoni prevalansi ortaya konuldu, bu calismadan ve ileride yapilabilecek genotipik
karakterizasyon calismalarindan elde edilen veriler 6zellikle hastaligin kontrolii ve

korumasi ile ilgili ¢aligmalara yardimci olur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Literatir Bilgisi

Koyunlarda ekonomik kayba neden hastaliklarin en Onemlilerinden birisi
pnémonilerdir. Koyun pnémonilerinde bakteriler viruslar, mantarlar, parazitler gibi
cesitli etkenler rol oynamakta olup barinak sartlarinin uygun olmamasi, iklim
degisiklikleri, stres, yetersiz besleme gibi bagisiklik sistemini zayiflatan faktorler
hastaligin hazirlayic1 faktorleri arasinda yer almaktadir (Hindson ve Winter, 2002).
Ruminantlarda o6nemli bir hastalik etkeni olan Mannheimia haemolytica (M.
haemolytica) ¢ogunlukla koyun ve kuzularda pnomonilerden ve septisemilerden
sorumlu tutulmaktadir (Frank, 1986; Adlam ve Rutter, 1989). Pnoémoninin tek bir
mikroorganizma tarafindan olusturulmasindan ¢ok, miks bir infeksiyon o6zelliginde
oldugu ortaya konmustur (Yates, 1982). Koyun ve sigirlarda solunum yolu
infeksiyonlarindan bir¢ok virus (bovine herpes virusl (BHV-1), infectious bovine
rhinotracheitis (IBR), parainfluenza 3(PI-3), respiratory syncytial virus (RSV) ve
bakteriler (Pasteurella spp., Streptococcus spp., Esherichia coli (E. coli), Acinetobacter
spp, Mycoplasma spp.) izolasyonu yapilmaktadir (Collier, 1968). Sigir ve koyunlarda
akut pnomoni olgularinda bakteriyel etken olarak en ¢ok Pasteurella turleri izole
edilmektedir (Biberstein, 1960; Giiler ve ark., 1996; Adamu, 2007; Altug ve ark., 2013).
Kronik pnomoni olgularindan ise Pasteurella tiirleri disinda Corynebacterium spp.,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. ve E.coli gibi bakteriler izole edilebilmektedir
(Collier, 1968). Bakteriyel etken olarak (lkemizde Pasteurella multocida (P.
multocida), M. haemolytica, Mycoplasma spp., ve Staphylococcus spp., baslica rolii
oynamaktadir (Kaya ve Erganis, 1991; Aslan,1994; Oztiirk ve Corlu, 2006).

2.2. Tarihce

Jones FS (1921), tarafindan Pasteurella grubu icinde hemolitik aktivitesi
bakimindan farkli olan bir mikroorganizma tanimlanmistir. Newsom ve Cross (1932),
aynt mikroorganizmay1 danalardan ve koyunlardan izole edereck Pasteurella
haemolytica olarak adlandiririlmasin1  onermistir.  Simith G (1961), Pateurella
haemolytica kompleksini arabinoz ve trehaloz’u fermente etme yetenegine gore biyotip

A ve biyotip T olarak birbirinden ayr1 2 gruba ayirmistir. 1980’lerin baslarinda



Mannheim ve ark. (1980), Haemophilus, Actinobacillus ve Pasteurella cinslerinden
olan bakteriler (AHP grubu) Uzerinde genetik ¢alismalar yapmuslar, sonu¢ olarak bu
grubun ayr1 bir familya olarak siniflandirilmasi gerektigini diisiinmiisler ve hatali bir
sekilde siniflandirilan bazi tiirlerin bu guruptan c¢ikarilmas: gerektigini ortaya
koymuslardir. Mannheim (1981), bu aile i¢in Pasteurallaceae ismini 6nermis ve 3 ayri
cins olarak tutulmasi grektigi kanaatine varmustir. 1985 yilinda P. haemolytica sensu
stricto, DNA-DNA hibridizasyon caligmalarina dayanilarak Pasteurella genusundan
cikarilmis ve DNA-rRNA hibridizasyon calismalari ile Pasteurella, Haemophilus ve
Actinobacillus cinslerinden ayrimi dogrulanmistir. Biberstein (1990), Pasteurallaceae
familyasinin yeniden diizenlemeye tabi tutulan mikroorganizmalardan oldugunu
bildirmistir. Angen ve ark. (1999), fenotipik ve genotipik 6zelliklerin kapsamli kantitatif
degerlendirme sonuglarini esas alarak Pateurellaceae familyasi i¢inde trehaloz aktivitesi
negatif olan yeni bir genus Mannheimia genusunu tanimlamiglardir. Bu cinse ait 5 tlr
bulunmaktadir; M. haemolytica (6nceki serotipler 1,2, 5-9, 12-14 ve 16), M. glucosida
(6nceki biyotipler 3A-H ve 9 ve serotip 11), M. ruminalis (6nceki takson 20 ve biyotip
3J), M. granulomatis (6nceki takson 18 ve biyogrup 8D), M. varigena (6nceki biyogrup
6 ve takson 15,16).

2.3. Etiyoloji

Mannheimia genusundaki turler Actinobacillus (6zellikle A. ligniresii) ve P.
trehalosi ile oldukca yakin iliskilidir. Mannheimia genusu Pasteurella genusundan,
mannozdan asit olusturmamastyla ayrilabilirken, ¢cogu hayvan-iliskili Actinobacillus’tan
Ureaz negatif olmasi ile ayrilabilmektedir. Mannheimia genusu mannitol pozitif olmasi
ile de Haemophilus genusundan ayrilabilir (Winn ve ark., 2006). Mannheimia genusu
icinde M. haemolytica, veteriner hekimlikte en 6nemli olan turddr. M. haemolytica,
Gram negatif, hareketsiz, sporsuz, kapsiillii kokobasil tarzinda, fermentatif, oksidaz
pozitif, katalaz pozitif, fakiltatif 6zelliktedir. M. haemolytica koyun kanli agarda 37°’de
24 saatte diizglin kenarli, S-tipi, grimsi, 1-2 mm ¢apinda koloniler meydana getirir.
Cogu susu sig1r, koyun ve tavsanlarda kanli agarda 3-hemoliz gosterir. Etken buyyonu
homojen olarak bulandirir ve dipte tortu olusturarak iirer. MacConkey agarda laktozu
fermente ettigi i¢in kiigiik, kirmiz1 toplu igne bas1 biiyiikliigiinde koloniler meydana

getirirler. Triple sugar 1ron (TSI) agarda glikoz, laktoz ve siikrozu fermente eder ancak



gaz ve H,S olusturmadan tirer (Quin ve ark., 1999). D-sorbitol, D-ksiloz, maltoz ve
dekstrini fermente eder. Hicbir susu L-arabinozu veya glukozidleri fermente etmez.
Suglar ornitin dekarboksilaz ve NPG (B-glukosidaz) yoninden negatif ONPF (o-
fukosidaz) yoniinden pozitiftir (Tablol).

Tablo 1.M.haemolytica’nin identifikasyonunda kullanilan 6nemli biyokimyasal testler (Quin
ark., 1999; Winn ve ark., 2006’dan uyarlanmustir)

Biyokimyasal Ozellikler M. haemolytica
Oksidaz +
B-hemoliz +
Mc Conkey Agarda Ureme *
Hareket -
indol -
Nitrat +
Ureaz -
Glukoz (TSI agarda) +
Sukroz (TSI agarda) +
Laktoz (TSI agarda) +
H,S (TSI agarda) -
Ornitin dekarboksilaz +
Maltoz +
Arabinoz +
Trehaloz -
Mannitol +

M. haemolytica, biyokimyasal ve kilturel 6zelliklerine gére A ve T olmak Uzere
2 biyotipe ayrilmustr (Tablo 2). Biyotiplendirme islemlerinde karbonhidrat
fermentasyonu, koloni morfolojisi, penisiline duyarlilik, metilen mavisi, brillant green,
bazik fuksin gibi boyalara duyarlilik ve lektin agluninasyonu kullanilmaktadir (Aydin,
1997; Biberstein, 1978; Biberstein ve Gils, 1962; Craft ve ark., 1987). Arastirmalar, [P.]
haemolytica sensu stricto’nun, [P.] haemolytica’nin biyotip A suslar1 olarak
antlmalarina ragmen sadece L-arabinozu fermente etmeyen suslar icerdiginin altini
cizmektedirler (Angen ve ark., 1999). Biberstein ve ark. (1960), indirekt
hemaglutinasyon testi kullanarak bir serotiplendirme sistemi gelistirmislerdir.

Biberstein ve Gills (1962) ise biyotipler ile serotipler arasinda tutarli bir iligkinin



oldugunu bildirmislerdir. M. haemolytica’nin A biyotipine ait 13 (Al, A2, A5, A6, A7,
A8, A9, All, A12, Al13, Al4, Al6, Al7) ve T biyotipine ait 4 (T3, T4, T10, T15)
olmak iizere toplam 17 serotip bulunmaktadir (Biberstein ve ark. 1960, Fodor ve ark.
1999). A serotipi son yillarda M. haemolytica olarak isimlendirilmekte, A11 serotipi ise
Ozel olarak M. glucosida olarak isimlendirilmektedir. T serotipleri ise P. trehalosi
olarak isimlendirilmektedir (Ackerman ve Brodgen, 2000; Mevinus ve Hartman, 2000).
Blackall ve ark. (2007), P. trehalosi’yi Biberstenia genusu icinde yeniden

siiflandirmiglardir.

Tablo 2.M. haemolytica biyotiplerinin ayirt edici 6zellikleri (Biberstein, 1978’den uyarlanmistir)

Biyotip A T
Arabinoz/Ksiloz Fermentasyonu + -
Trehaloz/Salisin Fermentasyonu - +
Laktoz Fermentasyonu Id* -
Penisiline Duyarlilik Yuksek Diisiik
Serotipler 1,2,5,6,7,8,9,11, 12, 13, 14, 16, 17 3,4,10,15
Konakgida Yerlesim Yeri Nasofarinks Tonsiller
Iliskili Oldugu Hastaliklar Sigir ve Koyunlarda Pnémoni Yemle Beslenen
Siit Kuzularinda Septisemi Kuzularda Septisemi

! Serotip 2 negatif digerleri pozitif

M. glucosida fenotipik olarak heterojen bir tlrdir, ancak tiim suslar1 beta-
glukozidaz aktivitesi gosterir. M. ruminalis sigir ve koyunlarin rumeninden izole edilir
ve non-hemolitik suslari igerir. M. granulomatis koyun kanli agarda hemoliz yapar. M.
varigena ornitin dekarboksilazdaki farkliliklara dayanilarak biovar 1 ve 2 olarak

siiflandirilmistir (Angen ve ark., 2002).

2.4. Bashca Virulens Faktorleri

Mannheimia cinsi icindeki en patojenik tir olan M. haemolytica, konak
defansindan kagmasina ve kolonize olmasina olanak taniyan ve hastalik patogenezinde
rol oynayan bir cok virtllens faktoriine sahiptir (Stevens ve Czuprynski, 1996;
Jeyaselan ve ark., 2002). Bu faktoérler M. haemoyitica’nin ¢ok sayida iriiniinii ve

komponentlerini kapsamaktadir (Shewen ve ark., 2003).



2.4.1. Lipopolisakkaritler (LPS)

Lipopolisakkaritler (LPS) Gram negatif bakterilerin 6nemli immunojenik
yapist olan lipid A ve polisakkaritler olmak tizere iki temel kisimdan olusur. Bakterinin
toksik etkiye sahip bolima lipid A, somatik antijenlerini belirleyen bolim ise
lipopolisakkaritlerdir. Lipopolisakkaritler dis membrana hidrofobik olarak bagh
blunuklarinda saf olarak elde edilebilirler (Erganis, 1992).

2.4.2.Kapsiler polisakkarit (CPS)

Kapsiiler polisakkarit bakterinin fagositoza direncini saglar. Bununla birlikte
hem nétrofillerin fagositik ve bakterisid aktivitesinin inhibisyonu hem de komplement
aracili lizisin inhibisyonunda Onemli rol oynayarak (Czuprynski ve ark., 1989;
Czuprynski ve ark., 1991) bakterinin 6lmesini engelleyen bir virulens faktoridar
(Gatewood ve ark., 1994; Reggie ve ark., 2001; Mckeral ve Reggie, 2002).

2.4.3. Dis membran proteinleri (Outer membrane proteins-OMP)
Dis zar proteinleri (Outer membranproteins, OMP), hicre igine ve hicre disina
molekiillerinin taginmasinin yani sira, konakg¢1 hiicrelere adezyonda rol oynayan dnemli
yapilardir (Squire ve ark. 1984).

M. haemolytica birgok dis membran proteinine sahiptir (Pandher ve ark.,
1999). Bunlar genellikle demir baglayan proteinlerdir ve Tbpl (transferin baglayici
protein) ve Thp2 bu proteinlere 6rnek verilebilir (Ogunnariwo ve ark., 1997). Bu

proteinler fizyolojik ve patolojik bakimdan iligkili olup demir kazanimu ile ilgilidir.

2.4.4.Lokotoksin (Lkt)

M. haemolytica tarafindan {iretilen l6kotoksin, koyun pnomonilerinde
lezyonlarin olusumuna katkida bulunan en 6nemli virtlens faktoérudir (Shewen ve
Wilkie, 1985; Sutherland ve Redmond,1986). Lokotoksin kalsiyum bagimli por
olusumu ile alveolar makrofajlari, 10kositleri ve monositleri lize eder. Ayrica
l6kotoksinler kan pulcuklarinda da lizis meydana getirerek trombus olusumuna ve

eksudasyona neden olurlar (Clinkenbeard ve Upton, 1991).



2.4.5. Proteaz

Fizyolojik ve patolojik rolleri tam anlasilamamasina ragmen dogal ve edinilmis
bagisiklig1 onleyerek bu sayede kolonizasyonu ve akcigerlerde hastaligin olusumunu
kolaylastiran rolleri vardir. Ozelikle néraminidazlar bir ok viral ve bakteriyel patojen
tarafindan iiretilir ve solunun sistemi sekresyonunun koruyucu etkisini ortada kaldirmak

suretiyle etkenin mukozal yiizeyde varligin1 devam ettirmesini saglar ( Adlam C, 1989).

2.5. Mannheimia Tiirlerinin Hayvanlarda Meydana Getirdigi Hastaliklar

Pasteurellalarin koyunlarda solunum sistemi enfeksiyonlarinin etiyolojisinde
onemli rollerinin oldugu uzun zamandir bilinmektedir. M. haemolytica (Pasteurella
haemolytica) pnémonik pastorellozisin birincil etkeni olarak kabul edilmekte olup
koyun ve kuzularin pndmoni ve septisemilerinden sorumlu tutulurlar. Sigirlarda ise
pnomoniye neden olurlar (Frank, 1986). Koyun pnomonilerinde M. haemolytica’nin
yan1 sira Pasteurella multocida salginlarida bildirilmistir (Adlam ve Rutter 1989;
Odugbo ve ark., 2006). Mannheimia tiirlerinin hayvanlarda iist solunum yollarinda

olusturdugu hastaliklar Tablo 3’de sunuldu.



Tablo 3.Yeni Mannheimia tiirlerinin olusturdugu hastalik modelleri (Tafera ve Smola, 2001’den

uyarlanmigtir)
Tiirler Konakc1 Hayvan Habitat Etiyolojik Onem
M. haemolytica ~ Sigir Ust Solunum Yolu Bronkopndémoni
Septisemi
Koyun Ust Solunum Yolu Pnémoni
Septisemi
Kegi Ust Solunum Yolu Pnomoni
M. varigena Sigir Ust Solunum Yolu Pnémoni
Sepsis
Diger Hastalik Kosullar1
Domuz Ust Solunum Yolu Pnomoni
Sepsis
Diger Hastalik Kosullari
M. glucosida Koyun Ust Solunum Yolu Pnémoni
Diger Hastalik Kosullai
M. granulomatis  Tavsan ve Yaban Tavsan Ust Solunum Yolu Diger Hastalik Kosullari
Prulent Konjuktivitis
Skin Granuloma
Sigir Ust Solunum Yolu Diger Hastalik Kosullari
M. ruminalis Ruminantlar Ust Solunum Yolu Bilinmiyor

2.6. Epidemiyoloji
M. haemolytica enfeksiyonlarina ABD’de, Isvec, Norveg, Ingiltere ve Japonyada
fazlaca rastlanilmaktadir (Aydin ve Paracikoglu, 2006). Pastdrollozis genel olarak
mikroorganizma ile bulasik su ve gidalarin alinmasi sonucu sindirim yolu ile bulasir.
Bundan bagka solunum yolu, konjunktiva ve derideki yaralardan da etken vicuda girer
ve hastalik yapar. Hastalik etkenleri ¢ogu zaman saglam hayvanlarin st solunum
yollar1 ve yutaklarinda fakiiltatif patojen olarak yasarlar. Hayvanlarda direncin kirilmasi
(stres faktorleri) bu mikroorganizmalarin iiremesine ve patojenite kazanmasina yardim
eder (Quin ve ark., 2004; Aydin, 2006).
Hastalikla ilgili daha ayrintili tanimlamalar Asya’da gerceklestrilmistir. Burada
salginlar 6zellikle yagmur mevsimi boyunca gorulmektedir. Mikroorganizmalar ara

mevsimlerde tasiyici sigir ve yaban sigirlarinin nazofarinks bolgesindedir. Salginin



baslamasi tagiyic1 hayvandaki dengenin stres faktorleriyle bozulmasi ile olur. Bu durum
duyarli hayvanda mikroorganizmanin yogun proliferasyonu ve yayilmasiyla devam
eder. Yasayan hayvanlarin yaklasik %10’unda hastalik subklinik seyreder ve bagisiklik
meydana gelir. Ancak hastalik klinik olarak goriildiigiinde, etkenler antibiyotiklerle
oldurulebilse dahi mortalite %100’ lere kadar ¢ikmaktadir. Bu durum klinik hastaligin
Oliimle sonuglanmasinda etken proliferasyonunun ile birlikte toksinlerin Ozellikle
endotoksinlerin 6nemli oldugunu géstermektedir (Haziroglu ve Milli, 1998).

M. haemolytica saglikli sigirlarda kommensal mikroorganizma olarak
nazofarinkste ve tonsilerde yasar ve konakgisi ile simbiyotik iligkisini siirdiirtir (Rice ve
ark., 2008). Ancak siitten kesme, kotli hava kosullari, hayvan nakilleri, beslenme
degisikligi, siiriiye yeni katilimlar gibi stres yaratan durumlar esnasinda bakteri iist
solunum yollarinda ¢ogalir (Rice ve ark., 2008; Sun ve ark., 1999). Tonsiller M.
haemolytica igin rezervuar doku olarak tanimlanmaktadir. Buzagilarda M.
haemolytica’nin nazal svap kiiltiiriiniin negatif oldugu durumlarda tonsil kilturi pozitif
olabilir (Rice ve ark., 2008).

2.7. Teshis
Hastalik antraks, sigir vebasi, yanikara ve piraplazmozis ile karisabildigi i¢in
klinik ve otopsi bulgularina goére her zaman teshis edilemez. Kesin teshis etken

izalosyon ve identifikasyonu ile yapilmaktadir (Aydin ve ark., 1997).

2.7.1. Bakteriyolojik Tanisi

Bovine Respiratory Disease complex (BVDC)’in olusumunda rol oynayan
etkenlerden olan M. haemolytica’nin ve Mannheimia genusundaki diger tiirlerin
laboratuar tanisinda kan, nazal veya nazofarengeal svab, trakeobronsiyal lavaj ve
nekropsi’de aliman doku ornekleri kullanilmaktadir (Frank, 1986, Markey ve ark.,
2013).

Direkt Bakteriyoskopi
Akut olaylarda mikroorganizma her yerde bulundugu i¢in génderilen kalp kani,
0dem sivilari, dalak, akciger, kemik 1iligi ve dokulardan preparatlar

hazirlanarak Giemsa ile boyanir ve frotide bipolar mikroorganizmalar aranir. Kronik
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olgularda mikroorganizmalar daha ¢ok organlarda lokalize olmuslardir. Frotilerde
bipolar mikroorganizmalarin goriilmesi ile kesin taniya gidilemez (Abdullah ve ark.,

1991).

Kaltar

Marazi maddelerden kanli agara, serumlu veya 06zel besiyerlerine ekimler
yapilir. 37 °C de 24-48 saat inkiibasyona edilir. Ureyen mikroorganizmalarmn koloni
morfolojileri, mikroskobik, morfolojileri ve biyokimyasal Ozellikleri incelenir. M.
haemolytica kat1 besiyerlerinde S ve R tipi koloniler olusturur. Kanli agarda beta
hemoliz yapar. Laktoz, glukoz, sakkaroz, maltoz ve galaktozdan gaz teskil etmeksizin
asit meydana getirir. Buna karsilik adonitol, ramnoz ve salisini fermente etmez. Katalaz
pozitif, indol, tre ve H2S negatiftir (Abdullah ve ark., 1991). M.haemolytica ve P.
multocida i¢in karekteristik biyokimyasal reaksiyonlarinin sonuglarinin karsilastiriimasi
Tablo 4’de, Mannheimia cinsinin farkl tiirlerini karakterize eden fenotipik reaksiyonlar

ise Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 4: M.haemolytica ve P. multocida igin karekteristik biyokimyasal reaksiyonlarinin sonuglar

(Hawari ve ark., 2008’den uyarlanmistir)

Reaksiyon M. haemolytica P. multocida
Hemoliz - -

Indol fermantasyonu - +
Litmus milk Asit Notr
Glukoz + -
Sakkaroz + +
Laktoz + +
Oksidaz + +
Katalaz + +

+: Mevcut, - : Mevcut Degil
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Tablo 5: Mannheimia cinsinin farkli tiirlerini karakterize eden fenotipik reaksiyonlar (Angen ve ark., 2002’den

uyarlanmistir)

Test M.haemolytica M.glucosida®  M.varigena* M.granulomatis M.ruminalis®
Hemoliz + + + -6 +
Ureaz - - - - -
oDC - d d - -
Indol - - d - -
L-Arabinoz - d + - -
D-Ksiloz + + + d d
Mannitol + + + + +
D-Sorbitol + + - + d
Maltoz + + + + d
Trehaloz - - - -

Eskiilin - + - d -
NPG + + d + -
ONPF + +7 d - -
ONPX d d d d -
ONPG d + d d +

2d: degisken

3 M. glucosida ODC (ornithine decarboxylase), ONPF(o-fucosidase), ONPX(B-xylosidase) farkliliklarindan ve L-arabinose
ve gentiobiose fermantasyonundan kaynaklanan A-I biovarlarina ayrilir.

4M.verigena ODC(Ornithine decarboxylase)’ deki farkliliklara dayali olarak 1 ve 2 biyovarina ayrilabilir.

5M. ruminalis maltoz fermantasyonundaki farkliliklara dayali olarak 1 ve 2 biyovarina ayrilabilir.
6 M.granulomatis koyun kanli agarda hemoliz

"Degisik suslar vardir

Hayvan Deneyi

Gerek marazi maddelerden ve gerekse izole edilen mikroorganizmalardan fare

ve giivercinlere enjeksiyon ile inokulasyonlar yapilir. Hayvanlar virulent susla 24-48

saat icinde oliirler. Olen hayvanlarin kanindan froti ve ekimler yapilarak teshis

dogrulanir (Abdullah ve ark., 1991).

2.7.2. Serolojik Tam

Bakteriyolojik taniyla identifiye edilebildiklerinden serolojik tantya pek gerek

duyulmaz

(Abdullah

ark., 1991).

Serotiplerin

belirlenmesinde

kapsuler

polisakkaritlerin tespitine dayanan indirekt hemaglutinasyon testi kullanilir. Serotiplerin
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tayini hastaligin olusumun da etkili olan serotiplere karsi as1 gelistirilmesi ¢alismalari

acisindan biiyiik 6nem tegkil etmektedir.

2.7.3.Molekuler tani

Molekiiler tani tekniklerine her gecen giin bir yenisi daha eklenerek farkli
amagla yiritilen bilimsel ¢alismalara katki saglamaktadir. M. hemolytica’ nin
molekiiler tanisinda gesitli PCR teknikleri uygulanmaktadir (Ryan ve Lo, 1999; Deressa
ve ark., 2010), Ayrica demir diizenleyici dis membran proteinlerinin (IROMPS)
karakterizasyonuna iliskin elektroforez ¢alismalari yapilmistir (Puchalski ve ark., 2013).

Tirkiyede yapilan en ¢ok tercih edilen molekiiler tan1 yontemleri; Darbeli Alan
Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel Electrophoresis; PFGE), Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (Kirkan ve Kaya, 2003) ve 16S rDNA dizilim analizidir (Cetinkaya ve
Ayhan, 2012). Bunlara ek olarak DNA konsantrasyonu ve ekstraksiyonu, real-time
PCR, DNA sekans analizi, melting curve analizi, ribotiplendrime ve yeni nesil DNA
sekans analizi gibi yontemlerde kullanilmaktadir (Diker, 2014). Bu yontemlerin baslica
avantajlart; klasik yontemlerle teshisi yapilamayan enfeksiyonlarin teshis edilmesi, daha
hassas olmasi ve kesin tam1 gerceklestirmesi, kontamine Orneklerden teshis
yapilabilmesi, is giicliniin azaltilmasi, laboratuvar kapasitesini artirmasi, 0Ornek basina
tan1 maliyetlerinin azaltmasi, hizli tan1 yapilabilmesi, daha kesin tiir ayrimi ve
tiplendirme yapilabilmesi ve tibbi atiklarin azaltilmasi seklinde siralanabilir (Diker,
2014). Dezavantajlari ise Cihaz ve malzeme maliyetlerinin yiiksek olmasi, deneyimli
personel ihtiyaci, kros reaksiyon ihtimali (Cetinkaya ve Ayhan, 2012), antimikrobiyal
duyarlilik sonuglar1 hakkinda yetersiz bilgi vermesidir (Ozgen, 2012).
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3.MATERYAL VE METOT

3.1 Ornekler

Bu calisma igin Samsun ili’nde bulunan mezbahalardan toplam 325 adet
pndmonili koyun akcigeri topland1 (104 adedi 2015 yilinda 221 adedi 2016 yilina ait).
Lezyonlu akciger ornekleri en kisa siire i¢erisinde, soguk zincir altinda Ondokuz May1s

Universitesi Veteriner Fakiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina getirildi.

3.2.Kullanmilan Besiyerleri ve Kultir

Laboratuvara getirilen 6rneklerden %5 koyun kanli agar ve MacConkey agara
ekimler yapildi. Petri kutular1 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Ureyen
koloniler koloni morfolojisi yonunden degerlendirildi, Kanli agardaki hemolitik
kolonilerden Gram boyama yapildi. Sonrasinda Triptik Soy Buyyon’a ve Triptik Soy
Agar’a saf kiiltiir iiretmek tizere inokulasyonlar yapilarak 37°C’ de 24-48 inkiibasyon
sonucunda elde edilen kdaltirlerden fenotipik Kkarakterizasyona yonelik ¢esitli
biyokimyasal testler yapildi. Kat1 kiiltiirden sivi besiyerine (TSB) ekimler yapilarak

kiiltiirler sonraki biyokimyasal testlerde kullanildu.

3.3. identifikasyonda Kullanilan Biyokimyasal Testler

Elde edilen saf kultlrlerden biyokimyasal testler yapilarak identifikasyon ve
fenotipik karekterizasyon gergeklestirildi. Bunun igin basta katalaz, oksidaz testleri
olmak Uzere indol, H2S testi, karbonhidrat fermentasyon testleri (glukoz, laktoz, sukroz,
arabinoz, trehaloz, ksiloz, maltoz, sorbitol, eskilin) yapilarak McConkey Agar’da
tireme durumlar1 ve kanli agardaki hemoliz durumlar1 degerlendirildi. Degerlendirmeler

Tablo 1, 4 ve 5°de belirtilen kriterler géz 6niine alinarak yapildi.

3.4.Vitek

Izolatlarin identifikasyonu ve konfirmasyonu igin ayrica Samsun Veteriner
Kontrol Enstittisindeki otomatize VITEK sistemi kullanildi (Sekil 1). VITEK 2 sistemi
cesitli biyokimyasal parametreleri temel alarak identifikasyon gergeklestirmekte olup bu

parametreler Tablo 6’da verilmistir.
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Sekil 1: VITEK® GN Kit ve Cihazi

3.5. Biyotiplendirme
Identifiye edilen M. haemolytica suslarina arabinoz, ksiloz, trehaloz, laktoz
fermentasyonu ve penisilin duyarlilik testleri yapilarak biyotiplendirmeye gidildi.
Nutrient buyyon, icinde %1 karbonhidrat ve indikatdr madde olarak da bromtimol
mavisi olacak sekilde hazirlandi. Test edilecek suslar bu besi yerlerine inokule edilerek
37°C’de 14 gin siireyle inkubasyona birakildi. Degerlendirme besi yeri renginde
meydana gelen sar1 renk degisikliginin gozlenmesi (pozitif sonug) suretiyle
gerceklestirildi.
Biyotiplendirmede kullanilan kriterlerden biri olan penisilin duyarliliklar1 Kirby-
Bauer Disk Difiizyon Metodu ile penisilin (10IU) kullanilarak gergeklestirildi.
Kanli agardaki koloni morfolojileri biyukluk, renk, vb 6zellikleri yontnden

degerlendirildi.

3.6. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Izolatlarm 12 farkli antibiyotige (enrofloksasin, oksitetrasiklin, gentamisin,
kloramfenikol, sefaperazon, florfenikol, ampisilin, linkomisin,
siilfametaksazol/trimetoprim, eritromisin, sefolatin, tulatromisin) karsi duyarhiliklari
Agar Disk Difiizyon yontemi ile degerlendirildi. Belirlenen inhibisyon zonu caplari
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011) belirledigi standartlara gore
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon ve Identifikasyon

Koyunlara ait 325 adet leyzonlu akciger 6rnegi ilizerinde yapilan izolasyon ve
identifikasyon g¢alismalar1 sonucunda 16 (%5) M. haemolytica susu izole ve identifiye
edildi.

Elde edilen saf kiiltiirlerden biyokimyasal testler yapilarak identifikasyon ve
fenotipik karekterizasyon gergeklestirildi. Koyun kanli agarda tim izolatlarin hemoliz
olusturdugu gozlendi. Suslarin tamaminin katalaz ve oksidaz testleri pozitif (+), indol
negatif (-), TSI agarda H2S negatif olduklari, karbonhidrat fermentasyon testlerinde;
glukoz (+), sukroz (+), ksiloz (+), maltoz (+), sorbitol (+), eskilin (-), laktoz
fermentasyonu yoniinden degiskenlik gosterdikleri ancak biiyiikk cogunlugunun pozitif

oldugu belirlendi.

4.2.Vitek

Izole edilen ve konvansiyonel biyokimyasal testlerle M. haemolytica olarak
identifiye edilen suslarin identifikasyonlar1 ve konfirmasyonlar1 icin kullanilan
Biomerieux Vitek®2 sistemindeki parametreler yoniinden elde edilen sonuclar Tablo
6’da verilmistir. Otomatize sistem bulgular1 tiim suslarin M. haemolytica ile uyumlu

olduklarini gosterdi.

Tablo 6: Biomérieux Vitek® 2 sistemi ile identifikasyon sonuclar:

Well  Test Ammsatic1 Simge Sonug®
2 Ala-phe—pro-ARYLAMIDASE APPA -
3 ADONITOL ADO -
4 L-Pyrrolydon-ARYLAMIDASE PyrA -
5 L-ARABITOL IARL -
7 D-CELLOBIOSE dCEL -
9 B-GALACTOSIDASE BGAL -
10 H>S PRODUCTION H.S -
11 BETA-N-ACETYL-GLUCOSAMINIDASE BNAG -
12 Glutamyl Arilamidase pNA AGLTp -
13 D-GLUCOSE dGLU +
14 GAMMA-GLUTAMYL-TRANSFERASE GGT -
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Tablo 6 (devam): Biomérieux Vitek® 2 sistemi ile identifikasyon sonug¢lar:

15
17
18
19
20
21
22
23
26
27
29
31
32
33
34
35
36
37
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
53
56
57
58
59
61
62
64

FERMANTATION/GLUCOSE
BETA GLUCOSIDASE
D-MALTOSE
D-MANNITOL
D-MANNOSE
BETA-XYLOSIDASE
BETA-Alanine arylamidase pNA
L-Prolyne-ARYLAMIDASE
LIPASE

PALATINOSE

Tyrosine ARYLAMIDASE
UREASE

D-SORBITOL
SACCHAROSE/SUCROSE
D-TAGATOSE
D-TREHALOSE
CITRATE(SODIUM)
MALONATE
5-KETO-D-GLUCONATE
L-LACTATE alkalinisation
ALPHA-GLUCOSIDASE
SUCCINATE alkalinisation

Beta-N-ACETYL-GALACTOSAMINIDASE

ALPHA-GALACTOSIDASE
PHOSPHATASE

Glycine ARYLAMIDASE
ORNITHINE DECARBOXYLASE
LYSINE DECARBOXYLASE
L-HISTIDINE assimilation
COUMARATE
BETA-GLUCORONIDASE

0/129 RESISTANCE(comp. vibrio.)
Glu-Gly-Arg-ARYLAMIDASE
L-MALATE assimilation
ELLMAN

L-LACTATE assimilation

8TUm izolatlar igin+: Mevcut , - : Mevcut Degil
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BGLU
dMAL
dMAN
dMNE
BXYL
BAlap
ProA
LIP
PLE
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ILATk
AGLU
SUCT
NAGA
AGAL
PHOS
GlyA
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CMT
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O129R
GGAA
IMLTa
ELLM
ILATa



4.3.Biyotiplendirme

Karbonhidrat fermentasyon testleri sonucunda besi yeri renginde meydana
gelen sar1 renk degisikliginin gozlenmesi pozitif, renk degisikliginin olmamasi (mavi
renk) negatif olarak degerlendirildi. Suslarin tamaminda (%2100) arabinoz
fermentasyonu ve ksiloz fermentasyonu pozitif iken tamaminda (%100) trehaloz
fermentasyonu negatif bulundu. Laktoz fermentasyonu ise, suslar arasinda degiskenlik
gosterdi ve 16 susun 13 adedi (%381,3) laktoz pozitif bulundu. Laktoz, trehaloz, arabinoz
ve ksiloz fermentasyonu test sonuglari Sekil 2’de gosterilmistir.

Tiim suslar penisiline (10 IU) kars1 duyarli bulundu. Koloni morfolojileri
yoniinden yapilan degerlendirmede, izolatlarin hepsi yaklasik 2 mm ¢apinda, hemolitik
ve acik gri renkte koloniler olusturdu.

Biyotiplendirme yukarida s6z edilen 3 kritere gdre gerceklestirildi ve tiim

suslar biyotip A olarak tespit edildi.

i
:
2
g

Megalil.
K;ﬁf"; Laktoz

(@) (b)

(©)

Sekil 2: Karbonhidrat Fermantasyon Test Sonuglari: a: laktoz, trehaloz ve arabinoz pozitif 6rnek, b:

laktoz negatif drnek, c: ksiloz pozitif 6rnek
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4.4, Antibiyotik Duyarhhk Testi

Antibiyotik duyarlilik test sonug¢larma gore, M. haemolytica izolatlarinin
tamaminin (%100) oksitetrasiklin, gentamisin, kloramfenikol, sefaperazon, florfenikol,
eritromisin, sefalotin ve tulatromisine duyarli (S), 1 susun enrofloksasine (%6,3), 4
susun trimetoprim-sulfametaksazole (%25), 15 susun ampisiline (%93,8) ve suslarin
tamaminin linkomisine (%2100) direngli (R) oldugu tespit edildi (Tablo 7). Belirlenen
inhibisyon zon gaplari CLSI’nin belirledigi standartlara gére degerlendirildi.

Tablo 7: izole edilen M. haemolytica suslarmin antibiyotik duyarlilik sonuglari

Antibiyotik Disk Igerigi S(n) 1(n) R(n) Direnc yiizdesi(%)
Enrofloksasin 5ug 14 1 1 %6,25
Oksitetrasiklin 30ug 10 6 - %0
Gentamisin 10ug 16 - - %0
Kloramfenikol 10ug 14 2 - %0
Sefaperazon 75ug 16 - - %0
Florfenikol 30ug 16 - - %0
Ampisilin 10ug - 1 15 %93,75
Linkomisin 29 - - 16 %100
Sulfametaksol/ Trimethoprim 25ug 12 - 4 %25
Eritromisin 15ug 8 8 - %0
Sefalotin 30ug 15 1 - %0
Tulatromisin 30ug 16 - - %0
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5. TARTISMA

Koyunlarda solunum sistemi hastaliklar1 tiim diinyada 6nemli kayiplara yol
acmaktadir. Solunum sistemi enfeksiyonuna neden olan bakterilerin ¢ogu dogal olarak
ust solunum yollarinda bulunmaktadir (Arda ve ark., 1999). M. haemolytica, klinik
olarak saglikli sigir, koyun ve kegilerin nazofarengeal ve oral mukoz membranlarindan
izole edilebilen oportunist bir patojendir. Mannheimia cinsi icindeki birgok tir de
oportunistik patojenler olarak bilinmektedir (Ewers ve ark., 2004). Barinak kosullarinin
uygun olmamasi sonucunda ortaya ¢ikan havalandirma sorunlari, iklim degisiklikleri,
siiriiye disardan katilan hayvanlar ve her tiirlii stres faktorii bu mikroorganizmalari
baskin hale getirerek hastalik tablosu olusturmaktadir (Ayers, 1992; Martin, 1999).
Turkiyede degisik zamanlarda koyun akcigerlerinden M. haemolytica (P. haemolytica)
izolasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Baysal ve Guler (1992), 186 pnémonili kuzu ve oglak
akcigerinden 46 adet (%25,0) P. haemolytica izole etmislerdir. Otlu (1997), Kars yoresi
koyunlarina ait 247 pnomonik akcigerden 56 (%22,7) adet P. haemolytica susu izole
ettigini bildirmistir. Oztiirk ve Corlu (2006), Konya Et-Balik Kurumu Mezbahasi’na
kesime getirilen koyunlardan makroskopik olarak pnomoni teshisi konulan 150
akcigerden 38’inden 60 bakteri izolasyonu yapmustir. Orneklerin 15’inden M.
haemolytica, 2’sinden ise P. multocida izole edilmistir. Solmaz ve ilhan (2011), 2009
yilinda Et ve Balik Kurumu Van Kombinasindan elde ettikleri 165 adet koyun
akcigerinde konvansiyonel testlerle yapilan identifikasyon ile orneklerin 21’inden
(%12,7) M. haemolytica izole etmistir. Tel ve Keskin (2010), 240 adet pnémonik koyun
akcigerinden 76 adet (%31,6) P. multocida ve 30 adet (%12,5) M. haemolytica izole
etmiglerdir. Giirbliz ve Sahin (2003), Kars Belediye Mezbahasinda kesilen 106 adet
pnémonik koyun akcigerinden 29 adet (%37,3) M. haemolytica izole etmistir. Suslarin
18 (%62,2)’i biyotip T ve 11 (37,9)’i biyotip A olarak tespit edilmistir. Kaya ve Kirkan
(1999), pnomonili 475 adet ve saglikli 50 adet koyundan burun svaplari aldi. Burun
akintist olan koyunlardan 48 (%10,1), sagliklilardan ise 2 (%4,0) P. haemolytica susu
izole edildi. Pnédmonili koyunlardan izole edilen 48 susun 35 (%72,9)’i biyotip T, 13
(%27,1)” 1 biyotip A, saglikli koyunlardan izole edilen 2 (%4,0) P. haemolytica susu
biyotip A olarak belirledi. Giiler (1993), pnoémonili koyun ve keg¢i akcigerinin 291

(%29,7)’inden P. haemolytica susu izole etmislerdir. Koyun ve kegilerden izole edilen
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119 P. haemolytica susunun 119’unun serotip ve biyotiplerini incelemis ve suslarin 110
(%92,4)’unu biyotip A, 9 (%7,5)’unu biyotip T olarak belirlemistir. ilhan ve Keles
(2007), pndmoni semptomlar:1 gosteren ve kesimi yapilan 584 adet koyuna ait akciger
orneginin 66 (%11,3) adedinden M. haemolytica izole ve identifiye etti. Suslarin 57
(%86,3)’sinin biyotip A, 9 (%13,6)’unun biyotip T oldugunu belirledi. Dlinyada koyun
akcigerlerinden M. haemolytica (P. haemolytica) izolasyon c¢alismalar1 yapilmistir.
(Angen ve ark, 2002), 1994-1998 yillar1 arasinda Danimarka Veteriner Laboratuvarina
getirilen hasta sigir, domuz, koyun ve yabani tavsanlara ait drneklerden 106 adet M.
haemolytica ve benzeri sus elde etmistir. Koyun oOrneklerinin 6 adedinden M.
haemolytica, 1 adedinden M. glucosida ve 1 adedinden P. trehalosi izole etmistir.
Balanco Viera ve ark. (1995), Mexico City mezbahasinda 13000 ¢ift akciger lizerinde
calisma yapmistir. Bu akcigerlerin 8000’1 koyunlardan 5000’1 sigirlardan elde
edilmistir. Pnomoni belirtisi gosteren 224 akcigerden 97 pozitif izolat elde etmistir.
Pozitif izolatlardan elde ettigi 112 Pasteurelaa spp. susun 40 tanesinin P. haemolytica,
72 tanesininde P. multocida oldugunu tespit etmistir. P. haemolytica suslarinin
tamaminin biyotip A oldugunu ortaya konulmustur. Tafera ve Smola (2002), Cek
Cumhuriyeti ve Etiyopya’da farkli hayvan tiirlerinden izole edilen 321 susun
identifikasyonu icin ENTERO Rapid 24 kit (PLIVA-Lechema, Czech Republic)’ini
kullandi. 207 susu tiir diizeyinde identifiye etmis, 39 susu ise cins diizeyinde
simiflandirmigtir. Kalan suslarda identifikasyon ve siniflandirma yapamamaistir. Suslarin
28’i koyundan 22’si ise kegilerden izole edilmistir. Koyunlardan izole eden 4 sus ve
kegilerden izole edilen 2 sus M. haemolytica olarak identifiye edilmistir. Hawari ve ark.
(2008), RAPD analiz ve PCR tekniklerini kullanarak Urdinin Orta ve Kuzey
kesimlerinden koyun ve kegilerden topladigi 196 adet 6rnekten 50 adet P. multocida ve
5 adet M. haemolytica izole etmistir. Berge ve ark. (2006), 41 koyun ve 36 keginin
solunum yollarindan 28 P. multocida ve 39 M. haemolytica izole ve identifiye
etmiglerdir. Clothier ve ark. (2012), Amerika Birlesik Devletlerinde ¢esitli bolgelerden
diognostik tani i¢in toplanan kegi pulmoner doku drneklerinden 45 adet M. haemolytica,
11 adet P. multocida ve 11 adet B. trehalosi izole etmistir. Naccari ve ark. (2015),
Italya’da 460 siitcii koyun iizerinde yapilan ¢alismada respiratorik infeksiyondan
etkilenen 36 melez siit¢ii koyunun 16’sindan M. haemolytica, 8’inden P. multocida ve 6

adedinden Mycoplasma ovipneumonia ve 6 adedinden de Pseudomonas spp. izole
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edilmistir. Yapilan ¢alismada 325 adet pnomonili koyun akcigerinden 16 (%5) adet M.
haemolytica izole edildi. Fodor ve ark. (1984), koyunlardan izole edilen 186 susun
%92,5’inin biyotip A ve %7,5’inin biyotip T oldugunu tespit etmislerdir. Bakke (1982),
Giiney Norveg’ te 126 pnomonik koyun akcigerinden 47 (%37,3) adet M. haemolytica
susu izole ettigini bildirmistir. Pegram (1974), koyun ve kegcilere ait 24 P. haemolytica
susunun tamamiin biyotip A oldugunu tespit etmistir. Hajtos ve ark (1985),
koyunlardan izole ettikleri 175 susun 156 (%89,1)’sinin biyotip A, 19 (%10,9)’unun
biyotip T oldugunu tespit etmistir. Bu calisma izolasyon sayilari bakimindan diger
arastiricilarin  ¢caligmalarina pek benzerlik gostermemektedir. Sinirli sayida hayvan
incelenmesi, mevsimsel gecis donemleri ve de antibiyotik kullanim durumuna gore
izolasyon yiizdeleri yiiksek veya diigiik olabilmektedir. Ayrica pndmoni tablosunun ¢ok
sayida etken tarafindan olusturuldugu bilinmektedir. Pnémoni vakalarinda viral ve
paraziter etkenlerinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Mannhemia’larin iiretilmesi
nispeten daha zor bakteriler oldugu diisiiniildiigiinde izolasyon oraninin diisiik olmasi
olasilik  dahilinde goriilmektedir. Koyun pnomonilerinden izole edilen M.
haemolytica’larin A biyotipi diinyada ve Tiirkiye’de yaygindir. Bu g¢alisma biyotip
A’nin yayginligi bakimindan yukarida belirtilen ¢aligmalarla benzerlik gostermektedir.
Antimikrobiyal tedavi 6nemli bir sagaltim se¢enegi olabilir. Ancak gilintimiizde
antibiyotiklere kars1 gelisen antibakteriyel diren¢ biiyiik bir problemdir. Bu problem
gelecek zaman diliminde de sorun olmaya devam edecektir. Bu anlamda antibiyotik
tedavisinde en akilc1 yaklagimi ortaya koymak igin antibiyogram sonuglarinin dikkate
alinarak etkenin duyarli oldugu antibiyotigi segmek gerekir. Hastalik olgularindan izole
edilen suslarin antibiyotik diren¢ profillerinin ortaya konulmasi epidemiyolojik
caligmalarda bakteriyel tiplendirme konusunda faydali olurken aym1 zamanda tedavi

secenekleri ve kontrol stratejileri bakimindan yonlendirici olmaktadir.
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Tablo 8: Baz1 Antibiyotikler Ile flgili Olarak Yapilan Direnglilik Caligmalar1 (%)
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© 5
Enrofloksasin - - - 0 0 - - - 9,6 2,2
Oksitetrasiklin 0 - 6-16 83 11,8 5 0 13 23,9 6,7
Gentamisin - - - 3,5 100 - 46,67 3 28,6 0
Kloramfenikol 100 - 6-16 - - - - - 23,9 -
Sefaperazon - - - - - - 46,67 - - -
Florfenikol - - - 0 0 - - - 0
Ampisilin 0 45,8 6-16 100 59 - 0 40 - 2,2
Linkomisin 100 70,8 - - 100 - 100 - 52,4 -
Sulfametaksasol - - - 0 - - 20 0 9,6 0
Trimetoprim
Eritromisin 0 - - 17 - - 80 10 239 -
Sefalotin - - - - - - - - - -
Tulatromisin - - - - - - - - - 0

91%Duyarhlik galismast cins (Pasteurella spp.) diizeyinde yapilmustir.
1.220ksitetrasiklin yerine tetrasiklinler bu baglik altinda degerlendirilmistir.

Alexander ve ark. (2013), tulatromisinin kullaniminin onaylanmasindan sonra
Kanada’da yapilan ¢alismada, Kanada’nin batisindaki genel besi sigir1 populasyonunda
M. haemolytica’nin tulatromisine karsi direncinin diisiik oldugunu ve 3 yil siireyle
degismedigini gostermislerdir. Naccari ve ark. (2015), koyunlarda M. haemolytica
suglarint tulatromisine yiiksek duyarli, enrofloksasine duyarli, ampisilin, amikasin,
thiamfenikol, oksitetrasiklin ve tilmikosine diisiikk duyarli bununurken, gentamisine
direngli bulunmustur. Clothier ve ark. (2012), ke¢i pulmoner dokularindan elde edilen
45 adet M. haemolytica, 11 adet P. multocida ve 11 adet B. trehalosi izolati lizerinde
yaptigi c¢aligmada; M. haemolytica izolatlatlarinin tiimiinii (%2100), tulatromisin,

trimetaksazol-trimetroprim, florfenikol ve gentamisine, %13,3’Uni penisiline, %97,8’ini
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enrofloksasine, %93,3’Unu oksitetrasikline ve %97,8’ini ampisiline duyarli tespit
etmislerdir. Diker ve ark. (1994), pndmoni bulgular1 gosteren koyun akcigerlerinden
izole ettikleri M. haemolytica suslarinin  tamamimin penisilin, oksitetrasiklin,
streptomisin, eritromisin ve ampisilin’e karsi duyarli, kloramfenikol ve linkomisin’e
karst %100 diren¢ oldugunu ortaya koymuslardir. Giindiiz ve Erganis (1998),
sigirlardan izole ettikleri P.haemolytica suslarinin %75’inin penisilin, %70,8’inin
linkomisin ve %45,8’inin ampisiline diren¢li oldugunu bulmustur. Rolinski ve ark.
(1999), koyunlardan izole ettikleri P. haemolytica suslarinin oksitetrasiklin,
streptomisin, ampisilin, neomisin, kloramfenikol ve nitrofurantoine kars1 diisiik diizeyde
(%6-16) direng gosterdigini tespit etmislerdir. Giirbiiz ve Sahin (2003), koyun
akcigerlerinden izole edilen 29 sus iizerinde yapilan antibiyotik duyarlilik ¢alismasinda
sulfametaksol-trimethoprim, enrofloksasin, danofloksasin ve sefuroksim sodyuma
%100 duyarlilik tespit etmistir. Ayn1 ¢alismada streptomisin ve tertrasikline %93,3,
penisilin G(10 IU) ve gentamisine karsi %96,5 duyarlilik tespit edilirken, suslarin
tamaminin ampisiline direncli, %83’ oksitetrasikline, %82,4’U amoksisilin-klavulanik
aside ve %17’si eritromisine direngli bulunmustur. Oztirk ve Corlu (2006),
koyunlardan izole ettikleri Pasteurella spp. suslarinin tamaminin spektinomisin,
gentamisin ve linkomisine direncli, enrofloksasin ve florfenikole duyarli oldugunu
bildirmislerdir. Yine ayni ¢alismada suslarin %94,1’inde ampisiline, %88,2’sinde
oksitetrasikline duyarlilik tespit edilmistir. Berge ve ark. (2006), 39 M. haemolytica
susunun tamaminin amoksisilin-kalvulanik asit, seftiofur, siprofloksasin ve florfenikole
duyarli, izolatlarmn %5’inin tetrasikline direngli oldugunu bulmuslardir. Oztlrk ve
Civelek (2007), Pasteurella spp. suslarmi oksitetrasiklin, amoksisilin-klavulanik asit,
ampisilin, amoksisilin ve neomisine %2100, eritromisine %20, sulfametaksazol-
trimetoprime %80, sefaperazon ve gentamisine ise %53,33 duyarli bulmuslardir.
[zolatlarm tamamini linmokisine direngli bulmuslar, fakat Pasteurella spp. genusunda
tlr dizeyinde identifikasyon yapilmamistir. Tel ve Keskin (2010), pnémonili koyun
akcigerlerinden izole ettikleri M. haemolytica suslarmin 30’unda sulfametaksol-
trimethoprim ve norfloksasine %100 duyarlilik, gentamisin ve streptomisine %97
duyarlilik, eritromisine %90, tetrasikline %87, ampisiline %60, amoksisiline ise %30
duyarhilik tespit etmislerdir. Solmaz ve Ilhan (2011), Van boélgesindeki pnomonili

koyunlardan elde ettikleri 21 izolat iizerinde yaptiklar1 antibiyotik duyarlilik
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calismasinda enrofloksasin ve sulfametaksazol/trimetoprime %90,4, eritromisin,
kloramfenikol ve oksitetrasikline %76,1, gentamisine %71,4 ve penisilin G,
ampisilin/sulbaktam ve linkomisine %47,6 oraninda duyarlilik tespit etmislerdir.

Bu calisma belirlenen enrofloksasin direncliligi Giirbiiz ve Sahin (2003),
Oztiirk ve Corlu (2006), Solmaz ve ilhan (2011), Clothier ve ark. (2012) ve Naccari ve
ark. (2015)’in sonuglari ile uyumlu olup enrofloksasin’e kars1 diisiik bir direng vardir.
Bu c¢alismada oksitetrasikline karst %0 diizeyinde direnglilik tespit edilmis olup bu
yonuyle Diker ve ark. (1994), Oztiirk ve Civelek (2007), Rolinski ve ark. (1999), Berge
ve ark. (2006), Oztiirk ve Corlu (2006), Clothier ve ark. (2012)’nin verileri benzerlik
gostermektedir. Gentamisine kars1 olusan direnglilik Tel ve Keskin (2010), Girbiz ve
Sahin (2003) ve Clothier ve ark. (2012) ile benzerlik gdstermekedir. Kloramfenikol
direngliligi acisindan Rolinski ve ark. (1999)’ nin verileri ile benzerlik gdstermekte
olup, Diker ve ark. (1994)’in ¢alismasindan farklilik gostermektedir. Bu ¢aligmada
sefaperazona karsi %0 direng tespit edilmis olup Oztirk ve Civelek (2007)’nin
calismasindan farklilik arz etmektedir. Yine bu ¢alismada florfenikole kars1 %0 direng
tespit edilmis olup bu yoniiyle calisma Oztiirk ve Corlu (2006), Berge ve ark. (2006) ve
Clothier ve ark. (2012) ile uyumludur. Ampisilin direngliligi Giirbiiz ve Sahin (2003) ile
uyumlu olup diger calismalarla farklilik gdstermektedir. Linkomisin direncliligi
acisindan bu c¢alisma diger calismalarla benzerlik gostermektedir. Bu caligmada
linkomisine karsi %100 diren¢ tespit edilmistir. Trimetoprim-sulfametakksasol
direncliligi Oztiirk ve Civelek (2007) ile yakinlik gostermektedir. Bu calismada
eritromisine %0 direng tespit edilmistir. Bu sonug Oztlrk ve Civelek (2007) ile farklilik
gostermektedir. Sefolotin direngliligi %0 olup incelenen antibiyotik duyarlilik
calismalarinda sefalotine iliskin bir degerlendirme yoktur. Tulatromisine karst %0 direg
tespit edilen bu ¢aligma Clothier ve ark. (2012) ve Naccari ve ark. (2015)’in sonuglari

ile uyumludur.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, Samsun Ili ve ¢evresindeki isletmelerden elde edilen 325 adet
pnomonili akciger O6rnegi lizerinde yapilan izolasyon ve identifikasyon g¢aligmalari
sonucunda, 16 (%5) Mannheimia haemolytica susu izole ve identifiye edildi. Bu
calismada suglarin tamami A biyotipi olarak tespit edilmis olup Tiirkiye’de yapilan
calismalar ile uyumlu bulunmustur. Rutin teshiste daha giivenilir ve hizli olmasi
bakimindan VITEK sistemi tercih edilebilir bir identifikasyon sistemidir. Tiim suslarin
linkomisine yuksek direngli olmast sebebiyle koyun pnémoni vakalarinda linkomisin
tedavi segenekleri arasindan ¢ikarilmalidir. Oksitetrasiklin, gentamisin, kloramfenikol,
sefaperazon, florfenikol, eritromisin, sefalotin ve tulatromisine tiim suslar duyarh
oldugu i¢in bu antibiyotikler koyun pndémoni vakalarinda tedavide 6nerilmektedir.

M. haemolytica kaynakli pndmoni olgularinda izole edilen suslarin gosterdikleri
farkli antibiyotik direng profilleri izole edildikleri bdlgeye ve yillara gore degisiklik
gosterebilmektedir. Yanlis antibiyotik kullanimi sonucu yeni antibiyotik direng
profilleri sekillenebilmektedir. Bakim besleme kosullarini diizelterek stres faktorlerini
ortadan kaldirmak ve asilama tedbirleri gibi koruyucu onlemleri 6n plana ¢ikartmak
antibiyotiklere olan talebi en az duzeye indirecektir. Antibiyotiklerin recete harici
kullanimi da kesinlikle onlenmelidir. Calismada her ne kadar az sayida sus
(Mannheimia haemolytica) izole edilmis olsa da bu ve daha sonra yapilacak bagka
fenotipik ve genotipik karakterizasyon calismalari, ileride gergeklestirilecek hastalik

kontrol ¢caligmalarina, 6zellikle de as1 gelistirme ¢aligsmalarina 11k tutacaktir.
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