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OZET

Mannheimia haemolytica SUSLARININ FARKLI BESIYERLERINDE UREME VE
LOKOTOKSIN OLUSTURMA OZELLIKLERININ INCELENMESI

Mehmet CELIK

Veteriner Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi

Mannheimia haemolytica hayvanlarda pnomoniye sebebiyet veren en etkili
bakterilerden biridir. M. haemolytica’nin neden oldugu hastaligin kontroliinde asilamanin
onemli bir ara¢ oldugu belirtilmektedir. Etkenin en 6nemli viriilans faktorii olan I6kotoksine
kars1 gelisen antikorlar, hastaliga kars1 direngte 6nemli bir rol oynarlar. Bu nedenle asilama
calismalarinda uygun miktarda 16kotoksin iiretecek susun ve besiyerinin se¢imi dnemlidir. Bu
amagcla, calismada 4 ayr1 besiyeri ve 4 ayr1 sus test edildi. Test edilen besiyerlerinde canlilik
sayimi bakimindan RPMI besiyeri diger test edilen besiyerlerinden 6nemli derecede farkli
bulundu (P<0.001). Obiir taraftan BHIB, BHIB+ %5 serum ve BHIB+%1 yeast extract
besiyerleri canlilik sayimmi agisindan birbirlerinden istatistiki olarak 6nemsiz bulundular
(P>0.05). Ancak, test edilen suslarin timiiniin 24 saatlik kiiltiirleri en fazla canlilik sayimini
BHIB + %S5 at serumu iceren besiyerinde gosterdiler. Suslar arasinda bakteriyel sayima iliskin
istatistiki olarak 6nemli bir fark saptanmadi (P>0.05).

RPMI besiyeri iiretilen lokotoksin agisindan diger besiyerlerine gore istatistiki olarak
onemli derecede farkli bulundu (P<0.001). Tim test suslart RPMI besiyerinde diger 3
besiyerine gore ¢ok daha fazla miktarda lokotoksin iiretti. Sonuglarimiza gére, MHOS susu en
fazla miktarda lokotoksin tiretti ve bunu MHO06 susu izledi. MH04 ve MHO3 suslar1 arasinda
bu yonden bir farklilik saptanmadi. Test edilen kiiltiir besiyerlerinde tireyen mikroorganizma
say1st ile iiretilen 16kotoksin arasinda bir korelasyon olmadig1 gozlendi. Hatta bu ikisi arasinda
ters bir korelasyon olabilecegi diistiniildii. Sonug olarak, aglik ve kisith demir varligi gibi stress
faktorlerinin Mannheimia haemolytica’nin daha fazla 16kotoksin ve muhtemelen diger viriilans

faktorleri liretmesine yol actig1 kanisma varildi.

Anahtar Kelimeler: Mannheimia haemolytica, pndmoni, 16kotoksin, viriilans
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF REPRODUCTIVE AND LEUKOTOXIN GENERATION
PROPERTIES IN DIFFERENT MEDIUM OF Mannheimia haemolytica

Mehmet CELIK

Department of Veterinary Microbiology, Master Thesis

Mannheimia haemolytica is one of the most effective bacteria causing pneumonia in
animals. It is stated that vaccination against M. haemolytica is an important means of control
of the disease. Since antibodies against leukotoxin, which is the most important virulence factor
of the agent, play an important role in resistance to disease, selection of strain and medium that
produce leukotoxin is most important in vaccination studies. For this purpose, 4 different strains
and 4 different strains tested in the study were evaluated. Based on the viability counts in tested
media, RPMI media was found significantly different from the rest of media (P<0.001). On the
other hand, BHIB, BHIB+5% serum and BHIB+%1 Yeast extract media were not found
statistically different from each others (P>0.05) for the viability counts. However, the viability
counts measured after 24 hours of culture of tested strains were found to be highest in medium
containing BHIB + 5% horse serum. There were no significant differences among strains related
to bacterial counts in tested media (P>0.05).

RPMI media was significantly different from the rest of media regarding to produced
leukotoxin amount in direct ELISA (P<0.001). All the strains produced more leukotoxins in
RPMI media compared to other 3 tested media. According to our results, the strain MH05
produced the highest amount of leukotoxin followed by MHO06. There was no significant
differences between MHO03 and MHO4 in this regard. There was no correlation between number
of the bacteria and the leukotoxin amount in tested media. It was even thought that there might
be inverse correlation between viability count and leukotoxin production. As conclusion, it was
assumed that stress factors like starvation or iron restriction cause Mannheimia haemolytica to

produce more leukotoxin and possibly other virulence factors.

Keywords: Mannheimia haemolytica, pneumonia, leukotoxin, virulence



1. GIRIS

Ulkemizde ve diinyada 6nemli ekonomik kayiplara neden olan solunum sistemi
hastaliklar1 daha ¢ok sigir, koyun ve kegi gibi hayvanlarda goriilmektedir. Pnomoniler,
s1g1r ve koyun tiirlerinde ¢ok goriilen ve ekonomik kayiplara sebebiyet veren hastaliklarin
basinda gelmektedir. Ruminant pndmonilerinde ¢evresel faktorlerle (tasima, siitten
kesme, kalabalik, yetersiz beslenme, ani iklim degisiklikleri gibi stres faktorleri) birlikte,
birden fazla infeksiyoz etkenin (cesitli bakteriler, viriisler, mantar, parazit vs.) rol
oynadig1 kabul edilmektedir. Nakliye atesi olarak bilinen bu hastalik (shipping fever)
multifaktoriyel bir hastalik olmakla birlikte, Mannheimia haemolytica potansiyel hayvan
patojeni olarak kabul edilmektedir. Hastaliga karsi korunmada bakterinin en onemli
viriilans faktorii olarak kabul edilen lokotoksine karsi olusan antikorlar 6nemlidir.
Hastaligin kontroliinde gerek 6lii bakteri suslarindan hazirlanmis bakterinlerin ve gerekse
kiiltiir filtratlarindan hazirlanan asilar kullanilmaktadir. Asi i¢in secilecek suslarin
lokotoksin iiretme kabiliyetinin fazla olmasi olusacak bagisiklik ile paralellik
gostereceginden bu suglarin se¢imi 6nemlidir. Bunun disinda endiistriyel as1 tiretiminde
hedef, birim besiyerinden alinan iiretim miktarinin en fazla olmasidir. Bu baglamda birim
besiyerinde gerceklesen canli bakteri sayisinin en fazla oldugu besiyeri se¢imi de
hedeflenmelidir. Bu amagla, bu ¢alismada daha 6nceki ¢aligmalarda sigirlarin pnémoni
vakalarmdan izole edilmis olan 3 farkli M. haemolytica susu referens M.haemolytia susu
ile birlikte biri minimal ve {i¢li zenginlestirilmis olmak iizere toplamda 4 farkli
besiyerlerinde tretilmistir. Test kiiltiirlerinin tGremelerinin gesitli safhalarinda alinan
orneklerinden canlilik sayimlari yapilmis ve en iyi ireme saglayan besiyeri belirlenmistir.
Ayrica bu test suglarinin zenginlestirilmis ve minimal besi yerinde tiretilmesi sonucu elde

edilen kiltiir filtratlarmin 16kotoksin seviyeleri ELISA ile karsilastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Sigirlarda Mannheimia haemolytica nin neden oldugu solunum sistemi hastaligi
(Mannheimiosis, shipping fever, pnémonik pastorelloz) Amerika, Kanada, ingiltere ve
Avrupa basta olmak iizere diinyanin bir¢ok iilkesinde dnemli 6l¢ide maddi kayiplara
neden onemli bir infeksiyondur (1). Hastalik diinya genelinde belirgin bir ekonomik
oneme sahiptir. Ornegin Amerika’da sigir endiistrisine verdigi zarar yillik 1 milyar
dolarin iizerindedir. Bunun yanmda koruyucu tedbirler ve tedavi giderlerinin yillik 3
milyar dolar1 astig1 bildirilmektedir (2).

Mannheimiosis yemden faydalanamama, siit verimliliginde azalma, canli viicut
agirhiginin diisiisiine ayrica ilag ve bakim giderlerinin artisina neden olmaktadir. Olusan
zararin gesitli stres etkileri ile ve/veya viriis ve bakteriler sebebiyle ile daha da arttigi
tespit edilmistir. Bunlar, siitten kesme, kotii beslenme, nakliye, normalden fazla sayida
hayvan iceren ahirda yasama ve ani iklim degisiklikleri gibi stres faktorleri 6nemli rol
oynamaktadr (1, 2). Hastaligin etiyolojisinde virtisler (Infeksiyoz Bovine
Rhinotracheitis (IBR), Bovine Viral Diarrhea Viriis (BVD), Parainfluenza-3 (PI-3),
Respiratory Syncytial viriis (RSV) bakteriler (Pasteurella spp., Streptococcus spp.,
Echerichia coli, Acinetobacter spp., Mycoplasma spp. vb) cesitli mantar ve parazit
tirlerinin etkili oldugu bildirilmektedir (3, 4).

Mannheimia ismi Alman bir biyolog olan ve Pasteurellaceae ailesinin
taksonomisinin anlagilmasima ¢ok dnemli bilimsel katkilar saglayan Walter Manheim’in
anisina ithafen verilmistir. Hastaligin etiyolojisinde rol oynayan M. haemolytica
heterojen bir bakteriyel patojendir. Bu bakterinin heterojenligini L arabinozu fermente
eden A biyotipleri ve trehalozu fermente eden T biyotiplerinin toplamda bugiin i¢in kabul
edilen kapsiiler antijenlere bagli 17 serotipi olusturmasindan kaynaklanmaktadir. M.
haemolytica Al, A2, A5, A6, A7, A8, A9, A12, A13, Al4, A16 ve A17 serotiplerini igerir
iken, T3, T4, T10 ve T15 serotipleri P. trehalosi olarak isimlendirilmistir. Geriye kalan
Al1 serotipi M. glucosida olarak yeni bi tiir olarak kabul edilmistir (5). Yakin zamanda
yapilan yeni taksonomik caligmalar P. trehalosi’yi Bibersteinia cinsine reklasifiye
etmistir (6).

Iginde M. haemolytica’nmn da bulundugu sigir solunum yolu hastaligi kompleksi
(SSHK) multifaktoriyel bir fenomendir (Tablo 2.1.).



Tablo 2.1. SSHK kompleksinin etyolojisinde rol oynayan faktorler (4)

Stres Faktorleri Viral Etkenler Bakteriyel Etkenler
Sicaklik P1-3 Pasteurella
Soguk IBR Mannheimia
Toz BVD Haemophilus
Gebelik RSV Mycoplasma
Hasar Adenovirus
Yorgunluk Rhinovirus
Aclik Herpes virus IV
Kaygi Enterovirus
Tahris edici gazlar Reovirus
Beslenme yetersizlikleri
Cerrahi
Iklim
Nem
Havalandirma
Nakliye Mesafesi
Stoklama yogunlugu

2.1. Pasteurellaceae Familyasi

Mannheimia haemolytica, Eubacteria alemi, Proteobacteria subesi,
Gammaproteobacteria smifi, Pasteurellales takimi, Pasteurellaceae ailesi i¢erisinde yer
alan bir sistematikte bulunurlar (5).

Pasteurellaceae ailesine mensup tiyelerden memeliler ve kanatl hayvanlarda {ist
solunum yolu ve alt genital kanal mukozasmin normal florasinda bulunurlar ve firsatg1
patojenler olarak tanimlanirlar. Pasteurellaceae ailesinin tiim tiyeleri Gram negatif olup
kokobasil goriinlimiindedir. Fakiiltatif anaerob olan etkenler oksidaz pozitiftir. Bu durum
bunlar1 Enterobacteriaceae ailesinin {iyelerinden ayirir. Hareketsizdirler ve beslenme
gereksinimlerinde ¢ok titiz davranirlar (7).

Pasteurella’ larin izolasyonu ve identifikasyonunda yasanan 6nemli bir problem
ozgiil etkenin her zaman izolasyonu ve identifikasyonunun miimkiin olamamasidir.
Bunun en 6nemli nedeni primer etken yerine sekonder bakterilerin daha kolay izole
edilebilmesi ve sonugta yasanan teshis ve sagaltimda yasanan zorluklardir (1, 3, 7).

Pasteurellaceae familyasi, hayvan hastaliklarina katkida bulunan birgok

organizmay1 igerir. Birgogu, {ist solunum ve gastrointestinal yollarin normal sakinleri



olup, diger faktorlerin bu bakterilerin daha derin seviyelerine ilerleme kabiliyetlerini
arttirdig1 durumlarda firsatg1 karakterleri ile hastaliga neden olurlar (8, 9, 10).

16S rRNA sekans kombinasyonu ve diger molekiiler teknikler ile yapilan
calismalar, Pasteurellaceae familyasinda bulunan bir¢ok yeni cinsi ortaya koymustur.

Giincel taksonomiye gore Pasteurellaceae ailesinde 29 cins bulunur. Bunlar;
Actinobacillus, Aggregatibacter, Avibacterium, Basfia, Bibersteinia, Bisgaardia,
Caviibacterium Chelonobacter, Conservatibacter, Cricetibacter, Frederiksenia,
Gallibacterium, Glaesserella, Haemophilus, Histophilus, Lonepinella, Mannheimia,
Mesocricetibacter, Mribacter, Necropsobacter, Nicoletella, Otariodibacter, Pasteurella,
Seminibacterium, Terrahaemophilus, testidunibacter, Ursidibacter, Verpertiliibacter ve
Volucribacter Avibacterium, Bibersteinia, Mannheimia ve Pasteurella cinsleri tiyeleri
cesitli hayvan tiirlerinin hastaliklarinda dnemli bir rol oynarlar (11).

Genis bir konakg1 yelpazesine sahip olan Pasteurella cinsi bakteriler sigirlarda
akut ve subakut seyreden, atesli, infeksiy6z karakterde pnomoni, hemorajik septisemi,
meningoensefalitis ve mastitis, koyunlarda pndmoni ve mastitis, domuzlarda atrofik
rinitis ve pndmoni, kanatlilarda tavuk kolerasi, deney hayvanlarinda ise rinitis ve solunum
sistemi infeksiyonlarina sebebiyet vermektedir (7).

Pasteurellaceae ailesindeki bakteriler glikozun fermantasyonundan asit
olustururlar, nitratlar ise nitritlere indirgenirler. Metil Red ve VVoges Proskauer testleri
negatiftir. Lysine ve arjinin dekarboksilaz enzimleri agisindan negatiftirler. Glukoz ve
diger fermente edilebilir bilesikleri asit olusturarak fermente ederler. Bunun yaninda
Pasteurellaceae ailesi biinyesindeki bakterilerin proteolitik o6zellikleri yoktur, siitii
koagiile edemez ve jelatini eriyik hale getiremezler (Tablo 2.2.) (12).

Pasteurellaceae familyasinda yer alan Pasteurella ve Mannheimia cinsleri
icindeki ajanlarin serolojik teshisinde bir¢ok test kullanilmaktadir. Bunlar Indirekt
Hemaglutinasyon, Cabuk Indirekt Hemaglutinasyon, Cabuk Lam Aglutinasyon, Counter
Immunoelektrophoresis, Agar Jel Immunodiffiizyon, koaglutinasyon testi ve Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) dir (13).



Tablo 2.2. Pasteurella ve Mannheimia cinslerinin identifikasyonundaki baz 6zellikler (12)

Bakteri Gram | | iemoliz | indol | Katalaz | Ureaz | Nitrat | Oksidaz Ccl\)/lni%
Tiirleri Boyama 0 ea . y
ureme
M.
. - + - + - + + +
haemolytica
P. multocida - - + + - + + -
P. . - - - + + + + -
pneumotropica
P. aerogenes - - - + + + + +
P. dagmatis - - + + + + + -
P. caballi - - - + + + + -
P. gallinarum - - - + - - + -

2.2. Mannheimia haemolytica

M. haemolytica Proteobacteria’larin Gammaproteobacteria sinifi Pasteurellales
takimi, Pasteurellaceae ailesi, Mannheimia cinsi igerisinde yer alir (5).

Mannheimia cinsinin onemli bir tiiri olan M. haemolytica Gram negatif,
hareketsiz, sporsuz, kapsiillii, kokobasil tarzinda, fermentatif, oksidaz pozitif, katalaz
pozitif, fakiiltatif anaerobik bir bakteridir. Koyun kanli agarda M. haemolytica
kolonilerinin 37°C’de 24 saat igerisinde diizgiin kenarli, S-tipli, grimsi, 0,3-1,0 um
capinda, 1,2-2,0 um uzunlugunda olduklar1 gozlemlenir. Suslarin ¢ogunlugu si1gir, tavsan
ve koyun kanli agarda B-hemoliz meydana getirir. Suslar, besiyerini homojen bigimde
bulaniklagtirir ve dip kisimda tortulasma olusturmak suretiyle {lireme gdsterir.
MacConkey agarda laktozun fermentasyonuna yol agtig1 i¢in kii¢iik olarak, pembe renkili,
toplu igne basi1 genisliginde koloniler olusturur. TSI (Triple Sugar Iron) agarda glikozu,
laktozu ve siikrozu fermente eder. Lakin gaz ve H2S olusumuna neden olmaz Bakteri
tireaz negatif olusu ile Actinobacillus cinsi tiirlerinin birgogundan, mannitol-pozitif olusu
ile de Haemophilus cinsi tiirlerinin birgogundan ayrilir. Mannitol, glikoz, maltoz, sorbitol
ve sukroz, gaz liretimi olmaksizin M. haemolytica' nin tiim suslar1 tarafindan fermente

edilirler. Indol, iireaz ve Voges-Proskauer biyokimyasal reaksiyonlari negatiftir ve
oksidaz pozitiftir (Tablo 2.3.) (14).



Tablo 2.3. M. haemolytica’ min biyokimyasal testleri ve identifikasyon ol¢iitleri (14)

Biyokimyasal Ozellikler

M. haemolytica

Oksidaz

B hemoliz

Mac Conkey Agarda Ureme

+ |+ |+

Hareket

Ure

Indol

Nitrat

+ 1

Ureaz

Glukoz

TSI Agarda Sukroz

Laktoz

+ |+ [+

H>S

Ornitin dekarboksilaz

Maltoz

Arabidoz

+ |+ |+

Trehaloz

Mannitol

+

Bakterinin ilk basarili serotiplendirilmesi Biberstein ve arkadaglar1 tarafindan
indirekt hemagliitinasyon testi ile gergeklestirilmistir. Bu tiplendirmeye temel olan tip
0zgiil yapilarm eriyebilir ve ¢ikartilabilir nitelikte oldugu bildirilmistir. Bunu takiben
Smith de M. haemolytica suslarin1 biyokimyasal ozelliklerine ve gesitli hastalik
tablolarindaki dagilimlarina gore iki farkli biyotipe ayirmis ve arabinozu fermente eden

M. haemolytica suslar1 A, trehalozu fermente eden M. haemolytica suslari ise T biyotip

olarak adlandirmustir (Tablo 2.4.) (13).

Tablo 2.4. M. haemolytica suslarimin karbonhidrat fermantasyonuna gore biyotiplendirme kriterleri

Karbonhidratlar Biyotip A Biyotip T
L-Arabinoz + -
Trehaloz - -
D-Ksiloz + -
Salisin - +

M. haemolytica kapsiiler antijenlere gore 17 serotipe ayrilmistir. A serotipleri Al,
A2, A5, AG, A7, A8, A9, A12, A13, Al4, A16 ve Al7; T serotipleri T3, T4, T10 ve T15




olarak belirlenmistir. A11 serotipi M. glucosida olarak yeni bir tiir olarak tanmnirken T
serotipleri Bibersteinia trehalosi cinsi altinda toplanmigtir. M. haemolytica ve M.
glucosida tiirleri disinda M. ruminalis, M. granulomatis ve M. varigena olarak
adlandirilan yeni tiirler de bulunmaktadir. Bu yeni tiirler Actinobacillus cinsi ile (6zellikle
A. lignieresii) yakin akrabalik gostermektedir (15, 16).

M. haemolytica nin 12 kapsiiler serotipinden Al ve A2’nin tiim diinyada yaygin
oldugu ve her ikisinin de sigir ve koyunlarin {ist solunum yollarinda kolonize oldugu
belirtilmistir. Hastaligin etyolojisinde A6, A7, A9 ve A12 gibi diger serotipler bildirilse
de, s1igir mannheimiozisinin en 6nemli etkeni Al olarak kabul edilmektedir. Arastirmalar
solunum sistemi hastaligi olan bireylerde serotip 1’in %70,7 oraninda bulundugu
bildirilmektedir (17,18). Saglikli sigirlar siklikla tist solunum kanalinda her iki serotipi
tasimasma ragmen, takip eden stres veya hasta hayvanlardan horizontal bulagma ile
A2’nin yerini Oncelikli serotip olarak Al alir. Hastaligin en agir formlarinin baslica
nedeninin A1l serotipi oldugu bildirilmektedir. Nasofarengeal bolgenin selektif olarak Al
serotipi ile kolonizasyonu mannheimiosisin baglamasi i¢in 6n kosuldur. Bu durumun
sonucunda, bakteri iceren hava damlaciklarinin trachea ve akcigerlere inhalale edilmesi
hastaligin baslamasina katkida bulunur (19).

Davies ve arkadaslar1 (20), Al ve A6 serotipinin sigir pndomonik
mannheiminozisinin hemen hemen tiim vakalarinin sebebi oldugunu belirtmislerdir.
Bununla birlikte her serotipdeki kapsiil yapisindan ayri olarak, lipopolisakkarit yapilari
ve dis membran proteinleri (OMP) baz alindiginda A1l ve A6 serotiplerinin son derece
benzer oldugu goriilmiistiir.

M. haemolytica saglikli sigirlarda kommensal bir mikroorganizma seklinde
nazofarinks ve tonsillerde yasamini siirdiiriir ve konakgisi ile simbiyotik bir iliskisi
bulunur. Ancak siitten kesilme, kotlii hava sartlari, hayvan transferleri, beslenme de
degisiklik, siirliye yeni katilimlar gibi stres olusturan olgular sirasinda bakteri tist solunum
yolunda artig gosterir. M. haemolytica infeksiyonlarmin patogenezinde viriisler
(Parainfluenza viriis 3, Bovine herpes viriis 1, Bovine respiratory sinsityal viriis) ve diger
baz1 bakteriler de (Pasteurella multocida, Mycoplasma bovis, Trueperella pyogenes) rol
oynar (4). Bu faktorlerin tiimii iist solunum yolu kanali epitelyumunda Al serotipinin
cogalarak kolonize olmasina ve bakteri i¢eren aerosollerin inhalasyonuna neden olarak

etkenin nazofarinksden trachea ve akcigerlere inmesini saglar ve akcigerlerde bronko-



alveolar pndmoniye sebep olur (17, 18). Klinik olarak depresyon, yiiksek ates, nabizda
artis, onemli derecede kilo kaybi, mukopurulent nazal akint1 ve oksiiriik gibi bulgular
gozlemlenebilir (7).

SSHK ile ilgili ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Houghton ve Gourlay (21),
pnoémonili sigir akcigerlerinden % 30,0 oraninda M. haemolytica’y1 ve % 3,0 oraninda P.
multocida’yr izole etmislerdir. Bir diger ¢alismada Allan ve ark. (22) , pndmoni
nedeniyle olen veya kesilen buzagilarin, akcigerlerinden % 73,0 oraninda M.
haemolytica, % 15,8 oraninda ise P. multocida izole etmislerdir.

Tegtmeier ve ark. (23), Danimarka’da, bronkopnomoni ve pnémoni vakasi
gosteren hastalikli buzagilar tizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada topladiklar1 72 6rnekte
35 adet bakteriyel patojen izole etmislerdir. Bu bakteriyel patojenler ise; 11 Histophilus
somnus, 10 P. multocida, 9 Trueperella pyogenes (Arcanobacterium pyogenes), 4 M.
haemolytica, 2 Salmonella Dublin, 2 Escherichia coli, 1 Staphylococcus aureus ve 1
Streptococcus uberis olmak iizere bir dagilim gostermistir. Infekte akcigerlerden ¢ogu
yalnizca bir bakteri ile infekteyken 4’iiniin hem P. multocida hem de A. pyogenes ile
birinin ise H. somnus ve S. Dublin ile birlikte 2 tiir bakteri barmdirmakta oldugu
saptanmigtir.

Erdag ve ark. (24), 6liimciil seyreden buzagi pnomonilerinden izole edilen
bakteriyel etkenler icinde M. haemolytica’ nin %75 lik orani ile ilk sirada yer aldigini
bildirmektedirler. Erdag ve ark. (24), tarafindan Trakya ve Marmara bolgesinde
pnomonili buzagi akcigerlerinden bakteriyolojik inceleme sonucu %70 M. haemolytica,
%4,3 Streptococcus pneumonia, %30 E.coli, %30 Corynebacterium pyogenes, %11,5 S.
aureus ve %3 Mycoplasma bovis’i izole etmislerdir.

Haziroglu ve ark. (25), yaymladigi ¢alismada, 1995 Mart ile 1996 Haziran aylari
arasinda pnomoni lezyonu goriilen 100 adet buzagi {izerinde arastirma yapmislaridr.
Yiriittiikleri arastrmada lezyonlu akcigerlerden 42’sinde M. haemolytica, 8’inde P.
multocida ve 10 adedinde de H. somnus bakteriyel etkenlerini, vakalarin 7’sinde hem M.
haemolytica hem de H. somnus’ u, 2’sinde ise hem M. haemolytica hem de P.
multocida’y: izole ederek kayit altina almiglardir. 1997 yilinda Haziroglu’ nun yapmis
oldugu calismada ise % 48,0 M. haemolytica ve % 8,0 P. multocida izole edilmistir.

Ozkan ve ark. (26), Kars yoresi sigirlarinda yaptiklar1 epidemiyolojik bir

caligmada, pndmoni vakalarmin buzagilarda daha 6liimciil seyrettigini ve infeksiyonda



etiyolojik olarak M. haemolytica, Streptococcus pneumonia, Mycoplasma spp. izole
ettiklerini, bakteriyel izolasyon yapilamayan olgularda ise viral etkenlerin rol
oynayabilecegini ifade etmektedir.

Al-Ghamdi ve ark. (27), M. haemolytica biyotip A’nin pnomonik pastdrellozun
pato-fizyolojik bozukluklar ile klinik belirtilerinin olusmasindan sorumlu birincil

bakteriyel ajan oldugunu kaydetmislerdir.

2.2.1. M. haemolytica Viriilans Faktorleri

Etkenin tiim genom sekansmin yapilmasi ile hastaligin patogenezi ve
miicadelesinde kullanilacak araclar ve bakterinin viriilans faktorleri hakkinda detayl
bilgilere ulasiimustir (5, 28).

M. haemolytica, hastaligin patogenezinde 6nemli rol iistlenen birgok viriilans
faktoriine sahiptir. Bunlar konak savunmasini atlatip hastaligin yerlesmesine ortam saglar
(29). M. haemolytica’ nin potansiyel viriilans faktorleri arasinda lokotoksin (Lkt),
Lipopolisakkarit (LPS) dis membran proteinleri (outer membran proteins, OMP),
kapstiler polisakkaritler, adhesinler, fimbriae, lipoproteins, neuraminidaz, siiperoksit
dizmutaz (metallo-enzim), sialoglikoproteaz ve transferrin baglayici proteinler sayilabilir
(18, 30). Ayrica son zamanlarda M. haemolytica i¢in yukarida sayilan bu viriilans
faktorleri koordineli bir sekilde regiile eden bir quorum sensing (nisap algilama) sistemi
tanimlanmistir (31).

Bunlardan Lkt pnomoninin gelismesinde en 6nemli role sahiptir. LKkt-aracili
infiltrasyon ve notrofillerin ve diger lokositlerin yikimi bakterilerin yok edilme
mekanizmasini bozmakta ve yikim sonucu aciga ¢ikan lizosomal enzimler, arasidonik asit
metabolitleri, nitrik oksid ve diger serbest radikaller pulmoner parankim dokusuna
yayilmakta ve Mannheimiosis i¢in tipik olan fibrindz ve nekrotizan bronkopnémoniye
yol agmaktadwr. LPS Lkt ile sinerjistik olarak etki ederek etkisini ve endotoksik
aktivitesini artirmaktadir (17, 29).

Lokotoksin (Lkt)

Lkt, 102-105 kDa'lik bir M. haemolytica ekzotoksinidir ve logaritmik iireme

fazinda bakterinin tiim serotipleri tarafindan salgilanir. M. haemolytica' nin 6nemli bir



patogenez faktoriidiir ve tiim 16kositlerin pargalanmasina neden olur. Giiniimiizde Lkt
kesfinden sonra Lkt'in kendisini ve hastaligin patogenezindeki iglevi etrafinda yogunlasan
cok sayida arastirma yapilmistir. Lokotoksin bir ekzotoksindir ve tekrarlayan toksinler
toksin familyasinin bir {iyesidir. Bu toksinler genetik olarak birbirleri ile iliskilidir ve Lkt
protein molekiiliiniin karboksi terminal ucunun son {igte birinde glisin ve aspartik asit
nonapeptit tekrarlarindan olusan son derece korunmali bir motif bolgesine sahiptirler. Bu
glisin ve aspartat bakimindan zengin korunmali motifler toksisitenin uyarilmasi igin
gereklidir (17, 32).

Lkt gen kompleksinin genetik organizasyonu yukarida sinirlandirilmis olmus Ikt
A ve Ikt C, kompleksin asagisinda yer almis |kt B ve Ikt D olmak iizere 4 genden olusur.
Lkt B ve Ikt D gen iiriinleri Lkt A ‘nin bakteri sitoplasmasindan dis ortama naklinde rol
oynarlar. Lkt A reseptor baglama, por olusturma ve kalsiyum baglama islemlerinden
sorumlu domainler igerir. Lkt A’nin yapisal gen iriinii biyolojik olarak inaktif bir
protoksindir. Lkt C geni bu protoksini translasyon sonrasi modifiye ederek biyolojik
olarak aktif Lkt A’ya doniistiiriir. Bu siire¢ sirasinda, Lkt A {izerindeki lizin residiilerine
yag asit gruplar1 eklenir ve molekiiliin hidrofobisitesini artirir. Bu durum da Lkt A nin
konakg1 hiicrelerine girmesine ve transmembran porlar1 agmasina katkida bulunur. Bu
porlarin ¢ap1 0.001-0.002um ¢apindadirlar ve hiicre i¢i K iyonunun konakgi hiicre
icinden digartya hizlica kaybma, Na® molekiillerinin internalizasyonuna neden olarak
kolloid-ozmotik dengesizlikler yaratirlar. Sonu¢ olarak su molekiilleri bu dengesizligi
gidermek i¢in hiicre i¢ine girerek hizlica hiicre sismesine neden olurlar. Bu modifikasyon
kalsiyumun kontrolsiiz olarak transmembran akigina neden olarak hiicre igi kalsiyum iyon
konsantrasyonunu artirir ve hiicre iskelet yapisinin bozulmasina neden olur. Bu
degisimlerin sonucu olarak hiicre membrani parcalanir ve takiben l6kositlerin sitolizi
gerceklesir. Kalsiyumun sitolizisteki dnemi kritiktir. Hiicre i¢i kalsiyum iyonlarmin
kalsiyum selator ile kaldirilmasi sitolitik etkiyi onlemistir. Benzer bir sekilde sigir 16semi
hiicre hattma (BL-3) kalsiyum iyonlarinin katilmasi sitolizi tekrar olusturmustur.
Molekiiliin N terminal bolgesi konake¢t hiicre membraninin ayrilmasi ve hidrofilik por
olusumu ile ilgili iken karboksiterminal bdlgesi glisin ve aspartattan zengin tekrarlar1 ve

notralize edici epitoplari igerir (17, 33).
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Sekil 2.1. M. haemolytica LktA ve fonksiyonel alanlari (29)

Bagisiklik sistemi aktivasyonu agisindan konak¢inin maruz kaldigr Lkt
konsantrasyonu 6nemlidir. Bu baglamda Lkt, sigir 16kositleri tizerinde tiir spesifik ve
doza bagimli bir etki mekanizmasi olusturur. Tiim M. haemolytica suslar1 Lkt tiretmesine
ragmen, aralarinda iiretilen Lkt miktar1 ve aktivitesi ile ilgili farklar mevcuttur (18, 34).
Az miktarda Lkt, nétrofilleri ve makrofajlar1 oksidatif patlama, degranulasyon ve TNFa,
IL-1 ve IL-8 gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimini a¢isindan uyarir. Ayrica mitojen
aracili lenfoid proliferasyonunu azaltir (33, 35). Yiiksek konsantrasyonlarda, Lkt bazi
mekanizmalar ile sigir I6kositlerinin apoptozise ugramalarini saglar. En yiiksek
konsantrasyonlarinda ise, Lkt yaratttig1 transmembran porlar ile hiicrelerin sismesine ve
sonrasinda nekrozuna (onkotik hiicre 6liimii) neden olur (17, 36, 37). Onkotik hiicre
nekrozu hiicre i¢indeki liriinlerin (solunumsal patlama iirtinleri, lizosomal enzimler, nitrik
oksit, l6kotrienler vb.) pulmoner parankimaya sizmasma pulmoner hasara yol acar.
Dolayis1 ile Lkt hastalikta sekillenen pulmoner nekrozun ve yangmin anahtar
molekiiliidiir. Lokotoksin etkileri ruminant 16kositleri, makrofajlar1 ve trombositleri i¢in
spesifiktir. Bu tiir 6zgilligii 16kotoksinin konak¢1 hedef hiicreleri tizerinde bulunan 32
integrin Lenfosit fonksiyon iliskili antijen 1 (LFA-1);CD11a/CD18 etkilesiminden
kaynaklanir. Integrinlerin birgok hiicre tipleri lizerinde salgilanmasina karsin 2 alt tipi
ozellikle 16kositler (T lenfosit, ndtrofil, monosit, makrofaj ve dendrtik hiicre vb) iizerinde
bulunur (17, 31). Lokotoksine dogal ya da deneysel yol ile maruz kalan sigir ve

koyunlarda lkt’a karsi gelisen antikorlarin hastaliga karsi bagigiklik ile iliskili oldugu
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gosterilmistir. Sigir ve koyunlardaki M. haemolytica suslarinin ¢ogu Ikt tiretmesine
ragmen bu suslarin hepsi esit miktarda lkt iiretmezler ve benzer lokotoksik aktivite
gostermezler. M. haemolytica’nin farkli serotiplerinin farkli tipte lkt olusturdugu
saptanmustir. Ayrica liretilen 1kt miktar1 degiskendir ve dolayisi ile hastaligin patogenezi
salgilanan Lkt miktar1 ile dogrusal orantilidir (38, 39).

M. haemolytica’ nin viriilans i¢in Lkt'in 6nemi fark edildikten sonra M.
haemolytica A1l kiiltlir slipernatanti, mannheimiosa karsi asilama i¢in kullanilmaya

baglanmustir (18).

Lipopolisakkarit (LPS)

LPS Mannheimiosisin patogenezinde kritik 6neme sahip bir viriilans faktoriidiir.
Son ¢alismalar LPS’nin ¢esitli kompleks mekanizmalar ile pulmoner lezyonlara katkida
bulundugunu gostermektedir. LPS sitokin liretimini saglamak i¢in 16kosit uyarima,
kompleman aktivasyonu ve hiicre lizisinin uyarilmasimi igeren c¢esitli mekanizmalara
sahiptir (40, 41). LPS alveolar makrofajlardan yangisel sitokinleri, reaktif nitrojen ve
oksijen bilesiklerin salinmasini saglayarak akcigerlerde yangiy1 baslatir. Onceki ve 6n
calismalar, LPS enjeksiyonunun intravenéz hipotansif soka yol actigini
disiindiirmektedir (42). Ek olarak, Lkt ve LPS'in kimerik karisimi, birbirlerinin
patojenitesini arttirmak i¢in sinerjik olarak birlikte ¢alismaktadir. Yaplan ¢alismalar sigir
alveolar makrofajlarm LPS ve Lkt ile simultane olarak uyarildiginda daha ¢cok TNF a ve
IL-8 salgiladiklarmi gostermistir. Bu iki molekiil birbirleri ile fiziksel olarak etkilesim
halindedir ve Lkt olmadan saf olarak LPS molekiiliinii purifiye etmek olduk¢a zordur
(28). LPS, yangida aktif olarak rol oynayan proinflamatuar sitokinleri, reaktif oksijen
bilesikleri, reaktif nitrojen bilesikleri ve diger aract molekiilleri salgilatmak i¢in alveolar
makrofajlar1 uyarir. Bu bilesiklerden bazilar1 IL-18, l6kotrien 4, prostaglandin E2, ILS,
ve TNFa gibi sitokinlerdir. LPS giiglii bir vasodilatordiir. Damardan sizma ile uyumlu
olarak akciger epitel hiicrelerinde degisiklik meydana getirir. Pulmoner epitele direkt
toksik etkisi vardir ve nétrofillerin toplanmasina yol agarak pulmoner hasar meydana
getirir. LPS’nin toksisitesi akciger surfektaninda bulunan fosfolipidlerle kompleks
yapmast ile artar ve LPS akcigerde persiste kalarak yangiy1 baslatmis olur. LPS’nin etkisi

Lkt gibi doza bagiml1 bir etki gosterir. Az dozda LPS nétrofillerin fagositik kabiliyetini
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azaltir yiikksek dozda ise artirir. Orta dozda ise mononiikleer hiicreler i¢in mitojenik bir

etkiye sahiptir (17).

Kapsiiler polisakkarit

Kapsiiler polisakkarit antijen tiplendirmesine gére M. haemolytica’nin 12 serotipi
bulunmaktadir (A1, A2, A5, A6, A7, A8, A9, A12, A13, Al4, A16, A17). Uremenin log
fazinda kapsiillenme 1yi derecede iken lag fazinda ise oldukca azdwr. Kapsiiler
polisakkariti M. haemolytica ‘nin, B1-4 bagi ile bagli N asetimannozaminiironik asit
(ManNAcA) ve N-asetilmannozamin’in (ManNAc) olusturdugu disakkaritin
tekrarlamasindan meydana gelir ve patogenezde farkli mekanizmalar ile 6nemli rol oynar
(33, 35). Kapsiiler polisakkarit solunum sisteminde M. haemolytica’ nin adhezyonunu ve
kolonizasyonunu kolaylastirir. Notrofillerin bakterisit ve fagositik hareketlerinin elimine
edilmesi yani sira bilesenleri vasitasi ile lizisin inhibisyonunda kilit gorev iistlenerek
bakterinin 6lmesinin Oniine gegen bir viriilans faktoriidiir. Kapsiiler polisakkaritin
antijenik ozelligini kiiltiir sartlarinda gosterdigi ve konaktaki biiylime boyunca iiretilen

kapstiler polisakkaritin koruyucu immun cevabi uyardigini tespit edilmistir (36).

Yiizey Proteinleri ve Karbonhidratlar

Hastaligin gelisimi ve hastaligin ilerlemesi sirasinda bakterinin epitel ylizeye
adezyonu ve proliferasyonu hastaligin temel 6n sartidir. De la Mora ve ark. (43), infekte
olmus konak¢min nazofarenksinden alinan Ornekten hazirlanan inokulumun in vitro
hiicre kiiltiirline verilmesi sonucunda 68 kDa olan adhezif proteini géstermistir. Ayrica
notrofiller, M. haemolytica adhesin proteinlerinin baglanabilecegi glikoprotein reseptorii
tagimaktadir. Bu baglanma, oksidatif strese ve patlamaya neden olan nétrofilleri uyarir.
Retzer ve ark. (44), yaynladiklar1 ¢alismada, demir elde etmede (TbpA ve TbpB) islev
goren M. haemolytica dig zar proteinlerinin muhtemelen bir yapisma molekiilii olarak
islev gordiigiinii belirtmistir.

M. haemolytica’ nin immun cevaptan korunmasimni saglayan Onemli yilizey
antijenleri dig membran proteinleridir. M. haemolytica’ nin dig membran proteinlerine
kars1 olusan antikor cevabi deneysel infeksiyonlarda, komplement aracili dldiirmeve
reseptor aracili fagositoz ile orantilidir (45). Yapilan ¢alismada, proteaz muamelesi ve

Western blotting teknigi ile 21 immunojenik dig membran proteinini identifiye edilmistir.
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M. haemolytica in-vivo ortamda akciger dokusunda 32 kDa biiyiikliigiinde OmpA, 35
kDa biiyiikliigiinde PomB, 38 kDa biiyiikliigiinde yiizey lipoproteini ve demir baglayict
OMP’ler gibi dig membran proteinleri tiretir (46).

M. haemolytica’ nin bu proteinin Escherichia coli OmpA ile benzer oldugu ¢esitli
calismalarda gosterilmistir (46). Bunun yaninda infeksiyona karsi direngte 86, 66, 49
kDa’luk OmP’lerin de etkili antikor yanit1 yarattig1 gozlenmistir (47). Bunun yan1 sira
yapilan c¢alismalarda, ti¢ biliylik demir baglayict dis membran proteini (IROMPs)
identifiye edilerek M. haemolytica’ nin demir kisithi ortamlarda da kolayca iiredigi
bulunmustur. Proteinlerden 77 kDa agrrhigindaki proteinin fonksiyonu tam olarak
bilinmemekte, diger iki demir baglayict protein ise Tbpl ve Tbp2 olarak
tanimlanmaktadir. Bu demir baglayic1 proteinler notrofil fonksiyonlar1 ve fagositozun
inhibe edilmesi i¢in etkili faktorlerdir (25, 48). lovane ve ark. (49), OMP'lerin kemotaksis
ile notrofilleri cekebilecegini ve bu yolla patojenik ajanin iist solunum yollarinda kolayca

kolonize olabilecegini ve notrofillerin fagositoz kabiliyetini bozdugunu gostermistir.

Fimbria

Adezin — konak reseptor iliskileri M. haemolytica’ da serotipe goére farklilik
gosterebilir. M. haemolytica en az 2 farkli tip fimbriaya sahiptir. Bunlardan biri 12 nm
capinda sert yapili digeri ise 5 nm ¢apinda esnek yapilidir. Yapilan ¢alismalarda biiyiik
capl fimbria piirifiye edilmis ve bunun 35 kDa agirliginda bir alt {initeye sahip oldugu
gosterilmistir. Bu bulgular viriilant M. haemolytica’ nin kolonizasyonunu saglayan
adezyon faktorlerine sahip oldugunu gosterir. M. haemolytica ayrica adezin adi verilen
68 kDa agirliginda, SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat/Poliakrilamid Jel Elektroforez)

ile belirlenebilen, adezyonda gérev alan bir proteine sahiptir. (29, 37).

Norominidaz

Noraminidaz enzimi de M. haemolytica’ min viriilans faktorlerinden biri olup
termolabil ekstraselliiler bir enzimdir. Bakterinin sabit bilyiime fazi boyunca maksimum
olarak iiretilir (50). Fakat noraminidaz enzimi tiretimi M. haemolytica’ nin serotiplerine
gore farklilik gostermektedir ve bazi serotipleri bu enzimi iiretirken bazilar1 ise

tiretmemektedir (51, 52).
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Noraminidaz aktiviteSinin muhtemel mekanizmalarindan biri, tikiirik
glikoproteinlerinden sialik asit yapismi baglamasi ve ag yapisii azaltmasi sonucu
bakterinin hiicre yiizeyine daha yakin olmasi ve bakterinin hayatta kalmasidir (25, 50).
Farkli bir mekanizma ise solunum yolu mukusunun vizikositesini azaltmasi ve bdylece
mukosiliyal ortliniin etkinliginin azalmasi sonucu bakterilerin solunum epitelyumunun

daha derinine yerlesim gosterebilmesidir (34).

Proteaz

M. haemolytica ile iliskili birkag farkli proteaz da tanimlanmistir. Birkaginin dogal
ve adaptif bagisikliklara dahil oldugu gosterilmis ve boylece akciger kolonizasyonunu ve
hastaligin olusmasma yol actigi belirtilmistir. M. haemolytica' ya kars1 savunma
mekanizmasi olarak, hem IgGl hem de IgG2'min 6nemli olduguna inanilmaktadir. IgGl,
M. haemolytica kiiltiir siipernatantindan elde edilen bir glikoproteaz ile hidrolize
edilebilir, bu nedenle opsonizasyonda azalma goriiliir. Proteazlar ayrica selektif olarak
konak¢1t mukozal sialoglikoproteinleri parcalarlar. Rekombinant glikoproteaz ve Lkt
kombinasyonu ile buzagilari agilanmas1 durumunda hastaliga karsi1 koruma gézlenmistir
(53).

2.2.2. M. haemolytica’ni Ureme ve Lokotoksin Salgilama Ozellikleri

M. haemolytica tiremek i¢in besin maddelerine olan gereksinimi agisindan nazli
bir bakteri olarak kabul edilmektedir. Sivi besiyerinde M. haemolytica’nin liremesi
ortamin asitligini artrrmaktadir (9). Oyleki iiretilen asetik asit bazen iiretilen biyokiitlenin
iizerine ¢ikmaktadir. Besiyerinendeki karbonun biiyiik kismi asetik asit birikimine yol
actig1 icin karbon sinirli besiyerlerinin bu yiizden biyokiitlenin artisina neden olurken
asetik asit tiretimini sinirlandirdig1 ve 16kotoksin tiretimini artirdigi bildirilmektedir (54).
Lkt tiretimi tizerine besin maddelerinin etkisine yonelik gesitli caligmalar yapilmustir.
Bakterinin {iretimi i¢in en yaygin olarak kullanilan besiyerleri i¢ine siklikla sigir fotal
serum veya albiimin katilan Brain heart inflizyon broth (BHIB) ve RPMI 1640
besiyerleridir. Ancak katilan bu suplementlerin Ikt {izerine bir etkisinin olmadigi
bildirilmistir (34, 55). Du perez ve ark. (56), yaptig1 bir calismada karbonun

smirlandirildigr vasatlarin kullanimi l16kotoksin konsantrasyonunu maksimize ederken
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asetik asit iretimini minimize etmistir. Genel olarak kabul edilen goriise gore bakterilerin
in vitro ortamlarda tirerken eksprese ettikleri antijenler in vivo iirerken gosterdiklerinden
bir hayli farklidir. Ornegin bazi viriilans faktorleri standard laboratuvar besiyerinde
salgilanmazken, konakg1 iginde tirerlerken ya da demir kisitlayici invitro besiyerlerinde
eksprese edilebilirler (57).

Odendaal ve Ellis (58), lokotoksinin fazla miktarda iretilmesinde M.
haemolytica’yr fermentérde %3,5 fotal buzagi serum igeren RPMI 1640 besiyerinde
iretmigler ve yiiksek diizeyde toksin ettiklerini bildirmislerdir. Arastiricilar bu sonuglari
ile as1 iretimi i¢in bu yontemin kullanilmasini tavsiye etmigslerdir.

Davies ve ark. (59), besiyerine katilan EDDA, desferal, ovine and bovine
transferrin gibi demir selatorlerinin  varliginda bakterinin {iremesinin azaldigi
bildirilmistir. Arastiricilar BHIB besiyerine fotal veya sigir serumu kattiklarinda olusan
OMP profillerinin, selatorlerin katildigit BHIB besiyerinde olusan OMP” lerden farkli

oldugunu bildirmislerdir.

2.3. Teshis Tedavi Kontrol

Solunum sistemi hastaliklar1 kolayca tanis1 yapilabilecek hastaliklardir. Etkin
tedavi uygulayabilmek i¢in ise etiyolojik tanimlamanin yapilabilmesi gerekmektedir.
Bakteriyel kokenli hastaliklarin teshisi baglica kiiltiir ve serolojik testler ile yapilmaktadir.
En giivenilir teshis metodu kiiltiirdiir. Lakin uzun siire siirmesi, kontaminasyon problemi,
saf kiiltiir elde etmenin kolay olmamasi gibi bir takim dezavantajlart mevcuttur (5).

Antibiyotikler hayvancilik isletmelerinde gerek profilaktik ve gerekse tedavi
amaci ile yogun olarak kullanilmaktadir. Ancak etkinlikleri tedavi rejimindeki ve tanidaki
sebep oldugu istikrarsizlik ve gelisen antibiyotik direncgligi yiliziinden degiskendir.

Hastalikli hayvanlara miidahale etmek ve koruyucu sonuglarin iyilestirilebilmesi
icin tedavinin sonuglarini degerlendirmek i¢in hastaligin dogru teshisi biiylik 6nem
tasimaktadir. Hastalik siirecine katkida bulunan bir¢ok faktér vardir ve genellikle tek
belirti veya patojenik ajanlarin analizinden ziyade klinik bulgularin kombinasyonuna
baglidir. Hastalik, etkilenen siirlarin karkas kalitesi ve biiylime performansini etkiler;
Bu nedenle, negatif etkileri azaltmak i¢in kesin teshis ve miiteakip tedavi hayati onem

tagimaktadir (60).
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Solunum yolu hastaligima sahip hayvanlarda farkli klinik bulgular oldugu
gerceginden dolayil, hastalia karst ilaglar c¢ogunlukla semptomatiktir. Hastaligin
ilerleyen asamalarinda akciger lezyonlar1 gaz aligverigini engeller ve nefes almayi
engeller. Non-steroid anti-inflamatuvar ilaglarin, alveoler gaz degisiminde zararli olan

inflamatuar mediatorlerin liretimini ve etkilerini engelledigi bildirilmistir (61).

2.4. As1 Cahsmalan

Mannheimiosisin en agir formlarmin baslica nedeninin Al serotipi oldugu
bildirilmektedir. Dolayisi ile Al seotip infeksiyonunun kontroliiniin hastaligin prevelans
ve ciddiyetini 6nemli 6l¢iide diisiirecegine inanilmaktadir (18). Pasteurella infeksiyonuna
kars1 arastirma yapan bilim insanlar1 ¢esitli as1 ¢alismalar1 yapmuglardir. Tucci ve ark.
(62), lokotoksin A nin ana viriilans faktor oldugunu ve bunun yaninda kiiltiir
siipernatantinda 10 tane daha major komponent bulduklarmi bunlarin baglica OMP,
periplasmik tarnasmembran transporters ve demir baglayan proteinler oldugunu
bildirmislerdir.

Kullanilan klasik bakterinlerin degil hayvanda koruma saglamak asili hayvanlarda
siklikla hastaligm artmasma neden oldugu gosterilmesine ragmen, asilar onlarca yildir
kullanilmaktadir. Modern asilar i¢inde 16kotoksin ve diger eriyebilir antijenler olan kiiltiir
stipernatantlari, bakteriyel ekstraktlar veya bakterinle kombine kiiltiir siipernatantlardan
olugmaktadir. Lkt toksoidi igeren kiiltiir slipernatant asilar yarattig1 giiclii bagisiklik ve
serotip spesifikliginin biliyiik 6l¢lide olmayisi ile hastaliga karsi anakiiltiir asilar kadar
etkili bulunmugstur. Bu asilar hastaligin 6nlenmesinde % 50-70 oraninda basari
gostermislerdir (63). Ancak, kiiltiir siipernatant asmnin hazirlanmasinda tek dezavantaj
Ikt’nin in vitro ortamda ¢ok diisiik konsantrasyonda salgilanmasiydi (36).

Deneme asi ¢alismalarinda bir kisim tirinler M. haemolytica etkenini, diger kismi
ise M. haemolytica etkeni ile birlikte P. multocida’y1 da ihtiva etmektedir. M. haemolytica
agilari; canli agilar, formolle imha edilip uygun adjuvant ile hazirlanan inaktif asilar,
antijen ekstraklar1 ve kiiltiir stipernatantlart kullanilmistir (64). M. haemolytica’ nin
inaktif agilar1 sigirlar1 pndmonik pasteurellosisten korumasi tartigmali olup, canli asilarin
digerlerine gore daha koruyucu oldugu savunulmaktadir (64, 65).

Kolostrum almamis 2-4 haftalik buzagilarm M. haemolytica Al kiiltiir

stipernatant1 ile asilandig1 bir caligmada, tiim buzagilar kapsiiler polisakkarite ve
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I6kotoksine kars1 kapstiler antijene karsi gelisen Ig M hari¢ diisiik diizeyde antikor titresi
olusturmuslar. Deneysel epriivasyon sonrasi kontrol grubuna gore klinik skorlar, persiste
akciger tutulumu ve hayatta kalma oranina gore daha iyi sonuglar gostermislerdir (66).

Confer ve ark. (65), Freund’un Incomplete (FIA), Complete (FCA) ve Al(OH)3
adjuvantlarin1 kullanarak yaptiklar1 as1 ¢calismalarinda FIA ve FCA’ y1 daha koruyucu
oldugunu savunmaktadirlar. Cameron ve Bester ise FIA ve FCA kadar AlI(OH)3
adjuvantinin da yeterli immun cevap olusturdugunu tespit ettiklerini bildirmislerdir (64).

Mannheimia haemolytica’ nin ekstrakt antijenleri ¢esitli metodlarla (tuzlu su,
KSCN-Potasyum tiyosiyanat-) elde edilerek as1 kullanilmis olup, arastirmacilarin bir
kismi1 bu asilama metodunun yeterli koruma sagladigin ileri siirerken, bir kismi da bu tip
antijenlerin yeterli antikor olusumu saglamadigi i¢in bu maddeler ile hazirlanan asilarin
koruyucu olmadigmi savunmaktadirlar (64, 67).

Confer ve ark. (65), canli asilar ile yaptiklar1 asilama ¢alismalarinda,
lokotoksinleri notralize edici antikorlarin olustugunu, bakteriyel agilamalar neticesinde
ise bu antikorlar az yada hi¢ olusmadigini tespit etmislerdir. Bu nedenle hastaliga kars1
direng gelisiminde hicbir antijenin tek basina yeterli olamayacagi kanaatine varmislardir.

Mosier ve ark. (67), M. haemolytica serotip Al’in kapsiiler karbonhidrat ve
protein ekstraktlar1 ile 16kotoksinini antijen olarak kullanarak yaptiklar1 as1 ¢alismalari
neticesinde, sigirlarda bu antijenlere karsi olusan antikor yaniti ile direng arasinda bir
korelasyon oldugunu tespit etmislerdir.

Srinand ve ark. (68), 3 ticari asiy1 koruyuculuk a¢isindan karsilastirmislar ve
birinci asmin lkt, kapsiiler polisakkarit ve yiizeysel antijenlere karsi antikor yanit1
olusturduklar1 diger ikisinin sadece kapsiiler polisakkarit ve yiizeysel antijenlere karsi
antikor yanit1 iirettiklerini belirtmisler. Sonugta koruyuculuk acisindan birinci asinin
diger ikisinden daha iyi oldugunu ve dha az pnomonik lezyon olusturdugunu
bildirmislerdir. Arastiricilarn  bulgular1 lkt’nin  koruyucu bagisiklikta Onemini
gostermektedir.

M. haemolytica pnomonisi ancak etkili dogru bir teshis, etkili asilar, uygun
terap6tik yaklagim ve uygun yonetim uygulamalarmin kombinasyonu ile kontrol

edilebilir.
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Bu ¢aligmanin temel amaci belirlenen Mannheimia haemolytica suslarinm farkli
besiyerlerinde tiremelerinin ve I6kotoksin salgilama diizeylerinin karsilastirilmasi

amaglanmustir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Bakteriyel Suslar

Bu ¢alismada kullanilan 3 Mannheimia haemolytica susu hastalik vakasindan elde
edilmis ve kontrol sus ise American Type Culture Collection BAA-410 Mannheimia
haemolytica serotip 1 referans susudur. Suslarin identifikasyonlar1 Tablo 2.3. de belirtilen
biyokimyasal testler uygulanmistir. Calisma i¢in alinan ‘Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurul Karar1’ 2015/08 nolu kararla ve 23.03.2015 tarihinde alimmistir (Ek 8.1.).

3.1.2. Suslarin Uretilmesinde Kullanilan Besiyerleri ve Hazirlanmasi

Calismada kullanilan tiim besiyerleri ve solusyonlarin hazirlanmasi klasik

bakteriyel prosediirlere gére yapildi (9,30).

1)Brain heart infusion broth (BHIB)

Brain Heart Infusion broth 379
Distile Su 11t

Besiyerinin hazirlanmasinda 37 g. BHIB (Oxoid,CM1136) 1 It distile suda eritildi
ve pH 7.2+0.2 ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildi.

2)BHIB+%1 Yeast Extract

Brain Heart Infusion broth 379
Distile Su 11t
Yeast Extract 10 gr
Distile Su 11t

Besiyerinin hazirlanmasimda 37 g. BHIB (Oxoid,CM1136) ve 10 g. yeast extract
1 1t distile suda eritildi ve pH 7.2+0.2 ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C de 15 dakika

sterilize edildi.

3)BHIB+%5 SERUM

Brain Heart Infusion broth 3749
Distile Su 11t
At Serum 50 ml

20



Besiyerinin hazirlanmasinda 37 g. BHIB (Oxo0id,CM1136) 1 It distile suda eritildi
ve pH 7.24+0.2 ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildi. Daha
sonra besiyeri 56 °C’ ye sogutuldu ve 0,2 um.lik filtreden siiziilerek steril hale getirilen 50

ml at serumu steril sartlarda BHIB besiyerine ilave edildi.

4)RPMI 1640 besi yeri

Calcium nitrate (Ca(NO3)2 4H20) 100.00 mg/L
Potassium chloride (KCI) 400.00 mg/L
Magnesium sulfate (MgSO4 ) 48.84 mg/L

Sodium chloride (NaCl)
Sodium bicarbonate (NaHCO3)

6000.00 mg/L
2000.00 mg/L

Sodium Phosphate (Na2HPO4) 800.85 mg/L
Glucose 2000.00 mg/L
Glutathione Reduced 1.00 mg/L
Phenol red 5.00 mg/L
L-Arginine 200.00 mg/L
L-Asparagine-H20 50.00 mg/L
L-Aspartic Acid 20.00 mg/L
L-Cystine 50.00 mg/L
L-Glutamic Acid 20.00 mg/L
L-Glutamine 300.00 mg/L
Glycine 10.00 mg/L
L-Histidine 15.00 mg/L
L-Hydroxyproline 20.00 mg/L
L-Isoleucine 50.00 mg/L
L-Leucine 50.00 mg/L
L-Lysine hydrochloride 40.00 mg/L
L-Methionine 15.00 mg/L
L-Phenylalanine 15.00 mg/L
L-Proline 20.00 mg/L
L-Serine 30.00 mg/L
L-Threonine 20.00 mg/L
L-Tryptophan 5.00 mg/L
L-Tyrosine 20.00 mg/L
L-Valine 20.00 mg/L
Biotin 0.20 mg/L
D-Ca Pantothenate 0.25 mg/L
Choline Chloride 3.00 mg/L
Folic Acid 1.00 mg/L
i-Inositol 35.00 mg/L
Niacinamide 1.00 mg/L
p-Aminobenzoic Acid (PABA) 1.00 mg/L
Pyridoxine HCI 1.00 mg/L
Riboflavin 0.20 mg/L
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Thiamine HCI 1.00 mg/L
Vitamin B12 0.005 mg/L

RPMI besiyeri yukaridaki kimyasal maddeleri igeren sekilde ticari olarak temin
edildi.

3.1.3. Testler icin Kullanilan Besiyeri ve Soliisyonlar

1) Kanh Agar

Agar 40 gr
Koyun Kani %7
Distile su 1000 ml

Karigimm pH degeri 7,2-7,4’ ¢ ayarlanip, distile su icerisinde agar eriyinceye
kadar 1sitildiktan sonra besiyeri 121°C’de 15 dakika otoklav ile sterilize edildi. Otoklav
sonrasi besiyeri 40-45°C’ye sogutuldu. Karigima steril % 7 defibrine koyun kani ilave
edilerek 12 cm capindaki petrilere dokiildii. Sterilite kontrolleri yapildiktan sonra

kullanima kadar +4°C sakland.

2) Mac Conkey Agar

Mac Conkey Agar 50 ¢g
Distile su 1000 ml

Karisimin pH’s1  7.2°ye ayarlanip, distile su icerisinde agar eridikten sonra
121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Otoklav sonrasi 12 ¢cm gapindaki petrilere

dokiildii. Sterilite kontrolleri yapildiktan sonra kullanima kadar +4°C sakland1.

3)Brain Heart Infusion Agar (BHIA)

Brain Heart Infusion broth 379
Agar 159
Distile Su 11t

37 g. BHIB (Ox0id,CM1136) ve 15 g agar 1 It distile suda eritildi ve pH 7.2+0.2
ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildi.

4) Ure besi ortam

Temel Besi yeri

Peptone 10g9
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Glukoz 10 g

Sodyum klortir 5090
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO, ) 204g
Fenol red 0.012 ¢
Agar 159
Distile su 1000.0 ml

Bilesenler damitik suda ¢oziindii. Sterilizasyon sonrasi pH 6.8 olacak sekilde

ayarlanip 121+1°C de 20 dakika sterilize edildi.

Ure cozeltisi

Ure 400.0 g
Damitik su 1000.0 ml

Ure suda ¢oziindiiriildiikten sonra 0.22 p luk membran filtreden siiziilerek stok

soliisyon halinde etiketlenerek +4°C saklandi.

Ure besiyeri

Temel besi yeri 950.0 ml
Ure ¢ozeltisi 50.0 ml

Ure 6nceden eritilip 45+ 1°C ye sogutulmus temel besi yerine aseptik kosullarda

ilave edildi. 10 ml aseptik kosullarda steril deney tiiplerine dagitildi ve egik vaziyette

katilagmas1 saglandi.

5) indol Test Ortam

Peptone 49
Sodium chloride 29
Distile su 1000 ml

Karisimin pH’1 7.4-7.6’ya ayarlandiktan ve tiiplere 5’er ml dagitildiktan sonra

121°C’de 15 dakika otoklavda steril edildi.

6) Nitrat Test Ortami

Peptone 29
KNO3 029
Distile su 1000 ml
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Karisim kaynayan benmaride eritildikten sonra 10 ml olacak sekilde tiiplere
dagitilip, 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.

3.1.4. ELISA icin kullanilan soliisyonlar

1) Pleyt antijen kaplama solusyonu

Sodium hydrogen carbonate 2,939
Sodium carbonate 1,599
Distile su 11t

Hazirlanan soliisyonun pH 9.6 olarak belirlendi ve 121°C’de 20 dakika otoklavda

sterilize edildi.

2) Dengeli tuzlu su (PBS):

Di-sodium hydrogen orthophosphate (NazHPO4) 149
Sodium chloride (NaCl) 700
Potassium chloride (KCI) 0,2¢g
Potassium di-hydrogen phosphate (KH2PO4) 290

Distile su 1000 ml. ye tamamlanir.

Hazirlanan soliisyonun pH 7.2’ye ayarland1 ve 121°C’de 20 dakika otoklavda

sterilize edildi.

3)Bloklama soliisyonu (% 3 BLOTTO)

PBS 500 ml
Milk powder (yag1 alinmis) 15 gr
Tween 20 500ul

Sodyum azid (0.02 %)

4) Yikama soliisyonu

PBS 1 litre
Tween- 20 1ml

5) Substrat soliisyonu (fosfat-sitrat buffer, pH 5.0)

0.2M dibazik sodyum sitrat 25.7 ml
0.1 M sitrik asit 24.3 ml
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Distile su 50 ml

OPD 0.4 mg/ml
%30 H20> 40ul
3.2. Yontem

3.2.1. Test Suslarimin Biyokimyasal Testler ile Identifikasyonu

Test suslar1 Tablo 2.2.” de belirtilen 6zellikler yoniinden incelendiler. Bu
kapsamda tireyen kolonilerden Gram boyamasi yapildi, Kiiltiirlerin MacConkey agarda
iireme durumlari, kanl agarda gosterdikleri hemoliz, indol olusturmalari, oksidaz, iireaz

ve katalaz aktiviteleri ve nitratlar1 indirgeyip indirgemedikleri test edildi.

3.2.2. PCR

Calismada kullanilan dort sus M. haemolytica genomunda CACAG tekrarlayan
pentaniikleotitlerin bulundugu Rpt2 lokusu i¢in tasarlanmis olan primerler kullanilarak
PCR ile test edildiler (69). Testte Rpt2 forward S’>GTTTGTAAGATATCCCATTT3’ ve
Rpt2 Reverse 5° CGTTTTCCACTTGCGTGA 3’ primerleri kullanildi. Testte toplam 25
ul’lik ¢alisma hacmi, 1x PCR buffer (50mM KCI, 10mM Tris-HCI [pH8.3], 1.5mM
MgCI2), her bir ANTP’den 0.2 mM, her bir primerden 0.3uM, 2 iinite Taq DNA
polymerase (Invitrogen Life Technologies, BR), 25 ul.’ye tamamlamak i¢in PCR grade
distile su ve 3 ul hedef DNA igerdi. PCR kosullar1 95°C'de 3 dakika 6n 1sitmay1 miiteakip
95°C'de 1 dak., primer birlesmesi 48°C'de 1 dak. ve 72°C' de 30 sn olmak iizere 30 siklus
halinde gergeklestirildi. PCR'de amplifiye edilen DNA, agaroz jel elektroforez islemine
tabi tutuldu. Jel hazirlanirken igine ethidium bromide (0.5 pg/ml) koyuldu. Elektroforez
tampon soliisyonu olarak 1x TAE (0.04 M Tris-Acetate; 0. 001 M EDTA [pH 8.0])
kullanildi ve bir mini jel elektroforez tankinda 70 voltta 1 saat siireyle elektroforez iglemi
gerceklestirildi. 100bp DNA Ladder (Qiagen mid pilot DNA ladder) amplikonlarin
fragment biiyiikliigiinii saptamak i¢in kullanildi. Daha sonta sonuglar ultraviyole
transilluminatorde degerlendirildi. PCR iriinlerinin jel elektroforezi neticesinde 1022 bp

uzunlugundaki bant M. haemolytica yoniinden pozitif olarak degerlendirildi.
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3.2.3. Test Besiyerlerinde Test Suslarimin Uretimi

Mannheimia haemolytica olarak tanimlanan referens sus MHO3 ve test suslari
MHO04/ MHO05/ MHO06 olarak adlandirildi. Tespit edilen suslar BHIA (Brain Heart
Infusion Agar) ekilerek ve 37°C de 18 saat tiremeye birakilip, sonrasinda agar yiizeyinden
fizyolojik tuzlu su ile toplandi. Suslar farkli besiyerlerinde iiretilerek oncelikle lireme

kapasitelerinin besiyeri farkliliklar1 ile olan iliskisi test edilmek istendi.

BHIB, BHIB+%1 Yeast Extract, BHIB+%5 Serum ve RPMI besiyerleri se¢ilen
besiyerleri olarak hazirlandi. Hazirlanan bu besiyerlerinin her birine FTS i¢inde toplanan
bakteri soliisyonundan esit olarak ekildi ve ekilen besiyerleri 24 saat siire ile 37 °C de
inkiibatorde bir calkalayici iizerinde iiremeye birakildi. Uremenin 6. , 12., 15., 18., 24.
saatlerinde her bir test besiyerinden steril sartlarda 2 ml numune alindi. Sonugta 4 besiyeri
4 sus kombinasyonundan dolay1 toplam 16 numuneden canlilik sayimi1 gergeklestirildi.
Bunun i¢in her birinde 9 ml FTS bulunan 10 steril tiip alindi. Birinci tiipe alinan test
numunesinden 1 ml konuldu ve karistirildiktan sonra bu karisimdan 1 ml. almarak ikinci
tiipe aktarildi. Bu isleme onuncu tiipe kadar ayni sekilde devam edildi. Bu arada 9 adet
BHIA petrilerine sirasiyla son ii¢ diliisyonlardan tiger adet olmak tizere 0.1’er ml. ekildi.
Ekilen petriler 96 saat siireyle 37°C’de inkubasyona birakildi. Bu siire sonunda
petrilerdeki koloniler ayr1 ayr1 sayilarak once her diliisyonun kendi arasinda, sonra ii¢
diliisyonun ortak aritmetik ortalamalar1 almarak 10° iizerinden hesap edildi. Hesap edilen
say1 0.1 ml.’deki bakteri sayisidir. Bunun 10 ile ¢arpimi 1 ml’deki bakteri sayisini
vermektedir. Canlilik sayimlar1 her bir kombinasyon igin iki kez tekrarlanarak ortalamasi

alind1.

3.2.4. Test Besiyerlerin Kiiltiir Siipernatantlarinda Lokotoksin Seviyelerinin

Karsilastirilmasi

Tiim test besiyerlerinde log fazinin sonlarma dogru alinan bakteri kiiltiirleri
5000X g. de 4 °C de 10 dakika siire ile santrifiij edildiler. Santriflij sonrasinda slipernatant
soliisyonlart 0.22 pm filtre sirmgadan filtre edildiler. Filtre edilen 16 farkli kiltiir
slipernatant soliisyonu bekletilmeden direkt ELISA da solid faz antijeni olarak
kullanildilar.
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3.2.5. Direkt ELISA

Gerek zenginlestirilmis ve gerekse minimal besi yerlerinden elde edilen elde
edilen steril kiiltiir filtratlarmin her biri 0.05M sodyum karbonat (pH 9.6) antijen kaplama
tampon solusyonu i¢inde sulandirilarak 96 gozlii diiz tabanli polistiren pleytlerin (NUNC
692620) her bir sirasmin 11 kuyucuguna 100 ul olarak taksim edildi. Siranm 12.
kuyucugu blank olarak birakildi. Daha sonra antijenle kaplanan pleytler 4 °C de 18-24
saat inkiibe edildi. Daha sonra pleytler % 0.05 Tween 20 igeren PBS (PBS/T) ile 4 kez
yikandi. Pleytler %1 yagsiz siit tozunun (Sigma, skim milked) PBS/T i¢indeki soliisyonu
ile 2 saat stire ile bloklandilar. Pleytlerin 4 kez yikanmasinin ardindan pleytlerin her bir
kuyucuguna Horse radish peroxidase (HRPO) ile isaretlenmis M. haemolytica anti-
Iokotoksin  antikorunun (Mannheimia haemolytica leukotoxin antibody-HRPO
conjugated (Biorbyt, orb243804)) PBS/T iginde yapilan ¢alisma diliisyonunda 100 pl
olarak taksim edildi. Pleytler distii kapali olarak oda isisinda 1 saat siire ile inkiibe
edildiler. Pleytler tekrar 5 kez yikandiktan sonra her bir kuyucuga 100 ul kromojenik
substrat (0.05 M sitrat tamponu i¢inde 0-Phenylenediamine Dihydrochloride (OPD)
0.4mg/ml, pH 5.5) ilave edildi. Pleytler oda 1s1sinda 10 ila 15 dakika bekletildikten sonra
reaksiyonu durdurmak i¢in stop soliisyonu eklendi pleytler otomatik ELISA okuyucusu
(VERSAmax 3.13/B2573) ile 490 nm’de absorbans degerleri okundu. Her bir besiyeri/sus
kombinasyonunun okunan absorbans degerlerinin ortalamasi alindi ve lokotoksin

iiretiminin en fazla oldugu besiyeri ve sus kombinasyonlar1 belirlendi.
3.2.6. Istatiksel Analiz

Dort  farkli  besiyerinin 4 ayr1 sus icin degerlendirilmesinde ¢oklu
karsilagtirmalarda varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Veriler IBM SPSS Statistics
22.0,2013, release 22.0.0.0 kullanild:.
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4. BULGULAR

4.1. Test Suslarimin Biyokimyasal Testler ile Identifikasyonu

Test suglarmin ve referans M. haemolytica suslarinin biyokimyasal test sonuglari

Tablo 4.1. de gosterildi. Buna gore kanli agarda iireyen suslardan yapilan Gram boyamada

tiim suslar Gram negatif idi ve kanli agarda hemoliz yaptilar. Tiim suslar Mac Conkey

agarda pembe koloniler olusturdular. Sularin tiimii katalaz ve oksidaz testlerinde pozitif

sonug verdiler. Indol olusturma ve iireaz enzimi varlig1 agisindan negatiftirler.

Tablo 4.1. Test suslarinin biyokimyasal test sonuclari

Test Gram AV ) _ _ Mac
suslart | Boyama Hemoliz | Indol | Katalaz | Ureaz | Nitrat | Oksidaz (Eonkey
ureme

MHO03

(ref) i + - + - + + +
MHO4 - + - + . + + +
(test)

MHO5 - + - + - + + +
(test)

MHO6 - + - + - + + +
(test)
4.2. PCR

Yapilan PCR testinde tiim suslar, Referens susla birlikte 1022 bp lik bir amplikon

tireterek tiim suslarin M. haemolytica oldugu belirlendi (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. PCR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. ~Kuyucuk 1 M.
haemolytica referans susu; Kuyucuk 2-5 P.multocida suslari; Kuyucuk 6. MH04; Kuyucuk
7. MHO05; Kuyucuk 8 MHO06; Kuyucuk 9 Negatif kontrol; M DNA marker

4.3. Test Besiyerlerinde Test Suslarinin Ureme Sonugclan

Dort farkli Mannheimia haemolytica susu 4 farkli besiyerinde iiretime tabii
tutarak, suslarm iireme durumlar1 degerlendirildi. Uretime alman bakteriler Mannheimia
haemolytica BAA-410 referens susu (MH 03), test suslar1 ise Mannheimia haemolytica
04 (MH 04), Mannheimia haemolytica 05 (MH 05), Mannheimia haemolytica 06 (MH
06) olarak isimlendirildi. Bakterilerin iiretim i¢in kullanilan besiyerleri ise BHIB,
BHIB+%1 Yeast Extract, BHIB+%5 Serum seklinde se¢ildi. Bu besiyerleri ise tablolarda
BHIB icin 1, BHIB+%1 Yeast Extract i¢in 2, BHIB+%5 Serum i¢in 3 olarak kisaltild:.
RPMI besiyeri igin R kisaltmasi kullanildi. Test ve referens suslarm 1,2,3 nolu
besiyerlerinde kiiltiirlerinin 6. 12. 15. 18. ve 24. saatlerindeki canlilik sayimlar1 Tablo
4.2 da verilmis ve Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5. ve Sekil 4.6. da
gosterilmistir. Suglarin RPMI besiyerindeki canlilik sayimlar1 Tablo 4.3.” de verilmistir.

Tablo 4.2. ve Tablo 4.3. deki bulgulara gore besiyerlerinin canli bakteri sayimi
tizerine etkileri agisindan aralarindaki farkliliklar degerlendirildiginde, RPMI (4) besiyeri
BHIB (1), BHIB+%1 Yeast(2), BHIB+%5(3) besiyerlerinden istatistiki agidan dnemli
derecede farkli bulunmustur (P<0.001). BHIB, R besiyerinden istatistiki olarak farkli
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bulunurken 2 ve 3 nolu besiyerleri i¢in istatistiki olarak farkli bulunmamistir (P>0.05).
BHIB+%1 Yeast besiyeri R besiyerinden istatistiki olarak farkli bulunurken 1 ve 3 nolu
besiyerleri igin istatistiki olarak farkli bulunmamustir (P>0.05). BHIB+%5 besiyeri R
besiyerinden istatistiki olarak farkli bulunurken 1 ve 2 nolu besiyerleri i¢in istatistiki
olarak farkli bulunmamigtir (P>0.05). Canlilik sayismi en fazla artiran besiyeri

BHIB+%5serum besiyeri oldu.

Tablo 4.2. M. haemolytica suslarinin farkh besiyerlerinde iireme sonuglari

6. Saat™ 12. Saat 15. Saat 18. Saat 24. Saat
1)MH 03 110x10° 135x10° 144x10° 155,5x10° 161x10°
2)MH 03 123,5x106 141,5x10° 161,5x10° 172x10° 180,5x10°
3)MH 03 104,5x10° 125x10° 148,5x10° 155x10° 196x10°
1)MH 04 91x10° 101,5x10° 113x10° 125x10° 142,5x10°
2)MH 04 98x10° 149x10° 163,5x10° 185x10° 210x10°
3)MH 04 188,5x10° 215x10° 218x10° 220,5x10° 270x10°
1)MH 05 65x10° 88,5x10° 106,5x10° 135x10° 176,5x10°
2)MH 05 120x10° 134x10° 153x10° 167x10° 218x10°
3)MH 05 129,5x10° 142,5x10° 158,5x10° 180x10° 232,5x10°
1)MH 06 85,5x10° 117x10° 148,5x10° 190x10° 205x10°
2)MH 06 141x10° 178x10° 194x10° 225x10° 290x10°
3)MH 06 102,5x10° 136,5x10° 177,5x10° 200,5x10° 275,5x106

* Sonugclar koloni olugturma birimi(KOB/ml) olarak verilmistir.
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Tablo 4.3. M. haemolytica suslarinin RPMI besiyerinde iireme sonuglari

6. Saat* 12. Saat 15. Saat 18. Saat 24. Saat
R-MHO03 32X10° 43,5X10° 44,5x10° 66,5X10° 82X10°
R-MHO04 20,5X10° 37,5X10° 45x10° 56X10° 73X10°
R-MHO05 46X10° 54X10° 55x10° 69,5X10° | 83,5X10°
R-MHO06 36X10° 49,5X10° 55,5x10° 66X10° 78,5X10°

* Sonugclar koloni olugturma birimi(KOB/ml) olarak verilmistir.

Calismada kullanilan suslar diizeyinde tiim besiyerleri karsilastirildiginda
sonu¢lar MH 03, MH 04, MH 05 ve MH 06 suslari i¢in siras1 ile Tablo 4.4., Tablo 4.5,
Tablo 4.6. ve Tablo 4.7. de gosterildi. MH03, MH04, MHO05 ve MHO06 suslarinin

besiyerlerideki canlilik sayim sonuglari (iireme 6zellikleri) agisindan aralarinda istatistiki

olarak bir fark gériilmedi (P>0.05).

Tablo 4.4. M.haemolytica BAA-410 referens susunun 4 farkl besiyerinde iireme sonuclari

6. Saat 12. Saat 15. Saat 18. Saat 24. Saat
1)MH 03 110x10° 135x10° 144x10° 155,5x10° 161x10°
2)MH 03 123,5x10° 141,5x10° 161,5x10° 172x108 180,5x10°
3)MH 03 104,5x10° 125x10° 148,5x10° 155x10° 196x10°
R-MHO03 32X10° 43,5X10° 44,5x10° 66,5X10° 82X10°

Tablo 4.5. M.haemolytica MH 04 test susunun 4 farkh besiyerinde iireme sonuglari

6. Saat 12. Saat 15. Saat 18. Saat 24. Saat
1)MH 04 91x10° 101,5x10° 113x10° 125x10° 142,5x10°
2)MH 04 98x10° 149x10° 163,5x10° 185x10° 210x10°
3)MH 04 188,5x10° 215x10° 218x10° 220,5x10° 270x10°
R-MHO04 20,5X10° 37,5X10° 45x10° 56X10° 73X10°
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Tablo 4.6. M.haemolytica MH 05 test susunun 4 farkh besiyerinde iireme sonuglari

6. Saat 12. Saat 15. Saat 18. Saat 24. Saat
1)MH 05 65x10° 88,5x10° 106,5x10° 135x10° 176,5x10°
2)MH 05 120x10° 134x10° 153x10° 167x10° 218x10°
3)MH 05 129,5x108 142 5x108 158,5x108 180x10° 232,5x10°
R-MHO05 46X10° 54X10°8 55x10° 69,5X10° 83,5X10°

Tablo 4.7. M.haemolytica MH 06 test susunun 4 farkh besiyerinde iireme sonuglar:

6. Saat 12. Saat 15. Saat 18. Saat 24. Saat
1)MH 06 85,5x10° 117x108 148,5x10° 190x10° 205x10°
2)MH 06 141x108 178x10° 194x108 225x10° 290x10°
3)MH 06 102,5x10° 136,5x10° 177,5x10° 200,5x10° 275,5x10°
R-MHO06 36X10° 49,5X10° 55,5x10° 66X10° 78,5X10°

Mannheimia haemolytica 03
200
150
100
50
0 -S - S -S -
6. SAAT 12. SAAT 15. SAAT 18. SAAT 24. SAAT

E1)MHO03 E2)MHO03 m3)MH 03

Sekil 4.2. M. haemolytica 03 susun 4 farkh besiyerinde iireme durumlari (1. siitun BHIB, 2. siitun
BHIB+%1 Y. extract, 3. siitun BHIB+%35 Serum)
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Mannheimia haemolytica 04

300
250

200
150
100
50 &

6. SAAT 12. SAAT 15. SAAT 18. SAAT 24. SAAT

B1)MHO4 W2)MHO4 m3)MH 04

Sekil 4.3. M. haemolytica 04 susun 4 farkli besiyerinde iireme durumlari (1. siitun BHIB, 2. siitun
BHIB+%1 Y. extract, 3. siitun BHIB+%5 Serum)

Mannheimia haemolytica 05

250

200

6. SAAT 12. SAAT 15. SAAT 18. SAAT 24. SAAT

B1)VHO5 W2)MHO5 m3)MH 05

Sekil 4.4. M. haemolytica 05 susun 4 farkh besiyerinde iireme durumlari (1. siitun BHIB, 2. siitun
BHIB+%1 Y. extract, 3. siitun BHIB+%S5 Serum)

aadid
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Mannheimia haemolytica 06

300
250
200
150
100
50
0
6. SAAT 12. SAAT 15. SAAT 18. SAAT 24. SAAT

E1)MH 06 W2)MHO06 m3)MH 06

Sekil 4.5. M. haemolytica 06 susun 4 farkl besiyerinde iireme durumlari (1. siitun BHIB, 2. siitun
BHIB+%]1 Y. extract, 3. siitun BHIB+%S5 Serum)

RPMI Besiyerinde

100,00
80,00

60,00

40,00
20,00

0,00
6. SAAT 12. SAAT 15. SAAT 18. SAAT 24. SAAT

ER-MHO3 BER-MHO04 ER-MHO5 MER-MH06

Sekil 4.6. RPMI besiyerinde 4 farkh susun iireme durumlari (1. siitun MHO3, 2. siitun MHO04, 3.
siitun MHO5, 4. siitun MH06)

4.4. Test Besiyerlerin Kiiltiir Siipernatantlarinda Lokotoksin Seviyelerinin
Karsilastirilmasi Sonuclar

Dort farkli besiyerinde tlireyen 4 farkli susun kiiltiir filtratlar1 direkt ELISA da
lokotoksin  salgilanmas1 ag¢isindan karsilastirildilar.  Karsilagtrmada 16  farkl
kombinasyonun kiiltiir filtratlarmm antijen olarak kullanildig1 direkt ELISA da elde

edilen optik dansite (OD) degerlerinin ortalamasi baz alinmustir. Sonuglar Tablo 4.8.” de
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gosterilmistir. Besiyerlerinin l6kotoksin olusturma 6zellikleri arasinda istatistiki agidan

onemli bir fark vardi. Buna gére RPMI besiyeri, BHIB (1), BHIB+%1 Yeast(2),

BHIB+%5(3) besiyerlerinden istatistiki acidan onemli derecede farkli bulunmustur

(P<0.001).Tiim suslar RPMI besiyerinde diger besiyerlerine gore daha fazla 16kotoksin

olusturdular. Yapilan deneye gore en yiiksek 16kotoksini MHO5 ve ikinci olarak MHO6

suglar1 iirettiler. MHO3 ve MHO04 arasinda bu agidan 6nemli bir fark gdzlenmedi.

Tablo 4.8. Test besiyerlerin Kiiltiir siipernatantlarinda l6kotoksin seviyelerinin direkt ELISA ile

karsilastirilmasi
Optik ) Optik ]
Sus/besiyeri dansite E(I)?]r,::folooDé) Sus/besiyeri dansite E(iir::"(o?gé)
kombinasyonu (OD)degeri ort kombinasyonu | (OD)degeri ort
ortalamasi ' ortalamasi '

MH 03 BAA- MH 05/
410/BHIB 0.637 0.035/0.09 BHIB 0.792 0.05/0.09
2/1!;/03 BAA- MH 05/

0.541 0.04/0.09 | BHIB+%1 0.676 0.045/0.09
BHIB+%1 Yeast

Yeast Extract
Extract
MH 03 BAA-
410/ 0.522 0.04/0.095 (']\/’”S*ngljm 0.6 0.055/0.12
BHIB+%)5 serum 0
MH 03 BAA-
410/ 0.828 0.045/0.09 | MH 05/ 1.286 0.05/0.095
RPMI

RPMI
MH 04/ MH 06/
BHIB 0.523 0.04/0.09 BHIB 0.669 0.055/0.1
MH 04/ MH 06/
BHIB+%1 Yeast 0.503 0.035/0.09 | BHIB+%1 0.608 0.045/0.09
Extract Yeast Extract
MH 04+ MH 06+
%5 serum 0.489 0.04/0.1 %5 serum 0.555 0.05/0.1
MH 04/ MH 06/
RPMI 0.771 0.04/0.09 RPMI 0.948 0.055/0.13
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5. TARTISMA

Mannheimiosis, diinya genelinde tiim sigir oliimlerinin yaklasik %30’undan
sorumludur. Saglikli sigirlarda goreceli olarak patojen olmayan A2 ve A4 bu bolgeleri
isgal etmigken patojenik Al serotipleri diisiik sayidadir. Tam mekanizma ¢ok agik olarak
bilinmemesine ragmen cevresel stress faktorleri ve beraberinde eslik eden viral ve
bakteriyel ajanlar Al serotipinin iist solunum yollarinda hizlica artasina neden olur.
Dolayisi ile Al serotipinin selektif olarak ¢ogalmasi mannheimiosisin gelismesi i¢in bir
on kosul olarak degerlendirilmektedir (2).

M. haemolytica, hastaligin patogenezinde ¢ok dnemli role sahip birtakim viriilans
faktorlerine sahiptir. M. haemolytica’ nin potansiyel viriilans faktorleri arasinda
I6kotoksin (Lkt), ve Lipopolisakkarit (LPS) en 6nemli olan viriilans faktorlerindendir.
Lkt, 102-105 kDa'lik bir M. haemolytica ekzotoksini olup metabolik aktif hiicreler
lI6kotoksini logaritmik faz boyunca en fazla tretilirler ve lag faz1 boyunca Lkt azalmaya
devam eder. Logaritmik tireme fazinda bakterinin tiim serotipleri tarafindan lokotoksinin
salgilandig1 belirtilmektedir (32). Lokotoksine dogal ya da deneysel yol ile maruz kalan
sigir ve koyunlarda lkt’a kars1 gelisen antikorlarin hastaliga karsi bagisiklikta koruyucu
oldugu gosterildikten sonra bu molekiile duyulan ilgi artmus ve M. haemolytica A1 kiiltiir
sipernatanti, mannheimiosa karsi asilama i¢in kullanilmaya baslanmistir.  Ancak
l6kotoksinin in vitro ve in vivo expresyon ve iiretim diizeyleri farkli ve in vitro iiretimi
olduk¢a sinirhidir. Sigir ve koyunlardan izole edilen M. haemolytica suslarmin ¢ogu Lkt
iretmesine karsin tiim suslar esit olarak patojenik degildir. Ciinkii bu suslar benzer
I6kotoksik aktivite gdstermezler liretilen 10kotoksin miktarlar1 degiskendir ve dolayisi ile
hastaligin patogenezi salgilanan Lkt miktar1 ile dogrusal orantilidir (18, 34).

Bu nedenlerle g¢alismamizda 4 farkli M. haemolytica susunun 4 degisik
besiyerlerinde lokotoksin iiretme yetenekleri karsilastirildi. Ayrica endiistriyel asi
iretimindeki hedef karlilik oldugu i¢in birim besiyerinden alinan bakteri sayisinin en
fazla oldugu besiyerinin kullanilmas1 amaglandu.

Bakterilerin tiretim i¢in kullanilan besiyerleri ise BHIB, BHIB+%1 Yeast Extract,
BHIB+%5 Serum seklinde seg¢ildi. Lkt iiretimi iizerine besin maddelerinin etkisine
yonelik ¢esitli caligmalar yapilmistir. Bakterinin tiretimi i¢in en yaygin olarak kullanilan

besiyerleri i¢ine siklikla sigir fotal serum veya albiimin katilan Brain heart inflizyon broth
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(BHIB) ve RPMI 1640 besiyerleridir (34, 55). Test ve referens suslarin bu besiyerlerinde
kiiltiirlerinin 6. 12. 15. 18. ve 24. saatlerindeki canlilik sayimlar1 yapilarak lkt’nin en fazla
tiretildigi tireme sathasi olan log fazinda alinmasi saglandi (Tablo 4.2. ve Tablo 4.3.).

M. haemolytica iiremek igin besin maddelerine olan gereksinimi agisindan nazli
bir bakteri olarak kabul edilmektedir. M. haemolytica sivi besiyerinde iirerken fazla
miktarda asetik asit biriktirmekte ve bu da ortanmn asitligini etkilemektedir (9). Oyleki
iretilen asetik asit bazen firetilen biyokiitlenin tiizerine ¢ikmaktadir. Besiyerindeki
karbonun biiylik kismi asetik asit birikimine yol ag¢tig1 i¢in karbon smirli besiyerlerinin
bu yilizden asetik asit iiretimini sinrrlandirdigr ve lokotoksin tretimini artirdigi
bildirilmektedir (54). Du perez ve ark. (56), yaptigi bir c¢aligmada karbonun
sinirlandirildigr vasatlarm kullanimi 16kotoksin konsantrasyonunu maksimize ederken
asetik asit tiretimini minimize etmistir.

Bu calismada alinan sonuglara gore besiyerlerinin canli bakteri sayimi iizerine
etkileri agisindan aralarindaki farkliliklar degerlendirildiginde, RPMI besiyeri diger
besiyerlerinden anlamli derecede farkli bulunmustur (P<0.001). Canlilik sayisini en fazla
artiran besiyeri BHIB+%35 serum besiyeri olmasina karsin canli bakteri sayisinin en az
oldugu besiyeri RPMI olmustur. Bu sonucun nedeni i¢cinde bol miktarda karbon kaynagi,
vitamin ve amino asit bulunan kimyasal olarak tanimli olmayan BHIB ve bu besiyerine
ekstra vitamin kaynagi olarak eklenen yeast extract ve diger esansiyel besin Ogeleri
acisindan zengin olan serumun da ilavesi ile test suslar1 beklendigi gibi en 1iyi liremeyi
RPMI haricideki besiyerlerinde gostermislerdir. Zira RPMI besiyerinde bakteriler karbon
ve demir sinirlt bir ortamda iliremek zorunda kalmislardir. Bu bulgumuzu bir ¢ok
arastiricinin bu yondeki bulgular1 da desteklemektedir (54,56,58,63).

Test edilen MH03, MH04, MHO5 ve MHO06 suslarinin besiyerlerideki canlilik
sayim sonuclar1 (lireme Ozellikleri) acisindan aralarinda istatistiki olarak bir fark
goriilmemistir (P>0.05). Gida maddelerinin bol oldugu besiyerlerinde canlilik sayisinin
fazla olmasi ve tersi durumda az olmas1 beklenen bir durum olarak degerlendirilmistir.

Bu c¢alismada 4 farkli besiyerinde iireyen 4 farkli susun kiiltiir filtratlar1 direkt
ELISA da l6kotoksin salgilanmas1 agisindan karsilastirildilar. Karsilastirmada 16 farkli
kombinasyonun kiiltiir filtratlarinin antijen olarak kullanildig1 direkt ELISA da elde
edilen optik dansite (OD) degerlerinin ortalamasi baz alinmistir (Tablo 4.8.). Tiim suslar

RPMI besiyerinde diger besiyerlerine gore daha fazla 16kotoksin olusturdular. Yapilan
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deneye gore en yiiksek lokotoksini MHOS ve ikinci olarak MHO6 suslari tirettiler. MHO3
ve MHO04 arasinda bu acgidan 6nemli bir fark gozlenmedi. Ancak burada 16kotosksin
olusturma kabiliyetleri agisindan ¢ok Onemli bir fark goriilmedi. Oysa tim. M.
haemolytica suslarmin farkli diizeylerde 16kotoksin salgiladiklar1 bilinmektedir.
Muhtemelen bu ¢alisma ¢ok sayidaki isolatla yapilmis olsaydi belki de boyle bir ciddi
farkliligin gézlenmesine olanak verebilecekti.

Besiyerleri lokotoksin {iretimi agisindan istatistiki olarak birbirilerinden 6nemli
derecede farkli idi (p<0.001). En fazla lokotoksin iiretimi RPMI besiyerinde oldu.
Bakterilerin ekprese ettigi viriilans faktorlerinin infekte konak¢ida ve standard
laboratuvar besiyerlerinde birbirinden oldukga farkli oldugu bilinmektedir (2,54,57,59).
RPMI besiyerinde oldugu gibi bakterinin maruz kaldig1 aglik ve demir kisith ortamlar,
bakteriye bir canl icinde ¢ogalmaya ¢alismayi taklit eden bir cevre yaratabilir. Ornegin
M. haemolytica siderofor iiretmedigi i¢in demiri elde etmek igin ¢esitli viriilans fatorleri
saglamakta ve bunu demir saglamada 6nemli bir mekanizma olarak kullanmaktadir.

Bu c¢alismada canlhilik saymmi ile 16kotoksin arasinda bir korelasyon
gbzlenmemistir. Zaten yiiksek hiicre yogunlugunun yiiksek I6kotoksin diizeyini
yansitmadigi bir ¢ok arastirici tarafindan da bildirilmis bir konudur (54,56,58,59). Sonug
olarak, aglik ve kisitl demir varligi gibi stress faktorlerinin Mannheimia haemolytica’nin
daha fazla l6kotoksin ve muhtemelen diger viriilans faktorleri iiretmesine yol agtigi

kanismna varildi.
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6. SONUC VE ONERILER

As1 tliretim asamalarinda veya endiistriyel iiretim amaciyla yapilan islemlerde
amaca yonelik etkin tiretim sonu¢ alinmasi i¢in 6nem arzetmektedir. Dolayisi ile iginde
lIokotoksin iiretilen besiyeri tipinin dikkate alinmasi, bu besiyerleri kiiltiir siipernatantlari
as1 iiretiminde kullanilacaksa son derce dnemlidir. Lokotoksinin basta olmak tizere diger
viriilans faktorlerinin bulundugu kiiltiir siipernatantlarindan yapilan asilarin koruyucu
bagisiklikta onemi bulundugundan, M. haemolytica i¢in as1 iiretiminde besiyeri segilirken
canli bakterinin sayisinin ¢ok olmasindan ise viriilans faktorlerin ¢ok olmasi 6ncelikli
hedef olmalidir. M. haemolytica sivi besiyerinde iirerken fazla miktarda asetik asit
biriktirmekte ve bu da ortamin asitligini etkilemektedir. Asir1 asitlik 16kotoksin miktarini
azaltmaktadir. Bunu kontrol altina almak icin kontrollii biyoreaktdrlerin kullanim1 pH
degerini lokotoksin i¢in optimal olan 7,3-8.0 araliginda tumaga yardimci olacaktir.
Lokotoksin iiretimi normalde in vitro ortamda son derece az oldugundan, besiyerinin
RPMI ve tiirevleri gibi kimyasal olarak tanimli besiyeri olmasi1 ve bu besiyerlerinin
ortama verilecek ¢6ziilmiis oksijen, hava, 1s1, karisim yogunlugu pH gibi iireme
parametreleri yoniinden siirekli takip altinda olan fermentérlerde yapilmasi ekonomik bir

as1 Uiretimine katki saglayacaktir.
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http://www.tarim.gov.tr/GKGM/Belgeler/Veteriner%?20Hizmetleri/teshiste metod birligi/bakteriyoloji.pdf

1% match (22-Sub-2006 tarihli internet)
http://www.jbilife.com/product/pdf/LM011-04.pdf

1% match (27-Ara-2017 tarihli internet)
http://acikerisim.aku.edu.tr/xmlui/bitstream/handle/11630/2192/458722.pdf?
isAllowed=y&sequence=1

1% match (02-$ub-2017 tarihli internet)
http://www.termos-matara.com/cok-amacli-termoslar

1% match (04-Tem-2015 tarihli internet)
http://adudspace.adu.edu.tr:8080/xmlui/bitstream/handle/123456789/159/anatez.doc?
sequence=1&isAllowed=y

< 1% match (14-Ara-2013 tarihli internet)
http://veteriner.fusabil.org/text.php3?id=746

< 1% match (09-Eki-2012 tarihli internet)
http://vfdergi.yyu.edu.tr/archive/2010/21 1/2010 21 (1)_31-34.pdf

< 1% match (17-Mar-2016 tarihli 6grenci 6devleri)
Submitted to Kastamonu University on 2016-03-17

< 1% match (07-May-2019 tarihli internet)

http://adudspace.adu.edu.tr:8080/xmlui/bitstream/handle/11607/3410/%c3%b6znur09.doc?
isAllowed=y&sequence=1

< 1% match (20-Eki-2010 tarihli internet)
http://www.jarvm.com/articles/Vol8Iss2/Deressa.pdf

< 1% match (18-Kas-2015 tarihli internet)
http://vetkontrol.tarim.gov.tr/adana/Belgeler/Dergi%202012-2/Makale%203.pdf

https://www.turnitin.com/newreport_printview.asp?eq=0&eb=1&esm=5&oid=1136440389&sid=0&n=0&m=28&svr=326&r=32.8109781777347968&I... 1/17
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TEZ VERI GiRiS FORMU

Referans No

10270189

Yazar Adi / Soyadi

MEHMET GELIK

T.C.Kimlik No

29042450062

Telefon

5066050258

E-Posta

mehmet.celik.0663@gmail.com

Tezin Dili

Turkge

Tezin Ozgiin Adi

MANNHEIMIA HAEMOLYTICA SUSLARININ FARKLI BESIYERLERINDE UREME VE
LOKOTOKSIN OLUSTURMA OZELLIKLERININ INCELENMESE

Tezin Terclimesi

INVESTIGATION OF REPRODUCTIVE AND LEUKOTOXIN GENERATION PROPERTIES IN
DIFFERENT MEDIUM OF MANNHEIMIA HAEMOLYTICA

Konu

Mikrobiyoloji = Microbiology

Universite

Harran Universitesi

Enstitii / Hastane

Saglik Bilimleri Enstitisi

Anabilim Dali

Mikrobiyoloji (Veterinerlik) Anabilim Dal

Bilim Dall

Tez Tiri

[Ylksek Lisans

Yih

2019

Sayfa

60

Tez Danigmanlari

DOG. DR. SEViL ERDENLIG GURBILEK

Dizin Terimleri

Onerilen Dizin Terimleri

ntips:/ez.yol gov.tr/liusal TezMerkezi/tezFormYazdir jsp7sira=0

mn

50



