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Onsoz

Bu calismada saglikli ve pndmonik sigir akciger 6rneklerinden klasik yontemlerle
izole edilen etkenler gPZR ile Mycoplasma bovis, Pasteurella multocida,
Mannheimia haemolytica yéniinden arastirilacaktir. Ulkemizde BRD etkenlerinin
gPCR ile arastirildigi, molekiiler yontemlerle viriilens genlerinin karakterize edildigi
ayrica bu etkenlerin PFGE ile genetik iligkilerinin incelenmesine yonelik kapsamli
bir veri bulunmamaktadir. Tez kapsaminda etkenlere ait virulens ve diren¢ gen
profilleri ortaya konacaktir. Solunum problemine neden olan bu izolatlar PFGE ile
tiplendirilerek ilk defa genetik iliskisi arastirilacaktir. Buna ilaveten pndmoni
etkenlerinin antimikrobiyal duyarliliklar1 degerlendirilerek gereksiz antibiyotik
kullanimi1 azaltilarak ekonomik kazang saglanmis olacak ve elde edilen veriler

sayesinde literatiire katki saglanacaktir.
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Bazi Sigir Pnomoni Etkenlerinin Tespiti, Karakterizasyonu ve PFGE Yontemi

ile Genotiplendirilmesi

OZET

Sigirlarda diinya genelinde ciddi ekonomik kayiplara neden olan solunum
yolu hastaliklar1 etiyolojisinde bakteriyel etkenler Onemli rol oynamaktadir.
Bakteriyel kokenli solunum yolu hastaligi etkenlerinintanimlanmasinda ve etkin
yonetim metotlarinin belirlenmesinde sistematik yaklasim gelistirmek hastalikla
miicadelede onemli yer tutmaktadir. Sigir solunum yolu bakteriyel infeksiyonlarina
neden olan en oOnemli etkenlerin biiyiik ¢ogunlugunu Pasteuerlla multocida,

Mannheimia haemolytica ve Mycoplasma bovis olusturmaktadir.

Bu tez calismasinda,sigirlarin solunum sistemi hastaliklarinin en yaygin
etkenlerinden olan bu bakterilerin prevalansinin  belirlenmesi, izolatlarin
antimikrobiyal duyarhiliklarinin tespit edilmesi, izolatlarin viriilens ve direng
profillerinin molekiiler yontemlerle karakterize edilmesi, PFGE ile izolatlarin genetik

iliskisinin ortaya konulmasi amaglanmaistir.

Calisma kapsaminda 200 adet pnémonik sigir akcigerinden kiiltiir sonrasinda
9 adet P. multocida (%4.5),8 adet M. haemolytica (%4) ve 22 adet M. bovis (%11)
susu qPZR ile tespit edilmistir, 400 adet sagliklisigir akcigerinden ise ilgili etkenlerin
izolasyonu saglanamamuistir. M. bovisizolatlar1 broth diliisyon testi ile incelendiginde
ise izolatlarim gentamisin, tilosin ve oksitetrasiklin’e direncgli, enrofloksasin ve

danofloksasin’e orta derecede duyarli oldugu tespit edilmistir.PFGE analizi ile Sivas



bolgesinde BRD vakalarindan izole edilen major etkenlerin birbirinden farkli
izolatlar oldugu anlagilmigtir. M. bovis izolasyon oraninin P. multocida ve M.

haemolytica izolasyon oranlarina gére anlamli oldugu (p<0.05) tespit edilmistir.

Calisma sonunda Sivas ilindeki sigir pnomoni vakalarinda bahsedilen
etkenlerin rolliive diren¢ durumu ortaya konmustur. M. bovis enfeksiyonlar
tedavisinde sadece antibiyotik kullaniminin yeterli olamayacagi ve etkin miicadele
i¢in as1 uygulanmasi, stres faktorlerinin minimalize edilmesi ve bulasin azaltilmasi

gerektigi kanisina varilmistir.

Anahtar Sozcukler:Direng, PFGE, PZR,s1g1ir, pndmoni



Detection, Characterization of Some Bovine Pneumonia Agents and
Genotyping with PFGE

SUMMARY

Bacterial agents play significant roles inthe aetiology of bovine respiratory
disease which substantial eceonomic losses occurring wordwide on cattle. To
develop systematic approach has an important place on the fight against disease in
identification of cattle respiratory disease bacterial agents and determination of
efficient management practices. Most common bacterial causes of cattle respiratory

disease are P. multocida, M. haemolyticaandM. bovis.

In this thesis study; it was aimed that determination of prevalance of common
bacterial agents responsible for bovine respiratory disease, determination of
antimicrobial susceptibility status of strains, characterization of virulence and
resistance profiles by molecular methods, to reveal the genetic relatedness of strains
with PFGE method.

Within the study, following culture, 9 P. multocida(4.5%), 8 M. haemolytica
(4%)and22 M. bovis (11%) strains were detected with gPCR on 200 pneumonic
lungs, no isolation of respective strains were performed upon healthy lungs. M. bovis
isolates were examined with broth dilution test and it was determined that isolates
were resistant to gentamycin, tylosin and oxytetracycline, moderate susceptible to
enrofloxacin and danofloxacin. According to PFGE results, it was detected that
major agents isolated from BRD cases were different from each other. Isolation rates

Xl



of M. bovis was statistically significant (p<0.05) compared to isolation rates of P.

multocida and M. haemolytica.

Consequently, the role and resistance status of respective agents on cattle
pneumonia cases in Sivas province were unveiled. It was conluded that only
antimicrobial usage is not sufficient on treatment of M. bovis infections and it will be
essential to administer vaccination for effective struggling, to minimise of stress

factors and to decrease of transmission.

Key Words:Cattle,PCR, PFGE, pneumonia, resistance
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1.GIRIS

Sigirlarin solunum sistemi hastaligi [Bovine Respiratory Disease (BRD)]sigir
yetistiriciligi a¢isindan giiniimiizde ekonomik yonden en Onemli saglik
problemlerinden birisidir. BRD sayesinde sekillenen ekonomik kayiplar sigirlarda
diger hastaliklarin maliyetini gegmis durumdadir ve bu ekonomik kayiplar tedavi
giderleri, Uretim kayb1 ve 6liim ile sekillenmektedir. BRD kontrol stratejileri isletme
yOnetimi, ag1 ve antibiyotik uygulamalari ile sinirh kalmaktadir (Highlander 2001).
Antibiyotik kullanimi ise antimikrobiyal direng gelisimi ve yayilmasi gibi endiselere
yol agmaktadir. Bir¢cok bakteriyel, paraziter ve viral etken BRD etiyolojisinde rol
almaktadir. Bakteriyel etkenlerden Mycoplasma bovis, Mannheimia haemolytica ve
Pasteurella multocida sigir pnomoni vakalarindan siklikla izole edilen etkenlerin
basinda gelmektedir. Bu etkenlere karsi antimikrobiyal direng gelisimi etkili

antibiyotik kullanim1 ve hastaligin etkin yonetimini zorunlu hale getirmektedir.

1.1.Etiyoloji ve Semptomlar

BRD etiyolojisinde ¢esitli faktorler yer almaktadir. Nakil gibi stres faktorleri, konak
immun sisteminin zayiflamas: ile beraber c¢evrede bol miktarda olan viral ve
bakteriyel etkenlerin akcigere invaze olmasina imkan vermesi neticesinde BRD
sekillenmektedir (Cusack ve ark. 2003). Vakalarin g¢ogunda ilk olarak viral
enfeksiyon baslamakta, devaminda alt solunum sisteminde kolonize olan ve ciddi
fibrinonekrotik pndmoniye sebep olan sekonder bir bakteriyel enfeksiyon
sekillenmektedir. Sonucunda ise gegici hastalik tablosu, kronik pnomoni gelisimi

veya hayvanin 6limii ger¢eklesmektedir (Welsh ve ark. 2004).



Isletmeye ulasmasini takiben kisa siirede icerisinde pnomoniden en fazla
etkilenen grup buzagilardir. Akut salgin vakalarinda 2-3 gun icerisinde Olum
sekillenmekte ve hayatta kalanlarda ise bu siire¢ kronik hale gelmektedir (Rice ve
ark. 2007). Klinik semptomlar ates, burun veya gozyasi akintisi, 6ksiiriik, solunum
stresi, depresyon, letarji, kilo kaybi ve istahsizliktir. Oliimiin esas sebebi akut
fibrindéz pléropndémonidir. Enfeksiyonun stiresi, dagilimi ve siddeti, siir siiriileri
arasinda farklilik gostermektedir ayrica yas, viicut agirhigi, isletmedeki hayvan

temasi ve yapilan asilamalar potansiyel risk faktorleridir (Wildman ve ark. 2008).

1.2.Cevresel-Konak faktorleri

Sigirlarin BRD’ye predispoze hale gelmesinde c¢evresel stres faktorleri kilit rol
oynamaktadir. Stresin immun sistemi zayiflattig1 ve viral/bakteriyel enfeksiyonlara
zemin hazirladigi bilinmektedir (Duff ve Galyean 2007). Sigirlar, isletmelerde gesitli
stres faktorlerine maruz kalmaktadir. Stres faktorleri genelde nakil ile alakalidir
ancak isletme yonetim uygulamalar1 da biiyiik rol oynamaktadir. Stres faktorleri
dogada psikolojik veya fiziksel olabilir. Psikolojik stres faktorleri biiylik olciide
kalabalik barinma, nakil ve siitten kesme gibi olaylardan kaynaklanmaktadir. Aglik,
susuzluk, yorgunluk, yaralanma, 1s1 degisikligi, yetersiz havalandirma, kastrasyon,
asitlama ve boynuz kesme gibi uygulamalar ise yaygin goriilen fiziksel stres
faktorlerdir (Thomson ve White 2006). Stres, enfeksiy6z etkenlere maruz kalma
riskinin yiiksek oldugu yerlerdeki hayvanlarda immun sistemin zayiflamasi

neticesinde BRD olusmasina zemin hazirlamaktadir.

1.3.Viral Etkenler



Viral etkenler BRD enfeksiyonlarinda immunsupresif etkiye sahiptirler ve diger
solunum sistemi patojenleri ile beraber sinerjik etki goOstererek bakterilerin alt

solunum sisteminde kolonize olmasina aracilik ederler (Loneragan ve ark. 2005).

BRD ile ilgili birgok viral etken iligkilendirilmistir (Cizelgel.l), baslica
BHV-1, BRSV ve PI-3 viruslan literatiirde dnemli viral patojenlerdir (Apley 2006).
Viral enfeksiyon mekanizmalari bu tezin konusu degildir ancak genel olarak bu viral
etkenler nétrofil ve lenfosit fonksiyonu azalmasi, bakterilerin farinkste artisi, trakea
epitel hiicrelerinde siliar aktivite azalmasi ve akciger kleransinda azalma ile
iligkilendirilmistir. Tiim bu faktorler konak savunma mekanizmalarinin bozulmasina
ve bakterinin alt solunum sistemine ulasarak pnomoni tablosu sekillenmesine katki

saglamaktadir.

Cizelge 1.1. BRD ile iliskili olan viral ve bakteriyel etkenler

Viral Etkenler Bakteriyel Etkenler
Infeksiydz s181r rhinotrakeit virusu (IBR) Mannheimia haemolytica
Sigir herpesvirus (BHV-1, BHV-4) Pasteurella multocida
Sigir viral diare virusu (BVDV) Histophilus somnus

S1g1r solunum sinsityal virusu (BRSV) Actinomyces pyogenes
Parainfluenza 3 virusu (P1-3V) Mycoplasma bovis

Si1g1r adenovirus Mycoplasma dispar

S1g1ir rhinovirus Mycoplasma hyorhinis
S1g1r reovirus Chlamydia spp.

Sigir calicivirus Ureaplasma diversum
Sigir enterik coronavirus Streptococcus pneumoniae
S1g1r parvovirus Stapylococcus aureus

S1g1r enterovirus

1.4.Bakteriyel Etkenler



BRD ile iligkili bircok bakteriyel patojen viral etkenlerle beraber tanimlanmistir
(Cizelge 1.1). BRD vakalarinda M. haemolytica, P. multocida, H. somnus ve M.
bovis etkenleri hasta veya Olmiis sigirlardan en sik izole edilen bakterilerdir
(Thomson ve White 2006). Bu patojenlerin herbirinin BRD Uzerine etkisi hala
tartisma konusudur. Avrupa’da BRD semptomlu buzagi pndmoni vakalarinin %25-
33’tinden M. bovis sorumlu bulunmustur (Gevaert 2006). H. somnus miiskiilpesent
olmasi nedeniyle postmortem akciger dokusundan daha az oranda izole edilmektedir
(Cusack ve ark. 2003). H. somnus kokenli pndémoniler M. haemolytica ve P.
multocida kaynakli pndmoniye kiyasla genelde daha subakut veya kronik karakterde
olmaktadir (Hodgins ve ark. 2002). P. multocida ise akut - subakut fibrin6z
pleropnomoni’den ziyade genelde subakut-kronik bronkopndémonilerle karakterizedir
ve solunum problemlerindeki rolii buzagilarda daha belirgindir (Dabo ve ark. 2008).
M. haemolytica ile kiyasla P. multocida’nin daha az virulent karakterde oldugu,
deneysel enfeksiyon modellerinde primer pnomoni olusmasi i¢in daha fazla etkene

gerek duyuldugu bildirilmistir (Hodgins ve ark. 2002).

1.5.Prevalans ve Ekonomik Boyut

Ekonomik ag¢idan bakildiginda BRD Kuzey Amerika’da acik besideki sigirlari
etkileyen en 6nemli hastaliklarin basinda gelmektedir (Griffin 1997). BRD hastalik
ve Oliimle iligkili kayiplarin baslica nedenidir ve isletmeye alinan sigirlarda
morbiditenin %75'ine ve mortalitenin  %70'ine kadar sorumlu oldugu tahmin
edilmektedir. Sigir isletmelerinde aylik ortalama mortalite oraninin %0.128 ile
%0.71 arasinda oldugu ve prevalansin cografik konum ve mevsime bagli olarak
degistigi bildirilmistir (Gagea ve ark. 2006). Amerika’da on iki eyalette 1994 ve
1999 yillart arasinda %1.42 insidans orani ile BRD kdkenli 6lim kayb1 artist oldugu
bildirilmistir (Snowder ve ark. 2006). Bu oranin 2003 yilinda ise %1.75’¢ ulastigi
rapor edilmistir (Thomson ve White 2006).

BRD kokenli ekonomik kayiplarin tam miktarini hesaplamak kolay degildir.
Amerika’da yapilan hesaplamalarda yillik 640 milyon ile 1 milyar dolar diizeyinde



ekonomik kayip sekillendigi belirlenmistir (Babcock ve ark. 2008).Ancak sigir
basina 13-37 dolar tedavi masrafi da hesaba katildiginda bu deger yillik 3 milyar
dolar civarma ¢ikmaktadir (Snowder ve ark. 2006). Bu rakamlarin biiyiik olmasina
ragmen si8ir endiistrisinde BRD’nin ger¢ek maliyetinin daha az hesaplanmasi
olasiligr bulunmaktadir. Bu degerler hesaplanirken temel olarak tedavi giderleri ve
O6lim kayiplar1 baz alinmaktadir. Ancak BRD ile iliskili artan iscilik giderleri,
performans kayiplar1 ve karkas degerinin diismesi gibi kolayca saptanamayan ekstra

kayiplarda mevcuttur (Larson 2005).

1.6.Mycoplasma bovis

Mycoplasma bovis ilk olarak 1961 yilinda mastit vakasindan izole edilmistir ve 1976
yilinda sigir pndmoni etkeni olarak tanimlanmistir (Gourlay ve ark. 1976, Hale ve
ark. 1962). O yildan giiniimiize kadar M. bovis sigirlarda ve buzagilarda 6nemli bir
patojen olarak kabul edilmektedir. Etken, sigirlarda ayrica artitis, otitis media,
tenosynovitis, mastitis, keratokonjuktivitis, dekubital apseler, metritis, abort ve
infertilite, seminal vesikulitis ve menenjit vakalarindan da izole edilmektedir
(Caswel ve ark. 2008).

M. bovis ile ilgili kirk yili agkin siirede bir¢ok ¢alisma yapilmistir.Yinede bu
patojenle miicadelede veri eksikligi hastaligin kontrol edilebilmesini sinirlamaktadir.
In vitro ortamlarda mikoplazmalarin izolasyon ve manipiilasyon giicliigii, bazi
saglikll sigir stiriilerinde enfeksiyon prevalansinin yiiksek olmasi, dogal hastalik ve
deneysel vakalar1 arasindaki uyumsuzluklar ve antikor titresi ile hastalik direnci
arasinda korelasyon olmamasi sigir pndmonilerinde M. bovis’in roliinii belirlemeyi
zorlastirmaktadir. Etkenin genotipik farkliliginin klinik 6nemi, virtilens faktorleri ve
enfeksiyonun nasil doku hasari olusturdugu, immunolojik mekanizmalar ve etkin as1
gelistirilmesi potansiyeli, hastaligin gelisimindeki c¢evresel faktorler ve diger
patojenlerin roll, etkenin BRD kompleksi igerisindeki Onemi gibi konular

aciklanmay1 bekleyen 6nemli hususlardir (Caswel ve ark. 2008).



M. bovis,Mollicutessinifinin Mycoplasmataceae familyasinda yer alan bir
patojendir (Waites 2007). Mycoplasma cinsi kendi kendine ¢ogalabilen en kiiciik
yasam formlarina sahip bakterileri temsil etmektedir ve yiiziin {izerinde tiiri
tanimlanmistir. Mikoplazmalarin ¢ogu fakiiltatif anaerobtur ve ii¢ katmanli hiicre
membranini sahiptir, fakat hiicre duvarlari yoktur. Hiicre duvarinin olmamasi
sebebiyle pleomorfik sekle sahiptirler.p-laktam grubu antibiyotiklere direnclidirler ve
anilin boyalartyla zayif boyanirlar. Mikoplazma tlrlerinin kicliik genom boyutuna
sahip olmalar1 (580-1380 kb), konaga veya gerekli besin maddelerini ihtiva eden
kompleks besiyerlerine ihtiyagc duymasmi ve cevresel kosullarda sinirli canli
kalabilmelerini saglamaktadir. M. bovis genomu 1080 kb’dan olusmaktadir ve G+C
orani %27-32 arasinda degiskenlik gostermektedir. M. bovis ve M. agalactiae yakin
iliskili mikoplazma tiirleridir ve 16S rRNA sekanslar1 %99 benzerlik géstermektedir
(Mattsson ve ark. 1994). M. bovis insan patojeni olarak kabul gérmemektedir sadece
insanlarda lobar pndmonili bir hastanin salyasindan izole edilen bir vakabildirilmistir

(Madoff ve ark. 1979).

1.6.1.Bulagma ve Inkiibasyon Periyodu

Mikoplazmalarin ¢ogu solunum, sindirim, genital kanal ve meme bezi gibi mukozal
ylzeylerde kommensal bulunabilen konak spesifik etkenlerdir. Cevresel sartlarda
canli kalabilmeleri sinirlidir ve bulagma olasiligi diisiiktiir. M. bovis giines 1s181na
maruz kalmadig taktirde ¢evrede giinlerce, +4°C’de siitte 2 ay, suda 2 ayin iizerinde
canli kalabilmektedir fakat yiiksek sicakliklara daha hassastir. Etken 20°C’de 1-2
hafta, 37°C’de 1 hafta canliliginmi siirdiirebilmektedir. Cesitli materyallerde canli
kalabilme suresi degiskenlik gostermektedir; giibrede 37 giin, pamukta 18 giin,
samanda 13 gun, tahta ve paslanmaz celikte 1-2 giin canli kalabilmektedir. Is1
uygulamalari, 65°C’de 2 dakika ve 70°C’de 1 dakika etkenin canliligini yitirmesine
neden olmaktadir (Butler ve ark. 2000).

M. bovis enfeksiyonu, enfekte siit ve hasta buzagilarin yakin temasi

neticesinde bulagsmaktadir (Pfiitzner 1990). Hastaliktan ari siiriilerle kiyaslandiginda,



M. bovis mastitli siiriilerdeki buzagilarda burun boslugunda kolonizasyon daha
yaygindir (Bennett ve Jasper 1977). Enfekte siit aspire edildiginde buzagilarda
pnomoni ve otitis media gelisiminde etkenin énemli rolii oldugu diistiniilmektedir.
Enfekte buzagilarla temas sekonder bir major enfeksiyon kaynagidir ve enfekte
buzagilarin isletmeye gelmesi siiriilerin olast bulasma metodudur (Nicholas 2004).
Enfekte buzagilar ile diger buzagilar bir araya geldiklerinde 24 saat igerisinde
buzagilarda burundan M. bovis sa¢ilimi oldugu ve temastan 7 giin sonrasinda

buzagilarin ¢cogunda etkenin varlig1 tespit edilmistir (Pfitzner 1990).

Dogal vakalarda inkiibasyon periyodunu belirlemek giictiir ¢iinkii, klinik
olarak solunum sistemi hastaligi baslangici M. bovis enfeksiyonu sonucumu yada
viriis, antibiyotik duyarli bakteri gibi diger belirlenemeyen patojenler klinik teshise
kadar inaktif hale getirilmesi sonucunda m1 sekillendigi genelde belli degildir. Dogal
enfekte buzagilarla yapilan bir kohort ¢calismada hasta buzagilarla temastan iki hafta
sonra solunum sistemi semptomlari rapor edilmistir (Adegboye ve ark. 1996).
Deneysel enfeksiyon modellerinde solunum sistemi ve artrit belirtilerinin
enfeksiyondan 8-10 gun (Stipkovits ve ark. 2000), solunum sistemi belirtilerinin 2-6

gun sonra olustugu bildirilmistir (Pfiitzner 1990).

1.6.2.Patogenez

M. bovis’in kolonize olmasini, mukozal yiizeylerde persiste kalmasini, konak
hiicrelere invaze olmasini, afinite duydugu bolgelere yayilmasini ve immun yanittan
kagmasini saglayan virtllens faktorleri mevcuttur. M. bovis’in patojenite potansiyeli
belli olmasma ragmen patogenezdeki molekiiler mekanizmalarin rolii tam olarak
acikliga kavusturulmamistir. Adhezyon, antijenik varyasyon, immunmodilasyon,
sekonder metabolit {iretimi ve biyofilm olusumu patogenezde 6nemli olan virulens

faktorleridir (Maunsell ve ark. 2011).

M. bovis enfeksiyonlarinda ilk adim sigir trakebronsial epitel hiicrelerine

baglanmadir. Bu baglanma, bakteri ylzeyindeki immundominant protein olan Vsp



membran proteinleri, P26 ve pMB67 gibi proteinlerle beraber akcigerde
kolonizasyonu kolaylastirmaktadir. Hiicre baglanmasi suslar arasinda farklilik, in
vitro pasaj ve patojenite ile korelasyon gdstermektedir (Thomas ve ark. 2003).
Solunum sisteminde kolonizasyon sonrasinda M. bovis immun sistem hicrelerine
saldirmakta ve bakterinin konakta farkli enfeksiyon bdlgelerine ulagsmasini

saglamaktadir (Van Der Merwe ve ark. 2010).

Akcigerde kronik M. bovis enfeksiyonu gelistiginde etken konak immun
sisteminden kacabilecegi diger organlara yayilmaktadir. Antijenik varyasyonun M.
bovis’in immun sistemden siirekli kagmada kullandigi bir yol oldugu
diistiniilmektedir (Biirki ve ark. 2015). M. bovis suslarinin degisken antijenik
profilinden Vsp’ler sorumludur. Vsp genlerinde kromozomal rekombinasyon
olaylarina zemin hazirlayan tekrarli ve spesifik vsp inversiyon dizileri bulunmakta ve
bu genlerdeki duplikasyon, inversiyon ve delesyon olaylar1 neticesinde ylizey

antijenleri kazanilmakta veya kaybedilmektedir.

Yuzey antijenlerini degistirmenin yani sira M. bovis’in lenfosit apoptozunu
indiikleme, lenfosit proliferasyonu baskilama, notrofillere baglanarak oksidatif hasari
engelleme veya anti-enflamatuvar sitokin salgilayarak opsonizasyonu zayiflatma gibi
immun sistemden kagma mekanizmalar1 mevcuttur (Mulongo ve ark. 2014, Biirki ve
ark. 2015).

M. bovis hidrojen peroksit gibi konak hiicreye zarar veren sekonder
metabolitler sentezlemektedir. Biyofilm olusumu ise etkenin kurumaya ve 1s1 stresine

direncini saglamakla beraber etkenin persiste olmasina yol agmaktadir (McAuliffe ve
ark. 2006).

1.6.3.0rnekler

Mikoplazmalar oldukca hassas mikroorganizmalardir, bu sebeple
orneklerintoplanmasini takiben soguk zincirde 24 saat igerisinde laboratuvara

ulagtirilmalidir. Saklama ve gonderme siiresi 24 saati asar ise etkenin canliligini



korumasi amaciyla Ornekler transport medium’da veya -70°C’de dondurulmus
vaziyette gonderilmelidir. Incelenecek 6rneklerin 37°C’de su banyosunda hizlica
cozdurulmesi tavsiye edilmektedir (Murray ve Baron 2003). M. bovis izolasyonu
amaciyla laboratuvara bronkoalveolar lavaj, pndémonik akciger dokusu, synovial
veya eklem s1visi, mastitli siit, sperm, genital akinti, prepisyum yikantis1 ve goz svab
ornekleri gonderilebilir (Nicholas ve Ayling 2003). Svab yardimiyla &rnekleme
yapilacak ise dacron, kalsiyum alginat veya polyester svablar, inhibitér potansiyeli
olan tahta sapli svablara gore tercih sebebi olmalidir (Murray ve Baron 2003).
Omekleme yapilan svablar Stuart veya Eaton transport svabinda laboratuvara
ulastirilmalidir. Kiiltiir sonucunda nazal svablar ile alt solunum sistemi etkenleri iyi
korelasyon gostermediginden dolay1 akciger enfeksiyonlarinda canli hayvanlardan

bronkoalveolar lavaj 6rnekleri alinmalidir (Thomas ve ark. 2002).

1.6.4.1zolasyon

M. bovis izolasyonu amaciyla ekimi yapilacak ornekler besiyerlerine ekilmeden
homojenize edilmelidir. Sivi Ornekler santrifiij edilmeli ve peletten inokiilasyon
yapilmalidir. Kontaminasyon siiphesi varsa ornekler 0.45 pm’lik filtrelerden
gecirilerek ekim yapilmalidir. Etkeni antikor, antibiyotik, bakteri ve diger inhibitor
maddelerin etkilerinden kurtarmak amaciyla bronkoalveolar lavaj sivist gibi drnekler
brothda seri diliie edilmeli ve herbir diliisyondan ayr1 ekim yapilmalidir (Murray ve

Baron 2003, Arcangioli ve ark. 2007).

Mikoplazmalar, besiyerlerinde Ureyebilmekicin sterole ihtiya¢ duyarlar.Bu
amagcla besiyerlerine serum ilavesi yapilir. M. bovis Eaton, pleuropnémoni-benzeri
organizma (PPLO), N-agar veya broth, modifiye Friis, modifiye Hayflick ve diger
ticari mikoplazma besiyerlerinde ureyebilirler (Nicholas ve Baker 1998). Sivi
besiyerleri maya ekstrakti, tripton, %20 at serumu ve 500 pg/ml konsantrasyonda
ampisilin icermeli ve M. bovis uretilmesi i¢in 37°C’de 3-10 gun inklbe edilmelidir.
Saha izolatlarin1 saflastirmak amaciyla sivi kiiltiirler 220-450 nm por c¢aph

filtrelerden gecirilip mikrokoloniler uzaklastirilarak filtrasyon-klonlama teknigi



kullanilmalidir. Sonrasinda filtrat brothda seri diliie edilmeli (101 — 10#) ve 2-4 giin
icerisinde koloni olusacak olan agara ekimler yapilmalidir. Agar yiizeyindeki tek
koloniler pastor pipeti veya igne yardimiyla alinarak brotha pasajlanmalidir. Saf
kiltir elde edilebilmesi igin tavsiye edilen klasik metot izolatlarin {i¢ defa

filtrasyonla pasajlanmasidir (Tully 1983).

Brothlar ve agarlar 37°C’de %5-10 diizeyinde CO: iceren ortamda inkiibe
edilmelidir (Murray ve Baron 2003). Hazirlanan her besiyeri partisine ait besiyerleri
ve suplementler M. bovis PG45 gibi uluslararasi referans sus ile test edilmeli,
referans suglarin iirediginden ve besiyerinde inhibitér madde olmadigindan emin
olunmalidir. Kronik vakalarda antibiyotik ve kontaminant gibi inhibitér maddeler
dolayisiyla M. bovis izolasyonunun zorlastigi bildirilmistir (Ayling ve ark. 2005).
Identifikasyon asamasina ge¢meden once saf kiiltiir elde edildiginden emin

olunmalidir.

1.6.5.1dentifikasyon

M. bovis kolonileri cins bazinda Dienes boyama ve biyokimyasal metotlarla
identifiye edilmekte, fakat tiir bazinda identifikasyon ELISA veya PZR metotlariyla
yapilmaktadir. Agar yiizeyindeki koloniler stereomikroskopta 20-60x buyutmeyle
incelenmektedir. M. bovis kolonilerinin ¢iplak gozle goriilebilmesi i¢in 2-5 gin
gereklidir, bu siire besiyeri kalitesine baghdir ve uygun besiyerlerinde ¢ogu saha
suslarinin 20 saatten kisa siirede iireme gosterdigi rapor edilmistir (Tully 1983,
Nicholas ve Ayling 2003). M. bovis kolonileri agarda genelde tipik sahanda yumurta
goriiniimii  vermektedir ayrica Eaton medium gibi agarlarda film ve leke
olusturmaktadir (Nicholas ve Baker 1998). Koloniler 0.1-0.5 mm ¢apindadir, koyu
renklidir ve hale olusumu yoktur (Stalheim ve Proctor 1976). Hava kabarciklari, su
veya yag damlaciklar1 agar yiizeyinde mikoplazma kolonileri ile karisabilir. Dienes
boyasi, ticari olarak satilan metilen mavisi kolonilerin gdzlemlenebilmesini
kolaylastirmakta ve mikoplazmalari artiklardan ve L-formundaki kolonilerden ayirt

etmede fayda saglamaktadir. Mikoplazma kolonileri Dienes boyasi ile mavi renkte

10



boyanirlar ve aldig1 boyay1 tutarlar, L-formundaki bakteri kolonileri ise aldig1 boyay1
salarlar. Kolonilerin orta kismindaki agarin derinine dogru uzanan kismi koyu mavi

renkte boyanirken, koloninin periferde kalan kismi agik mavi renkte boyanir

(Francoz ve ark. 2005).

Mikoplazma hcreleri 0.2-0.3 pm c¢apa sahiptir bu sebeple 151k
mikroskobunda incelenmesi olduk¢a giigtiir. Hiicre duvarinin olmamasi Gram
boyama ile boyanmasini zorlastirir, Giemsa boyasi ile boyanirlar ancak kii¢iik boyuta
sahip olmalar1 incelenmesini zorlastirmaktadir (Murray ve Baron 2003). Akridine
orange boyama mikoplazma hiicrelerinin incelenmesinde ve sayiminda yarar

saglamaktadir fakat bu boya mikoplazmalara spesifik bir boyama yontemi degildir

(Jasper ve ark. 1984).

Glukoz fermentasyonu, arjinin hidrolizi, fosfataz aktivitesi, Ureaz aktivitesi,
film olusumu ve tetrazolium rediiksiyon testleri M. bovis’i diger mikoplazmalar veya
ureaplazmalardan ayirt etmede kullanilan biyokimyasal testlerdir (Poveda, 1998).
Biyokimyasal testler M. bovis ve M. agalactiae’ y1 ayirt etmede yetersiz kalmaktadir;
iki tirde glukozu fermente veya arjinini hidrolize etmez, laktat ve piruvat gibi
organik asit kullanirlar, brothda tiirbidite olmadiginda brotha turuncu renk verirler,
etanolu okside edemezler, lipolitik aktiviteleri neticesinde besiyerlerinde film ve spot
olustururlar (Khan ve ark. 2005).

Ureme inhibisyon, film inhibisyon, floresan antikor ve metabolik inhibisyon
gibi hiperimmun tavsan serumu kullanilan antikor temelli testler M. bovis tespitinde
kullanilmaktadir (Poveda ve Nicholas 1998). Bu metotlarin uygulanmasi zaman
almaktadir ve antiserum ticari olarak satilmadigindan dolayi iiretilmesi yogun is¢ilik
gerektirmektedir. Monoklonal antikor kullanilarak hazirlanan sandvi¢ ELISA teknigi
M. bovis’i dogrulama amaciyla kullanilmakta ve ticari olarak satilmaktadir.
Mikoplazmalar ayrica referans sus PG45°e 6zgii poliklonal antiserumdan hazirlanan
dot immun baglama metoduyla belirlenebilmektedir (Arcangioli ve ark. 2007).
Monoklonal antikor tabanli ELISA ve antijen-capture ELISAsut 6rneklerinden M.
bovis tespiti amactyla gelistirilmistir (Heller ve ark. 1993). M. bovis’i tespit edebilen
diger metotlar ise; immunperoksidaz (Gourlay ve ark. 1989) ve akis sitometri

(Assuncao ve ark. 2006) metotlaridir. Cogu immunolojik teknige zenginlestirme
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asamasi ilave edildiginde metodun sensitivitesi artirilabilmektedir (Heller ve ark.

1993).

Mikoplazma tiirlerinin tanimlanmasinda kiiltiire kiyasla verimlilik, sensitivite
ve spesifitenin yiiksek oldugu PZR metodu laboratuvar teshisinde kullanilmaktadir.
M. bovis tespiti amaciyla doksanli yillarda konvansiyonel PZR’da hedef gen olarak
16s rRNA kullanilmaktaydi1 (Hotzel ve ark. 1996). 16s rRNA geni tim bakterilerde
bulunmasi ve zamanla fonksiyonunun degismemesi gibi sebeplerle bakteri
tanimlamada en yaygin kullanilan genlerden biridir (Janda ve Abbott 2007). Ancak
M. bovis’in 16s rRNA genini hedef alan PZR uygulamalarinda spesifite ¢ogu
mikoplazma tirleri icin yeterli olurken M. agalactiae ile capraz amplifikasyon
oldugu tespit edilmistir. Giinlimiizde daha spesifik genler PZR’da ¢ogaltilarak ile bu
iki mikoplazma tiirii birbirinden ayirt edilmektedir (Bashiruddin ve ark. 2005).

McAuliffe ve ark. (2005) ise 16s rRNA genleri amplifiye edilmesini takiben
denatiire edici jel elektroforez (DGGE) kullanarak veteriner ve insan hekimligi

acisindan énemli olan 67 mikoplazma tiiriinii miks kiiltiirden identifiye etmistir.

1.6.6.Real Time PZR

PZR teknikleri etkinligini ispatlamis olmasina ragmen konvansiyonel PZR’da
sikluslarin sonunda amplikon belirlenmektedir. Amplifiye edilen DNA’nin
goruntulenebilmesi igin jel elektroforez asamasina ihtiya¢ duyulmaktadir buda ekstra
stire ve isgilik gerektirmektedir. Real time PZR (qPZR)’da ise amplifikasyon es
zamanli olarak goriintiilenebilmekte ayrica teknolojisi geregi jel elektroforez ve
goriintiileme ekipmanlara ihtiya¢ duyulmamaktadir. Teknolojisinin gelisimiyle
beraber giinlimiizde qPZR ile mikoplazma tespiti de yapilmaktadir. SYBR Green ve

floresan prob yontemleri gPZR’da kullanilan baslica tespit metotlaridir.

SYBR green cift zincirli DNA’ya baglanan bir siyanin boyadir ve belirli bir
dalga boyunda uyarildiginda yesil renkli 151k sagmaktadir. PZR sikluslar
ilerlediginde, hedef ¢ift zincirli DNA amplifiye oldugunda orantisal olarak boyadan
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sacilan 151k miktar1 artmakta ve amplikon es zamanli olarak tespit edilebilmektedir
(Wong 2013). SYBR Green, hedef diziye spesifik degildir ve tiim ¢ift zincirli
DNA’ya baglanir busebeple prob temelli gPZR ile kiyaslandiginda arka plandaki
sinyal artmakta ve spesifitesi diisiik olmaktadir. SYBR green temelli analizlerde
analiz spesifitesini artirmak amaciyla amplifikasyon sonrasinda erime egrisi analizi
yapilarak farkli tiirde mikoplazmalar ayirt edilmektedir. Kiiltiirle kiyaslandiginda
SYBR green tespit metodunun anlamli derecede daha duyarli olmadig1 ancak farkli
tirdeki etkenleri tespit edilebilmesine imkan sagladigi belirlenmistir (Parker ve ark.
2018)

gPZR analizlerinde spesifiteyi artirmak amaciyla floresan raportdr prob
metodu gelistirilmistir. Bu metotta hidroliz probu kullanilmaktadir ve primer
hibridizasyonuna ilaveten primer baglanma bolgeleri arasinda bir hedef bolgeye prob
baglanmaktadir. Probun 5’ ucuna floresan boya, 3’ ucuna ise baskilayicit baglanmis
vaziyettedir. Probun iki ucu birbirine yakin oldugu durumda baskilayict kismi
floresan yayilmasini engellemektedir. Amplifikasyon asamasinda probun hedef
diziye baglanmasimi takiben Taq polimeraz’in ekzonikleaz aktivitesi ile prob
biitiinligli bozulmaktadir. Prob pargalandiginda floresan boya aciga c¢ikmakta ve
belirli bir dalga boyunda 1s1ma yapmaktadir. Bu sebeple floresan boya miktarindaki
artts hedef amplifikasyon ile dogru orantili olmaktadir. Spesifitesi yiiksek olmasi
dolayistyla M. bovis’i qPZR’da tespit etmek amaciyla gesitli prob temelli metotlar
gelistirilmistir (Cai ve ark. 2005, Clothier ve ark. 2010, Rossetti ve ark. 2010, Sachse
ve ark. 2010, Boonyayatra ve ark. 2012). Prob temelli metotlarda 16S rRNA geni
hedef olarak secildiginde hala M. agalactiae ¢apraz amplifikasyonu olmaktadir (Cai

ve ark. 2005). Bu durum alternatif hedef gen belirleme ihtiyacini ortaya koymaktadir.

PZR’da uvrC geni dahi iyi bir hedef gen olarak saptanmistir ve M.
agalactiae’de dahil olmak iizere diger mikoplazma tiirleri ile ¢apraz amplifikasyon
vermemektedir. uvrC geni DNA onariminda gerekli olan bir enzim olan
deoksiribodiprimidin fotolyaz’1 kodlayan stabil bir gendir. qPZR ile yapilan
validasyon calismalarinda akciger, siit, eklem sivisi, burun svabi, bronkoalveolar
lavaj sivisi, trakeal yikama sivisi ve kulak svablarinda M. bovis tespit edilmektedir
(Clothier ve ark. 2010). Saf kiiltiirde, akciger ve siit orneklerinde tespit limiti
strasiyla 2.4x10, 2.4x10?, 2.4x10% kob/ml tespit edilmistir.
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M. bovis spesifik problarda hedef gen olarak oppD geni de PZR
uygulamalarinda spesifiteyi artirmak amaciyla kullamilmistir ve M. agalactiae ile
capraz amplifikasyon vermedigi tespit edilmistir. oppD geni ABC-transporter
familyasinin bir iiyesidir ve oligopeptide permeaz kodlamaktadir. Oligopeptide
permeaz kisa peptidlerin bakteri hiicre membranina gecisini kolaylastirmaktadir. M.
bovis’i tespit etmek amaciyla bu gen bolgesi siit drnekleri ve burun svablarinda
valide edilmistir ve tespit limiti 100 cfu/ml olarak belirlenmistir (Sachse ve ark.
2010).

Bagka bir ¢alismada ise 268 sigir kokenli mikoplazma izolati M. bovis’te
dahil {i¢ mikoplazma tiirii yoniinden prob temelli PZR ile incelenmistir. M. bovis
hedef geni olarak translasyon asamasinda gerekli olan uzama faktorii G’yi kodlayan
fusA geni hedef dizi olarak sec¢ilmistir. Metodun sensitivitesi %98.5 tespit edilmistir
(Boonyayatra ve ark. 2012)

1.6.7.Sus Tiplendirme

Tiplendirme sistemlerinin M. bovis enfeksiyonu epidemiyolosinde sirilerde ve
bliyiik populasyonlarda yeni bir bakis agis1 getirmesi beklenmektedir. Yeni kontrol
stratejileri belirlenmesi molekiiler tiplendirme metotlar1 sayesinde yapilabilmektedir
(Nicholas ve ark. 2016). Sodium dodesil stlfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-
PAGE) gibi geleneksel tiplendirme sistemleri farkli agirliklarda proteinleri tespit
edebilmesine ragmen suslar arasinda yeterli diizeyde ayrim yapmaya olanak
saglayamamistir. Giiniimiizde molekiiler metotlar sayesinde daha iyi ayrim giicii elde
edilebilmektedir. Rastgele amplifiye polimorfik DNA (RAPD), amplifiye fragman
uzunluk polimorfizmi (AFLP), pulsed field jel elektroforez (PFGE), insersiyon
sekans tiplendirme (IS), cok lokuslu sekans tiplendirme (MLST), c¢ok lokuslu
degisken sayida tandem tekrar analizi (MLVA) gibi metotlar M. bovis izolatlarini

karsilastirmada kullanilmaktadir

14



PFGE metodunda bakteri kromozomu restriksiyon enzimleri kullanilarak
kesilmekte ve farkli biiyiikliikteki DNA fragmanlar1 agaroz jelde yiiriitiilerek suslara
ait band paternleri elde edilmektedir. Bazi M. bovis salgimi vakalarinda PFGE
metodu suslari kiyaslamak i¢in kullamilmustir (Arcangioli ve ark. 2012). PFGE
metoduyla Ingiltere’de yapilan bir ¢aligmada Smal enzimi kullanildiginda 43
izolattan 23 farkli profil ortaya konmustur(McAuliffe ve ark. 2004). PFGE
metodunun RAPD ve AFLP metotlar1 ile uyumu genotipe gore degiskenlik
gostermekle birlikte grup A izolatlarinda %77-85 arasinda, grup B izolatlarinda ise
daha az olmaktadir. Vsp ekspresyonu ile AFLP, RAPD ve PFGE metotlar1 arasinda
iligki bulunamamistir buda Vsp lokusunda meydana gelen rekombinasyonun
molekiler tiplendirme metotlarinda degiskenlige neden olmadigini gostermektedir.
RAPD ve AFLP metotlarina kiyasla PFGE metodu ayrim giiciiniin yiliksek olmasz ile
on plana ¢ikmaktadir fakat yapilisinin uzun siirmesi, yogun emek gerektirmesi ve

tiim izolatlarin tiplendirilememesi gibi dezavantajlart bulunmaktadir.

1.6.8.Seroloji

M. bovis’e maruz kalan hayvanlari belirlemede seroloji etkili bir metotdur ve kronik
vakalarda veya antibiyotik tedavisi uygulananlar gibi etkenin remesini engelleyen
durumlarda seroloji kiiltiirden daha duyarli olabilmektedir. M. bovis, antikor cevabi
saglayan lipid ve protein antijenlere sahiptir ve antikor seviyeleri aylarca yiiksek
seviyede kalabilmektedir (Nicholas ve Ayling 2003). Seroloji, enfeksiyondan ari
sigir stiriilerini  belirlemede faydalidir fakat cogu populasyondaki yiiksek
seropozitiflik rutin teshiste kullanimini sinirlamaktadir ve antikor titreleri ile

hastaliga dayaniklilik arasinda bir korelasyon saptanamamustir.

Indirekt hemagliitinasyon, film inhibisyon ve indirekt ELISAgibi cesitli
serolojik  testler  gelistirilmistir. ~ Serolojik  testlerde  kullanilan  indirekt
ELISAmetodunda tiim hiicre antijeni veya islem gormiis antijen pleyt tabanina
kaplanmistir ve iretilen kitler ¢esitli ticari firmalar tarafindan satisa sunulmustur.

ELISAtestiM. bovis enfeksiyonunun seroprevalansini degerlendirmede ve hastaliktan
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ari siirii olusturma siirecinde M. bovis ari sigir segme kisminda kullanilmaktadir
(Grandve ark. 2002). St 6rneklerinde M. bovis antikorlarini belirlemede ELISAtesti
kullanilmaktadir ve bu sayede enfekte meme loblariin tespit edilmesi miimkiin
olmaktadir (Byrne ve ark. 2000). Kompetatif ELISAtestinde ise hedef antijen olarak
M. bovis tiim hiicre lizat1 ve monoklonal bloke edici antikor kullanilarak serumdaki
antikorlar yiksek sensitivite ve spesifite ile tespit edilebilmektedir (Ghadersohi ve
ark. 2005).

Diger ELISA’larda ise M. bovis proteinlerine spesifik antikorlar
saptanabilmektedir ve bu kitlerde hedef antijen olarak rekombinant VspA (Brank ve
ark. 1999) ve M. agalactiae’nin P48 membran lipoprotein homologu
kullanilmaktadir. P48 proteinine karsi sentezlenen antikor, test edilen tiim M. bovis
izolatlarini identifiye etmis ve M. bovis P48 ELISA’nin spesifik bir enfeksiyon

belirteci olarak yararli olabilecegi kanisina varilmistir (Robino ve ark. 2005).

1.6.9.Antimikrobiyal Duyarhhlik Testleri

Mikoplazmalarin  antimikrobiyal duyarliliklarint  belirlemede c¢esitli  metotlar
kullanilmistir. Eski calismalarda agar diliisyon yontemi tercih edilmistir (Bebear ve
ark. 1997). Fakat bu metot az sayida izolati test etmede pratik olmamasi,
mikoplazmalarin yavas iiremesi neticesinde kullanisli olmamasi ve MIK degeri ile
zon caplart arasinda korelasyon olmamasi sebebiyle pratikte pek tercih
edilmemektedir. Glinlimiizde en yaygin kulllanilan metot broth diliisyon metodudur.
Broth diliisyon metodu ekonomik olmasi ve ayni pleytte farkli antibiyotiklerle
calisilmasina olanak tanimasi sebebiyle pratikte siklikla kullanilmaktadir. Broth
diliisyon testinin “Sensititer” versiyonunda ise antimikrobiyal etkenler pleyte
onceden kaplanmis vaziyettedir ve antibiyotik hazirlama-sulandirma asamalarinda
zamandan tasarruf saglamaktadir. E-test metodu ise kullanim kolayligi, inokulum
yogunlugundan daha az etkilenmesi ve MIK degerinin stabil olarak saptanabilmesi

gibi avantajlara sahiptir. Bu metotlar M. bovis izolatlarinin antimikrobiyal
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duyarhiliklarini belirlemede ¢esitli arastirmacilar tarafindan kullanilmistir (Kobayashi

ve ark. 1996, Hannan 2000).

Hangi metot kullanirsa kullanilsin, mikoplazmalarin antimikrobiyal
aktivitelerini belirlemede evrensel bir rehber mevcut degildir. Referans MIK
degerlerininbelirlenmemis olmasi nedeniyle farkli antimikrobiyal maddelerin
duyarlilik degerlendirmesi Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii  (CLSI)
degerleri baz alinarak yapilmaktadir. Japonyada MIK degerleri insan patojenleri
(Hiroseve ark. 2003) baz alinarak tetrasiklin, makrolid, aminoglikozid ve
florokinolonlar i¢in sirasiyla 1.0, 0.5-2.0, 2.0-4.0 ve 1.0-2.0 kabul edilmektedir
(Japonya kemoterapi dernegi, 1994). Hayvanlardan izole edilen mikoplazmalarin
MIK degerleri belirlenirken CLSI kriterleri yani sira yapilan ¢alismalardaki MiK
degerleri de referans in vitro aktivite degerleri olarak yorumlanmalidir (Rosenbusch

ve ark. 2005).

1.6.10.Antimikrobiyal Direnc

M. bovis izolatlarinin antimikrobiyal direnci Avrupa (Wachowski ve Kirchhoff 1986,
ter Laak ve ark. 1993, Ayling ve ark. 2000,Nicholas ve Ayling 2003), Kanada
(Francoz ve ark. 2005), Amerika (Rosenbusch ve ark. 2005), Italya (Mazzolini ve
ark. 1997) ve Japonya’da (Hirose ve ark. 2003) gesitli ¢alismalarda belirlenmistir.
Avrupa ve Amerikada’ki calismalarda yiiksek diizeyde tilmikosin, eritromisin,
ampisilin ve seftiofur, orta duzeyde oksitetrasiklin, diisik diizeyde olsa
enrofloksasin, florfenikol ve spektinomisin direnci tespit edilmistir (Rosenbusch ve
ark. 2005). Amerika izolatlar1 ile Kkarsilastirildiginda Hollanda ve Ingiltere
izolatlarinda oksitetrasiklin ve klortetrasiklin direncinin yaygin olmasi, Ingiltere
izolatlarinda florfenikol direncinin tespit edilmesi izolatlar arasindaki esas farklilig
teskil etmektedir. Kanada’da yapilan bir ¢alismada enrofloksasin duyarli bulunmus,
tetrasiklin, spektinomisin, azithromisin ve klindamisine kazanilmis direng tespit
edilmistir (Francoz ve ark. 2005). Japonya’daki farkli bir ¢alismada; tim M. bovis

izolatlar1 tiamuline duyarh saptanmig fakat eritromisin etkinligi tespit edilememistir.
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M. bovis izolatlar1 referans suslarla kiyasla spiramisin, oksitetrasiklin ve tylosine
daha az duyarli bulunmus ve bu antimikrobiyallere olan direncin Japonya’da saha
izolatlarinda saptanabilecegi sonucuna varilmistir (Hirose ve ark. 2003). Hirose ve
ark. calismasinda elde edilen MIK sonuglar1 daha once Japonya’da yapilan

caligmalara gore daha yiiksek bulunmustur (Katoh ve ark. 1996).

1.6.11. Virllens Faktorleri

Bircok mikoplazma tiirii konaklarinda amino asit, niikleotit, yag asitleri ve sterol gibi
besin saglayan mukozal yiizeylere adapte olarak canliligin1 korumaktadir.
Mikoplazmalarda besin gereksinimi, biyosentez, bakterinin konak¢1 hiicreye tutunma
ve immun cevaptan kagma mekanizmalar1 daha iyi tanimlanmistir ancak virilensin

cogu diger 6zellikleri tam olarak agikliga kavusturulamamastir.

Degisken yiizey lipoproteinleri (Vsp)M. bovis’in en iyi karakterize edilen
virllens faktorleridir. Bunlar bakterinin fenotipik degiskenligine katki saglayan,
bakterinin konak hiicresine tutunmasinda 6nemli rol oynayan, bakterinin protein
ekspresyonu dlzenlemesini anlamaya yardimci olan immun dominant yiizey
antijenleridir. M. bovis’te bes degisken yiizey antijeni tanimlanmistir bunlar; VspA,
VspB, VspC, VspF ve VspO dur (Sachse ve ark. 2000). Eksprese edilen
proteinlerdeki faz ve boyut varyasyonu karakteristik dzellikleridir. M. bovis’in ¢ogu
veya tim suslart Vsp proteinleri eksprese ederler; en ¢ok ekprese olanlar VspB,
VspO ve VspF iken VspA ve VspC daha az eksprese olurlar. Farkli Vsp
kombinasyonlar1 belirlenmistir, yapilan bir calismada VspBO, VspB ve VspBF en
yaygin bulunan kombinasyonlardir (McAuliffe ve ark. 2004). Vsp ekspresyonu, band
paternleri ve antijenik heterojenite bakteri susunun sabit bir 6zelligi degildir ancak
vsp genlerinde rekombinasyon ve degisken diizeyde ekspresyonu ifade etmektedir
(Rosengarten ve ark. 1994). In vitro pasajlamalarda Vsp ekpresyonunun degistigi,
vsp protein ekpresyon profilinin genotip ile korelasyon gostermedigi rapor edilmistir

(McAuliffe ve ark. 2004).
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Vsp’ler en az 13 farkli vsp geni tarafindan kodlanmaktadir. N ucu
konservatiftir ve goérevi bakteri membanina protein ilavesini saglamaktir. Vsp
proteinleri 6-87 amino asit’ten olusan tekrarl dizilerden olusmaktadir (Sachse ve ark.
2000).

Vsp proteinlerindeki  fenotipik  degiskenlik vsp gen lokusundaki
rekombinasyon olaylar1 ve izolatlar arasindaki vsp genleri repertuvar varyasyonu ile
aciklanmaktadir. M. bovis izolatlarinin ekprese edilen vsp genleri farklilik
gostermektedir (Poumarat ve ark. 1999). Ayrica vsp lokusundaki tekrarli dizilerin
delesyon ve insersiyon gibi rekombinasyon olaylar1 kodlanan proteinde boyut ve
antijenik degiskenlik ile sonuglanirken bolge spesifik DNA inversiyonlar1 ise
karakteristik faz varyasyonu meydana getirmekte, kimerik Vsp proteinleri
ekpresyonu ile sonuglanmaktadir (Flitman-Tene ve ark. 2003). Vsp proteinlerinin
hastalik gelisimindeki rolii ¢esitli calismalarda belirlenmistir bunlar; konak¢1 antikor
yanitindan kagma, mukozal ylizeylerde kolonizasyon, konak hiicrelere baglanma,
lenfosit balastogenez ve sitokin sekresyonu baskilanmasidir (Vanden Bush ve

Rosenbusch 2004).

Vsp ile iligkili olmayan diger ylizey proteinlerinin konak¢r hiicreye
adezyonda rolii oldugu gosterilmistir. pMB67 enfeksiyon siirecinde iiretilen
antikorlar tarafindan algilanan bir immunojenik proteindir. pMB67 Vsp’ler gibi in
vitro kosullarda faz ve sekil degistirme ozelligine sahiptir (Behrens ve ark. 1996).
P26 antijeni 32kDa agirliginda hidrofilik ptoteindir ve yarismali adezyon testinde
onemli bir adezin oldugu gosterilmistir. M. bovis’in konak hiicrelere baglanmasinda
gerekli bir faktor 28 kDa’luk bir proteindir (Sachse ve ark. 1996). M. agalactiae’da
bulunan 40 kDa’luk bir proteinin adezin oldugu bildirilmis ancak M. bovis’te

pseudogen olarak tanimlanmistir (Thomas ve ark. 2004).

Adezyon haricindeki diger virtilens faktorleri daha az ¢alisilmistir. Bunlar
polisakkarid toksin, diger polisakkaritler, hidrojen peroksit, 1s1 sok proteinleri ve
biyofilm olusumudur. M. bovis’in 73 kDa’luk, 1siya dayanikli, meme bezinde
yangisal cevabi stimiile eden bir kompleks polisakkarid yapida toksin Gretimi
bildirilmistir (Geary ve ark. 1981). Sonraki bir ¢alismada ise bu bulgu elde

edilememis ve M. bovis’te toksin iiretimi ve 6nemi dogrulanamamistir (Thomas ve
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ark. 1986). M. bovis’in sahip oldugu diger polisakkaritlerin ise diagnostik amagli
potansiyeli olup patogenenezdeki rolu bilinmemektedir (Brooks ve ark. 2004).

Bazi mikoplazmalar hidrojen peroksit iiretmektedir ve hidrojen peroksitin
demirle reaksiyona girerek hiicre membraninda oksidatif hasar olusturan hidroksil
radikallerin olugsmasinda rol aldigi diisiiniilmektedir. M. bovis suslarinin hidrojen
peroksit Uretiminde degiskenlik gosterdigi rapor edilmistir ve tiretimin in vitro

pasajlar neticesinde azaldig: bildirilmistir (Khan ve ark. 2005).

Mikoplazmalarda 1s1 sok proteinleri bulunmaktadir ve hsp60 genleri M. bovis,
M. agalactiae, M. arthritidis ve M. hyopneumoniae tiirlerinde tanimlanmustir. Sekans
analizleri neticesinde bu genler arasinda homolojinin yiiksek oldugu belirlenmistir.
Hsp60 flizyon proteinleri ve konvalesen serum o&rneklerinin  Western Blot
analizlerinde dogal enfeksiyonlarda mikoplazma hsp60’mn immunojenik karakterde
oldugu ifade edilmistir (Scherm ve ark. 2002), ancak bu cevabin koruyucu etkisi

olduguna veya proteinlerin virllensi etkiledigine dair kanit saptanamamustir.

Biyofilmler antimikrobiyal direncin yani sira genelde kurumaya ve 1siya
direncle iliskilendirilmistir. Mikoplazmalarda diger bakteri tiirlerinde biyofilm
olusumu ile sorumlu olan genler olmamasina ragmen biyofilm olusumu mevcuttur.
Calismalarda Mikoplazmalarin farklilasmis yapida kanal ve yigmlarla biyofilm
olusturdugu gosterilmistir. M. bovis’te biyofilm olusumunun susa bagh oldugu ve
bazi1 vsp profilleri ile iliskili oldugu belirtilmistir. VspF eksprese eden suslarin zayif
biyofilm olusturdugu, VspO veya VspB eksprese eden suslarin ise bol miktarda
biyofilm olusturdugu rapor edilmistir. Planktonik M. bovis hicrelerinde
oksitetrasiklin biyofilm olusumunu inhibe etmektedir. Cevresel kosullarda M.
bovis’in biyofilmde 30 saatin iizerinde canli kaldig1 bildirilmistir (McAuliffe ve ark.
2006).

1.6.12.immun Yamt
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M. bovis enfeksiyonlariin kontroliinde asilamanin potansiyel rolii olmas1 sebebiyle
immun yanit ¢alismalari 6nemli bir ilgi odagi olmustur. Seronegatif buzagilar
endemik M.bovis pnémonili buzagi grubuna katildiginda yeni katilan buzagilar en az
29-35 giin siireyle seronegatif kalmiglar ancak 59-63 giin sonra serumda M. bovis
antikoru tespit edilmistir (Nagatomo ve ark. 1996). Bu bulgu sirl igerisinde
enfeksiyonun olduk¢a yavas seyirli oldugunu, serum antikor seviyelerinin geg
sekillendigini gostermektedir. Dogal enfekte buzagilarin serumlarinda M.bovis
spesifik IgM ve IgG sekillenmekte, IgA ise diisiik miktarda olsada tespit edilebilecek
duzeyde bulunmakta, nazal sekresyonlarda ve bronkoalveolar lavaj 6rneklerinde
diisik seviyede M. bovis spesifik IgM - 1gG ve seruma gore daha fazla IgA
bulunmaktadir (Boothby ve ark. 1983). M. bovis antikor yarilanma émriiniin 20 giin
oldugu tespit edilmistir (Tschopp ve ark. 2001). Dogal enfekte buzagilarda gecikmis
tip asir1 duyarlilik reaksiyonu ve M. boviskaynakli lenfosit proliferasyonu
baskilanmast gibi hiicresel immun yanitlarin minimal diizeyde sekillendigi
belirlenmis (Boothby ve ark. 1983), ancak hiicresel bagisiklik giincel metotlar ile

calisilmamustir.

Deneysel enfeksiyonlarda immun yanit daha iyi karakterize edilmistir. Trake
veya burun i¢i yolla 12 haftalik buzagilara inokulasyon yapildiginda enfeksiyondan 7
giin sonrasinda tespit edilebilir seviyede IgG1 sekresyonu saptanmig ve olusan bu
yanit enfeksiyon sonrasinda 63 giin kadar artmaya devam etmistir (Vanden Bush ve
Rosenbusch 2003). Benzer olarak, ELISA ile yapilan baska bir ¢alismada enfeksiyon
sonras1 5’inci glinde antikor saptanamamis, ancak enfeksiyondan 12 giin sonra
antikor saptanabilmistir (Nicholas ve ark. 2002). Deneysel enfeksiyonu takiben
buzagilarin serumunda IgM enfeksiyon sonrast 7’inci giinde tespit edilmis, 14’{incii
giinde maksimum seviyeye ulasmis, serum IgG1 ise 1 hafta sonrasinda buzagilarin
%350’sinde, iki hafta sonrasinda hepsinde saptanmis, serum IgG2 ise 1 hafta
sonrasinda tespit edilememis ancak 2 hafta sonra %80’ ninde saptanmistir (Howard

ve ark. 1986).

Antikor cevabin antijene Ozgiinliigli ¢esitli ¢alismalarda tanimlanmistir.
Degisken yiizey lipoproteinler immun dominant antijenlerdir ve 3-7 amino asitlik

epitoplar icermektedirler (Sachse ve ark. 2000). Antikor cevabi hedefleyen diger
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ylizey proteinleri Vsp familyasindan farkli degisken protein olan pMB67 ve P48
yuzey lipoproteini’dir (Robino ve ark. 2005).

Deneysel enfekte buzagilarda CD8+ T hiicrelerinin aktive oldugu, lenfosit
blastogenez ve IL-2 reseptorii (CD25) ekspresyonu artisina bagh olarak gd-T ve
CD+4 T hiicrelerinin daha az aktive oldugu ifade edilmistir. IFN-yureten hucreler IL-
4 tireten hiicreler gibi benzer sayida sekillenmis ve antijen spesifik serum antikor
cevabinda IgG1°de artis sekillenmis, IgG2 ise minimal seviyede kalmistir (Vanden
Bush ve Rosenbusch 2003).

M. bovis enfeksiyonlari immunite ¢alismalarinda efektér mekanizmalar tam
olarak agiklanamamistir. Bakterinin havayollari, alveoller ve solunum epitel
hiicreleri ile olan iligskisinde hiicre dis1 lokasyonu baz alindiginda etkili antikor
cevabinin tutunmayi, bakteri opsonizasyonunu veya komplement aracili oldirmeyi
aktive etmesini engelledigi diisiiniilmektedir. immunize donérde IgGl-1gG2
bulundugunda veya konvansiyonel olarak sigir yetistiriciligi yapildiginda serumda
bulunmasi neticesinde M. bovis komplementi klasik yolla aktive ettiginde doza
bagimli olarak M. bovis 6lmektedir. IgG1 komplement aracili 6ldiirmede 1gG2’ye

gore daha etkili bulunmustur.

1.6.13.Hastahigin kontrolii

1.6.13.1.Asillama

Antimikrobiyal tedavilerle M. bovis enfeksiyonununkontroliinde zorluklar yasanmasi
dikkati asilama yoluyla kontrol iizerine yogunlastirmistir. Yapilan g¢aligmalarda
enfeksiyonun onlenmesi ve kontrol altina alinmasinda asilamanin katki saglamasi

hedeflenmistir.

M. bovis’in yilizey proteinlerini degistirerek ve immunmodiilator etki
gostererek immun yanittan kagmasi buzagilarda M. bovis iliskili hastaliklarda

asilamanin neden tam olarak koruma saglayamadigini kismen agiklamaktadir.
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Deneysel c¢aligmalarda bazi vakalarda M. bovis asi1 etkinligi umut verici
olmakla beraber (Nicholas ve ark. 2002), asilarin saha denemelerinde etkisiz oldugu
veya hastalig1 daha da siddetlendirdigi bildirilmistir (Sochnlen ve ark. 2011). Saha
sartlarinda asilarin sinirli etkinligr bildirilmesine ragmen bazi bakterin temelli asilar
Amerika ve Ingiltere’de M. bovis enfeksiyonlarmin pndmonik formunda kullanilmak
lizere satisa sunulmustur (Nicholas ve ark. 2016). Ticari asilarin etkinlik diizeyi ile
ilgili simirh bilgi bulunmaktadir. Amerika’da Mycomune asis1 yetiskin sigirlarda M.
bovis iliskili mastitis vakalarinin siddetini ve siiresini azaltmak amaciyla lisans
almigtir. M. bovis iliskili solunum sistemi hastaliklarinda bakterin asilar mevcuttur
bunlar; Pulmo-Guard, Mycomune R ve Myco-Bac asilaridir. Bakterin asinin
Florida’da endemik bdlgede enfekte siit siirlarinda burunda kolonizasyonu

engellemede etkisiz oldugu bildirilmistir (Maunsell ve Donovan 2009)

M. bovis asilarinda kullanilan adjuvanttipi asinin etkinligini etkilemektedir.
Emudlsiyon, lipozom, antijen sunan hicreleri ve lipopolisakkaritleri hedef alan
mikropartiklller, monofosforil lipid, saponin ve immun stimulator sitokinler
veteriner hekimligi sahasinda kullanilan adjuvantlardir. iImmun yamttan sadece
adjuvant m1 sorumlu yada as1 kaynaklimi olup olmadigi belirlenmelidir. M. bovis as1
caligmalarinda saponin gibi adjuvantlarin kullanilmasinin daha uygun olacagi ve
basar1 sagladigi bildirilmistir. Bu aginin giivenli, immunojenik ve koruyucu etkisi M.
bovis viriilent suslari ile epriivasyon yapilan buzagilarda gosterilmistir. Saponinli as1
denemelerinde asilanmamis kontrol grubuna gore asilanan grupta kilo kaybim

azaltmada asinin basarili oldugu bildirilmistir (Nicholas ve ark. 2002)

1.6.13.2.Y0Onetim

M. bovis’e yonelik etkili bir as1 bulunmadigindan dolay1 bu patojenin sebep oldugu
hastaliklarin kontroliinde yonetim uygulamalar1 6n plana ¢ikmaktadir (Caswell ve

Archambault 2008).
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M. bovis enfeksiyonlarini 6nlemenin en etkili kontrol stratejisi sigirlari
isletmeye almadan Once test etmek ve karantina uygulayarak kapali siiri
olusturmaktir. Bu tarz biyogiivenlik uygulamalarinin pratik olmadigi agik striilerde
ise strateji; sigirlarin iyl beslenmesi, asilama yoluyla diger solunum sistemi
patojenlerinin kontrol altina alinmasi, iyi havalandirma gibi uygulamalarla solunum
ve immun sistemi gliglendirilerek hayvanlarin daha saglikli olmasi stratejisi tizerine
yogunlagsmaktadir. Ayrica asir1 kalabalik barindirma ve soguk stresi gibi stres

durumlar1 minimize edilmeye ¢alisilmalidir (Maunsell ve Donovan 2009).

M. bovis enfekte strulerde sitin pastorize edilmesi, kolostrum havuzundan
kaginilmasi ve kullanilan ekipmanlarin dezenfekte edilmesi gibi yontemlerle etkene
maruz kalma kontrol altina alinmalidir. Klinik semptom gdsteren buzagilarin saglam
buzagilardan ayri tutulmasi ve all-in, all-out prensibinin uygulamasi 6nerilmektedir.
Klinik semptom gosteren sigirlara etkili antibiyotiklerin ¢abucak uygulanmasi da
Onerilen bir kontrol stratejisidir ancak antibiyotiklerin metaflaktik amagli olarak
kullanilmast genelde arzu edilmemektedir. Hayvan refah1 6n planda oldugu

durumlarda ise sigirlarin siiriiden ¢ikarilmasi tavsiye edilmektedir (Maunsell ve

Donovan 2009).

1.6.13.3.Tedavi

Yonetim uygulamalarinin yaninda M. bovis enfeksiyonu kontrolii amaciyla hastaligin
erken donemlerinde antimikrobiyal uygulamalara basvurulmaktadir.
Mikoplazmalarin hiicre duvarlar1 yoktur, folik asit sentezleyemezler ve bu nedenlerle
B-laktam ve siilfonamidlere dogal direnglidirler. Ayrica mikoplazmalar tedavi
esnasinda antimikrobiyal etken uygulama sayis1 sinirli olan polimiksin, trimetoprim,
nalidiksik asit ve rifampin gibi antibitotiklere de dogal diren¢ gosterirler. Baslica
protein veya niikleik asit sentezini inhibe eden antibiyotik gruplar1 M. bovis’e
etkilidir ancak uygulanacak olan lisansl antibiyotik azdir ve artan oranda direng

geligimi tespit edilmektedir (Lysnyansky ve Ayling 2016).
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Antibiyotik tedavisi mastitis vakalarinda genelde sonu¢ vermemektedir fakat
pnomoni vakalarinda bazi durumlarda tedaviye cevap alinmaktadir ve ekonomik
kayiplarin Oniine gegilmektedir (Nicholas ve ark. 2016). Rutin uygulamada
antimikrobiyallerin potansiyel in vivo etkinligi in vitro duyarlilik testlerinde
degerlendirilmekte ve MIK degerleri belirlenmektedir. Fakat in vitro antimikrobiyal
test sonuglart yorumlanirken hedef organdaki uygulanan antibiyotik yogunlugu ve
biyofilm olusumunun tedavi etkinligini etkilemesi gibi in vivo faktorler de hesaba
katilmalidir (McAuliffe ve ark. 2006). Hayvanlardan izole edilen mikoplazma
tirlerinde in vitro antimikrobiyal duyarlilik rehberi yaymlanmigtir ancak standart
kalite kontrol suslari ve smir degerleri bulunamamasi duyarlilik yorumlamayi
giiclestirmektedir. Mikoplazmalarin antimikrobiyal aktivitelerini saptamadan 6nce
izolasyon asamalarinin uzun siirmesi nedeniyle genelde ampirik tedaviye
baslanilmas1 tedavide basarisizlikla sonuglanabilmekte ve  kritik  Onemli

antimikrobiyallere kars1 direng gelisebilmektedir (Lysnyansky ve Ayling 2016).

M. bovis enfeksiyonlarinin kontrollinde erken teshis 6nemlidir ve tedavide
florokinonlar, tetrasiklinler, makrolidler ve florfenikol gibi antimikrobiyal

uygulamasi 6nerilmektedir (Apley ve Coetzee 2013).

Florokinolon’lar bakteride DNA sentezini engelleyen topoizomerezlara etki
ederek mikoplazmasidal etki gosterirler. Florokinonlar sigir mikoplazma tedavisinde
etkili ajan olarak kabul edilirken bazi iilkelerde MIK degerinin yiiksek (>8 pg/ml)
oldugu bildirilmistir (Gerchman ve ark. 2009). Florokinonlarin in vivo kullanimi
tartigmalidir. Deneysel uygulamalarda M. bovis pnomonili buzagilarda enrofloksasin
oral yolla kullanildiginda klinik semptomlar: hafiflettigi ve marbofloksasin’in
solunum sistemi hastaliklarinda etkili oldugu rapor edilmistir (Stipkovits ve ark.
2005). Mikoplazmalarda florokinolon direng gelisimi genelde kinolon direnci
belirleyen bolgelerdeki topoizomeraz kodlayan genlerdeki mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir ancak efluks pompasi fazla eksprese oldugunda ilacin

etkinliginin azaldig: da bildirilmistir (Lysnyansky ve Ayling 2016).

Tetrasiklin’ler ve spektinomisin ribozomun 30Salt tiinitesine baglanarak

protein sentezini engellerler. Bu antibiyotiklere karisi bazi iilkelerde direng artisi

bildirilmistir (Ayling ve ark. 2014, Gautier-Bouchardon ve ark. 2014). Klinik
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kullanimda oksitetrasiklin uygulamasinin buzagilarda M. bovis iliskili pnémoni
vakalarinda fayda sagladigi, otitis media ve interna tedavisinde tavsiye edilen
antibiyotik oldugu rapor edilmistir (Bertone ve ark. 2015). Buzagilarda M. bovis
iliskili pndmoni vakalarinda spektinomisin kullaniminin klinik seyri degistirmedigi
ancak akcigerdeki bakteri sayisini azalttigi bildirilmistir (Poumarat ve ark. 2001).
Patojenik mikoplazmalarda tetrasiklin ve spektinomisin direnci 16S rRNA geni
tetrasiklin veya spektinomisin baglama boélgelerindeki nokta mutasyonlardan

kaynaklanmaktadir.

Makrolid ve linkozamid’ler ribozomun 50S alt iinitesine baglanip protein
sentezini inhibe ederek etki gosterirler. Makrolid’ler akcigerde iyi dagilim gosterirler
ve fagositik hiicrelere penetre olabilmeleri solunum sistemi ve hicre ici
enfeksiyonlart tedavisinde kullanilmalarina imkan vermektedir (Reeve-Johnson
1999). Gliniimuzde 23SrRNA makrolid baglanma boélgelerindeki bir veya daha fazla
saylda nokta mutasyonlari sonucundan ¢ogu iilkede makrolidlerin M. bovis

tedavisinde etkinligini yitirdigi rapor edilmistir (Kong ve ark. 2016).

Solunum sistemi vakalarinda tilmikosinin klinik etkinligi 6nceki ¢alismalarda
gosterilmisgtir ancak sonrasinda M. bovis iligkili hastaliklarda fazla antibiyotik
kullanimima bagli olarak kazanilmis diren¢ yayilimi sayesinde tedavide etkisiz
oldugu rapor edilmistir (Hendrick ve ark. 2013). Yeni bir yar1 sentetik maklolid olan
tulathromisin buzagilarda M. bovis iligkili solunum sistemi vakalarinin 6nlenmesi ve
tedavisinde oldukga etkilidir. Tulathromisin’in yavas eliminasyonu ve akcigerde iyi
dagilmasi sayesinde etkinligi suslarin MIK degerinden bagimsizdir (1 veya >64

pg/ml) (Godinho ve ark. 2005).

Veteriner sahada mikoplazmastatik etkili olan pleuromutilin ve florfenikol
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu antimikrobiyaller ribozomun 50Salt Unitesine
baglanarak etki gosterirler. Yapilan ¢alismalarda pleuromutilin MiK degerini diisiik
oldugu, florfenikol MIK degerlerinin ise hafif artis gosterdigi rapor edilmistir
(Lysnyansky ve Ayling 2016). Klinik kullanimda florfenikol, kismen mikoplazmalar
ile iligkili solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde etkili bulunmustur (Godinho ve

ark. 2005).
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1.7 Pasteurella multocida

1.7.1. Taksonomi

Pasteurella ilk olarak 1881 yilinda Pasteur tarafindan Tavuk kolerasi etkeni olarak
izole edilmis ve giiniimiize kadar taksonomisi ve isimlendirmesi ¢ok¢a degismistir.
Yaklagik yarim asir boyunca biyokimyasal ve morfolojik 0Ozelliklerine gore
Pasteurella septica, 1939 yilinda ise Pasteurella multocida olarak isimlendirilmistir
(Fajfar-Whetstone ve ark. 1995). Sonrasinda Pasteurella cinsi liyeleri seker ve
fermentasyon testlerine gore on bir tiire, Pasteurella multocida ise multocida, septica
ve gallicida olmak iizere {i¢ alt tiire ayrilmistir. P. multocida subsp. multocida’y: P.
multocida subsp. septica’dan ayirt etmede M13 fingerprint molekiiler teknigi ve alfa
glukosidaz aktivitesinden faydanilmaktadir (Hunt Gerardo ve ark. 2001). Pasteurella
cinsinin en 6nemli patojenik Uyesi olan P. multocida subsp. multocida‘nin vahsi ve
evcil hayvan tiirlerini kapsayan genis bir konak spektrumu vardir. P. multocida
subsp. gallicida ve septica alt tiirleri ise sirasiyla tavuklardan ve evcil petlerden izole
edilmektedir. Kaplan isiriklariyla iligkili olan dordiincii bir alt tiir (tigris) ise
fenotipik ozellikleri ve 16S rRNA sekans karsilagtirmasi sonucunda Onerilmistir

(Capitini ve ark. 2002).

P. multocida birgok hayvan tiiriinde ¢esitli hastalik sendromlar1 ile iligkili
olarak primer veya sekonder patojen olarak kabul edilmektedir. Primer veya hastalik
gelisiminde esas sorumlu patojen olarak sigir ve mandalarda hemorajik septisemi,
kanathilarda kolera, domuzlarda ise atropik rinitis vakalarindan sorumlu olmakta,
sekonder patojen olarak ise hastaligin gelisimi icin gerekli olan diger faktorler ile
beraber hastalik tablosunu siddetlendirmektedir. Sekonder patojen olarak sigirlarda
BRD veya domuz solunum sistemi hastalig1 gibi alt solunum sistemi hastaliklar1 P.

multocida’nin sebep oldugu baslica hastaliklardandir (Wilkie ve ark. 2012).

P. multocida’nin kapsiil yapist ve lipopolisakkarid (LPS) bilesimi bakterinin
serogruplara ve serotiplere gore smiflandirilmasinda kullanilmaktadir. P.

multocida’nin bes kapsiiler grubunu (A, B, D, E ve F) ve 16 somatik serotipini (1
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16) belirlemede pasif hemaglitinasyon, agar jel immun difizyon testleri ve PZR

kullanilmaktadir.

Serogrup A ve D kanatlilarda Tavuk kolerasi etkenidir. Serogrup F suslari
hasta kanatlilardan &zellikle hindilerde siklikla izole edilmektedir (Catry ve ark.
2005). Domuzlarda atropik rinitis ve pndmoni A ve D serogruplarinin toksijenik
suglar ile iligkili bulunmustur. Sigir pastorellozu hastalik semptomlarina bagli olarak
farkli cografya ve etiyolojiye gore iki sekilde goriilmektedir. Tropikal bolgelerde P.
multocida B ve E kapsiiler tipleri manda ve sigirlarda hemorajik septisemiden
sorumlu iken hastalik batili iilkelerde solunum sistemi problemi geklinde
gorilmektedir (Catry ve ark. 2002). Diinya genelinde P. multocida A grubu izolatlar

BRD’nin esas etkenleri arasindadir.

1.7.2. izolasyon

P. multocida nutrient agar, kanli ve ¢ikolata agar gibi temel laboratuvar
besiyerlerinde iireyebilmektedir. Ayrica dekstroz nisasta agar veya triptik soya agar
ilk izolasyonda tavsiye edilmektedir (Christensen ve Bisgaard 2000). Agarda %5-10
diizeyinde sigir veya koyun kani kullanildiginda izolasyonda yeterli {reme

saglanmaktadir.

P. multocida izolasyonu amaciyla almacak 6rnekler hastaliga 6zgiidiir. Ust
solunum yollar1 veya tasiyicilikla ilgili P. multocida izolasyonunda en uygun
ornekler nazofarink svablar veya tonsiller dokudur. Hemorajik septisemi ve Kanatli
koleras1 gibi septisemik durumlarda yeni 6lmiis hayvanlardan alinan kalp kan1 veya
i¢ organlar saf kiiltiir elde etmek amaciyla tercih edilmektedir (Glisson ve ark. 2003).
Gelismis iilkelerin kirsal kesimlerinde septisemi vakalarinda taze doku Ornegine

ulagilamazsa kemik iligi veya beyin dokusu inokulasyon amach kullanilabilmektedir.

P. multocida ilk izolasyonda konakg¢i mikroflorasindaki diger bakterilerin
asir1 iiremesi durumlarinda baskilanabilir. Selektif besiyerleri ile bu durum agilmakta

ancak selektif besiyerleri kullanildiginda saf ve kontamine orneklerdeki izolasyon
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orani diismektedir (Moore ve ark. 1994). Klindamisin, gentamisin, neomisin,
amikasin, vankomisin, basitrasin ve kanamisin gibi antimikrobiyaller tekli veya
kombinasyon seklinde besiyerlerine katilarak Pasteurella izolasyonu icin selektif
besiyerleri elde edilmistir. Ancak izolasyonda degisken sonuglar alinmistir sebebinin
ise konake¢1r mikroflorasinin  besiyeri seciciligini etkileyebilecegi bildirilmistir

(Muhairwa ve ark. 2001).

1.7.3. Kultiir ve Biyokimyasal Ozellikleri

Klinik 6rneklerden P. multocida tespitinde her ne kadar PZR gibi hizli alternatif
yontemler kullanilsada standart fenotipik identifikasyon yontemleri kesin teshiste
onemini korumaktadir. Izolasyonu takiben P. multocida’nin olasi identifikasyonu
kanli agardaki yuvarlak, gri renkli, hemolitik olmayan, mukoid veya mukoid
olmayan  tathmsi1  kokuya  sahip  kolonilerin  karakteristigine  gore
degerlendirilmektedir. Ancak P. multocida kolonilerinde konakla iliskili olarak
koloni morfolojisinde degisimlere rastlanmaktadir. Mukoid koloniler genelde sigir,
domuz ve tavsanlarda pnomonik lezyonlardan, mukoid olmayan karakterdeki
koloniler ise genelde kanatlilardan izole edilmektedir. Doku ve kandan yapilan
preparatlarin Giemsa boyanmasinda bipolar mikroskobik gorintl tipiktir. Seri
pasajlar sonunda kapsiiler materyal azalmakta ve kapsiilsiiz mutant suslar ortaya

cikmaktadir.

Bircok biyokimyasal test P. multocida’nin kesin identifikasyonunda
kullanilmaktadir ancak c¢ogu laboratuvarda bu testler nadiren uygulanmaktadir
(Christensen ve ark. 2007). P. multocida’nin olas1 tespiti genelde hastalik sendromu
ve konak iligkisi, tireme karakteristigi, koloni morfolojisi, kokusu, bipolar boyanma,
oksidaz ve katalaz testlerinde pozitif reaksiyon, MacConkey agarda {ireme olmamasi
ve indol testi sonucu degerlendirilerek yapilmaktadir. Identifikasyonda en hizli metot

bahsedilen fenotipik metotlarla genotipik testlerin kombine edilmesidir.
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1.7.4. Molekiiler Teshis

Kiiltiir kosullarinin morfoloji, seker fermentasyon testleri ve serolojik Ozellikleri
etkileyebilmesi sebebiyle Pasteurella tiirlerinin sus tanimlamasinda fenotipik
metotlar epidemiyolojik ¢alismalarda giivenilir ve stabil bir yontem degildir (Hunt ve
ark. 2000). Molekiiler metotlar ise bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmakta ve hizli
tespit, teshisin gilivenilirliligi, tlir i¢i genetik iligkilerin anlagilabilmesi gibi iistiin
yanlar1 bulunmaktadir. Epidemiyolojik calismalarda 6zellikle virulent suslarin ve
kokeninin belirlenmesi agisindan alt tiplendirme 6nemlidir. Antimikrobiyal direng ile
ilgili olarak direng genlerinin horizontal ve klonal iliskisini ayirt etmede, uluslararasi
Olcekte direngli suslarin iliskisinin belirlenmesinde molekiiler tiplendirme yontemleri
kullanilmaktadir (Aarts ve ark. 2001). ideal tiplendirme ydnteminin; belirli tiir
icerisindeki tum mikroorganizmalarin tiplendirilebilmesi, ayrim giiciiniin ve
tekrarlanabilirliginin yliksek olmasi, maliyeti diisiik, verilerin kolay yorumlanabilir,
farkli laboratuvarlar arasinda veri aligverisine olanak saglamasi arzu edilen

ozellikleridir.

Pasteurella tiirlerinin tanimlanmasinda 16S rRNA sekans yontemi
taksonomik ¢aligmalarda kullanilmaktadir. Bu yontem iyi laboratuvar ekipmani ve
tecriilbe istemesi sebebiyle giiniimiizde en sik kullanilan alternatif yontemler tiir
spesifik PZR ve molekiiler fingerprint yontemleridir. PZR’da ¢esitli ¢alismalarda
farkli genler hedef dizi olarak kullanilmistir. toxA gen (Nagai ve ark.1994) , psl gen
(Kasten ve ark. 1997), tRNA-intergenic spacer (Catry ve ark. 2004), 16S rRNA
(Corney ve ark. 2007) ve KMT1 gen (Townsend ve ark. 1998) bdlgelerine spesifik
primerler diagnostik amagl klinik 6rneklerden P. multocida’y: tespit etmek {izere
kullanilmigtir. P. multocida’nin cap lokusuna spesifik bes farkli kapsiiler tipini
belirleyen bir multipleks PZR metodu gelistirilmistir (Townsend ve ark. 2001).
PFGE, lokus spesifik RFLP, RAPD, Rep-PZR ve AFLP gibi molekiler fingerprint
metodlarinda bakteri suslarina 6zgii bantlar elde edilmekte ve bu metotlar

tiplendirme asamalarinda kullanilmaktadir.
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1.7.5. BRD ile iliskisi

Neonatal buzagi (enzootik) pndmonisi ve besi sigir1 pndémonisi (shipping fever) dahil
olmak tlizere BRD kompleksini tanimlayan klinik sendromlarla iliskili primer
bakteriyel patojenlerden birinin P. multocida oldugu agiktir (Welsh ve ark. 2004). iki
Klinik sendrom da multifaktoriyeldir ve hastaligin gelisiminde birgok enfeksiyoz
etkenler ve enfeksiydz olmayan sebepler de yer almaktadir.

Buzagilarda solunum sistemi problemlerinde P. multocida ile iliskili giiglii
kanitlar bulunmaktadir. Bunlar akciger dokusundan (Hirose ve ark. 2003),
nazofaringeal (Catry ve ark. 2006) ve trakeal svablardan (Virtala ve ark. 2000)
etkenin kiiltiir sonuglaridir. P. multocida’nin buzagi pnomonisindeki 6nemi shipping
fever’a gore daha belirgindir. Siitcli buzagilarda yapilan caligmalarin ¢ogunda M.
haemolytica’ya gore P. multocida prevalansi yiiksek bulunmustur (Virtala ve ark.
2000, Nikunen ve ark. 2007). Solunum sistemi problemi olan 84 buzagida yapilan bir
caligmada buzagilarda P. multocida bulunmasi ile serum akut faz proteinleri
(fibrinojen, haptoglobin, serum amyloid-A, LPS-baglayan protein ve al-asit
glikoprotein) arasinda 6nemli bir iliski tespit edilmistir ve P. multocida’nin solunum
sistemi problemi olan buzagilarda etkili bir patojenik rolii oldugu belirtilmistir
(Nikunen ve ark. 2007). Bakteriyel, mikoplazmal ve viral etkenlerin arastirildig bir
caligmada ise 280 farkli siit sigir1 isletmesindeki 396 buzagi incelendiginde P.
multocida’nin en sik izole edilen etken oldugu ve saglikli, siipheli ve hastalikli
buzagilarda sirasiyla %26.4, % 32.6 ve % 42.3 oraninda trakebronsiyal lavaj
orneklerinden izole edildigi bildirilmistir (Autio ve ark. 2007). Ancak etkenin izole
edilmesi hastalik oldugu anlamimi tasimamaktadir. Bir c¢alismada kontrol
gurubundaki buzagilarda P. multocida serokonversiyonu, etkenin dogada
bulundugunu ve hastalikta bircok faktoriin rol aldigim1 dogrulamaktadir (Virtala ve
ark. 1996).

P. multocida‘nin shipping fever’daki rolii birgok metotla belirlenmistir. Etken
Oliimciil vakalarda akcigerlerden ¢esitli ¢alismalarda izole edilmistir (Watts ve ark.
1994, Fulton ve ark. 2000, Welsh ve ark. 2004, Gagea ve ark. 2006). Shipping fever

vakalarinda M. haemolytica siklikla izole edilmektedir ancak isletmelerdeki 6liimciil
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solunum sistemi vakalarinda P. multocida’nin roliiniin arttigi rapor edilmistir. Bu
artistaki  potansiyel sebepler ise patojenler arasindaki virilens degisimi,
antimikrobiyal maddelerin etkinligi ve hasta hayvanlarin yonetimidir (Welsh ve ark.
2004). P. multocida hasta hayvanlarin burun, nazofaringeal, bronkoalveolar lavaj ve
transtrakeal Orneklerinden izole edilmektedir. Solunum sistemi hastaliklarinda
bronkoalveolar lavaj 6rneklerinin %40’inda P. multocida izole edildigi bildirilmistir
(Allen ve ark. 1992). Ancak nazal farinks bolgesinde P. multocida izolasyonunun
hastalik oldugu anlamina gelmedigi, benzer sekilde buzagilarda yiliksek oranda
serolojik cevap olusumunun da hastaligin gostergesi olmadigi rapor edilmistir
(Virtala ve ark. 2000). Bu bulgular P. multocida’nin saglikli ve hasta buzagilarda
bulunabilecegini, etkene maruz kalan veya etkeni tasiyan tiim buzagilarda pnoémoni
tablosunun sekillenmeyecegini gostermektedir. Bununla birlikte hasta buzagilarin
burun delikleri, trakea ve bronsiyollerinde etkenin bulunmasi etkenin hastalikta rolii

oldugu anlamini tagimaktadir.

BRD vakalarinda P. multocida serotipi ve serogrup 6zgiinliigii sinirlt olmakla
birlikte BRD vakalarinda P. multocida serogrup A suslarinin en sik izole edildigi
rapor edilmistir (Nikunen ve ark. 2007). Pnomonik lezyonlu akcigerlerde P.
multocida izolatlarinin %61’inin serogrup A, %25’inin ise serogrup D oldugu, en
yaygin serotipinin ise 3 oldugu bildirilmistir (Blanco-Viera ve ark. 1995).
Hindistan’da farkli hayvan tiirlerinden izole edilen P. multocida izolatlarinda A:3
serotipinin en yaygin oldugu ifade edilmistir (Kumar ve ark. 2004). Diger
caligmalarda ise pnomoni vakalarindan elde edilen izolatlarin %80’ni serotip A:3
(Dabo ve ark. 1997), baska bir c¢alismada ise izolatlarin %92’si serogrup A
bulunmustur (Ewers ve ark. 2006).

1.7.6. Virllens Faktorleri

1.7.6.1. Adezyon ve Kolonizasyon Faktorleri

32



Bakteriyel enfeksiyonlarda konakta tutunma birincil dnkosuldur ve tutunmada rol
alan ligandlar potansiyel virllens faktorleridir. Cesitli ¢alismalarda, farkli P.
multocida izolatlarmin farkli hiicre tiplerine, dokularina veya organlarina adezyonu
incelenmis ve serogruplara Ozgli konakgi tercihi ve patojenite arastirilmistir
(Borrathybay ve ark. 2003, Ali ve ark. 2004a). Adezyon mediatort olarak P.
multocida serotip A’da fimbria rapor edilmistir (Ruffolo ve ark. 1997). P. multocida
serotip A’nin fimbria ile in vivo ve in vitro sartlarda HelLa ve tavsan faringeal
hiicrelere baglandig: bildirilmistir (Glorioso ve ark. 1982). P. multocida serogrup A,
B, D ve B:2’nin tip IV fimbria’ya (ptfA) sahip oldugu bildirilmistir ve izolatlar
arasinda sekans karsilagtirilmasi sonucunda farkliliklar tespit edilmistir (Doughty ve
ark. 2000). P. multocida serotip A izolatlarinda adezyon faktorii olan lipoprotein
B’nin (plpB) fare ve kanatli ¢alismalarinda ¢apraz koruma sagladigi rapor edilmistir

(Harper ve ark. 2006).

Pilus veya tip IV fimria Gram negatif bakterilerde yaygin olarak
bulunmaktadir ayrica Gram pozitif bakterilerde de rastlanmaktadir. Yaklasik
29kDa’luk fimbria alt iinitelerden olusan uzun filamentler konakg¢i hiicreye
baglanmay1 kolaylastirmaktadir. Baslangigta epitel hiicrelerinde yapisma meydana
gelir ve bu asama konakta kolonizasyon ve sonraki enfeksiyonlar i¢in dnemlidir.
Epitelyal hicreler hemopoetik immun hicrelerin  bir par¢asi olmasa da
antimikrobiyal peptid lreterek ve dogal bagisiklik reseptorlerini uyararak etkili
savunma mekanizmalarinda fiziksel bariyer islevi goriirler (Marques and Boneca
2011). Tip I fimbria’nin makrofajlarda eksprese edilen TLR4 proteinlerince tanindig1
bildirilmigstir (Mossman ve ark. 2008) ancak tip IV fimbria ve dogal bagisiklik yaniti
hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir.

Pilus konakta kolonizasyonu kolaylastiran onemli bir virtilens faktoridur
diger taraftan tip IV fimbria gesitli bakterilere ait asi ¢alismalarinda immnojenik
hedef olarak basarili bir sekilde kullanilmistir. P. multocida’nin 15 kDa’luk fimrial
alt inite proteini diger fimbrial proteinlere benzerligi yiiksektir (Doughty ve ark.
2000). Bu protein A, B ve D serotiplerinde bulunmaktadir ve virlilens artis1 ile
iliskilidir (Harper ve ark. 2006). P. multocida suslarinda C-terminal kismi farklilig
bulunmasi sebebiyle as1 gelistirilmesi giiclesmektedir (Doughty ve ark. 2000).
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P. multocida’nin sigir hiicrelerine adezyondaki ve sigir solunum sistemi
enfeksiyonlarinda tutunmadaki bakteriyel faktorler tam olarak anlasilamamistir.
Pasteurellaceaefamilyasi da dahil ¢ogu patojenler adezyon ve kolonizasyonda konak
hiicre dis1 matriks molekiilleri kullanirlar. P. multocida’nin genis konak¢1 araligi,
coklu hayvan tiirleri ve doku tiplerine 6zgii konak hiicre ylizey bilesenlerini
algilamasimi gerektirmektedir. P. multocida’nin hiicre disi matriks molekiillerine
baglanmasinin arastirildig1 bir ¢alismada sigir kokenli izolatlarin fibronektin dahil
olmak {izere bazi hiicre dis1 molekiillere baglandigi bildirilmistir (Dabo ve ark.
2005). P. multocida’da tanimlanan fibronektin baglayan proteinler ompA, tonB
bagimli reseptdr olan hemoglobin baglayici protein hgbA, transferrin baglayan
protein A ve Pm10769’dur (Dabo ve ark. 2003).

Norominidaz (sialidaz) P. multocida suslarinda yaygindir ve in vivo sartlarda
sigir pnomoni vakalarindan izole edilen P. multocida A:3 suslarinda eksprese
edilmektedir (Ewers ve ark. 2006). P.multocida’da nérominidazin fonksiyonu ile
ilgili olarak bakterinin tutunmasina, kolonize ve persiste olmasina katki sagladig
bildirilmistir (Mizan ve ark. 2000). Sigir kdkenli P. multocida suslarinda iki adet
sialid (nanB ve nanH) genleri saptanmistir (Mizan ve ark. 2000). Pm70 sekans
caligmalarinda sialometabolik gen {irlinleri belirlenmis ve bakteriyi konak dogal
bagisiklik mekanizmalarindan koruyarak persiste hale gelmesinde sialik asitin

virtilens igin gerekli oldugu bildirilmistir (Harper ve ark. 2006).

Bakteriyel tutunmada gorevli P. multocida genlerini 6zellikle enfeksiyonun
erken agamasinda belirlemek P. multocida’nin molekiiler patogenezini anlamada
yardimct olabilir. Cevresel sinyallerin degisiminden kaynakli konak-patojen
etkilesimi farkliligi P. multocida’nin komensal ve patojenik arasindaki farklarin olasi
sebebidir. P. multocida’nin patojenik ve komensal arasi molekiiler farklari iyi
anlagilamamistir ancak mekanizmalar agikca P. multocida’nin TLR sinyalleri
vasitasiyla yangisal cevap olusturma kabiliyeti oldugunu gostermektedir. TLR sinyali
dogal bagisiklikta 6nemlidir ve bakterinin taninmasi, etkisiz hale getirilmesi, adoptif
bagisikligin aktivasyonu vasitasiyla enfeksiyonlarda ilk defans hatti olarak islev
gormektedir. Proyangisal sitokinlerin salgilanmasinda artan sayida bakteriyel

adezinlerin TLR’ye bagimli oldugu rapor edilmistir (Fischer ve ark. 2006) ve
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gelecekteki potansiyel asi ¢alismalari proenflamatuvar P. multocida adezinlerinin

tanimlanmasi tizerine odaklanmaktadir.

1.7.6.2. Lipopolisakkaritler

P. multocida lipopolisakkaritleri cogu Gram negatif bakterilerde bulunan, polimerik
somatik antijeni olmayan R-tipi lipopolisakkaritlere biyolojik ve kimyasal yapisi ile
benzerlik gostermektedir. Bu molekiiller klasik endotoksik sok belirtilerinin

sebebidir.

Saflastirilmis P. multocida lipopolisakkaritlerinin antijenik karakteri gtclidir
ve yaygin vaskiiler degisimler yapabilme kabiliyeti vardir ancak immunojenik
yonleri zayiftir. Genelde P. multocida lipopolisakkaritleri proteinlerle kompleks yap1
olusturdugunda immunojenik veya koruyucu hale gelirler (Ryu ve Kim 2000). Bir
calisgmada P. multocida tip A:3 lipopolisakkarit-protein kompleksi ile fareler
asilandiginda koruma diizeyi saptandigi ancak lipopolisakkaritler veya protein tek
basina kullanildiginda yeterli koruma saglamadigr bildirilmistir.  Ayrica
lipopolisakkarit-protein kompleksinin hiicresel ve humoral bagisikligi uyardigi da
rapor edilmistir (Ryu ve Kim 2000).

Lipopolisakkaritler P. multocida enfeksiyonlarinda konak savunma uyaricisi
olarak gorev alirlar (Galdiero ve ark. 2000). Saf P. multocida lipopolisakkaritleri
farelerde konak savunma mekanizmalarinda 6nemli rol oynayan bazi yangisal ve
immunregiilator sitokinlerin salinmasini ve ekspresyonunu uyarmaktadirlar (Iovane
ve ark. 1998). P. multocida lipopolisakkaritlerinin nétrofil adezyonunda ve sigir
endotelyal hiicre katmanlarina go¢ etmesinde rolii oldugu bildirilmistir (Galdiero ve
ark. 2000). Bagka bir ¢alismada ise P. multocida serotip A lipopolisakkaritlerinin
tavuklarda humoral ve hiicresel bagisiklig1 giiclendirdigi rapor edilmistir (Maslog ve
ark. 1999).
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1.7.6.3. Kapsul

P. multocida patogenezinde virulens belirleyicisi olan kapstlun 6nemi bellidir ancak
caligmalarda daha cok kanatli kolerasi ve hemorajik septisemi vakalarindan izole
edilen P. multocida kapsiiler A ve B tipi tizerinde durulmustur (Harper ve ark. 2006).
Farelerde yapilan virlilens ¢alismalarinda serotip A mutantlar kapsiillii saha suslari
ile kiyaslandiginda virtilensinde azalma meydana geldigi bildirilmistir (Chung ve
ark. 2001). Septisemik fare modeli ¢alismasinda sigir kokenli P. multocida izolatinin
hyaluronan sentetaz genine transpozon insersiyonu yapildiginda virtilensin azaldigi
bildirilmistir (Fuller ve ark. 2000). Baska bir ¢alismada ise P. multocida serotip A
susunun kapsiilsiiz varyantlarinda virtilens kaybi oldugunu ve etken kapsiillendiginde

farelerde virulensin eski haline dondiigii rapor edilmistir (Watt ve ark. 2003).

P. multocida’nin kapsiilii viriilens ile iliskilendirilmistir ancak farelerde
yapilan asilama caligmalarinda kapsiiliin koruyucu etkisi olmadigi bildirilmistir
(Pruimboom ve ark. 1996). P. multocida’nin ¢ogu viriilent suslari ¢esitli konaklarda
dogal olarak bulunan molekiillere benzeyen hyaluronik asit, kondroitin veya
heparinden olusan kapsiil yapisina sahiptir. Bu molekiiler benzerlik kapsiil
materyaline karsi giliclii bir antikor cevabi olusmasini engellemekte, fagositoz
asamalarin1 bozmakta, komplement aktivitesini azaltmaktadir (Harmon ve ark.

1991).

P. multocida’nin antifagositik aktivitesi tespit edilmis ve aktivitenin kapsiil
kalinligr ile iligkili oldugu bildirilmistir (Pruimboom ve ark. 1996). P. multocida
serotip A:3 hyaluronidaz ile kapsiilsiiz hale getirildiginde makrofaj fagositozunda
artig rapor edilmistir (Pruimboom ve ark. 1996). P. multocida serotip A’da serum
direnci kapsullenme ile korelasyon géstermektedir ve saha suslari ile kiyaslandiginda
kapsiilsiiz suglar genelde komplement araciligi ile inaktif hale gelmektedir (Chung ve

ark. 2001).

1.7.6.4. D1y Membran Proteinleri
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P. multocida’nin bazi dis membran proteinleri yiizeyde sergilenme, in vivo
ekspresyon, immunojenik ve bakterisidal 6zellikler gibi virtlens karakterlere sahiptir
(Davies ve ark. 2004). P. multocida ompA, in vivo eksprese olan major immunojenik
ve antijenik dis membran proteinidir. Bu ve bazi dis membran proteinlerine karsi
olusan yiiksek antikor yanmiti sigirlar viriilent P. multocida ile epriivasyon

yapildiginda sigirlarin direng durumu ile iligkili bulunmustur (Dabo ve ark. 2003).

Major antijenik 6zellige sahip, hiicre ylizeyinde sergilenen ve konservatif dis
membran benzeri porin proteini olan ompH sigir izolatlarinda tespit edilmistir ve as1
potansiyeli bulunmaktadir (Ewers ve ark. 2006). Bu proteinin farelerde ve tavuklarda
yapilan epriivasyon caligmalarinda koruyucu etkisi oldugu tespit edilmistir (Vasfi
Marandi ve Mittal 1997) ve ekspresyonu demir ve glukoz tarafindan negatif diizeyde
etkilenmektedir. ompH’1n potansiyel immunojen olarak 6nemi ve ompH ekspresyonu
gbz Oniine alindiginda bakterin Uretiminde etkenin glukoz olmayan ortamlarda

tiretilmesi tavsiye edilmistir (Bosch ve ark. 2001).

In vivo calismalarda P. multocida virillens genleri potansiyeli ve dis
membran iliskili ¢apraz koruma faktorleri tanimlanmistir (Hunt ve ark. 2001). Canlt
P. multocida izolatlarina karsi1 antiserum uygulandiginda gapraz korumay: tetikleyen

molekiiler agirh@: yiiksek dort protein tespit edilmistir (Wang ve Glisson 1994).

1.7.6.5. Demir Duzenleyen Proteinler

Bakterilerin canli kalmasi i¢in demir alimi gereklidir ve patojenik bakteriler ¢esitli
demir alim stratejileri gelistirmistir. P. multocida konak molekillerinde demir
baglamak amaciyla demir selatlayan sideroforlar ve dis membran reseptorleri
Uretmektedir. Demiri tiikenmis besiyerinde ya da in vivo sartlarda tiretilen P.
multocida’nin siderofor baglanma afinitesi olan demir diizenleyen dis membran
proteini eksprese ettigi bildirilmistir (Choi-Kim ve ark. 1991). P. multocidatbpA geni

kanath izolatlarinda yoktur ancak sadece ruminant izolatlarinda tespit edilmistir
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(Ewers ve ark. 2006). P. multocida serotip B:2 de tespit edilen tbpA’nin membran

bolgelerinde gozenek oldugu tahmin edilmektedir (Shivachandra ve ark. 2005).

P. multocida Pm70 genomunun karsilastirilmali analizlerinde demir kazanim
iliskili immunojenik proteinleri kodlayan hgbA da dahil dokuz adet gen tespit
edilmistir (May ve ark. 2001). Bu proteinler farelere tekli olarak inokule edildiginde
koruyucu bagisiklik saglamadig bildirilmistir (Bosch ve ark. 2004).

tonB, tbpA, hgbA ve hgbB genlerinin sigir kokenli P. multocida izolatlarinda
strastyla %100, %70.2, %95.2 ve %57.7 oraninda bir ¢alismada tespit edilmistir ve
hastalik durumu ile hghB ve tbpA geni bulunmasi arasinda onemli bir iliski

bulunmustur (Ewers ve ark. 2006).

P. multocida’da bulunan haemin ve hemoglobin tasiyici genler, kandan demir

kullanma kapasitesinin gdstergesi olan essiz genlerdir (Roehrig ve ark. 2007).

1.7.6.6. Hiicre Dis1 Enzimler

P. multocida’da proteaz ve lipaz gibi hiicre dis1 enzimler muhtemel virllens faktorii
olarak bazi ¢aligmalarda rapor edilmistir (Negrete-Abascal ve ark. 1999, Pratt ve ark.
2000). Patojenik bakterilerde lipazin rolii muhtemelen nutrisyoneldir ancak
proteazlar opsonizasyonu azaltarak ve konak IgG’yi degrade ederek konak savunma
mekanizmalarina karsi patojenlere yardim etmektedir. Sigir dahil olmak tizere farkli
tirlerden izole edilen P. multocida kiiltiir siipernatantinda proteaz sekresyonu
bildirilmigtir (Negrete-Abascal ve ark. 1999). Bu proteazlar genis pH araliginda
konakc¢1 IgG’yi degrade etme yetenegine sahiptir. Farkli tiirlerden izole edilen P.
multocida izolatlarinda lipaz tiretimi oldugu bildirilmis ancak patogenezdeki rolii tam

olarak aciklanamamustir (Pratt ve ark. 2000).
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1.7.7. Antimikrobiyal Direng

Antimikrobiyal ajanlar BRD ve diger enfeksiyonlarda P. multocida’y1 elimine etmek
amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Antimikrobiyal kullanimi sonucunda ise P.

multocida birgok antibiyotige kars1 direng gelistirmekte veya kazanmaktadir.

Cizelgel.2’de P. multocida’da tespit edilen ve ¢esitli siniflardaki
antimikrobiyal etkenlere diren¢ saglayan genler Ozetlenmistir. Cizelgede ilgili
genlerin lokasyonu ve diren¢ mekanizmalari da liste halinde sunulmustur. P.
multocida’da gesitli direng genleri saptanmig ancak tilmikosin veya tulathromisin
gibi  makrolid grubundaki antibiyotiklere 0zgu diren¢ genleri  henuz

belirlenememistir.

P. multocida’da tanimlanan direng genlerinin ¢ogu plasmid veya transpozon
kaynaklidir. Genelde konjugatif olmayan kiicik plasmidler tek veya daha fazla
diren¢ geni tasirlar. Direng genlerini tasiyan plazmidler ve transpozonlar P.
multocida antimikrobiyal direng genlerinin dondrii veya alicisi olarak horizontal gen

transferi olaylarinda 6nemli bir rol Ustlenirler.

P. multocida’da belirlenen direng genlerinin kiiglik bir kismi bu tiire 6zgiidiir.
Bunlar dfrA20 trimethoprim ve aadAl4 streptomisin/spektinomisin diren¢ genleridir
(Kehrenberg ve ark. 2005). sul2, strA, strB, floR, catAl, catA3, aphAl, aphA3 veya
aadAl gibi P. multocida’da tanimlanan direng genlerinin ¢ogu ise diger bakterilerde
tespit edilmektedir. P. multocida Pasteurellaceae familyasi icerisinde hem de diger
bakteriler ile antimikrobiyal direng geni transferi yapmaktadir. Tetrasiklin direng
genlerinde tet(L) geninin stafilokoklar, streptokoklar ve enterokoklar arasinda yaygin
sekilde yayilmasindan dolayi, Gram pozitif bakterilerle bir degisimin bile kabul
edildigi varsayilmistir (Kehrenberg ve ark. 2005).

Cizelgel.2.P. multocida izolatlarinda tanimlanan antimikrobiyal diren¢ genleri
(Schwarz 2008)

Antimikrobiyal etken Direnc¢ Direnc¢ genleri Yerlesimi
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mekanizmasi

Penisillin Enzimatik blaROB-1 -
inaktivasyon blaTEM-1 pFAB-1
blaPSE-1 pJR2
Tetrasiklin Aktif efluks tet(H) Tn5706
tet(B) Kromozom
tet(G) pJR1
tet(L) Kromozom
Tetrasiklin Hedef bdlge tet(M) Kromozom
korumasi
Florsuz fenikoller Enzimatik catAl Plazmid
inaktivasyon catA2 Plazmid
catB2 pJR2
Fenikoller Aktif efluks floR pCCK381
Kanamisin, neomisin Enzimatik aphAl pCCK3152
inaktivasyon aphA3 pCCK411
Streptomisin Enzimatik StrA-strB pPMSS1
inaktivasyon
Streptomisin/spektinomisin Enzimatik aadAl pJR2
inaktivasyon aadAl4 pCCK647
Trimethoprim Hedef degisimi dfrA20 pCCK154
Sulfonamidler Hedef degisimi sul2 pPMSS1

1.7.8. Antimikrobiyal Direng¢ Epidemiyolojisi

Bir bakteri popiilasyonunda antimikrobiyal diren¢ yayilmasindan sorumlu ii¢ kosul
mevcuttur bunlar; diren¢ genlerinin bulunmasi, bu diren¢ genlerinin vertikal (klonal)
veya horizontal yayilimi ve segi¢i baskidir (Schwarz ve ark. 2001). Segici baski
diren¢ olusumunun seviyesini belirlemektedir ¢iinkii duyarli bakterileri dldiiriip
direncli  bakterilerin canli kalmasin1 saglayarak bakteri populasyonunu
degistirmektedir. Secici baskinin esas sebebi ise antimikrobiyal kullanimidir.
Patojenik bakteriler antimikrobiyal ilaglarin segici baski uygulayacagi hedef bakteri
populasyonudur. Antimikrobiyal ilaglar ayrica her bireyin deri, konjuktiva, st

solunum yollar, alt iirogenital sistem ve 6zellikle de sindirim sistemindeki komensal

40



bakterilere de segici baski uygulamaktadir (Barbosa ve Levy 2000). Sindirim
sisteminde bagirsaklar komensal bakterilerin en genis rezervuari konumundadir. Bu
sebeple bagirsak mikrobiyotasini temsil eden fekal bakteriler antimikrobiyal direng
calismalarinin ¢ogunda incelenmektedir. Ayrica fekal komensal bakterilerde tespit
edilen antimikrobiyal diren¢ antimikrobiyal ajankullanimi sonucunda olusan segici
baskiyr temsil etmektedir. Ciftlik hayvanlarinda Escherichia coli ve
enterokoklarmsaglikli hayvanlarin gaitalarinda bol miktarda bulunmasi ve direng
genlerini tasimasi sebebiyle Gram negatif ve Gram pozitif indikator bakteri olarak
kullanilmaktadir (Catry ve ark. 2003). Indikator bakteriler ile antimikrobiyal direng
izlenmesinin amaci direng seviyesinin yanlis belirlenmesinin Oniine ge¢mektir.
Nekropsi vakalarindan izole edilen patojenik suslardaki direng farkliligi veya tedavi
basarisizligi durumlarinda antimikrobiyal tedavinin degismesi nedeniyle patojenik
bakterilerde antimikrobiyal direng¢ izlenmesi dogru sonu¢ vermeyebilir (Bogaard ve
Stobberingh 1999). Pasteurellaceae familyasindaki etkenler firsatgi solunum sistemi
patojeni ve solunum sistemi florasinin bir pargasi oldugu icin patojen ile
kommensalizm arasindadir, bu da bakteriyel populasyon arastirmalarinda dikkat

cekmektedir.

Yas, hayvan tiirleri icerisinde antimikrobiyal diren¢ prevalansini etkileyen bir
faktordiir. Geng¢ tavuklarin sekumlarinda enterokoklar, c¢ocuklarda, domuz
yavrularinda ve buzagilarda fekal koliform bakteriler (Berge ve ark. 2001)
incelendiginde yetigkinlere gore antimikrobiyal diren¢ prevalansinin daha yiiksek

oldugu belirtilmistir.

Bakteri tiirlerinin konakcilarinda farkli bolgelerde lokalize olmast ile
antimikrobiyal diren¢ prevalanst korelasyon gostermektedir. Belirli bir organ
sisteminde relatif direngli bakteri bollugu, organin barindirabilecegi genis bir
komensal floraya baghidir (Dagan ve ark. 2001). Ornegin, sigirlarin solunum
sistemindeki patojenik susglar memede lokal antibiyotik uygulamasi daha fazla
olmasma ragmen memedeki patojenlerle kiyaslandiginda daha fazla kazanilmis
direng gosterirler. Bu durumun makul agiklamasi ise solunum sistemine kiyasla
memenin direng genleri rezervuarina sahip yerlesik florasinin olmamasidir (Martel

ve Vandaele 1999).
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Barinma sartlarimin da hayvanlarda direngli fekal koliform prevalansinm
etkiledigi bildirilmistir (Langlois ve ark. 1988). Benzer sekilde besiye alinan
buzagilarda fekal koliform ve solunum sistemindeki Pasteurellaceae sitcl
buzagilarla kiyaslandiginda yiiksek derecede direng tespit edilmistir. Ekolojik nis
icerisindeki baz1 hayvan populasyonlart arasi temas ve antimikrobiyallerin
kullanildig1 ¢evrenin hayvan populasyonlarinda antimikrobiyal direng seviyesi ile
iliskili oldugu belirtilmistir (Catry ve ark. 2003). Insanlarda populasyon yogunlugu
azaldiginda 6nemli derecede antimikrobiyal direng sikliginin azaldig1 rapor edilmistir

(Walson ve ark. 2001).

1.8.Mannheimia haemolytica

M. haemolytica, Gram negatif, hareketsiz, sporsuz, fermentatif, oksidaz pozitif,
faklltatif anaerobik bir kokobasil bakteridir (Rice ve ark. 2007). Etken
Proteobacteria subesi; Gammaproteobacteria smifi; Pasteurellales takimi;
Pasteurellaceae  familyasi; Mannheimia  cinsi icerisinde  taksonomik

siiflandirilmistir (Zecchinon ve ark. 2005).

Ilk olarak 1885 yilinda Theodore Kitt tarafindan Bacterium bipolare
multocidum olarak isimlendirilmistir (Kitt 1885), 1932 yilinda ise koyun kanli agarda
hafif hemolitik aktivitesi nedeniyle Pasteurella haemolytica olarak ismi
degistirilmistir.  Kapsiiler yiizey antijenleri kullanilarak yapilan indirekt
hemaglutinasyon testlerinde 16 serotipi belirlenmistir (Biberstein ve ark. 1960).
Fenotipik ve genotipik oOzelliklerin kapsamli degerlendirilmesi sonucunda ise
Mannheimia cinsi olusmus ve bu cins 5 tiire ayrilmistir; M. haemolytica,
Mannheimia glucosida, Mannheimia granulomatis, Mannheimia ruminalis ve
Mannheimia varigena. Mannheimia cinsi daha sonra arabinoz veya trehaloz fermente
etme kabiliyetine gbre farkli biyotiplere (A ve T) ayrilmig, 12 adet A serotipi (Al,
A2, A5, AB, A7, A8, A9, All, Al2, A13, Al4 ve Al6), 4 adet T serotipi (T3, T4,
T10 ve T15) tanimlanmistir (Highlander 2001). Suriye’de koyunlardan izole edilen
Al7 ise yeni bir M. haemolytica serotipi olarak tanimlanmistir. DNA-DNA
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hibridizasyon ve 16S RNA sekans ¢alismalari neticesinde A serotiplerinin biri harig¢
hepsi M. haemolytica tiirleri olarak tanimlanmistir. P. haemolytica kompleksi
icerisinde yer alan 17 serovardan dordi olan T3, T4, T10 ve T15 serotipleri B.
trehalosi, A1l serotipi Mannheimia glucosida ve kalan 12 serotip M. haemolytica

olarak tanimlanmistir (Adamu 2007).

Solunum sistemi problemi olan sigirlarda siklikla izole edilmesi, pnomonik
akcigerlerden saf olarak Kkiiltiirliniin yapilmasi ve endotrakeal, trake ici ve
intrapulmoner yolla serotip Al inokile edilen vakalarda karakteristik pnémoni
lezyonlar1 meydana getirmesi sebebiyle M. haemolytica shipping fever vakalarinda
primer bakteriyel ajan olarak kabul edilmektedir (Jeyaseelan ve ark. 2002). Etken
saglikli sigirlarin iist solunum yollarinda komensal bir etken olarak bulunmaktadir ve
immun sistemin zayifladig1 durumlarda patojenik hale gecerek alt solunum yollarina
ulagsmaktadir (Highlander 2001). Bu patojenik doniisiim kapstiler serotip ile iliskili
bulunmustur. A1 ve A2 serotipleri sigirlardan siklikla izole edilirken Al serotipi

pnomonik lezyonlardan daha sik izole edilmektedir (Dassanayake ve ark. 2007).

Al ve A2 serotipleri koyun ve sigirlarin {ist solunum yollarinda kolonize
olmaktadir. Saglikli sigirlarin nazofarinks bolgesinde A1 ve A2 serotipi bulunurken,
nekropsi yapilan sigir pnomoni vakalarinda akcigerlerden baslica Al serotipi izole
edilmistir. Davies ve ark. (2001), A1 ve A6 serotiplerinin sigir pndmonik pastorelloz

vakalarinin nerdeyse tamamindan sorumlu oldugunu bildirmistir.

M. haemolytica saglikli buzagilarin nazofarinks ve tonsillerine
yerlesmektedir. Komensal bir etken olan M. haemolytica nazofarinks bolgesine
yerlestiginde konakla simbiyotik bir iligki kurmaktadir. Siitten kesme, degisken hava
sartlari, yem degisikligi, uzun siiren nakil, siirliye yeni hayvan alinmasi ve
enfeksiyonlar gibi stres durumlarinda bu simbiyotik iliski bozularak hastalik

tablosuna doniismektedir.

Tonsilla dokusunun M. haeomolytica i¢in rezervuar oldugu bildirilmistir
(Frank ve ark. 1995). Buzagilarin burun svabi kiiltiir sonucu M. haemolytica negatif
olabilirken tonsilla kiiltiiriiniin pozitif oldugu rapor edilmistir. Buzagilar isletmeye
geldiginde sadece M. haemolytica Al izolasyon sikligi degil ayn1 zamanda etken

sayisida hizli bir sekilde artmaktadir. Buzagilarin burun mukozasinda fazla sayida M.
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haemolytica oldugunda etken soluma vasitayla akcigerlere ulasmaktadir. Saglikli
buzagilarda solunan M. haemolytica’nin kleransinin yiiksek oldugu, alinan etkenin

%90’ m1n 4 saat icerisinde elimine edildigi bildirilmistir (Lillie ve Thomson 1972).

Etkenin komensalden patojen durumuna gecisi ile ilgili mekanizmalari
anlamak icin c¢esitli c¢alismalar yapilmistir. Soguk stresi ve transportun
immunosupresyon etkileri arastirildiginda, soguk stresinin gegici olarak plazma
kortikol seviyesini artirdigi, histamin ve bradikinin seviyelerinde degisim olmadig,
transportun ise in vitro lenfosit blastogenezi baskiladigi ve plazma kortikol
seviyesinde gegici artisa neden oldugu bulunmustur (Filion ve ark. 1984). Hayvan
pazarindan alinan ve isletmeye getirilen buzagilarda serum komplement aktivitesinin
azaldig1 bildirilmistir. Immun sistemdeki bu degisimler buzaginin komensal etken ile

olan dengesini strdiirme kabiliyetini etkilemektedir.

Buzagilarin bir arada tutulmasinin solunum sistemi hastaligi prevalansi
tizerinde etkisi yabanci buzagilarla etkilesim stresinden veya enfeksiydz etkenlerle
temas firsatinin artmasindan kaynaklanmaktadir. Viral ve bakteriyel etkenler
solunum yollarinda serdz ve miikoz salgilarin, anyonik peptidlerin ve B-defensinlerin
antimikrobiyal bariyer 6zelligini ortadan kaldirarak M. haeomolytica’nin komensal
durumdan patojen duruma gegisine olanak saglarlar. BHV-1, PI-3 ve BVD viruslari
M. haeomolytica’nin nazofarinkste sayica artmasina imkan vermekte, akciger
kleransin1 etkilemekte ve trakeadaki epitelyal hiicrelerin siliar aktivitesini
bozmaktadir (Rossi ve Kiesel 1977). BVD enfeksiyonu noétrofil ve lenfosit
fonksiyonlarinin bozulmasina neden olarak hayvani bakteriyel pndmoniye
predispoze hale getirmektedir. BRS virus enfeksiyonlarinda immunsupresyon
sekillenmekte ve BHV-1 enfeksiyonlarindaT lenfosit, B lenfosit, monosit ve
makrofaj aktivitesi azalmaktadir. Tim bu faktorler dogal immun savunma
sistemlerini bozmakta ve etkene solunum sisteminde daha derin dokulara ulasma

firsat1 sunmaktadir (Ribble ve ark. 1995).

1.8.1. Kultur ve Biyokimyasal Ozellikleri
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M. haemolytica %5-7 koyun kanli agarda kiiciik zonlu hemolitik koloniler meydana
getirmektedir. Kolonileri 37°C’de 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda 0.2x1-2 pm
capinda, kenarlar1 diizgiin, konveks bicimde ve beta hemolitik aktivitesi translusent

olmasi karakteristiktir (Quinn ve ark. 2002).

MacConkey agarda kiicik c¢apta pembe veya kirmizi koloniler
olusturmaktadir. Etken Pasteurella tiirlerindeki diger etkenlerden iireaz aktivitesinin
ve indol negatif olmasiyla kolayca ayirt edilmektedir. TSI agarda H2S negatif, tstteki
egimli kisimda ve alt kisimda sar1 renk olusturmaktadir ayrica katalaz aktivitesi
negatiftir. M. haemolytica suslari laktoz, siikroz, maltoz ve D-ksiloz’dan asit tiretme
kabiliyetine sahiptir ancak L-arabinoz ve D-trehaloz’u fermente edememektedir.
(Quinn ve ark. 2002).

1.8.2. Molekiiler Teshis

Mannheimia tdrlerini birbirinden ve Pasteurellaceae familyasi iiyelerinden ayirt
etmede fenotipik testler kullanilmaktadir. Fenotipik ozellikler ve seroloji temelli
klasifikasyon metotlarinda uzun zaman almasi, zahmetli olmasi, sonuglarin
tekrarlanabilirligi ve gegerliligi ile ilgili problemlerle yasanmasi gibi durumlarla
karsilasilmaktadir (Roweve ark. 2001). Giiniimiizde izolatlarin molekiiler metotlar ile
tanimlanmasinda tRNA-intergenic spacer, lI6kotoksin (Alexander ve ark. 2008), IktA-
artJ genleri PZR ile tespit edilebilmektedir (Angen ve ark. 2009). Ayrica 16S rRNA
ve  sodA  genlerinin sekans analizi neticesinde de izolatlar
tanimlanabilmektedir(Gautier ve ark. 2005).

Sekanslama ¢aligmalarinda SOdA geninin Mannheimia tiirlerinin  ayirt
edilmesinde ayrim giiciiniin iyi oldugu bildirilmistir (Gautier ve ark. 2005). Bu

nedenle bu ¢alismada sodA geni JPZR’da hedef bolge olarak tercih edilmistir.
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1.8.3.Virulens Faktorleri

1.8.3.1.Adezyon

Adezyonlarin kolonizasyonda Onemli rol oynadigi diisliniilmektedir ancak M.
haemolytica’nin spesifik adezyon karakteristigi hakkinda az bilgi bulunmaktadir
(Zecchinon ve ark. 2005). Her ne kadar M. haemolytica’da adezyon proteinlerini
kodlayan bir lokus belirlenmemis olsa da sekans analizlerinde bir putatif adezyon

dizisi tanimlanmistir (Highlander 2001).

1.8.3.2.Fimbria

Fimbria Gram negatif bakterilerin ylizeyinde bulunan, tutunmayi ve kolonizasyonu
saglayan ufak uzantilardir. M. haemolytica’da 12-nm’lik sert ve 5-nm’lik esnek
yapili iki farkli fimbria tanimlanmistir. iki fimbria da M. haemolytica’nm alt
solunum yollar1 mukozasina tutunmasimi kolaylastirmaktadir (Mohamed ve

Abdelsalam 2008).

1.8.3.3.Kapsl

Kapsuler polisakkarid antijen tiplendirilmesi sonucunda M. haemolytica nin on iki
serotipi belirlenmistir. Ureme fazindaki bakteri iyi kapsiil olusturma yetenegi
sergilerken durma doneminde kapsiil olusturma yetenegi zayiflamaktadir (Corstvet
ve ark. 1982). M. haemolytica’nin kapsiiler polisakkaritleri ile diger bakterilerin

kapstiler polisakkaritler arasinda benzerlik bulunmaktadir.

Kapsiil savunmada onemli bir rol oynamaktadir, komplement aracili lizise

direncte, makrofaj ve polimorf niklear I6kositlerin fagositozunu 6nlemede kapsil
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gorev almaktadir. Polisakkarit yapida olan kapsulln alveolleri kaplayan mukozal
tabakanin ylizey gerilimini diizenleyen pulmoner yiizey aktif maddelerle etkilesime

girdigi ve boylece bakterilerin solunum yolu epiteline yapigsmasini kolaylastirdigi

bildirilmistir (Whiteley ve ark. 1990).

Kapstler antijenler ile asilamanin antikor tiretimini artirdigi tespit edilmis
ancak kapsiiler antikor ile koruma diizeyi arasinda 6nemli bir korelasyon

saptanamamustir (Confer ve ark. 1989).

1.8.3.4.N6rominidaz

M. haemolytica’nin nérominidaz {iretimi solunum sisteminde mukus yogunlugunu
azaltarak kolonizasyonu kolaylastirmakta ve hiicre yiizeyinde bakterinin daha yakina
yerlesmesini saglamaktadir (Zecchinon ve ark. 2005). Enzimin epitel dokusu miikoz
bariyeri olan musinden son sialik artiklar1 uzaklastirdigi boylece konak bagisikligini
etkiledigi diistiniilmektedir (Mohamed ve Abdelsalam 2008).

1.8.3.5.D1s membran proteinleri (Omp)

Dis membran proteinleri ve lipoproteinlerin M. hamemolytica’nin 6nemli koruyucu
antijenleri olduguna inamilmaktadir. Bircogu, fagositoza ve komplement aracili
oldiirmeye karsi korunmada rol aldiklar1 ig¢in potansiyel as1 adaylari olarak ilgi
cekmektedir. Ayrica, konakgr hiicre iskeletinin yeniden yapilanmasinda da rol

oynadiklari diisiiniilmektedir (Highlander 2001).

Yapilan ¢alismalarda lipoproteinler tanimlanmistir ve ¢ogu M. haemolytica
serotipinde lipoproteinler mevcuttur (Nardini ve ark. 1998). PIpE olarak tanimlanan
45-kDa’luk dis membran proteininin sigirlarda immunojenik oldugu tespit edilmistir

(Pandher ve ark. 1998). Asilama caligsmalarinda rekombinant PIpE’nin subkutan
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yolla agilama neticesinde giiclii immonojenik karakterde oldugu belirtilmistir (Confer
ve ark. 2003). Ticari asilara bu rekombinant PlpE’nin katilmasinin deneysel

epriivasyon calismalarinda koruma diizeyini artirdigi bildirilmistir (Confer ve ark.
2006).

1.8.3.6.Proteazlar

M. haemolytica’nin tiim serotipleri hiicre yiizey glikoproteinlerini makrofajlardan
veya diger l16kositlerden ayiran bir ¢inko metalloglikoproteaz dretirler. Bu enzimin
konak hiicresi yiizeyine etki etme ve adezyonu artirma fonksiyonu vardir(Highlander
2001). Lokotoksin ile beraber inkiibe edildiginde aktivitesinin artis gosterdigi
bildirilmistir (Nyarko ve ark. 1998).

M. haemolytica A1 serotipi ayrica [gG1’e 6zgii bir proteaz tiretmektedir. IgG
sigirlarin alt solunum yollarinda primer salgisal antikor iken, IgG1 spesifik proteazin
antikorlarin etkinligini azaltti§i ve bdylelikle sigir pndomoni mannheimiozis
patogenezine 6nemli 6lcide katkida bulundugu diistiniilmektedir (Lee ve Shewen
1996).

1.8.3.7.Lipopolisakkarit (LPS) Endotoksin

LPS sigir pnomonik mannheimiozis ile ilgili esas virtlens faktorlerden biridir.M.
haemolytica kuru maddesinin %10-25’ini olusturmaktadir ve sadece Al serotipinde
sekiz farkli varyant belirlenmistir (Davies ve Donachie 1996). LPS’nin hem kaba
hem de piirlizsiiz formlar1 vardir ve A2-A8 serotiplerinin kaba forma diger
serotiplerin ise puruzsiz forma sahip oldugu tespit edilmistir (Lacroix ve ark. 1993).
LPS epitelyal hiicrelere toksik etkilidir, 16kosit fonksiyonunu degistirebilme ve
trombositleri lize etme kabiliyetine sahiptir. LPS enflamasyon indikleyicisidir ve

hem koagulasyonu hem de komplement basamaklarini baslatir (Cusack ve ark.
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2003). Daha spesifik olarak LPS proinflamatuar sitokinler ile makrofajlar1 uyararak
lokalize kanama, ddem ve tromboz olusumunu indiikler. Damar gegirgenligini
artirarak yangisal hiicrelerin 6zellikle notrofillerin birikimine, akcigerde ise fibrin
birikimine neden olur. LPS ayrica 16kotoksin ile kompleks olusturarak l6kotoksin

stabilitesi ve sitotoksisitesini artirmaktadir (Li ve Clinkenbeard 1999).

1.8.3.8.L6kotoksin

M. haemolytica 16kotoksini (Lkt), RTX toksin familyasinin gézenek olusturucu,
kalsiyum bagiml bir sitotoksinidir. Lokotoksin ruminant 16kositleri ve plateletlerine
spesifiktir ve tiim serotiplerin iirettigi primer Virtilens faktori kabul edilmektedir.
Lkt'nin on bir farkli formu belirlenmistir (Davies ve Baillie 2003) ve M.
haemolytica’da islevi korunmustur ancak Lkt {iretim hizi, molekiiler agirlik ve
biyolojik aktivitesinde ayni serotipin suslar1 arasinda bile Onemli derecede
heterojenite mevcuttur. M. haemolytica’da Lkt logaritmik {ireme fazi siiresince bol

miktarda salgilanmaktadir (Zecchinon ve ark. 2005).

Lkt etkileri hiicre fonksiyonlarmin bozulmasindan ruminant I6kositleri
par¢alanmasina kadar degismektedir (Rice ve ark. 2007). Lkt disik
konsantrasyonlarda alveolar makrofajlar1 ve noétrofilleri aktive etmekte, toksik
oksijen radikalleri, proteazlar, lipid mediatorleri ve nitrik oksit gibi ¢esitli yangisal
mediatorleri indiiklemektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda ise Lkt sigir alveolar
makrofajlar1 ve ndtrofillere sitosidal etki gostermektedir. Lokositlerin lize olmasi
alveolar duvara zarar veren proteolitik enzimlerin ve pro-yangisal maddelerin
salmimina neden olmaktadir (Jeyaseelan ve ark. 2002). Bu maddeler gesitli tiirdeki
yangisal hiicrelere kemotaktiktir ve bolgeye hiicre gelmesini artirarak akciger

dokusunda hasari artirmaktadir (Zecchinon ve ark. 2005).
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1.8.3.9.Transferrin Baglayic1 Reseptor

Bakterinin kolonize olabilmesi i¢in serbest demirin olmadigi ortama uyum
saglayabilme kapasitesi memeli konakgilarda gerekli bir kosuldur. Konake1
dokusunda demirin neredeyse tamamu transferrin, laktoferrin, ferritin ve hemoglobin
gibi yiiksek afiniteli demir baglama proteinleri tarafindan tutulur. Mukozal yiizeylere
kolonize olabilen bakteri demir afinitesi yiiksek olan siderofor sekresyonu ve demir
igeren konakg1 proteinleri dis membran reseptorleri gibi demir kazanim sistemleri
gelistirmistir (Wandersman ve Delepelaire 2004). Cogu bakteride demir kazanim
proteinleri ekspresyonu demir alim regiilatorii (Fur) denilen transkripsiyonel
reseptoriin kontrolii altindadir. M. haemolytica’da bir fur genine sahiptir ancak
transkripsiyonu demir tarafindan baskilanmadigindan fonksiyonu atipik olabilir

(Gioia ve Highlander 2007).

TbpA ve ThpB’den olusan M. haemolytica transferrin reseptorii, konakgi
transferrine bagh olan demirin alimindan sorumludur. ThpA transferrin’den serbest
kaldiktan sonra demirin gegebilecegi delik olusturan entegre bir dis membran
proteinidir. TbpB transferin’den demir alim etkinligini artiran bir dis membran
lipoproteindir (Moraes ve ark. 2009). TbpA ve TbpB ikisi beraber ruminant

transferin’e spesifik bir reseptor olustururlar.

1.8.4.Patogenez

Sigir pnomonik mannheimiosis; fibrindz lobar pndmonili veya fibrinopurulent
bronkopnoémonili atesli akut solunum sistemi hastalig1 olarak tanimlanmaktadir.
Akciger ve plorada fibrin birikimi ve 6dem daha spesifik olarak alveoller, bronslar ve
bronsiyollerde fibrin, kan ve seroproteindz sivi ile birlikte bozulmus nétrofil ve

makrofajlarin varligi ile karakterize pndmonik bir durumdur (Highlander 2001).

Lokotoksin, lipopolisakkarit ve ndtrofillerin yanisira yangisal hiicrelerden

salgilanan enflamatuvar faktorler ile yogun bir sekilde parensim nekrozu sekillenir
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ve saatler igerisinde hastalik baslangici sekillenir (Rice ve ark. 2007). Odem, fibrin
ve lokositlerin jelatindz bir sekilde infiize olmasindan dolay1 pulmoner interlobiiler
bolgede tromboz ve gerginlik gdzlemlenir. interlobiiler bdlgeden bitisik lobiillere

kadar nekroz sekillenir (Zecchinon ve ark. 2005).

Hastalik solunum sisteminin bariyerleri olan B-defensin, anyonik peptidler,
ser6z ve miikoz salgilarin viral ve bakteriyel etkenler tarafindan pargcalanmasi sonucu
meydana gelirken bu durum M. haemolytica’nin kommensal formdan patojenik hale
gelmesine neden olur. M. haemolyticatrakea’dan yercekiminin etkisiyle beraber alt
solunum yollarina ulasir. Bu noktada, alveol surfaktan tabakasi ile kapsiiler

polisakkarit arasindaki reaksiyonlar yoluyla alveollere baglandigina inanilmaktadir

(Ackermann ve Brogden 2000).

Etken akcigerlere yerlestiginde LPS, polisakkarit ve Lkt’nin alveolar
eksudatina serbest kalmasmin yanisira LPS’lerin nétrofiller tarafindan alinmasi,
polisakkaritlerin alveol ve alveolar makrofajlarda lokalize olmas1 sonucunda yangisal
reaksiyon baglar. Endotelyal hucreler, notrofiller, mast hiicreleri ve epitelyal hiicreler
yangiya aracilik eder. IL-1, TNF-a, IL-8, I6kotrin B4, histamine, prostaglandin E2 ve
platelet aktive edici faktor gibi bir dizi yangisal mediatorler akut M. haemolytica

pndmonisinde salinmaktadir (Ackermann ve Brogden 2000).

M. haemolytica patogenezinin ana belirleyicisi Lkt, I6kositler ve notrofil
aracili yangisal cevap arasindaki konak-patojen etkilesimidir (Zecchinon ve ark.
2005). Lkt’nin vaskiiler endotelyal hiicrelere direkt etkisi yoktur ancak nétrofil ve
makrofajlarin hem aktivitesini hem de sitolitik 6zelligini uyararak hasarda katalizor
olarak gorev alir. Notrofillerin sitolitik 6zelligi sonucunda oksidatif radikaller ve
sitokinlerle beraber elastaz, asit hidrolaz gibi enzimler serbest kalarak damar hasarina
ve proteinlerin damardan sizmasina neden olur. Bunlar akciger mukozasina hasar
verir ve akciger dokusunu yangisal mediatdrlere maruz birakir. Endotoksinler (LPS)
ise akciger venleri, kilcal damarlar ve lenfatik sistemde tromboza neden olarak
akciger paransiminde isemik nekroz ve siddetli bir yangisal reaksiyon sekillenmesine

onculik ederler (Mohamed ve Abdelsalam 2008).

Sigir pnémonik mannheimioziste olusan lezyonlarin siddeti patojenik susun

virllensine baglh olarak degismektedir. Virulens bakteriyel kolonizasyon derecesini,
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saliman endotoksin miktarini ve konak¢1 savunma mekanizmalarinin islevini yitirme
siddetini belirlemektedir. Enfekte olduktan sonra, akcigerin anatomik oOzellikleri
pnomoniye yol acan faktorlerin elimine edilmesini gii¢lestirmektedir. Sigirlar
akcigerlerinde, alveoler Uniteler ve interlobiiler septum arasinda az miktarda Kohn
gbozeneklerine sahiptir buda ventilasyonun ve alveoler genislemenin azalmasina
neden olarak alveoler eksudatin ¢ikarilma kapasitesini sinirlamaktadir (Ackermann

ve Brogden 2000).

1.8.5.Antimikrobiyal Direng

Antimikrobiyal diren¢ artisi gida endiistrisi ve insan sagligiyla iliskili bakterilerin
antimikrobiyal aktivitelerini tespit etmek ve izlemek amaciyla ¢oklu ulusal survelans
programlarinin olusmasina sebep olmustur. Cesitli Avrupa iilkelerinde, Kanada’da ve
Amerika’da bu amagla programlar olusturulmustur (Hendriksen ve ark. 2008).
Fransa, Almanya, Ingiltere, Hollanda, Portekiz ve Kuzey Amerika gibi cogu iilkede
antimikrobiyal direng ile ilgili bildirimler mevcuttur (Catry ve ark. 2005).

M. haemolytica’da antimikrobiyal diren¢ bir¢ok antimikrobiyal etkene karsi
artma egilimindedir. Bildirilen en yaygin direng tipleri beta laktam, tetrasiklin,
streptomisin, kloramfenikol,  sulfanomid,  trimetoprim, makrolid  ve
stilfametazinler’dir (Catry ve ark. 2005, Highlander 2001).

Amerika’da hasta sigirlardan izole edilen besylize yakin M. haemolytica
izolatinda yapilan bir ¢alisma sonucunda ceftiofur, gentamisin duyarli, eritromisin
orta derecede duyarli, ampisilin, penisilin, siilfadimetoksin, tetrasiklin ve tilosin
direngli tespit edilmistir (Post ve ark. 1991). Dort yillik baska bir galismada M.
haemolytica izolatlarinda ampisilin, tetrasiklin, eritromisin ve siilfametazin direnci
siklikla belirlenmis, tiim izolatlar seftiofur’a duyarli bulunmus ve tilmikosine direng
artig1 saptanmistir (eritromisine ¢apraz direngle iligkili oldugu sonucunda) (Watts ve
ark. 1994). Fransa ve Almanya’da yiriitiilen bir ¢alismada Fransa izolatlarinin

Almanya izolatlarina gore duyarliliklarinin diisiik oldugu, Almanya izolatlarinda
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zamanla tetrasiklin, kloramfenikol, gentamisin ve penisilin duyarliliginin belirgin bir
sekilde azaldig1 ifade edilmistir. Ayrica, seftiofur, sefquinom ve florfenikol
duyarliligmin devamli oldugu, vakalarin ¢ogunda enrofloksasin, eritromisin,
spiramisin, tilosin ve tilmikosin duyarli oldugu rapor edilmistir (Kehrenberg ve ark.

2001).

Amerika’da 1994-2002 yillar1 arasinda yapilan bir c¢alismada seftiofur,
sefalotin, enrofloksasin, siilfaklorpridazin ve trimetoprim/siilfametoksazol’lin
olduk¢a duyarlt oldugu, eritromisin, florfenikol, spektinomisin ve tilmikosin
duyarliliginin zamanla azalma egiliminde oldugu belirtilmistir (Welsh ve ark. 2004).
Catry ve ark. (2005)direncgli izolatlarin ortalama prevalansinin %21 oldugu,
ampisilin, oksitetrasiklin, sulfonamid, gentamisin, tilmikosin ve enrofloksasin
direnciyle siklikla karsilagildigi, seftiofur ve florfenikol direnci saptanmadigini
bildirmistir. Ug yil siireli baska bir ¢alismada ise Fransa, Hollanda ve Portekiz’de
yuksek seviyede ampisilin, tetrasiklin ve trimetoprim/sulfanomid direnci rapor
edilmistir (Hendriksen ve ark. 2008).

Sahada bilingli antibiyotik uygulanmasinda antimikrobiyal direncin izlenmesi
veteriner hekimler agisindan kritik bir dneme sahiptir. Veteriner hekimler ilag
seciminde kitaplardaki giincel bilgilere veya siirveyans caligmalari raporlarina goére
hareket etmektedir. Bu bilgilerin guncel olmasi ve etkili karar verme asamasinda
hekimlere yol gostermesi onemlidir. Antibiyotiklerin yanlis kullanimi neticesinde
bakterilerde diren¢ artist sekillenmekte ve tedavide kullanilan antibiyotigin

etkinliginde azalmaya neden olmasi sonucunda tedaviye cevap alinamamaktadir.

1.8.6.Genetik Determinantlar

M. haemolytica’da belirlenen direng genlerinin ¢ogu ufak plasmid veya transpozon
kaynaklidir (Zecchinon ve ark. 2005). Belirlenen direng genlerinin ¢ok azi
Mannheimia’ya o6zgiidiir ve yatay gen transferi mekanizmalari vasitasiyla diger

bakterilerden kazanilmistir. Son veriler, M. haemolytica'nin dogal olarak yetkin olma
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kapasitesini vurgulamaktadir ve bazi caligmalarda yatay gen aktariminda siipheli
oldugu belirtilmistir (Kelley ve ark.2007). Sonu¢ olarak M. haemolytica
antimikrobiyal direng¢ transferi ve yayilmasinda potansiyel bir aday olarak kabul

edilmelidir.

1.8.6.1.Beta Laktam

Blaros-1M. haemolytica izolatlarinda tespit edilen ii¢ beta laktamaz geninden (blaros-
1, blatem-1, ve blapse-1) biridir. Bu gen beta laktamaz Ambler sinif A’nin bir iiyesidir,
penisilin ve dar spektrumlu sefalosporinleri hidrolize edebilmektedir. Genis
spektrumlu beta laktamaz aktivitesine sahip degildir veya seftiofur gibi yeni nesil
sefalosporinlere karsi orta derece direngli degildir (Kehrenberg ve ark. 2006). Gen
ufak plazmidlerce kodlanmaktadir ve Pasteurellacea familyasinda siklikla
bulunmaktadir (Highlander 2001). P. multocida, P. haemolytica, H, influenzae ve A.
pleuropneumoniae izolatlarinda tespit edilen blaros-1 genleri arasinda giiglii bir

genetik homoloji saptanmistir (Kehrenberg ve ark. 2006).

1.8.6.2.Tetrasiklinler

Tetrasiklin direnci Enterobacteriaceae familyasinda siklikla tespit edilirken
Pasteurella tiirlerinde nadiren bulunmaktadir. Bunun Pasteurella turlerinin
Escherichia coli genlerinin transkripsiyonundaki etkisizligi nedeniyle oldugu
diistiniilmektedir (Hansen ve ark. 1996).

Pasteurella, Mannheimia, Actinobacillus ve Haemophilus cinsi bakterilerdeki
tetrasiklin diren¢ genleri farkhidir. Iki farkli mekanizmayla calisan yedi adet
tetrasiklin direng geni belirlenmistir bunlar tetH, tetB, tetG, tetK, tetL aktif effluks
genleri ve tetM, tetO ribozomal koruyucu protein genleridir (Kehrenberg ve ark.

2006). Pasteurellaceae familyasi igerisinde bu genlerin prevalanst farklidir ve M.
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haemolytica izolatlarinda P. multocida’ya gore tetrasiklin direnci sikligi daha
fazladir (Catry ve ark. 2003).

tetH geni M. haemolytica izolatlarinda yaygin olarak belirlenmistir. tetH
geninin bakteri kromozomuna entegre halde ve plazmidlerde oldugu tespit edilmistir
ayrica yer degistirebilen genetik elementler ile iligkili oldugu varsayilmaktadir. tetG
geni M. haemolytica izolatlarinin ¢ogunda kromozomda belirlenirken tetL geni hem
kromozomda hem de plazmidde tespit edilmistir (Kehrenberg ve ark. 2005b). tetB
geni Enterobacteriaceae familyasinda en sik karsilasilan tetrasiklin direng geni iken
sadece Fransa’da bir M. haemolytica izolatinda tespit edilmistir (Chaslus-Dancla ve
ark. 1995).

1.8.6.3.Aminoglikozidler

strA geni Mannheimia ve Pasteurella tiirlerinde rastlanan en yaygin streptomisin
direng¢ genidir. Gen enzimatik yolla 1ilact inaktive eden aminoglikozid-3-
fosfotransferaz iireterek direng saglamaktadir (Kehrenberg ve Schwarz 2001). strA
gen bazen aminoglikozid-6-fototransferaz kodlayan strB ile birlikte bulunmaktadir.
Bu strA-strB kombinasyonu streptomisine iyi derecede direng saglamaktadir ve
¢ogu patojenik ve komensal bakterilerin plazmidlerinde veya kromozomuna entegre
halde bulunmaktadir (Kehrenberg ve ark. 2006).

Spektinomisin  sifirlarin  tedavisinde  kullanilan  bir  aminoksiklitol
aminoglikoziddir. M. haemolytica’da yiiksek oranda spektinomisin direnci
saptanmigtir (Kehrenberg ve Schwarz 2001) ancak spektinomisin direng genlerini

saptamaya yonelik bir ¢alismada sonug¢ alinamamistir (Schwarz ve ark. 2004).

1.8.6.4.Sulfanomidler
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Silfanomid direnci M. haemolytica’da en sik karsilasilan direngten biridir ve tip II
dihidropteorat sentetazi kodlayan Sulll geni tarafindan saglanir. Gen g¢esitli
plasmidlerde tespit edilmis ve sekans analizlerinde onemli derecede heterojenite
gosterdigi  saptanmustir. Ayni1 zamanda StrA-strB genleriyle baglantili oldugu
bulunmustur (Kehrenberg ve ark. 2006) ve kanamisin ve / veya tetrasiklin direnci ile

iliskilendirilmistir (Kehrenberg ve Schwarz 2001).

Trimethoprim direnci genelde plazmidler, transpozonlar veya gen

kasetlerinde yer alan dihidrofolat reduktaz vasitasiyla saglanmaktadir (Kehrenberg
ve ark. 2006).

1.8.6.5.Kloramfenikol ve Florfenikol

Kloramfenikol direnci plazmid, transpozon veya gen kasetlerinde yer alan genler
tarafindan  asetiltransferaz  veya kloramfenikol disar1 aticilar  sayesinde
saglanmaktadir. Immiinolojik ve biyokimyasal ozelliklerine gére catAl, catA2 ve
catA3 olmak tlizere Ui¢ farkli inaktive edici enzim belirlenmistir. M. haemoytica
izolatlarinda kloramfenikol direnci catAl ve catA3 genleri ile baglantilidir, catA2
geni se heniiz tespit edilmemistir (Kehrenberg ve ark. 2006). Cizelge 1.3’te M.

haemolytica izolatlarinda tespit edilen direng genleri ve mekanizmalari 6zetlenmistir.

Cizelgel.3.M. haemolytica izolatlarinda tespit edilen diren¢ genleri ve
mekanizmalar1 (Kehrenberg ve ark. 2005)

Antimikrobiyal etken Diren¢ mekanizmasi Direng genleri
Penisillin Beta laktamaz blaros-1
Silfonamid Dihidropteroat sentezi sul2
Tetrasiklin Efluks proteini tet(H)
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tet(G)

Streptomisin Fosfotransferaz StrA
strB
Kloramfenikol Asetil transferaz catA3
1.8.7.YOnetim

BRD nin kompleks yapisi geregi hastalik yonetim stratejileri hastaligi dnlenmesi ve
tedavisi lizerine kuruludur. Etiyolojide birden fazla etken olmasi nedeniyle hastaligin
kontrolinde sadece bir faktoriin elimine edilmesi problemin ¢ozilmesi igin yeterli
degildir. BRD ydnetiminde siki yonetim programlari uygulanmasi gerekliligi dnem
kazanmaktadir (Rice ve ark. 2007). Giliniimiizde kondiisyon programlari, asilamalar

ve antimikrobiyal tedavi ile yonetim stratejileri belirlenmektedir.

1.8.7.1.Kondusyon Programlari

BRD kontroliinde en etkili yolun enfeksiyona predispozisyon vyaratan stres
faktorlerinin azaltilmasi1 veya elimine edilmesi konusu tartigmalidir. Kondiisyon
programlari siitten kesme asamasinda stresi azaltacak ve hayvanin immun sistemini
guclendirecek uygulamalar konseptidir. Cesitli programlar mevcuttur ancak genelde
siitten kesim periyodu, asilama, antihelmentik tedavisi, kastrasyon, boynuz kesimi,

yemlik ve suluga alistirma asamalarindan olusmaktadir (Thomson ve White 2006).

1.8.7.2.Asilar
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Asilar isletmelerde solunum sistemi hastaliklarini 6nlemek amaciyla bir asirdan
fazladir tiretilmektedir. Asilamanin ana dncelikleri immun sistemi uyarmak, etkenin
sacilmasiin 6niline gecmek ve subklinik hastalik vakalarmi azaltarak hayvanlarin
performansini artirmaktir (Thomson ve White 2006). Amerika ve Kanada’da
solunum sigir solunum sistemi hastaliklar1 6nlenmesinde kullanilan ticari asilarin
etkinligi degerlendirilmistir (Bowland ve Shewen 2000). Objektif sonuglarin
belirlenmesi giicliigii, anlamli istatistiksel veri elde etmek i¢in yeterli gruplarin
olusturulmasi ve yildan yila morbidite-mortalite oranlarimin tahmin edilememesi
nedenleriyle besi sigirlarinda as1 etkinligini degerlendirmek kaydadeger giicliiklerin
asilmasii gerektirmektedir. Isletmelerde solunum sistemine yonelik belirli bir aginin
ekonomik etkisi belirlenirken tek bir saha denemesinin yetersiz oldugu kabul

edilmektedir

Ik as1 ¢alismalarinda Bacillus boviseptica kiiltiirinden hazirlanan bakterin
asilar kullanilmistir. Saha denemeleri neticesinde asinin etkinligi tartismali hale
gelmistir veya zararl etkileri oldugu bulunmustur (Farley 1932). Sonraki yillarda M.
haemolytica kiiltiiriinden hazirlanan bakterin asinin ne yararli nede zararli oldugu
bildirilmistir (Wilkie ve ark. 1980). Canli M. haemolytica as1 calismalarinda ise
koruma diizeylerinde degisken sonuglar elde edilmistir. Canli M. haemolytica as1
susu ile agilanan siZirlarda antibiyotik kullanimi as1 etkeninin replikasyonunu inhibe
edici etkisi nedeniyle tavsiye edilmemektedir (Hjerpe 1990). Hayvanlarin isletmeye
gelmesini takiben yaygin antibiyotik kullanimi canli a1 uygulamasi pratigini ortadan

kaldirmaktadir.

Logaritmik {ireme fazinda iiretilen ve pndmonik pastorelloz patogenezinde
onemi anlasilan Lkt’in belirlenmesi M. haemolytica A1 kiiltiir siipernatant asist olan
ticari asmin gelisimine katki saglamistir. Deneysel uygulamalarda yirmi bir giin
arayla iki doz uygulanan asinin orta-siddetli pndomonilerde etkinligi %60-70
diizeyinde tespit edilmistir (Shewen ve ark. 1988). Saha denemelerinde ise degisik
sonuglar alindig1 rapor edilmistir (Thorlakson ve ark. 1990). M. haemolytica’nin
agliitinasyon reaksiyonlarinda kullanilan ylizey antijenleri, kapsiiler polisakkarid,
lipoproteinler ve sialoglikoproteaz gibi logaritmik faz kiltir supernatantindaki gesitli
diger antijenleri belirlenmistir ve bu antijenler asinin etkinligini etkileyebilmektedir.

Cesitli firmalar dis membran ekstrakti, rekombinant Lkt ile zenginlestirilmis
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ekstrakte antijen, kiiltiir slipernatant antijeni eklenmis bakterin gibi subunit veya
subunit zenginlestirilmis asilar1 tanitmistir. Demir kisith ortamda antijen eksprese

edilen bir as1 lisans almistir (Donachie 1999).

Yakin zamandaki ¢aligmalar antijenin mukozal sunumu ile M. haemolytica’ya
kars1 bagisikligin  uyarilmasina odaklanmistir. Nazofarinks bolgesinde lokal
immunite uyarimi Pasteurella cinsi etkenlerin  kolonizasyonunu azalttig1
bildirilmistir. Ust solunum yolunda replike olan ve M. haemolytica antijenlerini
eksprese eden viral vektorler, aljinat mikrosferinde kapstllenmis M. haemolytica’nin
oral yolla uygulamasi ve modifie canli M. haemolytica’nin oral yolla uygulanmasi
degerlendirilmektedir. Transgenik yenilebilir as1 iiretimi amaciyla bitkilerde M.

haemolytica antijenleri eksprese edildigi rapor edilmistir (Lee ve ark. 2001).

M. haemolytica iliskili solunum sistemi hastaliginin karmasik etiyolojisi goz
Oniline alindiginda hastaligin 6nlenmesinde tek bir stratejinin tamamen etkili olmasi
miimkiin degildir. Daha kesin teshis yontemleri, daha etkili asilar, etkili terapotik
etkenler ve daha rasyonel yonetim uygulamalari kombinasyonuna ihtiyag

duyulmaktadir.

1.8.7.3.Antimikrobiyal Uygulama

Antimikrobiyal uygulamalar BRD’nin 6nlenmesi ve tedavisinde baslica en etkili
metot olarak kabul gormektedir. Kuzey Amerika’da asilamalar siklikla
kullanilmasima ragmen buzagilara isletmeye gelmesini takiben veya kisa siire
icerisinde standart uygulama olarak koruyucu amagl antibiyotik uygulanmaktadir
(Rice ve ark. 2007). Kanda 48-72 saat siire ile kalabilen antibiyotikler isgilik
maliyetlerinin azaltilmasi1 sebebiyle daha sik olarak tercih edilmektedir. Bu tarz
tedavi popiilasyona giriste uygulanir, ¢linkii asilama zamani ile bagisiklik yaniti
olusturma arasindaki siirede BRD’yi erken donemde teshis etmek zordur. Koruyucu

amagcla antibiyotik kullanimimin morbiditeyi %50’ye kadar azalttigi bildirilmistir
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(Thomson ve White 2006). Sigirlarda lisanshi olan antimikrobiyallerin %80’ni BRD

etkenlerine karsi sentezlendigi tahmin edilmektedir (Bowland ve Shewen 2000).

Bu ¢alismada Sivas bolgesinde pnomoniye neden olan major bakteriyel
etkenlerin prevalansinin belirlenmesi, izolatlarin viriilens ve direng genlerinin tespit
edilmesi,ayrica izolatlarin “altin standart” olan PFGE yontemiyle incelenerek

birbirleriyle olan genetik iligkilerinin ortaya konulmasi amag¢lanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Akciger Orneklerinin Toplanmasi

Bu c¢alismada haftada iki kez olmak iizere hayvan kesimlerinin en yogun oldugu
Pazartesi ve Cumartesi gunlerinde Sivas ilindeki mezbahalar ziyaret edilerek sigirlara
ait akciger ornekleri(5597 akciger &rnegi)incelendi. Inceleme esnasinda saglikli
akciger Ornekleri ve hepatizasyon, eksudat, fibrin birikimi gibi yangi bulgulari
gbzlemlenen pndmonik akciger 6rnekleri makas yardimi ile kesilerek kapakli 6rnek
toplama kaplarina alindi. Pndmonik akcigerlerden 200 ve saglikli akcigerlerden 400
olmak Uzere toplamda 600 adet akciger Ornegi alindi. Akcigerler laboratuvara
ulagincaya kadar igerisinde buz kalibi bulunan 6rnek tasima g¢antasinda soguk

zincirde muhafaza edildi.

2.2. Kaltur

Laboratuvara getirilen akciger orneklerinden ayni giin icerisinde mikrobiyolojik
ekim gergeklestirildi. Her bir akciger 6rnegi pens yardimu ile petri kaplarina alindi.
Spatiil alevde 1sitild1 ve akcigerin ekim yapilacak olan yiizeyi sicak spatiil ile
daglandi. Daglanan kisma steril bistliri ucu ile kesit atildi. Pasteurella ve
Mannheimia izolasyonu amaciyla akcigerden pens yardimi ile nohut biiyiikliigiinde
bir doku pargasi alinarak Kanli Agar yiizeyine ekim yapildi. Mikoplazma izolasyonu
icin ise alinan doku parcasibrotha aktarilarak bes tiipte on kath diliie edildi ayrica
mikoplazma agara da akciger orneklerinden ekim yapildi. Kanl agarlar 37°C’ye
ayarlanmis olan etiive yerlestirildi ve kiiltiir bir hafta takip edildi. Mikoplazma

besiyerleri ise %5 CO2’li etiivde 37°C’de bir hafta inkiibe edildi.

Mikoplazma agarlarda tipik olarak sahanda yumurta gérinum, mikoplazma

brothlarda ise tiirbidite ve film olusumu incelendi. Mikoplazma kiiltiirleri ii¢ kez

61



pasajlandiktan sonra saklamak tizere %50 mikoplazma broth + %50 at serumu olan

kryotiiplere alinarak -70°C’de muhafaza edildi.

2.2.1. Kiiltiir Asamasinda Kullanilan Besiyerleri ve Bilesimleri

Kanh agar

Lab-Lemco’ powder ..........ccoevviiiiiiiiniinannen. 10.0 g/L
Peptone Neutralised.............coooiviiiiiiiiininnnn. 10.0 g/LL
Sodyum KIlorid .........coooiiiii 5.0g/L
AGAT. .o 15.0 g/L

Karisimdan 40 gr besiyeri tartilir ve vida kapakli siseye aktarilir, distile su ile hacmi
1 litreye tamamlandi. Manyetik karisticicida besiyerinin erimesi saglandi. Otoklavda
121 °C’de 15 dakika sureyle sterilize edildi. Besiyeri steril edildikten sonra sogumasi
sagland1. Besiyeri sicakligi 50°C civarinda %5-7 oraninda koyun kani katild: ve vida
kapakli sise hafifce gevrilerek besiyerinin homojen karigsmasi saglandi. Steril petri
kaplarina sarjli pipetleyici yardimi ile 15 ml hacimde aktarildi ve katilagmasi igin 30
dk beklendi.

Mueller Hinton Agar

Dehidre Sigir Inflizyonu...............coccoveiieiineinnn. 300 g/L
Kazein Hidrolizatt.................ocooeiiiiiiieen, 17.5¢g/L
NISASTA. .ottt ettt e 1.5¢g/L
N 17 g/L

Karisimdan 38 gram tartildi ve vida kapakli siseye alindi, distile su ile hacmi 1
litreye tamamlandi1. Otoklavda 121°C’de 15 dakikada sterilize edildi, sicakligi 50°C
civarinda iken %7 koyun kani katildi ve steril petri kaplarina besiyeri kalinligi 4mm
olacak sekilde dokiildii.
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PPLO agar

Beef Heart................cooiiiiiiiiieecieieen.0.0 g/
=T 01 0] 1 OSSR 10.0 g/L
Sodyum KIOrd........cooveveiieiieieeceece e 5.09/L
AGAN s 10.0g/L

Distile su 700 ml hacimde alindi ve 1 litrelik vida kapakli siseye aktarildi. Sise
manyetik karistirictya yerlestirildi ve distile su kaynayana kadar 1sitildi. Agar noble
10 gram tartildi ve distile suya ilave edildi. Agar tamamen ¢ozlnene kadar 1sitma
islemine devam edildi. PPLO 21 gram tartildive vida kapakli siseye aktarildi.
Karigim berrak bir goriinim alinca eridigi anlagildi ve otoklavda 121°C’de 20

dakikada steril hale getirildi.

PPLO broth

Beef Heart................ccooeiiiiiiiiiiiiecieieennn.6.0 g/L
= 01 0] SRS 10.0 g/L
Sodyum KIOrid........ccovevviiiiieiece e 5.0g/L

Distile su 700 ml hacimde alind1 ve 1 litrelik vida kapakli siseye aktarildi. Sise
manyetik karigtiriciya kondu ve distile su sitildi. PPLO 21 gram tartildi ve vida
kapakli siseye ilave edildi. Otoklavda 121°C’de 20 dakika streyle steril edildi.
Besiyeri +4°C’de bir yila kadar muhafaza edilebilir.

Maya Ekstrakti

Balon jojeye 500 ml distile su alindi ve manyetik karistiticiya yerlestirildi. Isisi
80°C’ye getirilir ve 30 dakika manyetik balik yardimi ile karigmasi saglandi. Kuru
maya 34 gr tartild1 ve yavasca balon jojeye ilave edildi. Inkibasyona 35 dakika
devam edildi. Karisim 50 ml’lik falkon tiiplerine dagitildi ve oda sicakliginda 30
dakika stre ile 800xg’de santrifiij edildi. Herbir falkon tiiptindeki siipernatant alindi,
solisyon o6nce 0.45 daha sonda 0.22 mikrometrelik filtrelerden gegirilerek vida
kapakli steril siseye alindi. pH’s1 1IN NaOH ile 8.0’e ayarlandi. Toplam hacim steril
DS ile 500 ml’ye tamamland1 ve steril falkonlara 50 ml hacimde taksim edildi.

63



Falkonlar derin dondurucuya kaldirildi. Bu sekilde hazirlanan maya ekstraklari 6 ay

sure ile kullanilabilir.

At Serumu

At serumu derin dondurucudan cikarildi ve oda sicakliginda erimesi beklendi.
Benmaride 56°C’de 1 saat siire ile inkiibe edilirek komplement aktivitesi ortadan
kaldirildi. Sonrasinda 0.22 mikrometrelik filtreden gegirilerek steril vida kapakl
siseye aktarildi.

PPLO Supplement

Steril DS 250 ml hacimde vida kapakli siseye alindi, 10 gr glukoz, 20 gr sodium
piruvat ve 2 gr ampisilin katildi. Karnstirilarak erimesi saglandi ve 0.22
mikrometrelik filtreden stzulerek 50 ml’lik falkonlara aktarildi. Falkonlar derin
dondurucuya yerlestirildi. Suplement -20 °C derin dondurucuda 1 yila kadar

saklanabilir.

PPLO besiyeri hazirlamisi: Steril edilmis ve 1sis1 yaklasik 50°C olan 700 ml
hacimdeki besiyerine 200 ml at serumu, 50 ml maya ekstrakti ve 50 ml PPLO
supplement eklendi. Homojen bir karisim saglandiktan sonra agarlar petri kaplarina
15 ml hacimde dokuldu, brothlar ise steril tiplere 9 ml taksim edildi.

2.3. Biyokimyasal Testler

Kanli agar yiizeyinde Ureyen koloniler pasajlandi. Gram boyama yapilarak Gram
negatif olan izolatlar se¢ildi ve biyokimyasal testler yapildi. Oksidaz ve katalaz
pozitif izolatlar belirlenerek Vitek2 compact (Biomerieux) cihazinda 47 adet

biyokimyasal parametreye gore incelendi.
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Oksidaz testi

Oksidaz testi ayiract olanN, N, N’, N’-tetra-metil-p-fenilen diamin dihidroklorid’in
%1’lik ¢ozeltisi taze olarak hazirlandi ve kurutma kagidi lizerine pipet yardimi ile
damlatildi. Saf kultlrden 6ze yardimi ile bir miktar koloni alind1 ve ayira¢ emdirilmis
olan bdélgeye siralir. Mavi-mor renk olusumu gozlemlendi, 30 saniye igerisinde

mavi-mor renk olusmasi pozitif olarak yorumlandi.

Katalaz testi

Lam yizeyine test edilecek olan saf kiltlrden 6ze yardimi ile bir miktar alindi ve
tizerine katalaz testi ayiraci olan %3’liik hidrojen peroksit damlatildi. Lam yuzeyinde

hava kabarcig1 olusmasi pozitif olarak yorumlandi.

Glukoz Hidrolizi

ALSerumu........coooevviiiiiiinn, 16ml
Maya Ekstraktt........................... 8ml
Fenol Kirmizis1 (%0.05)................ Sml
Glukoz (%20).....c.ccovviiiiiiiinn. . 2ml

Bu formiilasyona gore hazirlanan supplement’den 7.5 ml alinarak 17.5 ml PPLO
broth’a aktarildi. Steril cam tiiplere 5 ml hacimde taksim edildi. Siipheli Mikoplazma
kulttrunden 2 damla brotha damlatildi ve broth 37°C’de bir hafta inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda broth renginin sartya dénmesi pozitif degerlendirildi.

Arjinin Hidrolizi

AtSerumu..........oooooiiiiiiiin, 16ml
Maya Ekstrakti.......................... 8ml
Fenol Kirmizisi (%0.05)............... 5ml
L-arginine (%30)......... ....oee..... 3.4ml
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Bu formiilasyona gore hazirlanan supplement’den 7.5 ml alinarak 17.5 ml PPLO
broth’a aktarildi.Steril cam tiiplere 5 ml hacimde taksim edildi. Siipheli Mikoplazma
klltiriinden 2 damla brotha damlatildi ve broth 37°C’de bir hafta inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda brothda pembe renk olusmasi pozitif degerlendirildi.

2.4. DNA izolasyonu

Fenol Kloroform Metodu

Eppendorf thpunin (1.5 ml) igerisine 300 ul steril distile su alindi ve taze kati
killtirden ortalama 8-10 koloni siuispanse edildi.Uzerine 300 ul K tamponu ilave
edildi (K Tamponu: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, % 0.2 Sodyum
Dodesil Siilfat-SDS). Her tiipe 25 mg/ml Proteinase K’dan (100 mg Sigma: 4 ml
steril DW ile sulandirildiktan sonra 1 ml olacak sekilde 4 ayrn tiipe taksim edilir ve -
20°C’de saklanir) 5 ul ilave edildi. Numuneler vortekslendikten sonra 56°C’de
ortalama 2 saat benmaride inkubasyona birakildi. Inkubasyonun ardindan Proteinase
K inaktivasyonu igin 10 dakika kaynatma islemi yapildi. Toplam hacim 600 ul ise
600 ul de 25:24:1 fenol:kloroform:isoamil alkol tiiplere aktarildi. 5 dakika elde iyice
calkalandiktan sonra 10 dakika 13000 rpm de santriftlj edildi. Santrifiijiin ardindan
iki katman olustu. Alt faza hi¢ dokunulmadan {ist faz ayn1 numaralar verilmis baska
bir tlipe pipet ile 100 ul seklinde tekrarlanarak aktarildi. (Alt faz protein artiklarinin
¢okmesinden dolayi kirli fazdir). Alinan miktarin 2-2.5 kati kadar -20°C’de saklanan
saf etil alkol ve 1/10’u kadar 3M Na Asetat ilave edildi. Vortekslemenin ardindan -
20°C’de 2 saat presipitasyon islemi uygulandi. Bu islemin ardindan 10 dakika 13000
rpm santrifiij yapildi ve stvimin tamanu dikkatli bir sekilde dékiildii. Uzerine %70
derisimli etil alkolden 300 ul ilave edildi ve 13000 rpm 5 dakika santrif(j edildi. Siv1
dokaldikten sonra kurumaya birakildi ve pelet 100 ul steril DS ile sulandirilarak
vorteksleme yada pipetaj yapilarak PZR’da hedef DNA olarak kullanildu.

Referans Suslar
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Bilgi: DSMZ-Leibniz Enstitiisii (Almanya), Samsun Ondokuz Mayis Universitesi
Veteriner Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali (E. coli ATCC 25922 ve S. aureus
ATCC 29213) ve Yiiziincii Y1l Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’ndan (P. multocida ATCC 43137 ve P. multocida ATCC 12948)temin
edilen referans suslar kiiltiir, DNA izolasyonu, PZR ve antimikrobiyal duyarlilik

belirleme asamalarinda kullanildi.

Liyofilize sekilde Almanya’dan gelen suslar (M. bovis DSM 22781 (ATCC
25523), M. haemolytica DSM 10531 (ATCC 33396)) referans laboratuvar

protokoliine gore acildi.

2.5. PZR

dNTP Sulandirmasi: ANTP’lerin (100 mM 25 ug dNTP Set, Vivantis) her birinden
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 10 ul alimirak 1.5 ml’lik bir eppendorf icerisinde
karistirildi. Steril DS’ye (760 ul) 40 ul ANTP miksi katilir ve vortekslendikten sonra
kullanima hazirdir. Bu sekilde ANTP’ler 1/20 oraninda sulandirilmis oldu.

Primerlerin Sulandirilmasi: Primerler stok sonsantrasyonu 10 pmol/mikrolitre
olacak seklinde steril distile su ile sulandirildi. Stok primerler 100 mikrolitrelik

hacimlerde ependorf tiiplerine aktarildi ve derin dondurucuya yerlestirildi

PZR Karisimi:Mastermiks hazirlama islemi PZR 6rnek sayisina gore Cizelge 2.1°de
belirtilen formilasyona gore hesaplandive hazirlanan mastermiks 22.5 ul’lik
hacimlerde 200 pl’lik seffaf ependorf tiiplerine pipet yardimi ile dagitildi. DNA
izolasyonu yapilmis Orneklerden her bir ependorf tiiptine 2.5 pl kalip DNA
aktarilarak tiiplerin kapagi kapatildi. Ependorf tiipler termal siklus cihazinin (Biorad
T100) metal bloguna dizildi ve cihazin ekranina ¢alisilan primer ile ilgili

kondtsyonlar girildi. 1lk olarak 95°C’de 6n denatiirasyon, 30-35 siklus boyunca
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denatiirasyon, primer baglanma ve sentez asamasi tekrarlandi, 72°C’de 5 dakika son
sentez agsamas1 gergeklestirildi. Yaklasik 2-2.5 saat sonunda hedef DNA’lar yapay

kosullarda termal siklus cihazinda amplifiye edilmis oldu.

Cizelge2.1. 25 pl’lik total hacimde bir 6rnek i¢in PZR mastermiks hazirlanmasi

MgClI2 dNTP Primerler Kalip
PCR Buffer 10X Enzim
(25mM) (5mM) (10pmol/ pl) DNA
13 ul 25l 25l 4x0.5 pl 0.125 pl 2x1.25 pl 25ul

Elektroforez: Amplifikasyon urunlerinin gorintilenmesi igin jel %1.5 oraninda

hazirland1 ve 6rnekler jele yiiklenerek elektriksel akim etkisiyle ytirtitiildii.

Agarose Jel Hazirlanmasi (%01.5):Jel tankinin biyiikliigine gore 6rnegin 250 ml
hacimli jel tanki igin 3.75 gr agarose tartildi ve 250 ml 1xTBE ile sulandirildi.
Mikrodalga firinda 2-3 dakika kaynatildi ve homojen bir erime olmasi igin ara sira
karistirldi. Tam homojen bir erimenin ardindan jel biraz sogutuldu ve jel kalibina
dokuildu. Baloncuk olusturmamaya dikkat edildi. Devaminda 6rnek sayisina gore jel

katilagsmadan taraklar yerlestirildi. Jelin katilagsmasi igin 30 dakika beklenildi.

TBESX Stok Soliisyon Hazirlanmasi:

IS e 54449
BOMK ASIt. ..o 27.2 g
EDTA 460

Bir balon joje icerisine 1L distile su ile tamamlandi. Manyetik karistirict yardimu ile
karisimdaki maddelerin homojen bir sekilde erimesi saglandi. Oda sicakliginda

saklanmalidir.
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Jel hazirlanmasinda ve elektroforez buffer1 olarak 1xTBE kullanma solisyonu
kullanildi.

Yiikleme Islemi: Amplifikasyon driinlerinin jele yiiklenmesi icin DNA Marker ve
Jel Yiikleme boyasma (6x) ihtiyag duyulur. Rulo parafilm {izerine yaklasik 15
mikrolitre PZR iriinii + 3 mikrolitre ylikleme boyasi alindi. Pipet yardimiyla
homojen karisim saglandi ve elektroforez unitesinin jelindeki ilgili kuyucuklara
yiikkleme yapildi. DNA Marker’dan 5 mikrolitre alindi ve jelin iki ucundaki

kuyucuklara yuklendi.

Yiikleme Sirasi: Pipet yardimi ileMarker+ Numuneler+ Negatif Kontrol +Pozitif
Kontrol+ Marker seklinde jele yiikleme yapildi. Yikleme islemini takiben
elektroforez tankinin kapagi kapatildi. Gii¢ tinitesi agildi ve ornekler 110 V’da 90

dakika sire ile elektroforez islemine tabi tutuldu (Biorad, PowerPac Basic).

Jelin Goriuntilenmesi: Elektroforez islemi sonrasinda jel boyama islemi igin plastik
bir kaba 400 ml distile su alind1 ve 40 pl Etidyum Bromid (10 mg/ml) ilave edildi.
Jel elektroforez tankindan alindi ve boyama kabina aktarildi. Jelin boyanmasi igin
20-30 dakika beklenildi. Boyama tankindan spatiil yardimiyla jel alindi ve jel
goriintiileyici cihazina yerlestirildi (Vilber Lourmat, Quantum ST4). UV 15181 altinda

jelin gortintiisii alindi1 ve masadstiine gorintust kaydedildi.

M. haemolytica izolatlarinin serotip (Cizelge 2.2), viriilens (Cizelge 2.3) ve
direnc (Cizelge 2.4) genleri tespitinde, P. multocidaizolatlarinin kapsiil (Cizelge 2.5),
virtllens (Cizelge 2.6) ve direng (Cizelge 2.7) genleri tespitinde ilgili tablolardaki
primer ¢iftleri PZR asamasinda kullanildi.
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Cizelge 2.2.M. haemolytica izolatlarinin serotip tayininde kullanilan primer dizileri

ve amplikon boyutlari

Kodu Primer dizilimi (5’-3’) Amplikon Hedef Serotip Tm
Hyp_F CATTTCCTTAGGTTCAGC .
306 bp Serotip 1 55°C
Hyp_R CAAGTCATCGTAATGCCT
Core2_F GGCATATCCTAAAGCCGT .
160 bp Serotip 2 55°C
Core2_R AGAATCCACTATTGGGCACC
TupA_F TGAGAATTTCGACAGCACT .
78 bp Serotip 6 55°C

TupA_R ACCTTGGCATATCGTACC

Cizelge 2.3.M. haemolytica virulens genleri tespitinde kullanilan primer dizileri ve

amplikon boyutlari

Kodu Primer dizilimi(5’-3’) Amplikon Hedef Gen ™m
gep_F CGCCCCTTTTGGTTTTCTAA O-sialogliko
420 bp 58°C
gcp_ R GTAAATGCCCTTCCATATGG proteaz
gs60_F GCACATTATATTCTATTGAG Dis membran
429 bp } ] 55°C
gs60_R AGGCATACTCTAACTTTTGC lipoprotein
tbpB_F CTACTTGCTGCTTGTTCCTC Demir baglayan
137 bp i 60°C
tbpB_R AGAACCGCTTACTGTACGTC protein
ktC_F GGAAACATTACTTGGCTATGG )
440 bp Lokotoksin 58°C
ktC_R TGTTGCCAGCTCTTCTTGATA
nmaA_F CTGTAGAAGCCGGAACAGTA UDP-N-asetil D
129 bp glukozamin 60°C
nmaA_R  CATCGCCATAAGGGTTGTGA .
epimeraz
adh_F CTGCAAGTAAGGCAACATTG
150 bp Adezyon 58°C

adh_R GAATCCGCACCAATAGCAAT

Cizelge 2.4.M. haemolytica direng genleri tespitinde kullanilan primer dizileri ve

amplikon boyutlar1
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Kodu Primer dizilimi (5°-3’) Amplikon Hedef Gen Tm
bla_F AATAACCCTTGCCCCAATTC o o
685 bp Ampisilin/Penisilin ~ 60°C
bla_R TCGCTTATCAGGTGTGCTTG
aphA_F TTATGCCTCTTCCGACCATC o
489 bp Neomisin 58°C
aphA_R GAGAAAACTCACCGAGGCAG
tetH _F ATACTGCTGATCACCGT
1076 bp Tetrasiklin 60°C
tetH R TCCCAATAAGCGACGCT

Cizelge 2.5.P. multocida kapsul genleri tespitinde kullanilan primer dizileri ve

amplikon boyutlari

, — : Kapsdl
Kodu Primer dizilimi (5’-3’) Amplikon Tm
Serogrubu
PM A F  TGCCAAAATCGCAGTCAG
1044 bp A 55°C
PM_A R  TTGCCATCATTGTCAGTG
PM_B_F CATTTATCCAAGCTCCACC
760 bp B 550C
PM_B_R GCCCGAGAGTTTCAATCC
PM_D_F TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC
657 bp D 550C
PM_D_R CATCTACCCACTCAACCATATCAG
PM_F_F AATCGGAGAACGCAGAAATCAG
851 bp F 55°C
PM_F_R TTCCGCCGTCAATTACTCTG
Cizelge 2.6.P. multocida izolatlar1 virlilens genleri tespitinde kullanilan primer
dizileri ve amplikon boyutlar
Kodu Primer dizilimi(5’-3’) Amplikon Gen Tm
ptfA_F TGTGGAATTCAGCATTTTAGTGTGTC )
488 bp Adezin 55°C
ptfA_R TCATGAATTCTTATGCGCAAAATCCTGCTGG
pfhA_F  TTCAGAGGGATCAATCTTCG
286 bp Adezin 55°C
pfhA_R AACTCCAGT TGGTTTGTCG
tadD_F TCTACCCATTCTCAGCAAGGC
416 bp Adezin 60°C
tadD_R ATCATTTCGGGCATTCACC
toxA_F CTTAGATGAGCGACAAGG 864 bp Toksin 55°C
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toxA_R GAATGCCACACCTCTATAG

hgbA_F TCAACGGCAGATAATCAGGG Demir

267 bp 55°C
hghA_R GCGGGAATGCTGAAGATAAG baglanma
hghB_F ACCGCGTTGGAATTATGATTG Demir

788 bp 54°C
hghB_R CATTGAGTACGGCTTGACAT baglanma
tonB_F CGACGGTGAAACCTGAGCCA Demir

261 bp 54°C
tonB_R CCGAGCGATAAGCATTGACT baglanma
nanB_F CATTGCACCTAACACCTCT o

555 bp Sialid 57°C
nanB_R GGACACTGATTGCCCTGAA
nanH_F GTGGGAACGGGAATTGTGA o

287 bp Sialid 57°C

nanH_R ACATGCCAAGTTTGCCCTA
ompA_F CGCATAGCACTCAAGTTTCTCC
ompA_R  CATAAACAGATTGACCGAAACG
ompH_F CGCGTATGAAGGTTTAGGT
ompH_R  TTTAGATTGTGCGTAGTCAAC
oma87_F GGCAGCGAGCAACAGATAACG

oma87_R TGTTCGTCAAATGTCGGGTGA

201 bp Protektin ~ 55°C

438 bp Protektin ~ 57°C

838 bp Protektin ~ 55°C

Cizelge 2.7.P. multocida izolatlar1 direng genleri tespitinde kullanilan primer dizileri

ve amplikon boyutlar

Kodu Primer dizilimi(5’-3’) Amplikon Hedef Gen Tm
bla_F CATTAACGGCTTGTTCGC Beta

852 bp 55°C
bla R CTTGCTTTGCTGCATCTTC laktamaz

aphAl_F ATGAGCCATATTCAACGGG
aphA1_R TCAGAAAAACTCATCGAGCATC
tetB_.F  CCTTATCATGCCAGTCTTGC
tetB_.R  ACTGCCGTTTTTTTCGCC
tetH_ F  ATACTGCTGATCACCGT
tetH R ~ TCCCAATAAGCGACGCT
cat3a_ F  ACCATGTGGTTTTAGCTTAACA

cat3a_R  GCAATAACAGTCTATCCCCTTC

816 bp Aminoglikozid 55°C

774 bp Tetrasiklin ~ 55°C

1076 bp  Tetrasiklin  60°C

473 bp Kloramfenikol 56°C

2.6. Real Time PZR
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gPZR mastermiks hazirlama islemi Cizelge 2.8’de belirtilen formulasyona gore
hesaplandi ve hazirlanan mastermiks 45 pl’lik hacimlerde 200 pl’lik mat PZR
tUplerine mikropipet ile dagitildi.DNA izolasyonu yapilmis oOrneklerden her bir
ependorf tiiptine 5 pl kalip DNA aktarild1 ve tiiplerin {ist kismu1 seffaf folyo ile sikica
yapisacak sekilde kapatildi. Tupler termal siklus cihazinin (Bioneer, Exicycler 96)
metal bloguna dizildi, bilgisayardan calisilacak olan etkenle ilgili kondisyonlar
girildi, kullanilan proba 6zgii ilgili kanal ekrandan segilerek amplifikasyon islemi es
zamanli olarak bilgisayar ckranindan takip edildi. Calisilan hedef etkene gore
Cizelge 2.9°da belirtilen primer ve prob kombinasyonlari qPZR asamasinda

kullanildi

Cizelge2.8. 25 drnek icingPZR mastermiks hazirlanmasi

MgCl2 PCR Buffer  dNTP Al Primerler Prob
nzim
(25mM) 10X (5mM) (10pmol/ pl)  (10pmol/ pl)
656
| 125 pl 125 pl 00 6.25ul 50*2 pl 17.5ul
M

Cizelge 2.9.qPZR’da kullanilan hedef etkenlere spesifik primer ve prob dizileri

Etken Gen Primer ve Prob Dizileri(5’-3’) m
ATTAGTGGGTTGTCCTGGTTAG
Mannheimia
. sodA GCGTGATTTCGGTTCAGTTG 55°C
haemolytica
FAM-CTGAACCAACACGAGTAGTCGCTGC-TAMRA
GGGCTTGTCGGTAGTCTTT
Pasteurella
itocid kmt-1 CGGCAAATAACAATAAGCTGAGTA 55°C
multocida
FAM-CGGCGCAACTGATTGGACGTTATT-TAMRA
TCAAGGAACCCCACCAGAT

Mycoplasma
oppD AGGCAAAGTCATTTCTAGGTGCAA 60°C

FAM-TGGCAAACTTACCTATCGGTGACCCT-TAMRA

bovis
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2.7. Sekans Analizi

PZR uygulamalarinda virlllens ve direng genleri igin referans pozitif DNA’s1
olmayan ornekler dizi dogrulanmasi amaciyla sekans analizine gonderildi. Ilgili
ornekler i¢in PZR’da c¢ift tiipte 50 pl hacimde amplifikasyon islemi yapildi.
Amplikonlar jele yiiklenerek hedef dizilerin varligi dogrulandi. Ilgili 6rnekler dizi
analizi yapilmak {izere soguk zincirde her bir ©6rmek 5 pmol/mikrolitre
konsantrasyonda kendi primeri ile beraber Pendik Veteriner Kontrol Arastirma
Enstitiisii’'ne gonderildi. Sekans analizi sonucunda hedef dizisi belirlenemeyen kisa
amplikonlar ise jelden saflastirma kiti kullanilarak saflastirildi ve Ornekler tekrar

sekans analizine gonderilerek dizileri belirlendi.

Sanger kapiller sekanslama sonucunda elde edilen floresan temelli okuma
sonuglar1 her bir ornek icin kromatogram seklinde SNAPGENE programinda
degerlendirildi. Kromatogram sonucunda DNA dizisi belirlenen amplikonlar BLAST
online modiil kullanilarak Gen Bankasi veritabanindaki veriler ile karsilastirildi ve

amplikonlarin temsil ettigi diziler analiz edildi.

2.8. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

2.8.1. Disk Diflizyon Testi

Disk diflizyon testi ile P. multocida ve M. haemolytica izolatlarinin ¢esitli
antibiyotiklere olan duyarliliklar1 belirlendi. P. multocida izolatlar1 i¢in kanamisin
(5pg), streptomisin  (25pg), kloramfenikol (30ug), siprofloksasin  (10pg),
trimethoprim/siilfametaksazol (25ug), tetrasiklin (30pg), spektinomisin (25ug),
norfloksasin (10pg), enrofloksasin (5ug), seftiofur (30png), doksisiklin (30pug) ve
ampisilin (10pg)diskleri, M. haemolytica izolatlart i¢in ise amoksisilin/klavulanik

asit (30pg), oksitetrasiklin (30ng), tetrasiklin (30ug), trimethoprim/siilfametaksazol
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(25ug), enrofloksasin (5pg), penisillin (10ug), seftiofur (30pug), ampisilin (10pg),
spektinomisin (25pg), gentamisin (30ug), tilmikosin (15pg) ve neomisin (30pg)
diskleri (Oxoid, Ingiltere) kullanilda.

2.8.1.1 inokulum Hazirlanmasi

Kiltirden inokulum hazirlamak i¢in vida kapakli cam tiipler otoklava verilerek steril
edildi. Taplere 5 ml steril FTS ilave edildi ve her bir kiiltiirden ekiivyon yardimiyla
koloni alinarak tiipiin cidarinda FTS ile siispanse edildi. Spektrofotometrik cihazda
(Biosan DEN-1) 600nm dalga boyunda ilk olarak FTS olan tiip blank okutuldu
sonrasinda sirasi ile 6rneklere ait suspansiyonlar okutuldu ve 6rneklerin yogunlugu
0.5 MacFarland’a gore ayarlandi. Bakteri silispansiyonlarindan ekiivyon cubugu
yardimiyla alinarak %7 koyun kanlt MHA (izerine bosluk kalmayacak sekilde agar
yiizeyine yayildi. ilgili antibiyotik iceren diskler steril pens yardimu ile agar yiizeyine
yerlestirildi. Petri kaplar1 etiive kaldirildi ve 24 saat sonra agar ylzeyindeki

inhibisyon zonlari cetvel yardimiyla dl¢iilerek not edildi (Hudzicki ve ark. 2009).

Orneklerle beraber Escherichia coli ATCC 25922 ve Staphylococcus aureus
ATCC 29213 kalite kontrol suslar1 antibiyogram sonuglari esnasinda eszamanli

olarak verifikasyon agsamasinda kullanild1.

2.8.2. Mikoplazma Antimikrobiyal Duyarhlik Belirleme

Veteriner mikoplazma tiirleri MIK degerlerinin belirlenmesinde sivi ve kati MIK
metotlar1 kullanilmaktadir. Bu metotlarin 6rnekleri arasinda Tanner ve ark. (1992)
tarafindan kullanilan sivi metot ve Hannan ve ark. (2000)’nin belirttigi agar metodu
yer almaktadir. Bu metotlarin ikiside insan kdkenli mikoplazmalarin test edilmesine

olanak saglamakta ve gesitli hayvan turlerinden izole edilen mikoplazmalar: test
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etmede kullanilmaktadir. Iki metotla alinan sonuglar ¢ogu durumda benzerlik
gostermektedir. Brothda iyi gelisme gosteren mikoplazma turleri igin Tanner metodu,
broth veya agarda Ureme godzlemlenen tirler icin ise modifiye Hannan metodu
kullanilmas1 tavsiye edilmektedir. S1vi metot uygulanmasi agisindan kolay olmakla
beraber az sayida Ornekle c¢alisilacaksa, agar metodu ise fazla sayida mikoplazma
susu ile calisilacaksa tavsiye edilmektedir. Sivi metot ayrica az sayida Ornekle

calisilacak ise tiipte de uygulanabilmektedir.

2.8.2.1. Stvi MiK Belirleme Metodu

2.8.2.1.1. Stok Mikoplazma Kiiltiirii Hazirlanmasi

Mikoplazmalar primer izolasyon ve identifikasyonun ardindan 10 ml’lik tiiplerde
uygun substratl (glukoz, arjijin, piruvat veya tire) ve pH indikatorlii (fenol kirmizisi)
brothlarda renk degisimi olusana kadar 36°C’de dretildi. Steril gliserol final
konsantrasyonu %35 olacak sekilde her bir kilttre ilave edildi ve kiltirler 1 ml’lik

viallere 5 seri seklinde taksim edilerek -70°C’de sakland.

2.8.2.1.2. Mikoplazma inokulumu Hazirlanmasi

1. Derin dondurucudan(-70°C) 1 ml donmus inokulum ¢ikarildi ve eritildi. Glukoz
veya piruvat kullanan tiirler i¢in pH’1 7.6’ya, arginin kullanan tiirler i¢in 6.8’¢ veya

ure kullanan tarler igin 6.0-6.5’a ayarlanmig uygun vasattan 4 ml ilave edildi.
2. Asit veya alkali reaksiyon gozlemlenene kadar dilte kiltir 36°C’de inkiibe edildi.

3. Renk degisimi i¢in gegen siire not edildi.
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2.8.2.1.3. Sivi MiK Testlerinde Canh Hiicre Sayimi

1.Mikoplazma kiiltiirinden 1 ml alindi ve 9 ml steril mikoplazma broth ile
sulandirildi, stspansiyon mikoplazmalarin kiimelesmesini onlemek amaciyla 5

saniye vortekslendi.

2. Vortekslenen siispansiyondan 0.9 ml lik hacimlerde 102-10° arasinda 10 kat

sulandirmalar yapildi.

3. pH’1 ayarlanmug steril mikoplazma brothdan 0.1 ml alinarak yuvarlak dipli pleytin

yatay sirasindaki 8 kuyucuga aktarildi.

4. Sterilite kontrol amaciyla 0.2 ml steril mikoplazma broth 12 numalar1 kuyucuga
aktarildu.

5. Her bir mikoplazma diliisyonundan 0.1 ml alindi, 8 numarali kuyucuktan baslayip

1 numarali kuyucuga kadar 0.1 ml broth olan kuyucuklara aktarildi.

6. Pleyt yapiskan pleyt filmi ile kapatildi, kullanilmayan kuyucuklar delinerek
inkiibasyon esnasinda folyonun agilmasi énlenmis oldu. Her kuyucugun kenarindaki

film diiz bir obje ile bastirilarak filmin iyice yapigmasi saglandi.
7. Renk degisimi tamanlanana kadar pleytler 36°C’de inkiibe edildi.

8. Sonuglar kaydedildi; renk degisiminin (yaklasik 0.2 pH iinitesi) oldugu en diisiik
dilusyon 0.1 ml diliie edilmemis mikoplazma kiiltiiriinde renk degistiren {inite (ccu)
sayisinin karsiligini ifade etmektedir. Ornegin, 107 diliisyonda renk degisimi olursa,
dilie edilmemis kiiltiirin 0.1 ml’sinde 10° veya 1 ml’de 10’ ccu oldugunu

gostermektedir

2.8.2.1.4. Sivi MiK Testlerinde inokulum Hazirlanmasi
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1. Prosediir 1.2 de oldugu gibi inkiibasyon periyodu duplike olarak tekrarlandi.

2. Kiltiir konsantrasyonu 10 ccu - 10° ccu / mL olacak sekilde mikoplazma broth ile
dilte edildi.

2.8.2.1.5. Modifiye MiK metodu (Tanner ve Wu method)

1. Pleytte yatay olarak 1-9 arasindaki kuyucuklara her bilesik dillisyonundan 0.1 ml
aktarildi.

2. Sterilite kontrol kuyucugu olan 12 numarali kuyucuga pH’1 ayarlanmis steril

mikoplazma brothdan 0.2 ml aktarildi.

3. 10 numarali kuyucuga pH’1 ayarlanmis steril mikoplazma brothdan 0.2 ml
aktarildi. (fermentatif tiirler i¢in ph 6.8, son kontrol noktasi)

4. 11 numarali kuyucuga (ireme kontrol) pH’1 ayarlanmis steril mikoplazma
broth’dan 0.1 ml aktarildu.

5. Antibiyotik diltisyonlar1 olan 1-9 arasindaki her bir kuyucuga ve ureme kontrol
kuyucuguna 0.1 ml mikoplazma inokulumu aktarildi. MIK testleri antimikrobiyal
duyarlilik araliklart bilinen standart referans mikoplazma suslart ile yapildi, bu

sayede sonuclarin gegerliligi dogrulandi.

6. Pleyt yapiskan film ile kapatildi ve tireme kontrol kuyucugundaki renk son kontrol
noktasi kuyucugundaki ile uyumlu olana kadar 36°C’de inkiibe edildi.

7.MIK degerleri kayit edildi; iireme kontrol kuyucugundaki renk son kontrol noktasi
kuyucugundaki ile uyumlu oldugunda renk degisiminin olmadigr en diisiik

antibiyotik konsantrasyonu MIK degeridir.

8. Inokulum kontrol kuyucugundaki renk degisimi tamamlanana kadar pleytin

inkiibasyonuna devam edildi.
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2.9. Pulsed Field Jel Elektroforez (PFGE)

2.9.1. PFGE Soliisyon Bilesimleri

TE Buffer, 1L

TriS IM, PH 8.0....eieeceeeceee e 10 ml
EDTAO5M, pPH 8.0 oo 2 ml
Ultsa Saf SU........oco o 988 ml

Otoklavlanir ve oda sicakliginda saklanir

Hucre Suspansiyon Buffer, 0.5L

TrS I M, PR 8.0 50 ml
EDTA 0.5M, pH 8.0 .cveeiieececeee e 100 mi
UISE SAF SU. ... et e e e e 350 ml

Otoklavlanir ve oda sicakliginda saklanir

Proteinase K

Proteinase K ........cccveiviiiiiiiiicce e 200 mg
Ultsa Saf SU...... oo, 5mi
ANQUOL ..o Iml/tip

Yaklasik 50°C’ye kadar isitarak ¢ozdiiriiliir ve 1 ml’lik hacimlerde -20 °C’de

saklanir

Sarcosyl (%010)
SAICOSY L. eiiiiiiiie e 10 gr
UItSa Saf SU......oiet i 100 ml

Isitilarak ¢ozdiiriiliir ve oda sicakliginda saklanir

Cell Lizis Buffer
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TSI M, Ph 8.0 25 ml
EDTAO.5M, pH 8.0 .eeiiiiiieee e 50 ml
Sarcosyl %010, .....ouiiii 50ml

Ultra saf su ile hacmi 500 ml’ye tamamlanir

SDS %10
SDS o —————— 10 gr
UISE SAF SU oot 100 mi

Isitilarak ¢ozdiiriiliir ve oda sicakliginda saklanir

Low melting agaroz(%o 2)
Kromozomal Grade AgQaroz.........c.ccceevevvveveaiveneeinns 1gr
TE BUFTEN .o 50 ml

Mikrodalgada sitilarak ¢ozdiirtiliir

Pulse Field Sertifikah Agaroz(%o1l)

Kromozomal Grade AgQaroz...........ccccceevvveieevveseennnns 1gr
TBE BUFfer 0.5X......ccoviiiiiiiiiieieie e 100 ml

Mikrodalgada 1sitilarak ¢ozdiiriiliir ve 1s1s1 50 °C civarinda iken jel kalibina dokiiliir

Restriksiyon Enzimleri

Apal, Sall ve Smal restriksiyon enzimleri ultsa saf su ve enzim buffer (10x) ile
sulandirilirarak literatiirde belirtilen miktarda kullamilds. Ilgili enzimlerin tanima

bolgeleri Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Apal Sall Smal

¥ ¥
57...66G6CCC ..3* 5-..GTCGAC ...3~ 5*...CCC'GGG...3’
3*...C‘CCGGG...5’ 3’...CAGCT‘G...5’ 3*...GGG‘CCC...5’
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Sekil2.1. PFGE analizinde kullanilan enzimler ve ilgili enzimlerin 6 bp’lik

palendromik tanima bolgeleri

2.9.2.Mikoplazma PFGE Protokolu

M. bovis izolatlarinin PFGE ile tiplendirilmesi asamasinda McAuliffe ve ark. (2004)
belirttigi protokol kullanildi.

Bakteri Siispansiyonu Hazirlanmasi: Etuvde 4-6 giin boyunca brothda uretilen
mikoplazma  Ornekleri  alimarak  dansitometrede  yogunluklar1  belirlendi.
Spektrofotometrik cihazda(Shimadzu UV-1800) 600 nm dalga boyunda ilk olarak
mikoplazma broth blank olarak okutuldu devaminda ise her bir kiiltiirden hazirlanan
ornekler sirasi ile okutularak bakteri yogunlugu 0.3 olarak ayarlandi. Cam tipler
icerisindeki mikoplazma brothlar 3500 g’de +4°C’de 20 dakika santrifiij edildi ve TE
buffer (LOmM Tris, ImM EDTA, ph 8.0) ile 3 kez yikand1. Son yikamadan sonra 250
ul TE buffer ile sulandirildi.

Plug Hazirlama: McFarland (OD600’de 0.3) standardina goére ayarlanan
kulttrlerden 100 pl alindive steril ependorflara aktarildi. Agaroz ile karistirildiginda
hemen katilasmamasi i¢in ependorflar 37°C’ye ayarlanmis olan benmariye kaldirild.
Low melting agaroz %2’lik hazirlandi. Bakteri suspansiyonu ile agaroz pipet
yardimiyla karistirildi. Her bir ependorf tiplnden 100 pl alinarak plug kalibina
aktarildi ve 20 dakika streyle +4 °C’de katilagsmas1 beklendi.

Lizis Asamasi: Ornek sayisina gore lizis buffer hazirlandi ve her 6rnege 5 ml lizis
buffer hesap edildi. Falkon tiiptine 10mM Tris, ImM EDTA, ph 8.0 aktarilir.
Sarcosyl %10’luk hazirlandi, erimesi icin benmaride (55° C) bekletildi ve final
konsantrasyonu %1 olacak diizeyde falkonlara aktarildi. Kalan hacim érnek sayisina
gore steril saf su ile tamamlandi ve hazirlanan lizis buffer 5’er ml hacimde steril
falkon tiiplere dagitildi. Her bir tipe 250 pl Proteinaz K (20mg/ml) ilave edildi.

Katilagan pluglar ilgili falkonlara parcalanmadan alindi. Falkon tup igerisindeki
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ornekler 56°C ve 100 rpm’e ayarlanmis olan calkalayicili benmaride 48 saat lizise
birakildi.

Yikama: Ornekler benmariden almarak 5 dakika +4°C’de bekletildi. Plug
parcalanmadan falkon tup igerisindeki buffer uzaklastirildi. Tplere 10 ml ultra saf
su (55°C) ilave edildi, ornekler benmariye yerlestirildi ve galkalama islemine devam
edildi. Yaklasik 20 dakika beklendi ve ultra saf su ile yikama islemi tekrarlandi. Ayni
yikama islemi bu defa TE buffer (10mM Tris, ImM EDTA, ph 8.0) ile 4 defa
yapildi. Pluglar toplamda 6 kez yikanmis oldu. Yikanan pluglar TE buffer’a alinarak
+4°C’de saklandi.

Restriksiyon: Ornek sayis1 kadar steril ependorf tiip hazirlandive spora dizildi.
Enzimin tampon buffer’t derin dondurucudan ¢ikarildi ve erimesi beklendi. Steril
baska bir tiipe 6rnek sayisina gore 177 pl Steril su + 20 ul buffer + 3 ul Smal enzimi
hazirland1 ve ependorflara 200 pl taksim edildi. Lizis asamasi bitmis olan pluglar
steril bistiri ucu ile kesilerek ilgili ependorflara aktarildi. Ependorflar benmari’de
37°C’de 1 gece inkibe edildi.

Elektroforez: Pulsed Field sertitikali agaroz 0.5x TBE buffer ile 100 ml hacimde
%]1’lik hazirlandi ve mikrodalga firinda eritildi. Sicakligi 50-55°C civarinda olan
agaroz jel kalibmna dokiildii ve pluglar yiiklenmis oldu. Jelin katilagsmasi ig¢in 30
dakika beklendi. Bu esnada cihazin parametreleri girildi ve elektroforez tankindaki
tampon sollsyon olan 0.5x TBE sogutulmus oldu. Ornekler 14°C’de, 4-40 switch
siiresi, 6v/cm voltajda 20 saat stireyle jelde yuritildi (Biorad, CHEF DR 111).

2.9.3.Mannheimia PFGE Protokolu

M. haemolytica izolatlarinin PFGE ile tiplendirilmesi asamasinda Klima ve ark.
(2010) belirttigi protokol kullanildi.

Bakteri Siispansiyonu Hazirlanmasi: Steril bir vida kapakli sisede suspansiyon
tamponu hazirland1 (0.1 M Tris, 0.1 M EDTA, pH 8.0) ve tampon pipetle steril
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tiplere 2 ml hacimde dagitildi. Ekiivyon yardimiyla saf taze kiiltiirden koloniler
alinarak silispansiyon tamponunda homojen bir bakteri siispansiyonu hazirlandi.
Spektrofotometrik cihazda(Shimadzu UV-1800) 600 nm dalga boyunda ilk olarak
stispansiyon tamponu blank olarak okutuldu devaminda ise her bir kiiltiirden
hazirlanan Ornekler sirasi ile okutularak bakteri yogunlugu 1.25-1.35 arasinda

ayarlandu.

Plug Hazirlama: McFarland (OD600’de 1.1)  standardina gore ayarlanan
kiiltirlerden 100 pl alindi ve steril ependorflara aktarildi. Agaroz ile karistirildiginda
hemen katilasmamasi i¢in ependorflar 37°C’ye ayarlanmis olan benmariye
yerlestirildi. TE buffer’dan (10mM Tris, ImM EDTA, pH 8.0) 25 ml alind1 ve
erlenmayere aktarildi. Low melting agaroz’dan 0.5 gr tartild1 ve erlene ilave edildi.
Mikrodalgada kisa siirelerle isitilarak erimesi saglandi. Eriyen agaroz 55°C’ye
ayarlanmig olan kuru blok 1sitici iizerine alinarak hemen katilasmasi onlendi. Falkon
tipinde %10’luk SDS hazirlandi, sicak suda 1sis1 55-60°C civarina getirildi ve
hazirlanan low melting agaroza 2.5 ml ilave edildi. Ornek sayis1 kadar steril ependorf
kuru blok 1siticiya dizildi ve erimis halde olan low melting agarozdan 100 pl alinarak
ilgili ependorflara aktarildi. Benmarideki bakteri suspansiyonlaria 10 ul Proteinaz K
(20mg/ml) eklendi ve pipetaj yapilarak karistirildi. Bu karisimdan 100 pl alindi ve
kuru blok siticidaki ependorflara aktarildi. Bakteri stispansiyonu ile agaroz pipet
yardimiyla karigtirildi. Her bir ependorf tlpunden 100 pl alinarak plug kalibina
aktarildi ve 20 dakika sureyle +4°C’de katilasmasi beklendi.

Lizis Asamasi: Ornek sayisina gore lizis buffer hazirlandi ve her drnege 5 ml lizis
buffer hesap edildi. Falkon tlplne 0.05 M Tris, 0.05 M EDTA, ph 8.0 aktarildi.
Sarcosyl %10’luk hazirlandi, erimesi icin benmaride (55° C) bekletildi ve final
konsantrasyonu %1 olacak diizeyde falkonlara aktarildi. Kalan hacim 6rnek sayisina
gore steril saf su ile tamamlandi ve hazirlanan lizis buffer 5’er ml steril falkon
tiplere dagitildi. Her bir tlipe 25 ul Proteinaz K (20mg/ml) ilave edildi. Katilasan
pluglar ilgili falkonlara pargalanmadan alindi. Falkon tip igerisindeki érnekler 54°C

ve 100 rpm’e ayarlanmig olan ¢alkalayicili benmaride bir gece lizise birakilda.

Yikama: Ornekler benmariden almnarak 5 dakika +4°C’de bekletildi. Plug
parcalanmadan falkon tup igerisindeki buffer uzaklastirildi. Tuplere 10 ml ultra saf
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su (55°C) ilave edildi, ornekler benmariye yerlestirildi ve galkalama islemine devam
edildi. Yaklagik 20 dakika beklendi ve ultra saf su ile yikama islemi tekrarlandi. Ayn1
yikama islemi bu defa TE buffer (10mM Tris, ImM EDTA, ph 8.0) ile 4 defa
yapildi. Pluglar toplamda 6 kez yikanmis oldu. Yikanan pluglar TE buffer’a alinarak
+4°C’de saklandi.

Restriksiyon: Ornek sayis1 kadar steril ependorf tiip hazirlandi ve spora dizildi.
Enzimin tampon buffer’t derin dondurucudan ¢ikarildi ve erimesi beklendi. Steril
baska bir tiipe ornek sayisina gore 179 pl Steril su + 20 pl buffer + 1 ul Sall enzimi
hazirlandi1 ve ependorflara 200 ul taksim edildi. Lizis asamasi bitmis olan pluglar
steril bistiri ucu ile kesilerek ilgili ependorflara aktarildi. Ependorflar benmari’de
37°C’de 1 gece inkiibe edildi. Jele yikleme dncesinde pluglar 200 pl 0.5x TBE’de
oda sicakliginda 20 dakika bekletildi.

Elektroforez: Pulsed Field sertitikali agaroz 0.5x TBE buffer ile 100 ml hacimde
%1°lik hazirland1 ve mikrodalga firinda eritildi. Isis1 50-55 °C civarinda olan agaroz
jel kalibina dokiildii ve pluglar yiiklenmis oldu. Jelin katilasmasi i¢in 30 dakika
beklendi. Bu esnada cihazin parametreleri girildi ve elektroforez tankindaki tampon
soliisyon olan 0.5x TBE sogutulmus oldu. Ornekler 12°C’de, 4-40 switch siresi,
6v/cm voltajda 22 saat sireyle jelde yuratildi (Biorad, CHEF DR I11I).

2.9.4 Pasteurella PFGE Protokoli

P. multocida izolatlarinin PFGE ile tiplendirilmesi asamasinda Kondgen ve ark.
(2011) belirttigi protokol kullanildi.

Bakteri Siispansiyonu Hazirlanmasi: Steril bir vida kapakli sisede PBS hazirlandi
(Sodyum klorid 8mg/ml, potasyum klorid 0.2 mg/ml, disodyum hidrojen fosfat 1.15
mg/ml, potasyum dihidrojen fosfat 0.2 mg/ml) ve pipetle steril falkon ttplere 2 ml
hacimde PBS dagitildi. Ekiivyon yardimiyla saf taze kiiltiirden koloniler alinarak
PBS ile homojen bir siispansiyon hazirlandi. Spektrofotometrik cihazda (Shimadzu
UV-1800) 600 nm dalga boyunda ilk olarak PBS blank olarak okutuldu devaminda
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ise her bir kiiltiirden hazirlanan 6rnekler sirasi ile okutularak bakteri yogunlugu 0.7
olarak ayarlandi. Steril ependorflara 1.5 ml bakteri siispansiyonu alind1 ve 8000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi pelet 250 ul PBS ile sulandirildi.

Plug Hazirlama: PBS ile hazirlanan kiiltiirlerden 100 pl alindive steril ependorflara
aktarildi. Agaroz ile karigtirildiginda hemen katilasmamasi igin ependorflar 37°C’ye
ayarlanmis olan benmariye kaldirildi. TE buffer’dan (10mM Tris, 1ImM EDTA, pH
8.0) 25 ml alind1 ve erlenmayere aktarildi. Low melting agaroz’dan 0.5 gr tartild1 ve
erlene ilave edildi. Mikrodalgada kisa siirelerle 1sitilarak erimesi saglandi. Eriyen
agaroz 55°C’ye ayarlanmis olan kuru blok 1sitic1 tizerine alinarak hemen katilasmasi
onlendi. Ornek say1s1 kadar steril ependorf kuru blok 1sitictya dizildi ve erimis halde
olan low melting agarozdan 100 pl alinarak ilgili ependorflara aktarildi. Bu
karisimdan 100 pl alindi ve kuru blok isiticidaki ependorflara aktarildi. Bakteri
stispansiyonundan 100 ul alindi ve pipet yardimiyla low melting agaroz ile
karistirildi. Her bir ependorf tlpunden 100 pl alinarak plug kalibina aktarildi ve 20
dakika slreyle +4°C’de katilagsmasi beklendi.

Lizis Asamasi: Ornek sayisina gore lizis buffer hazirlandi ve her érnege 5 ml lizis
buffer hesap edildi. Falkon tlpiine 0.5 M EDTA (pH 9.0) aktarildi. Sarcosyl %10’luk
hazirlandi1, erimesi icin benmaride (55°C) bekletildi ve final konsantrasyonu %1
olacak diizeyde falkona aktarildi. Hazirlanan lizis buffer steril falkon tiiplere 5’er ml
dagitildi. Her bir tiipe 125 pl Proteinaz K (20mg/ml) ilave edildi. Katilasan pluglar
ilgili falkonlara par¢alanmadan alindi. Falkon tlp igerisindeki 6rnekler 55°C ve 100

rpm’e ayarlanmis olan ¢alkalayicili benmaride bir gece lizise birakildi.

Yikama: Ornekler benmariden alarak 5 dakika +4°C’de bekletildi. Falkon tiip
icerisindeki buffer plug par¢alanmadan uzaklastirildi. Tuplere 10 ml ultra saf su
(55°C) ilave edildi, ornekler benmariye yerlestirildi ve calkalama islemine devam
edildi. Yaklagik 20 dakika beklendi ve ultra saf su ile yikama islemi tekrarlandi. Ayni
yikama islemi bu defa TE buffer (10mM Tris, ImM EDTA, ph 8.0) ile 4 defa
yapildi. Pluglar toplamda 6 kez yikanmis oldu. Yikanan pluglar TE buffer’a alinarak
+4°C’de saklandi.

Restriksiyon: Ornek sayisi kadar steril ependorf tiip hazirland1 ve spora dizildi.

Enzimin tampon buffer’t derin dondurucudan ¢ikarildi ve erimesi beklendi. Steril
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baska bir tiipe 6rnek sayisina gore 178 ul Steril su + 20 pl buffer + 2 pl Apal enzimi
hazirlandi1 ve ependorflara 200 pl taksim edildi. Lizis asamasi bitmis olan pluglar
steril bistlri ucu ile kesilerek ilgili ependorflara aktarildi. Ependorflar benmari’ye
alinarak 37°C’de 1 gece inkiibe edildi.

Elektroforez: Pulsed Field sertitikali agaroz 0.5x TBE buffer ile 100 ml hacimde
%1°1lik hazirland1 ve mikrodalga firinda eritild.Agaroz 1sis1 50-55°C civarinda iken
jel kalibina dokiildii ve pluglar yiiklenmis oldu. Jelin katilasmasi i¢in 30 dakika
beklendi. Bu esnada cihazin parametreleri girildi ve elektroforez tankindaki tampon
soliisyon olan 0.5x TBE sogutultu. Ornekler 14°C’de, 1-25 switch siiresi, 6v/cm
voltajda 22 saat sureyle jelde yaratuldu (Biorad, CHEF DR I11).

PFGE Jelin Boyanmasi: Calisilan protokole go6re20-22 saatlik elektrofororez
asamas1 sonrasi Oncelikle cihazin sogutucu linitesi kapatildi ve sogutma iinitesinde
tampon sollisyonun donmamasi i¢in pompa yarim saat daha calistirilarak sirkiilasyon
saglandi. Jel, altindaki siyah metal plaka ile beraber tampon soliisyondan (0.5x TBE)
alindi. Boyama solusyonu olan Etidyum bromid 500 ml hacimde distile su ile
10mg/ml konsantrasyonunda boyama kabinda hazirlandi. Jel boyama soliisyonuna
alindi ve yarim saat silire ile shaker’da (Heidolph, Duomax 1030) boyanmasi
saglandi. Jelin goriintiilenmesi esnasinda arka planda olusacak parlamalar1 6nlemek
ve bantlar1 netlestirmek amaciyla jel 3 kez yarim saat siire ile 500 ml hacimde distile
su ile ¢alkalanarak yikanmasi saglandi. Jel goruntileyiciye (Biorad, Gel Doc XR+)
jel yerlestirildi, goriintiisti alind1 ve ¢ekilen fotograf jel analiz programlarinda analiz

edilmek lzere tiff formatinda kayit edildi.

2.10 istatistiksel Analiz

Sigir akcigerlerinden elde edilen etken pozitiflik oranlarmin karsilastirilmasinda x2

testi kullanildi. Analizler SPSS 26.0 programinda yapildi.
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3. BULGULAR

3.1 Biyokimyasal Test Bulgular:

Gram negatif izolatlar Vitek 2 (Biomerieux) cihaziile incelendiginde9 adet P.

multocida ve 8 adet M. haemolytica susu tanimlandi.

Mikoplazma kiiltiirleri ise film/spot olusumu, glikoz ve arjinin hidrolizi
parametlerine gore degerlendirildiginde 22 adet saf mikoplazmasusunun tamaminda
stereomikroskopta agar ylizeyinde film/spot olusumu gozlemlendi, glikoz ve arjinin

hidroliz testlerinin ise negatif oldugu tespit edildi.

3.2 Real Time PZR Bulgular

Ekstraksiyon sonrasinda ilgili 6rnekler tiir spesifik primer / prob kombinasyonu ile
gPZR’da incelendiginde 9 adetP. multocida ve 8 adetM. haemolyticasuslarinin
timadnde amplifikasyon egrileri goézlendi.Ayrica22 Mikoplazma susu qPZR ile

incelendigindeizolatlarin hepsinin M. bovis oldugu saptand (Sekil 3.1).
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Sekil3.1.M. bovis izolatlarinin Real Time PZR’da analiz edilmesi sonucunda elde

edilen amplifikasyon egrileri

3.3. Konvansiyonel PZR Bulgular:

3.3.1.M. haemolytica Serotip Bulgular:

M. haemolytica oldugu belirlenen 8 izolatin PZR ile serotip incelemesi yapildiginda

suglarin 6’sinin serotip 1 ve 2’sinin serotip 2 oldugu tespit edildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2.M. haemolytica serotip 1 (306 bp) ve 2 (160 bp) spesifik genlerin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-8: M. haemolytica saha
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suslari, N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol (M. haemolytica ATCC 33396 ve
ATCC 10609)

3.3.2.M. haemolyticaVirulens Gen Bulgulari

M. haemolytica izolatlarinda gcp ve adHvirtilensgenleri izolatlarin hepsinde tespit
edildi (Sekil 3.3)

R e I e I I o B ]

Sekil3.3.M. haemolytica saha izolatlarinda gcp (426 bp) ve adH (150 bp) virilens
genlerinin PZR amplifikasyonu sonras1 agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-8: M.
haemolytica saha suslari, N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol (M. haemolytica
ATCC 33396, DSM 10531)

M. haemolytica izolatlarinda IktCvirtilensgeni izolatlarin hepsinde tespit edildi (Sekil
3.4)
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Sekil3.4.M. haemolytica saha izolatlarinda IktC (440 bp) virtlens geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-8: M. haemolytica saha
suslar, N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol (M. haemolytica ATCC 33396, DSM
10531)

M. haemolytica izolatlarinda tbp ve nmaviriilensgenleri izolatlarin 6’sinda tespit
edildi (Sekil 3.5)

Sekil3.5.M. haemolytica saha izolatlarinda tbp (137 bp) ve nma (129 bp) virulens
genlerinin PZR amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-8: M.

haemolytica saha suslari, N: Negatif kontrol

M. haemolytica izolatlarinda gs60viriilensgeni izolatlarin hepsinde tespit edildi (Sekil
3.6)
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Sekil3.6.M. haemolytica saha izolatlarinda gs60 (330 bp) viriilens geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goériintiisii, M: Ladder, 1-8: M. haemolytica saha
suslari, N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol (M. haemolytica ATCC 33396, DSM
10531)

3.3.3.M. haemolytica Diren¢ Geni Bulgular:

M. haemolytica izolatlarinda aphA-1direnggeni izolatlarin 1’inde tespit edildi (Sekil
3.7)

Sekil3.7.M. haemolytica saha izolatlarinda aphA-1 (489 bp) diren¢ geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-8: M. haemolytica saha

suslari, N: Negatif kontrol
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M. haemolytica izolatlarinda blars-1 Ve tet(H)direncgenleri izolatlarda tespit
edilemedi (Sekil 3.8)

Sekil3.8.M. haemolytica saha izolatlarinda blarob-1 (685 bp) ve tet(H) (1076 bp)
direng genlerinin PZR amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-

8: M. haemolytica saha suslari, N: Negatif kontrol

3.3.4.P. multocida Kapsiil Gen Bulgular

P. multocida oldugu belirlenen 9 adet izolatin PZR’da kapsiil tipleri incelendiginde
suslarin hepsinin A serotipinde oldugu tespit edildi (Sekil 3.9).

e B B e
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Sekil 3.9.P. multocida saha izolatlarinda capA (1044 bp) kapsul geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde gorlntiisii, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha
suslar1, N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol (P. multocida ATCC 43137)

3.3.5.P. multocidaVirilens Gen Bulgulari

P. multocidaizolatlarinda tadD viriilensgeni izolatlarin 8’inde tespit edildi (Sekil
3.10)

Sekil3.10.P. multocida saha izolatlarinda tadD (416 bp) virllens geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha
suslari, N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol (P. multocida ATCC 43137)

P. multocidaizolatlarinda ptfA viriilensgeni izolatlarin 8’inde tespit edildi (Sekil
3.11)
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Sekil 3.11.P. multocida saha izolatlarinda ptfA (488 bp) virtilens geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha
suslari, N: Negatif kontrol, P1: Pozitif kontrol (P. multocida ATCC 43137), P2:
Pozitif kontrol (P. multocida ATCC 12948)

P. multocidaizolatlarinda pfha virlilensgeni izolatlarin 8’inde tespit edildi (Sekil
3.12)

Sekil3.12.P. multocida saha izolatlarinda pfha (286 bp) virllens geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha
suslar1, N: Negatif kontrol, 10: Pozitif kontrol (P. multocida ATCC 43137)

P. multocidaizolatlarinda oma87viriilensgeni izolatlarin hepsinde tespit edildi (Sekil
3.13)
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Sekil 3.13.P. multocida saha izolatlarinda oma87 (838 bp) virulens geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha
suslari, N: Negatif kontrol, P1: Pozitif kontrol (P. multocida ATCC 43137), P2:
Pozitif kontrol (P. multocida ATCC 12948)

P. multocidaizolatlarinda ompA viriilens geni izolatlarin hepsinde tespit edildi (Sekil
3.14)

Sekil 3.14.P. multocida saha izolatlarinda ompA (201 bp) virllens geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde gorintiisii, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha
suslar1, N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol (P. multocida ATCC 43137)

P. multocidaizolatlarinda nanB viriilens geni izolatlarin 1’inde tespit edildi (Sekil
3.15)
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Sekil 3.15.P. multocida saha izolatlarinda nanB (555 bp) viriilens geninin PZR

amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha
suslari, N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol (P. multocida ATCC 43137)

P. multocidaizolatlarinda nanH viriilens geni izolatlarin 8’inde tespit edildi (Sekil
3.16)

Sekil3.16.P. multocida saha izolatlarinda nanH (287 bp) virlilens geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde gorintiisii, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha
suslari, N: Negatif kontrol, P1: Pozitif kontrol (P. multocida ATCC 12948), P2:
Pozitif kontrol (P. multocida ATCC 43137)

P. multocidaizolatlarinda toxA viriilens geni izolatlarin 1’inde tespit edildi (Sekil
3.17)
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Sekil 3.17.P. multocida saha izolatlarinda toxA (864 bp) virllens geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintusi, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha
suslar1, N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol (P. multocida ATCC 12948)

P. multocidaizolatlarinda hgbA viriilens geni izolatlarin hepsinde tespit edildi (Sekil
3.18)

Sekil3.18.P. multocida saha izolatlarinda hgbA (267 bp) virlilens geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha
suslar1, N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol (P. multocida ATCC 43137)

P. multocidaizolatlarinda hgbB virtilens geni izolatlarin 2’sinde tespit edildi (Sekil
3.19)
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Sekil 3.19.P. multocida saha izolatlarinda hgbB (788 bp) virtllens geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha
suslar1, N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol (P. multocida ATCC 12948)

P. multocidaizolatlarinda tonB viriilens geni izolatlarin hepsinde tespit edildi (Sekil
3.20)

P R RS D SRR R s TR e

Sekil3.20.P. multocida saha izolatlarinda tonB (261 bp) virtlens geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha
suslar1, N: Negatif kontrol, P: Pozitif kontrol (P. multocida ATCC 43137)

P. multocidaizolatlarinda ompH viriilens geni izolatlarin hepsinde tespit edildi (Sekil
3.21)
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Sekil3.21.P. multocida saha izolatlarinda ompH (438 bp) viriilens geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha
suslari, N: Negatif kontrol, P1: Pozitif kontrol (P. multocida ATCC 43137), P2:
Pozitif kontrol (P. multocida ATCC 12948)

3.3.6.P. multocida Diren¢ Geni Bulgulari

P. multocidaizolatlarinda tetH diren¢ geni izolatlarin 3’tinde tespit edildi (Sekil 3.22)

Sekil3.22.P. multocida saha izolatlarinda tetH (1076 bp) direng geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha

suslar1, N: Negatif kontrol
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P. multocidaizolatlarinda tetB direng geni izolatlarin 2’sinde tespit edildi (Sekil 3.23)

Sekil3.23.P. multocida saha izolatlarinda tetB (774 bp) diren¢ geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha

suslar1, N: Negatif kontrol

P. multocidaizolatlarinda aphAl diren¢ geni izolatlarin 3’{inde tespit edildi (Sekil
3.24)

Sekil3.24.P. multocida saha izolatlarinda aphAl (816 bp) diren¢ geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha

suslari, N: Negatif kontrol
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P. multocidaizolatlarinda cat3a direng geni izolatlarin 2‘sinde tespit edildi (Sekil

3.25)

Sekil3.25.P. multocida saha izolatlarinda cat3a (473 bp) direng geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha

suslar1, N: Negatif kontrol

P. multocidaizolatlarinda blaros-1direng geni izolatlarin 1’inde tespit edildi (Sekil

3.26)
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Sekil3.26.P. multocida saha izolatlarinda blaros-1 (852 bp) diren¢ geninin PZR
amplifikasyonu sonrasi agaroz jelde goriintiisii, M: Ladder, 1-9: P. multocida saha

suslari, N: Negatif kontrol
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3.4. PFGE Bulgulan

Izolatlar PFGE ile tiplendirildiginde P. multocida izolatlarmin sadece bir adedi
tiplendirilemedi, tiplendirilen izolatlarda ise 8 pulsotip gdzlendi, M. haemolytica
izolatlarinin ise 6 pulsotip, 1 kiime, 5 6zgun profil olusturdugu saptandi, M. bovis
izolatlariin ise DNAaz aktivitesi oldugundan dolayr 9’u tiplendirilemedi,
tiplendirilen izolatlarda ise 8 pulsotip, 2 kiime ve 6 6zgin profil olustugu tespit edildi
(Sekil 3.27-29).

Sekil3.27.P. multocida izolatlarinin PFGE analiz ve dendogram sonuglari

Sekil3.28.M. haemolytica izolatlarinin PFGE analiz ve dendogram sonuglari
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Sekil3.29.M. bovisizolatlarinin PFGE analiz ve dendogram sonuglari

3.5. Antimikrobiyal Duyarhlik Test Bulgulari

3.5.1.P. multocida Antimikrobiyal Duyarhhk Bulgular:

Cizelge3.1. P. multocida izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik bulgulari

Orta derecede

Etken madde Duyarh duyarl Direncli
Kanamisin (5ug) 2 (%22) 4 3 (%33)
Streptomisin (25ug) 2 (%22) 2 (%22) 5 (%55)
Kloramfenikol (30pug) 7 (%77) - 2 (%22)
Siprofloksasin (10ug) 6 (%66) 3 (%33) -
Trimetoprim/sulfametoksazol (25ug) 6 (%66) - 3 (%33)
Tetrasiklin (30ug) 4 (%44) - 5 (%55)
Spektinomisin (25ug) 8 (%88) - 1(%11)
Norfloksasin (10ug) 7 (%77) 2 (%22) -
Enrofloksasin (5ug) 9 (%100) - -
Seftiofur (30ug) 9 (%100) - -
Doksisiklin (30ug) 7 (%77) 2 (%22) -
Ampisilin (10ug) 8 (%88) - 1 (%11)

P. multocida izolatlarinin3’iinde kanamisin, 5’inde streptomisin, 2’sinde kloramfenikol, 3’iinde
trimetoprim/stlfametoksazol, 5’inde tetrasiklin, 1’inde Spektinomisin ve 1’indeampisilin direnci tespit
edildi.
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3.5.2.M. haemolytica Antimikrobiyal Duyarhlk Bulgulari

Cizelge 3.2.M. haemolytica izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik bulgulari

Orta derecede

Etken madde Duyarh duyarl Direngli
Amoksisilin/klavulanik asit (30ug) 8 (%100) - -
Oksitetrasiklin (30ug) 6 (%75) - 2 (%25)
Tetrasiklin (30ug) 6 (%75) - 2 (%25)
Trimetoprim/silfametoksazol (25ug) 7 (%87) 1 (%12) -
Enrofloksasin (5ug) 5 (%62) 3 (%37) -
Penisillin (10ug) 6 (%75) 2 (%25) -
Seftiofur (30ug) 8 (%100) - -
Ampisilin (10ug) 7 (%87) 1(%12) -
Spektinomisin (25ug) 8 (%100) - -
Gentamisin (30ug) 8 (%100) - -
Tilmikosin (15ug) 8 (%100) - -
Neomisin (30ug) 4 (%50) 3 (%37) 1 (%12)

M. haemolyticaizolatlarinin 2’sinde oksitetrasiklin, 2’sinde tetrasiklin ve 1’inde neomisin direnci

tespit edildi.

3.5.3.M. bovis Antimikrobiyal Duyarhlik Bulgular:

Cizelge 3.3.M. bovis izolatlarinin MiK degerleri (ug/ml)

izolat Gentamisin Danofloksasin Oksitetrasiklin Tilosin  Enrofloksasin
1 4 4 16 32 4
2 4 2 16 >32 4
3 8 2 >32 8
4 4 4 >32 4
5 8 2 >32 4
6 8 2 16 16 8
7 8 4 16 >32 8
8 8 4 32 >32 8
9 8 8 >32 >32 8
10 4 1 32 >32 1
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11 8 4 32 >32 2
12 8 0.25 8 16 0.25
13 8 0.5 16 >32 0.5
14 4 1 16 >32 4
15 8 2 16 >32 8
16 8 1 16 >32 4
17 8 2 16 >32 4
18 4 1 >32 2
19 2 0.5 4 16 0.25
20 2 4 32 8
21 8 16 >32 4
22 8 16 >32 8
Min. 2 0.5 4 16 0.25
Mak. 8 8 32 32 8
MIK50 8 4 16 32 4

MIK degerlernin yorumlanmasinda <2 pg/ml duyarli; >2 -<8 orta derecede duyarh; >8 direncli
seklinde kriterler baz almarak degerlendirme yapilmistir.izolatlar MIK50 degerlerine gére
degerlendirildiginde belirtilen izolatlarin gentamisin, tilosin ve oksitetrasiklin’e direncli,
enrofloksasin, danofloksasin’e ise orta derecede duyarli oldugu tespit edilmistir.

3.6. Sekans Analizi Sonug¢lari

Viriilens ve diren¢ amplikonlarina ait sekans sonuglar1 incelendiginde Gen Bankasi

veritabanindaki veriler ile uyumlu oldugu tespit edildi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Sigir solunum yolu hastaliklar ile ilgili ¢alismalar 18’inci Yyiizyilda baslamistir ve
gunumuizde halen devam etmektedir. Bu tez ¢aligmasinda Sivas ilindeki sigirlara ait
akciger Orneklerinden hedef bakteriyel etkenlerin izolasyonu sonrasisuslarin
antimikrobiyal duyarliliklar1 fenotipik yontemlerle incelenmis, virulans ve direng
profilleri PZR ile belirlenmis, pndmonik vakalarda ilgili bakteriyel etkenlerin rolu
ortaya konmustur. Ayrica M. haemolytica, P. multocida ve M. bovis
izolatlarimolekiiler tiplendirmede altin standart kabul edilen PFGE ile tiplendirilerek

suslarin klonal iligkisi agikliga kavusturulmustur.

Veteriner aragtirma merkezlerine gonderilen numuneler baz alinarak yapilan
aragtirmalarda P. multocida sigir solunum hastaliklarinin Ingiltere ve Galler’de
%15’ini, Iskogya’da ise %10’unu olusturmaktadir (Hotchkiss ve ark. 2010).
Amerika’da Gagea ve ark. (2006) 54 adet kazeo nekrotik bronkopnémonili buzagi
akcigerinden %35 oraninda P. multocida izole ettigini bildirmistir. Kanada’da Timsit
ve ark. (2017) solunum problemi olan 107 sigirdan aldiklar1 transtrakeal aspirat
orneklerini kiiltiire ettiginde %54.8, saglikli sigirlardan almman 210 adet aspirat
orneklerinde ise %25.2 oraninda P. multocida izolasyonu yaptiklarini rapor
etmislerdir. Kuzey Amerika’da Klima ve ark. (2014) 6liimle sonuglanan 68 vakadan
alinan nazofaringeal svab ve akciger orneklerini kiiltiir ile incelediginde orneklerin
8inde (%12) P. multocida tanimlamis ancak PZR ile akciger Ornekleri
incelendiginde 9’unda (%13) P. multocida tespit ettiklerini rapor etmislerdir. Kuzey
Irlanda’da Bell ve ark. (2014) 6liimle seyreden 150 sigir pndmoni vakasindan temin
edilen ve enstitllye gonderilen akciger orneklerini kiiltiire etttiginde orneklerin
31’inde P. multocida (%20.7) izolasyonu yaptigini bildirmistir. Fas’ta Sebbar ve ark.
(2018) oliimle sonuglanan solunum sistemi vakalarindan aldig1 12 adet sigir akcigeri
orneklerinde 2 adet P. multocida (%17)izolat1 PZR ile tanimladigin1 bildirmistir.
Rusya’da Nefedchenko ve ark. (2016) solunum sistemi problemi olan sigirlara ait
161 adet akciger orneginden 102 adet P. multocida (%63.3) izolasyonu yaptigini

bildirmistir. iran’da Khamesipour ve ark. (2014) sigirlara ait akciger drneklerinden
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svabla ekim yaparak kultlir sonucunda 219 pnémonik akcigerden 25 (%11.4), 114
saglikli akcigerden ise 5 adet (%4.4) P. multocida izole ettigini bildirmistir.
Etiyopya’da Abera ve ark. (2014) sigirlara ait 69 adet pndmonik akcigerden 3 adet P.
multocida (%4.3) izolat1 tanimladiklarini, 75 adet saglikli goriinen akcigerlerden ise
etken izolasyonu olmadigini rapor etmislerdir. Dogu Azerbaycan’da Shayegh ve ark.
(2010) sigirlara ait 27 pnomonik akciger 6rneginden 1 (%3.7) adet P. multocida

kiltlirii yapabilmis ve sonucu PZR ile teyit etmistir.

Ulkemizdeki sigirlardan P. multocida izolasyonu ile ilgili calismalarda Seker
ve ark. (2009) saglikli sigirlarin burun boslugundan %11.4, hasta sigirlarin burun
boslugundan ise %40 oraninda, Erbas ve ark. (2008) Izmir ve Aydin illerine ait
mezbahalardan topladigi 570 adet intratracheal svab orneklerinden %4.54 oraninda,
Kilig ve ark. (2004) Elazig’da pnomonili 500 sigir akcigeri iizerine yapilan bir
calismada %6 oraninda, Onat ve ark. (2010) Bursa’da sigirlardan aldiklar1 burun
svablarindan %54 oraninda etken izolasyonu bildirmislerdir. Kale ve ark. (2013)
Burdur’da solunum sistemi problemi olan 56 sigira ait akciger ve kan orneklerini
incelediginde %1.79 diizeyinde Pasteurella spp. izole ettigini rapor etmislerdir.
Ulker ve ark. (2012), Hatay’da mezbahadan aldiklar1 122 sigir akcigerinin sadece
3’tinden (%2.45) P. multocida izole ettigini ancak orneklerin hi¢ birinden M.
haemolytica tespit edemediklerini rapor etmislerdir. Ozdemir ve ark. (2019)Pendik
Veteriner Kontrol Enstitiisii'ne gonderilen ve histopatolojik inceleme sonucunda
pnomonik oldugu tespit edilen siirlara ait 20 akut pnomonik akciger drneginde
kulttr sonucunda 5 adet P. multocida (%25), 23 kronik pnomonik akciger drneginde
ise 3 adet P. multocida (%]13) izolatim1 Vitek 2 cihazi ile biyokimyasal profillerine
gore tanimlamistir. Giilaydin ve ark. (2018) Van’da mezbahadan alinan 222 adet
saglikli akcigerlere ait trakebronsiyal svaplardan etkeni izole edememistir, 7 adet
solunum sistemi problemi olan sigirlardan aldig1 trakebronsiyal svaplarin hepsinden
etkeni izole etmistir, ayrica klinige solunum sistemi problemi sikayeti ile gelen 52
sigirdan aldig1 nazofaringeal svap Orneginin 12‘sinde etkeni saptadigini

bildirmislerdir.

Amerika’da Gagea ve ark. (2006) 54 adet kazeo nekrotik bronkopnomonili
buzagi akcigerinden %35 oraninda M. haemolytica izole edildigini rapor etmistir.

Kanada’da Timsit ve ark. (2017) solunum problemi olan 107 sigirdan aldiklar
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transtrakeal aspirat orneklerini kiiltiire ettiginde %30.5, saglikli sigirlardan alinan
210 adet aspirat orneklerinde ise %13.1 M. haemolytica izolasyonu yaptiklarini rapor
etmiglerdir. Kuzey Amerika’da Klima ve ark. (2014)6liimle sonuglanan 68 vakadan
alinan nazofaringeal svab ve akciger 6rneklerini kiiltiir ile incelediginde 6rneklerin
55’inde (%81) etkeni izole etmis ancak PZR ile incelendiginde 6rneklerin 62’sinde
(%91) M. haemolytica tespit ettiklerini rapor etmislerdir. Kuzey Irlanda’da Bell ve
ark. (2014) oliimle seyreden 150 sigir pndmoni vakasindan temin edilen ve enstitiiye
gonderilen akciger orneklerini kiiltiire ettiginde orneklerin 33’tinde M. haemolytica
(%22) izolasyonu yaptigint bildirmistir. Fas’ta Sebbar ve ark. (2018) oliimle
sonuc¢lanan solunum sistemi vakalarindan aldigi 36 adet sigir akcigeri 6rneklerinde 4
adet M. haemolytica (%11.1) izolat1 PZR ile tanimladigini rapor etmistir. Rusya’da
Nefedchenko ve ark. (2016) solunum sistemi problemi olan sigirlara ait 161 adet
akciger 6rneginden 23 adet M. haemolytica (%14.3) izolasyonu yaptigini bildirmistir.
Amerika’da Lamm ve ark. (2012) solunum sistemi problemi sonucunda dlen sigirlara
ait 40 adet bronkopnémonik akciger orneginin 17’sinde M. haemolytica (%42.5)
izole ettigini rapor etmistir. Kanada’da Anholt ve ark. (2017) solunum sistemi
problemi olan yada 6lmiis sigirlara ait 480 adet akciger Orneginden 213 adet M.
haemolytica (%44.4) izolati tanimladigini bildirmistir. Amerika’da Fulton ve ark.
(2009) solunum sistemi problemi neticesinde 6liim sekillenen 237 buzagi vakasina
ait akciger orneklerini incelediginde M. haemolytica (%25.0) izolasyonu yaptiklarini
bildirmislerdir. Misir’da Kaoud ve ark. (2010) saglikli ve solunum problemi olan
sigirlardan alinan solunum sistemi Orneklerinden konvansiyonel yontemler
kullanilarak sirasiyla %2.3 ve %8 oraninda M. haemolytica izolasyonu rapor
edilmigstir. Etiyopya’da Abera ve ark. (2014) sigirlara ait 69 adet pndmonik
akcigerden 7 adet (%10.1) M. haemolytica izolati1 tanimladiklarini, 75 adet saglikli

goriinen akcigerlerden ise etken izolasyonu olmadigini bildirmislerdir.

Ulkemizde sigirlarda M. haemolytica izolasyonu ile ilgili yapilan
caligmalarda; Kilig ve ark. (2004) Elazig’da pnémonili 500 sigir akcigeri iizerinde
yapilan bir ¢alismada %1.8’inde, Seker ve ark. (2009) Afyon’da 70 saglikli, 30
solunum problemli sigirlardan alinan burun svablarinda sirasiyla %14.3 ve
%100’iinde, Onat ve ark. (2010) Bursa’da sigirlara ait burun svablarindan

%10.6’1nda etken izolasyonu bildirmislerdir. Ozdemir ve ark. (2019)isePendik
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Veteriner Kontrol Enstitiisii’ne gonderilen ve histopatolojik inceleme sonucunda
pnomonik oldugu tespit edilen sigirlara ait 20 akut pndmonik akciger 6rneginde
kaltar sonucunda 2 adet M. haemolytica (%210), 23 kronik pnémonik akciger
orneginde ise 9 adet M. haemolytica (%39) izolatin1 Vitek 2 cihazi ile biyokimyasal

profillerine gore tanimlamigtir.

Avrupa’da M. bovis’in sigirlarda tiim solunum sistemi vakalarinin %25 ile
33’{inden sorumlu oldugu belirtilmektedir (Gevaert2006). Son on yilda ingiltere ve
Galler’de pnomonik akcigerlerden %40 oraninda M. bovis izole edildigi
bildirilmektedir (Nicholas2011). irlanda’da Byrne ve ark. (2001) 6limle sonuglanan
pnomoni vakalarindan alinan akciger orneklerinde %18 oraninda M. bovis izole
edildigi rapor edilmistir.Belgika’da Thomas ve ark. (2002)postmortem pndmoni
vakalarindan alinan akciger orneklerinde %20, niikseden solunum problemi olan
buzagilardan alinan bronko alveloar lavaj orneklerinden ise %35.5 oraninda izole
edildigi ancak makroskopik olarak saglam goriinen buzagilardan alinan lavaj
orneklerinde etkenin izole edilemedigini bildirmistir. Kuzey Amerika’da Klima ve
ark. (2014) olimle sonuglanan 68 vakadan alinan nazofaringeal svab ve akciger
orneklerini PZR ile incelendiginde 43’tinde (%63) M. bovis rapor etmislerdir.
Polonya’da Szacawa ve ark. (2016) solunum sistemi problemi olan 73 sigir
isletmesinden aldig1 713 burun svabim kiiltiir ve PZR ile incelediginde 30 6rnekte
(%5.5) M. bovis saptadiklarmi ifade etmislerdir. Kuzey Irlanda’da Bell ve ark. (2014)
Oliimle seyreden 150 sig1ir pndmoni vakasindan temin edilen ve enstitiiye gonderilen
akciger Orneklerini kiiltiire etttiginde Orneklerin 29’unda M. bovis (%19.3)
izolasyonu yaptigini bildirmistir. Amerika’da Lamm ve ark. (2012) solunum sistemi
problemi sonucunda &len sigirlara ait 40 adet bronkopndmonik akciger Grneginin
25’inde M. bovis (%74) izole ettigini rapor etmistir. Kanada’da Anholt ve ark.
(2017) solunum sistemi problemi olan yada Olmiis sigirlara ait 480 adet akciger
orneginden 198 adet M. bovis (%41.3) izolat1 tanimlamustir.

Ulkemizde sigir solunum sistemi vakalarinda M. bovis’in tespiti amaciyla
cesitli ¢alismalar mevcuttur; Karahan ve ark. (2010) Dogu Anadolu’da ii¢ farkl ilde
3 pndémonik sigir akcigerinin 3’tinde (%100) ve klinik hastalik belirtisi bulunan
siiriilerden alman 51 adet svabin 12’sinde (%23.5) etken saptadiklarmni, Ozen ve ark.

(2009) Kars’ta pnomonili 100 sigir akcigerinde ise 4 drnekte (%4) tespit ettiklerini,
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Akan ve ark. (2014) yedi farkli cografik bolgedeki solunum problemi olan 6-12 aylik
sigirlardan alinan 127 adet burun svabinin 16’sinda (%12.5) etkeni tespit ettiklerini,
Sayin ve ark. (2016) yedi farkli cografik bolgedeki 21 siit sigir1 isletmesinden alinan
95 adet akciger 6rneginin 30’unda (%30.5) ve 67 adet bronkoalveolar lavaj 6rneginin
23’iinde (%34.3) etkeni izole ettiklerini, Ozdemir ve ark. (2019)Pendik Veteriner
Kontrol Enstitiisii'ne gonderilen ve histopatolojik inceleme sonucunda pndmonik
oldugu tespit edilen sigirlara ait 20 akut pndmonik akciger Orneginde kiiltiir

sonucunda 20 M. bovis (%100) izolati tanimladiklarini bildirmislerdir.

Bu calismada, 200 adet pndmonik sigir akcigerinden 9 adet P. multocida
(%4.5),8 adet M. haemolytica (%4) ve 22 adet M. bovis (%]11) susu izole edilmistir,
400 adet sagliklisigir akcigerinden ise bahsedilen etkenlerin izolasyonu
saglanamamistir. Sigirlarda belirtilen solunum sistemi etkenlerine yonelik literattr
verileri incelendiginde %2.4 — 63.3 arasinda P. multocida, %1.8 — 81 arasinda M.
haemolytica ve % 4— 74 arasinda M. bovis izole edildigi anlasilmaktadir.Literatiirde
daha yaygin olarak pnémoni vakalarindan veya solunum sistemi problemi belirtisi
olan hayvanlardan etken izolasyonu yapildigi ve Oliimle sonuglanan pndmonik
vakalarda, niikseden solunum sistemi vakalarinda etken izolasyon oraninin daha
yiiksek oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte daha az oranda da olsa saglam
akcigerlerden de s1gir solunum sistemi etkenleri izolasyonu yapildig: ifade edilmistir.
Saglikli bireylerin akcigerlerinden etken izolasyonu yapildigi durumlarda etkenin
hastaligin ilk safthalarinda izole edilmesi ve klinik bulgu meydana gelmeden 6nce
yapilan Orneklemelerde izolasyon olabilecegi literatiirde belirtilmistir. Ayrica
solunum sistemi vakalarindaki 6rnekleme metodu, toplam 6rnek sayisi, 6rnek alma
ve ekim/izolasyon metoduna bagli olarak ¢alismalarda izolasyon farkliliklari
olmasmnin  muhtemel olabilece§i  diisiiniilmektedir.  Etkenizolasyonundaki
varyasyonun cografik dagilim, ¢evresel sartlar, stres faktorleri, 6rnek alinan sigirlarin
immunolojik ve saglik durumu, genetik dirence bagli olarak farkli olabilecegi
bildirilmistir (Awad ve ark. 2019). Ayrica hayvanlarin yast ve cinsiyeti, ¢iftligin
hijyenik durumu, bakim ve beslemeye bagli olarak ta etken izolasyon farklilig:

olabilecegi ifade edilmistir (Kale ve ark. 2013).

Rusya’da Nefedchenko ve ark. (2016) solunum sistemi problemi olan

sigirlara ait 161 adet akciger 6rneginden izole ettigi 102 adet P. multocida izolatini
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PZR ile incelendiginde 89’u serogrup A (%88.2), 12’si serogrupD (%10.8) ve 1’1
serogrupF (%0.9) oldugunu rapor etmislerdir.Japonya’da Katsuda ve ark. (2013)
saglikli ve solunum sistemi problemli buzagilardan aldiklar1 burun svablarindan izole
ettigi 378 adet P. multocida izolatinda kapsiil biyosentez genlerini PZR ile
incelediginde 354 izolatin A (%93.7) ve 24 izolatin D (%6.3) serogrubundaoldugunu
bildirmistir.fran’da Khamesipour ve ark. (2014) sigirlara ait akciger &rneklerinden
izole ettigi 30 adet P. multocida susunun serotiplerini arastirdiginda pnémonik
akciger izolatlarinda 18’1 serogrupA (%72), 5’1 serogrupD (%20), 2’si (%8) ise
tiplendirilememistir, saglikli akcigerler izolatlarinda ise 5 izolatin serogrupA (%100)
oldugu PZR ile tespit edilmistir.fran’da Jamali ve ark. (2014) solunum sistemi
problemi olan 169 buzagiya ait burun svabi 6rneklerinden izole ettigi 141 adet P.
multocida susunun 126’sin1 serogrupA (%=89.4), 12’sini serogrupD (%8.5) ve 3’iinii
serogrupB (%2.1) olarak PZR ile tespit ettigini rapor etmistir. italya’da Cucco ve ark.
(2017) yapilan ¢alismada solunum sistemi problemi olan sigirlardan izole edilen 36
adet P. multocida susunu PZR ile incelediginde hepsini serogrupA (%100) olarak
tanimlamigtir.Almanya’da Ewers ve ark. (2006) sigirlara ait 91 izolatin da dahil
oldugu farkli hayvan tiirlerine ait 289 P. multocida izolatin1 incelemis ve sigir
kokenli 1zolatlarin 84°tinii serogrupA (%92.3), 3’inii serogrupD (%3.2), 2’sini
serogrupF (%?2.1) olarak belirlemis, 2 izolatin tiplendirmede sonu¢ vermedigini
bildirmistir.Hindistan’da Kumar ve ark. (2009) sigir kokenli 38 adet P. multocida
izolatinin 2’sini serogrupA (%5.2), 36’sm ise serogrupB (%94.7) olarak PZR ile

tespit etmislerdir.

Ulkemizde P. multocida izolatlarmin serotip tayininin yapildig1 ¢aligmalarda;
Guler ve ark. (2013) Konya Veteriner Kontrol Enstitlisii’ne gonderilen sigir kokenli
orneklerden izole ettigi 36 adet P. multocida izolatin serotiplerini PZR ile
incelediginde 33 adet susun A serogrup(%91.6) oldugunu belirlemistir, diger 3 susun
ise serogrubutespit edilememistir. Van’da Giilaydin ve ark. (2018) saglikli ve
solunum problemi olan sigirlardan aldigi svap orneklerinden izole ettigi 53 adet P.
multocida susunun serogruplarini PZR ile incelediginde hepsinin serogrupA (%2100)
oldugunu tespit etmistir. Erbas ve ark. (2008) izmir ve Aydin illerindeki sigirlardan
aldiklar1 570 adet intratrakeal svap Orneklerinde izole ettigi 28 adet P. multocida

susunu hizli agliitinasyon kiti ile incelediginde suslarin 15’1 serogrupB (%53.6), 10’u
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serogrupA (%35.7), 1’1 serogrupD olarak tespit edilmis ve 2 susun (%7.2) ise

tiplendirilemedigini rapor etmistir.

Bu c¢alismada P. multocida suslarinin tiimiiniin serogrupA oldugu PZR ile
tespit edilmistir. Literatiirde sigirlarin solunum sisteminden izole edilen P. multocida
suslarinin biiyiik ¢ogunlugunun serogrupA oldugu veserogrupA’nin sigir konagina
daha iyi adapte oldugu belirtilmistir (Ewers ve ark. 2006). P. multocidaizolatlarinin

serogrupbulgular literatiir ile paralellik géstermektedir.

Kuzey Amerika’da Klima ve ark. (2014) o6limle sonucglanan 68 vakadan
alinan nazofaringeal svab ve akciger orneklerinden izole ettigi 55 M. haemolytica
susunu hizli pleyt agliitinasyon testi ile incelendiginde izolatlarin 44’{inii serotip 1
(%65), 2’sini serotip 2 (%3) ve 9’unu serotip 6 (%13) olarak belirlemistir.Fransa’da
Timsit ve ark. (2013) solunum sistemi problemi olan sigirlardan aldigir burun ve
trakeal svap orneklerinde M. haemolytica serotiplerini incelemistir. Hizli pleyt
agliitinasyon testi ile 175 izolatin 48’1 nin serotip 1 (%27), 12’sinin serotip 2 (%6.8)
ve 115’inin serotip 6 (%65) oldugunu belirlemistir.Kanada’da Klima ve ark. (2011)
sigirlardan izole ettigi 411 adet M. haemolytica susunun serotiplerini pleyt
agliitinasyon testi ile incelediginde 49’unu serotip 1 (%11.9), 306’sin1 serotip 2
(%74.5) ve 52’sini serotip 6 (%12.7) olarak rapor etmistir.Kanada’da Klima ve ark.
(2014) bagka bir calismasinda sigirlarin burunlarindan izole edilen 90 adet M.
haemolytica izolatina pleyt agliitinasyon testi ile serotip tayini yapildiginda
izolatlarin 36’s1 serotip 1 (%40), 41’1 serotip 2 (%45.5) ve 13’ serotip 6
(%14.4)olarak belirlenmistir. Solunum sistemi problemi olan sigirlara ait izolatlarda
serotip 1 (%70.7), serotip 2 (%9.7) ve serotip 3 (%19.5) belirtilen oranlarda tespit
edildigini bildirmislerdir.Timsit ve ark. (2017) Kanada’da solunum sistemi
semptomlari olan sigirlardan izole ettigi 78 adet M. haemolytica izolatin1 hizli pleyt
agliitinasyon kiti ile incelendiginde izolatlarin 62’si serotip 1 (%), 2’si serotip 2 (%),
7’si1 serotip 6 (%) olarak belirlenmis ve 7’si ise tiplendirilememistir. Angen ve ark.
(2002) Danimarka’da sigirlardan izole ettigi 69 adet M. haemolytica izolatini indirekt
hemagliitinasyon kiti ile incelediginde izolatlarin 46’s1 serotip 1 (%66.6), 4’1 serotip
2 (%5.7), 1’1 serotip 7 (%1.4) ve 1’1 serotip 9 (%1.4) olarak belirlenmistir. Katsuda
ve ark. (2008) Japonya’da yirmi yilda sigir pndmoni vakalarindan aldigi 6rneklerden

izole ettigi 202 M. haemolytica susunda indirekt hemagliitinasyon testi ile serotip
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incelemesi yaptiginda suslarin 102’si serotip Al (%49.3), 47’si serotip A2 (%22.7)
ve 42’si serotip A6 (%20.3) oldugunu rapor etmistir.Lasheras ve ark. (2019)
Avrupa’da 2011-2015 yillar1 arasinda sigir solunum sistemi vakalarindan dokuz
Klinik laboratuvara gelen drneklerden izole ettigi 98 adet M. haemolytica izolatininin
serotiplerini lam agliitinasyon testi ve PZR ile incelediginde izolatlarda serotip 1

(%359), serotip 2 (%18) ve serotip 6 (%22) oldugunu bildirmistir

Bu ¢alismada incelenen M. haemolytica suslarinin 6’sinin serotip 1 ve 2’sinin
serotip 2 oldugu PZR ile tespit edilmistir. Molekiiler temelli serotiplendirme
metodlarinda tiir veya serotip igerisindeki tiim genotipik degisimleri kapsayacak ve
saha suglarini da gorecek nitelikte primer tasarlayabilmek metodun kisitlayici 6zelligi
olabilmektedir. Bu sebeple PZR temelli tiplendirme metodunda her zaman M.
haemolytica serotiplerini %100 giivenle tespit edebilmek miimkiin olamamaktadir.
Bu dezavantaj sensitivite disiikliigli, ¢apraz reaksiyon verme potansiyeli olan
serolojik temelli agliitinasyon testlerinde de karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak fenotipik
Ozelliklerin belirlenmesinde etkene ait genomun tespit edilmesi aglltinasyon
testlerine gore daha stabil bir yontem olmasi daha olasidir (Klima ve ark. 2017).
Literatiirde sigir solunum sistemi vakalarinda serotip 1, 2 ve 6’nin tespit edildigi
anlasilmaktadir. Sigir pndmoni vakalarinda serotip 1’in en yaygin goriilen serotip
oldugu literatiirde belirtilmistir. Bu ¢alismadaki veriler M. haemolytica suslarinin

literattirdeki serotip bulgulari ile benzerlik gostermektedir.

Japonya’da Katsuda ve ark. (2013) saglikli ve solunum sistemi problemli
buzagilardan aldiklari burun svablarinda 378 adet P. multocida izolatinda virtilens
genleri PZR ile incelediginde psl (%100), ompH (%100), omp87 (%100), ptfA
(%94.7), fimA (%100), hsf-2 (%92.6), pfhA (%52.4), tadD (%88.9), nanB (%100),
nanH (%88.4), tonB (%100), tbpA (%76.2), hgbA (%95.5), hghB (%61.4), sodA
(%100), sodC (%100), HAS (%92.6) genlerini tespit ettiklerini rapor etmislerdir.

Almanya’da Ewers ve ark. (2006) sigirlara ait 91 izolatin virllens genlerini
PZR ile incelediginde izolatlarda psl (%100), ompH (%2100), oma87 (%100), ptfA
(9%99), pfhA (%46.2), nanB (%100), nanH (%88.5), toxA (%5.8), tbpA (%70.2),
tonB (%100), hgbA (%95.2), hgbB (%57.7), sodA (%100), sodC (%2100) genlerini

belirtilen oranda tespit ettigini bildirmistir.
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Italya’da Cucco ve ark. (2017) solunum sistemi problemi olan sigirlardan
izole edilen 36 adet P. multocida susunun virilens genlerini PZR ile
inceledigindehghbB (%5.1), pfhA (%2.6) ve thpA (%5.1) oraninda tespit etmistir.

Iran’da Khamesipour ve ark. (2014) sigirlara ait akciger érneklerinden izole
ettigi 30 adet P. multocida susunun virllens genlerini PZR ile incelediginde suslarda
ptfA (%80.0), fimA (%80.0), hsf-1 (%60.0), hsf-2 (%76.7), pfhA (%60.0), tadD
(%40.0), toxA (%10.0), exbB (%83.3), exbD (%86.7), tonB (%83.3), hgbA (%86.7),
hgbB (%93.3), Fur (%83.3), nanB (%83.3), nanH (%80.0), pmHAS (%33.3), ompA
(%90.0), ompH (%86.7), oma87 (%90.0), plpB (%83.3), sodA (%83.3), sodC
(%86.7), thpA (%66.7) oraninda tespit edildigini rapor etmistir.

Iran’da Jamali ve ark. (2014) ¢alismasinda solunum sistemi problemi olan
169 buzagiya ait burun svabi Orneklerinden izole ettigi 141 adet P. multocida
susunun Vvirtlens genlerini PZR ile incelendiginde psl (%100), ompH (%2100), oma87
(%100), fimA (%100), hsf-2(%98.6), pfhA (%81.6) , ptfA (%100), nanB (%100),
nanH (%100) ve tadD (%81.6) genleri belirtilen oranda izolatlarda tespit edilmistir.

Hindistan’da Verma ve ark. (2013) sigirlardan izole ettigi 23 adet saha
izolatinda virllens genlerini PZR ile aragtirdiginda tbpA (%2100), pfhA (%100), hghA
(%100), hgbB (%26.09), toxA (%0), nanH (%2100), nanB (%0), sodA (%39.13), sodC
(%91.30), oma87 (%91.30) ve ptfA (%86.95) genlerini tespit etmistir.

Bu c¢alismada P. multocida izolatlarinda virllens genleri PZR ile
incelendiginde tadD (%88.8), ptfA (%88.8), pfha (%88.8), oma87 (%100), ompA
(%100), nanB (%11.1), nanH (%88.8), toxA (%11.1), hgbA (%100), hghB (%22.2),
tonB (%100) ve ompH (%100) oraninda tespit edilmistir. toxA, nanB ve hgbB
virtilens genleri az sayida izolatta tespit edilse de literatiir verilerinde toxA geninin
%0-10, nanB geninin %0-100 ve hghB geninin %5-93 araliginda oldugu g6z oniine
alindiginda bulgularin diger calismalarla uyumlu oldugu anlagilmaktadir. Belirtilen
genlerin izolatlarda farkli sikliklarda tespit edilmesi etkenin patojenitesindeki
varyasyonlardan kaynaklandig: literatiirde rapor edilmistir (Aski ve ark. 2016).
Bununla birlikte PZR ile hedef diren¢ genleri amplifikasyonuna bagl olarak yapilan

bu ¢alismada hedef gendeki dizi polimorfizmine bagli olarak primerin hedef bolgeye
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baglanamamasi sonucunda yanlis negatif sonu¢ alabilme olasiligi da bulunmaktadir

(Cucco ve ark. 2017).

Kanada’da Klima ve ark. (2014) sigirlara ait burun svablarindan izole ettigi
90 adet M. haemolytica izolatinda viriilens genleri PZR ile arastirildiginda serotip 1
ve 6 izolatlarinda I6kotoksin C (IktC), putatif adezyon (adh), dis membran
lipoproteini (gs60), sialoglikoproteaz (gcp), demir baglayan protein B (tbpB) ve
UDP-N-asetil-Dglukozamin- 2-epimeraz (nmaA) genlerinin saglikli veya hasta
sigirlara ait izolatlarin hepsinde tespit edildigini ancak serotip 2 izolatlarinda sadece

IktC, ahs, gs60 ve gcp genlerinin tespit edildigini rapor etmistir.

Ispanya’da Garcia-Alvarez ve ark. (2018) ii¢ fakli bolgeye ait koyunlardan
izole ettigi 121 adet M. haemolytica izolatinda PZR ile virlilens genleri incelediginde
IktA, tbpA, tbpB ve tonB genlerini izolatlarin hepsinde saptadigini, ancak diger
genleri ise adh (%97.5), fhaC (%94.2), gcp (%79.3) hf (%79.0), irp (%59.5), IpsA
(%65.0), nanH (%99.2), pilA (%95.8), plpD (%95.8), pomA (%97.6), sodA (%91.7)
ve sodC (%19.0) belirtilen oranda tespit ettigini bildirmistir.

Bu c¢alismada M. haemolytica izolatlarinda virtilens genleri PZR ile
incelendiginde gcp (%100), adH (%100), IktC (%100), tbp (%75), nma (%75) ve
gs60 (%100) genleri belirtilen oranlarda tespit edilmistir. M. haemolytica serotip 1
izolatlarinda viriilens genlerinin tamami tespit edilmistir ancak serotip 2 izolatlarinda
ise tbp ve nma genleri tespit edilememistir, bulgular literatiirle uyumluluk arz
etmektedir. Virtlens ile ilgili genlerin bireysel olarak tespit edilmesinin bir izolatin
viriilent olup olmadigin1 belirlemede yeterli olmayacagi ve M. haemolytica
izolatlarinda komensal ve potansiyel virulant ayriminda kullanilamayacag: literatiirde

ifade edilmistir (Klima ve ark. 2014).

Italya’da Cucco ve ark. (2017) gesitli hayvan tiirlerinden izole edilen 186 adet
P. multocida izolatina disk difiizyon testi uyguladiginda amoksisilin — klavulanik asit
(%0), ampisilin (%3.8), ceftiofur (%0), gentamisin (%1.6), enrofloksasin (%1.6),
eritromisin (%9.7), tilosin (%51.1), tilmikosin (%1.6), florfenikol (%0), trimetoprim-
siilfametoksazol (%4.8), tetrasiklin (%7.5) direnci bildirmislerdir.
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Almanya’da Michael ve ark. (2018) sigirlardan izole edilen 48 adet P.
multocida izolatinda broth diliisyon metodu ile MIK degerleri belirlediginde
izolatlarda penisillin (%2.1), tetrasiklin (%10.4), gentamisin (%2.1), siprofloksasin

(%6.3) direnci saptadiklarini rapor etmislerdir.

Iran’da Khamesipour ve ark. (2014) sigirlara ait akciger drneklerinden svabla
ekim yaparak kultir sonucunda pnémonik ve saglikli akcigerlerden izole ettigi 30 P.
multocida izolatinda amikasin (%33), linkomisin (%43.3), penisillin (%40), rifampin
(%20), streptomisin (%16.7), amoksisilin (%10), eritromisin (%3.3) ve florfenikol
(%16.7) direnci saptadiklarini ifade etmislerdir.

Garch ve ark. (2016) Avrupa Birligi iilkelerinde 2002-2012 yillar1 arasinda
sigirlarin solunum sisteminden izole edilen (nazofaringeal veya 6lii hayvan 6rnekleri)
P. multocida izolatlarini broth diliisyon testi ile incelediginde 2002-2006 yillarindaki
231 adet izolatta florfenikol (%0.4), spektinomisin (%3.5), tetrasiklin (%5.7), 2009-
2012 yillarinda 134 adet izolatta ise enrofloksasin (%3), spektinomisin (%6) ve
tetrasiklin (%11.2) direnci tespit ettiklerini, ayrica bu siirecteki P. multocida
izolatlarinda enrofloksasin, spektinomisin ve tetrasiklin direncinin artig gosterdigini

rapor etmiglerdir.

Hindistan’da Kumar ve ark. (2009) sigir kokenli 38 adet P. multocida
izolatina disk difiizyon testi uygulanmasi sonucunda izolatlarda tetrasiklin (%15.7),
doksisiklin (%10.5), siprofloksasin (%15.7), norfloksasin (%18.4), enrofloksasin
(%5.2), kanamisin (%68.4), kloramfenikol (%7.8), ampisillin (%26.3), eritromisin
(%21), gentamisin (%36.8) direnci bildirmislerdir.

[ran’da Jamali ve ark. (2014) solunum sistemi problemi olan 169 buzagiya ait
burun svabi orneklerinden izole edilen 141 adet P. multocida susunda ampisillin
(9%9.2), oksitetrasiklin - (%19.9), penisillin  (%30.5), streptomisin (%22) ve
tiamfenikol (%7.8) direnci bildirmislerdir.

Fransa’da Clémence Bourély ve ark. (2019) alt1 yil boyunca (2012-2017)
solunum sistemi problemli ¢esitli hayvanlardan izole edilen 5356 P. multocida
izolatinda genel fenotipik direncin %?20’nin altinda oldugunu, antibiyotik etken

maddelerine gore sigir izolatlarinda amoksisilin (%2.3), gentamisin (%4.6),
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tetrasiklin  (%23.4), trimetoprim-stllfametoksazol (%6.2), florfenikol (%0.4),
tilmikosin (%17.2), nalidiksik asit (%14.3) ve enrofloksasin (%4.5) direnci tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Ayrica bu bes yillik siliregte tetrasiklin, tilmikosin,
enrofloksasin ve trimetoprim-siilfametoksazol direncinin artma egiliminde oldugunu
ve s18ir izolatlarinda tetsasiklin, tilmikosin, flumekuin ve enrofloksasin direncinin bu

stirecte artig gosterdigini rapor etmislerdir.

Amerika’da Welsh ve ark. (2004) 1994-2002 yillar1 arasinda pnodmoni tablosu
olan 6-18 aylik besi sigirlarina ait akciger orneklerini incelemistir. Izolatlar Kirby
Bauer Disk difiizyon metodu ile incelendiginde 292 adet P. multocida izolatinda
ampisilin (%76-100) duyarliliginin degisken oldugunu ancak seftiofur (%96-100),
enrofloksasin (%96-100) ve sefalotin (%96-100) duyarliliginda degisim olmadigini,
eritromisin, florfenikol, spektinomisin, tetrasiklin, tilmikosin ve trimetoprim-

stilfametoksazol duyarliliklarinda zamanla azalma egilimi oldugunu rapor etmistir.

Amerika ve Kanada’da Portis ve ark. (2012) 2000-2009 yillar1 arasindaki on
yillik siirecte yiiriitiilen ¢aligmada seftiofur, penisillin, danofloksasin, enrofloksasin,
florfenikol, tetrasiklin, tilmikosin ve tulathromisin etkenlerini sigir kokenli P.
multocida izolatlarinda test etmistir. Test edilen 328 adet P. multocida izolatinda
penisillin (%3.3), florfenikol (%11.6), enrofloksasin (%2.1), tetrasiklin (%40.8),

tilmikosin (%23.8) ve tulathromisin (%4.6) direnci rapor etmislerdir.

Hindistan’da Choudhary ve ark. (2019) solunum sistemi problemi olan
sigirlara ait 10 adet P. multocida susunu MALDI-TOFF ile tanimlamis ve bu
suslarda enrofloksasin (%10), sefaleksin (%100) ve kloksasilin (%100) direnci
bildirmistir.

Japonya’da Yoshimura ve ark. (2001) sigir kokenli 72 P. multocida izolatini
agar diliisyon testi ile incelediginde kullanilan antimikrobiyal etkenlerin MIK
degerlerine gore suslarda streptomisin (%19.4), kanamisin (%1.4), oksitetrasiklin
(%1.4), tilmikosin (%4.2), tiamfenikol (%0), enrofloksasin (%0) direnci rapor

etmislerdir.

Kanada’da Timsit ve ark. (2017) ¢alismasinda solunum problemi olan 107

sigirdan aldiklar1 transtrakeal aspirat ve saglikli sigirlardan alinan 210 adet aspirat
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orneklerinden izole ettigi 135 adet P. multocida izolatinda mikrodiliisyon yontemi ile
antimikrobiyal ajanlar test edildiginde oksitetrasiklin (%83), florfenikol (%14.1),
tulathromisin (%79.3) direnci saptanmis ancak seftiofur, enrofloksasin ve penisillin

direnci tespit edilememistir.

Etiyopya’da Abera ve ark. (2014) sigirlara ait 69 adet pndmonik akcigerden
izole ettigi 3 P. multocida susunu disk difiizyon testi ile incelediginde tiim suslarin
penisilin, eritromisin, kanamisin, tetrasiklin, kloramfenikol, sefaleksin, polimiksin,

florfenikol ve amoksisilin’e duyarli oldugunu rapor etmislerdir.

Kanada’da Anholt ve ark. (2017) yiriitilen calismada solunum sistemi
problemi olan yada 6lmiis sigirlara ait 480 adet akciger 6rneginden kiiltiire ettigi 86
adet P. multocida izolatinda gentamisin (%8.5), neomisin (%65.8), spektinomisin
(%27.4), enrofloksasin (%0), danofloksasin (%1.7), tilosin (%99.1), tulathromisin
(%29.9), tilmikosin (%41.9), seftiofur (%0.9), penisillin (%1.7), ampisillin (%1.8),
klindamisin (%100), florfenikol (%1.7), oksitetrasiklin (%55.6), klortetrasiklin
(%43.6) ve tiamulin (%86.3) direnci tespit ettigini bildirmistir

Japonya’da Katsuda ve ark. (2013) calismasinda saglikli ve solunum sistemi
problemli buzagilardan aldiklari burun svablarindan izole ettigi 378 adet P.
multocida susunun agar diliisyon yontemi ile 9 fakli antimikrobiyal etkene olan
duyarlilig arastirildiginda izolatlarda ampisilin (5.8), kanamisin (%9), oksitetrasiklin
(%21.7), tiamfenikol (%13.2) fenotipik direnci saptadiklarini florfenikol, sefazolin,
seftiofur, sefkuinom ve enrofloksasin direnci ise tespit edilmedigini bildirmislerdir.
Oksitetrasiklin direngli 82 izolatin 75’inde tet(H), 4’tinde tet(B) geni, ampisilin
direngli 22 izolatin 16’sinda blarnl geni, tiamfenikol direngli 50 izolatin 47’sinde
cat3a geni, kanamisin direngli izolatlarin timiinde ise aphAl geni PZR ile tespit

edilmistir.

Ulkemizde P. multocida izolatlarinin diren¢ durumunun arastirildig
calismalarda ise Erbas ve ark. (2008) izmir ve Aydin illerindeki sigirlardan aldiklari
570 adet intratrakeal svap 6rneklerinde izole ettigi 28 adet P. multocida susunun %
93 florfenikol’e, % 61 enrofloksasin’e, % 54 oksitetrasiklin’e duyarli oldugunu,

suglarin tiimiiniin eritromisin ve trimetoprim-siilffametoksazol’e % 82, gentamisin’e
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% 64 ve amoksisillin-klavulanik asid’e ise % 61 oraninda direngli oldugunu rapor

etmistir.

Ozdemir ve ark. (2019) Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii’ne gelen sigirlara
ait pnémonik akcigerlerden izole ettikleri 8 adet P.multocida izolatinda disk difiizyon
testi ile eritromisin ve tilosin (%100), trimetoprim-stlfametoksazol (%88), tetrasiklin
ve tilmikosin (%75), tulathromisin ve enrofloksasin (%50) fenotipik direng tespit

ettiklerini bildirmislerdir.

Giiler ve ark. (2013) Konya’da Veteriner Kontrol Enstitiisii’'ne gonderilen
cesitli hayvan tiirlerine ait 6rneklerden izole ettigi 50 adet P. multocida izolatin1 disk
difiizyon testi ile incelediginde suslarin tliimiiniin seftiofur, enrofloksasin,
trimetoprim-siilfametoksazol ve florfenikol’e duyarli oldugunu ancak suslarda
spektinomisin (%12), tilmikosin (%6), tetrasiklin (%12) ve eritromisin (%6) direnci

bildirmislerdir.

Bu caligmada P.multocida izolatlar1 disk difiizyon testi ile incelendiginde
(Cizelge 3.1)izolatlarda kanamisin (%33), streptomisin (%55), kloramfenikol (%22),
trimethoprim/silfametoksazol (%33), tetrasiklin (%55), spektinomisin (%11) ve
ampisilin (%11) fenotipik direnci tespit edilmistir. Direng genleri PZR ile
incelendiginde ise tetrasiklin direngli 5 izolatin 3’iinde tet(H) geni, 2’sinde tet(B)
saptanmig, kanamisin direncli 3 izolatta aphAl geni, kloramfenikol direngli 2 izolatta
cat3a geni ve ampisilin direncli 1 izolatta blaron1 geni tespit edilmistir. Bu bulgular

esliginde fenotipik direng sonuclariin genotip ile uyumlu oldugu anlagilmaktadir.

Avrupa’daki dokuz klinik laboratuvardan temin edilen 98 adet M.
haemolytica izolatin1 Lasheras ve ark. (2019) broth diliisyon metodu ile
incelediginde MIK degerlerine gore izolatlarda enrofloksasin (%2), oksitetrasiklin
(%17.3), penisillin (%22.4), tilmikosin (%16.3), tulathromisin (%13.3) direnci tespit
ettiklerini, tim izolatlarda ampisilin, klindamisin, klortetrasiklin, danofloksasin,
gentamisin, neomyecin, stlfadimetoksin, spektinomisin, trimetoprim/silfametoksazol,

tiamulin ve tilmikosin direncinin olmadigini bildirmislerdir.

Avrupa Birligi {ilkelerinde 2002-2012 yillar1 arasinda sigirlarin solunum

sisteminden izole edilen (nazofaringeal veya 6li hayvan 6rnekleri) M. haemolytica
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izolatlarim1 Garch ve ark. (2016) broth diliisyon testi ile incelediginde 2002-2006
yillarindaki 138 adet izolatta tetrasiklin (%14.6), tilmikosin (%21.4), 2009-2012
yillarindaki 149 adet izolatta ise enrofloksasin (%0.7), tetrasiklin (%12.1) ve

tilmikosin (%#4) direnci tespit etmislerdir.

Kanada’da Klima ve ark. (2014) sigirlara ait burun svablarindan izole ettigi
90 adet M. haemolytica izolatim1 broth diliisyon testi ile incelediginde izolatlarda
oksitetrasiklin (%18.2), neomisin (%14.8), ampisilin (%5.7), penisilin (%5.7) ve
tilmikosin (%35.7) direnci saptamiglardir. Izolatlarin direng genleri PZR ile
incelendiginde tetrasiklin direncli izolatlarda tetH geni tespit edilmis, tetB geni ise
tespit edilememistir, neomisin direngli izolatlarda aphAl geni tespit edilmis,
ampisilin direncli izolatlarda blaros-1 geni tespit edilmis, tilmikosin direngli

izolatlarda ise erm(X) ve erm(42) tespit edilememistir.

Kanada’da Klima ve ark. (2011) nazofaringeal svablardan izole ettigi 409 M.
haemolytica izolatin1 disk diflizyon metodu ile incelediginde izolatlarin 16’sinda
oksitetrasiklin (%3.9), 10’unda tilmikosin (%2.44), 7’sinde amoksisilin/klavulanik
asit (%1.71), 2’sinde oksitetrasiklin (%0.48) ve 1’inde tilmikosin (%0.24) direncini

fenotipik olarak tespit etmislerdir.

Japonya’da Katsuda ve ark. (2013) 2002-2010 yillar1 arasinda pnomonik
akcigerlerden izole ettikleri 310 M. haemolytica izolatinda broth diliisyon testi ile
MIK degerleri incelendiginde izolatlarda ampisilin (%20.3), amoksisilin (%14.5),
dihidrostreptomisin (%43.5), kanamisin (%23.5), kolistin (%0), oksitetrasiklin
(%24.8), doksisiklin  (%21.9), kloramfenikol (%23.2), tiamfenikol (%23.9),
florfenikol (%0.3), sefazolin (%0), seftiofur (%0), sefkuinom (%0), nalidiksik asit %
(47.1), enrofloksasin (%18.7) ve danofloksasin (%18.7) direnci saptadiklarini ifade

etmislerdir.

Amerika ve Kanada’da Portis ve ark. (2012) 2000-2009 yillar1 arasindaki on
yillik siirecte yiiriitiilen ¢aligmada seftiofur, penisillin, danofloksasin, enrofloksasin,
florfenikol, tetrasiklin, tilmikosin ve tulathromisin etkenlerini sigir kokenli 304 adet
M. haemolytica izolatlarinda test etmistir. Calisma bulgular1 degerlendirildiginde
izolatlarda penisillin (%27.3), florfenikol (%8.6), enrofloksasin (%6.6), tetrasiklin
(%43.7), tilmikosin (%27.3), tulathromisin (%8.9) direnci saptadiklarin1 ayrica on
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yillik siiregte M. haemolytica izolatlarinin duyarliliginda danofloksasin, florfenikol,

tilmikosin ve tulathromisin’e azalma oldugunu rapor etmislerdir.

Japonya’da Katsuda ve ark. (2009)solunum sistemi sikayeti olan sigirlardan
izole edilen 229 M. haemolytica izolatinin antimikrobiyal profilini MIK metodu ile
incelediginde izolatlarda sirastyla ampisilin @ (%19.2), amoksisilin = (%16.6),
dihidrostreptomisin (%31.4), kanamisin (%11.4), kolistin (%0), oksitetrasiklin
(%20.5), doksisiklin (%18.3), kloramfenikol (%10.5), tiamfenicol (%10.9), sefazolin
(%0), sephalotin (%0), nalidiksit acit (%17), enrofloksasin (%4.8) ve danofloksasin
(%4.8) direnci tespit ettiklerini bildirmistir.

Amerika’da Welsh ve ark. (2004) 1994-2002 yillar1 arasinda pndmoni tablosu
olan 6-18 aylik besi sigirlarina ait akciger drneklerini incelemistir. Kirby Bauer Disk
difiizyon metodu ile antibiyogram testi yaptiginda 390 adet M. haemolytica
izolatinda ampisilin (%42-82) ve tetrasiklin (%23-74) duyarliliklarinin oldukga
degisken oldugunu ancak seftiofur (%96-100), tetrasiklin (%23-74) ve enrofloksasin
(%89-98), enrofloksasin  (%89-98), trimetoprim-sulfametoksazole (%90-99)
duyarliliklarinin stabil oldugu, eritromisin, florfenikol, spektinomisin ve tilmikosin

duyarliliginda ise 6nemli derecede azalma egilimi oldugunu rapor etmistir.

Almanya’da Michael ve ark. (2017) buzagilardan izole edilen 63 adet M.
haemolytica susunda penisillin (%11.1), florfenikol (%]1.6), tetrasiklin (%22.2),
tilmikosin (%1.6) direnci, yetiskin sigirlardan izole edilen 35 adet susta ise penisillin
(%8.8), tilmikosin (%2.9) ve tulathromisin (%2.9) direnci saptadiklarini

bildirmislerdir.

Kanada’da Anholt ve ark. (2017) tarafindan yiiriitilen calismada solunum
sistemi problemi olan yada 0lmiis sigirlara ait 480 adet akciger 6rneginden kiiltiire
ettigi 213 adet M. haemolytica izolatinda gentamisin (%3.4), neomisin (%49.4),
spektinomisin (%4.3), enrofloksasin (%3), danofloksasin(%3.9), tilosin (%99.1),
tulathromisin (%37.8), tilmikosin (%44.2), seftiofur (%0.9), penisillin (%7.2),
ampisillin (%5.1), klindamisin (%77.7), florfenikol (%4.3), oksitetrasiklin (%53.6),
klortetrasiklin (%11.2) ve tiamulin (%19.7) direnci tespit ettiklerini ifade etmislerdir.
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Kanada’da Timsit ve ark. (2017) solunum problemi olan 107 sigirdan
aldiklar1 transtrakeal aspirat ve saglikli sigirlardan alman 210 adet aspirat
orneklerinden izole ettigi 78 adet M. haemolytica izolatinda mikrodiliisyon y6ntemi
ile antimikrobiyal ajanlar test edildiginde oksitetrasiklin (%74.4), tilmikosin (%79.5),
tulathromisin (%71.8), penisillin (%2.6) direnci tespit edilmis, ancak seftiofur,

enrofloksasin ve florfenikol direnci saptanamamustir.

Ozdemir ve ark. (2019) Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii’ne incelenmek
tizere gelen pnomonik akcigerlerden izole ettikleri 11 adet M. haemolytica izolatini
disk difiizyon testi ile incelediginde izolatlarda eritromisin (%90), tilosin (%73),
tetrasiklin ~ (%64), trimetoprim-sulfametoksazol  (%55), tilmikosin  (%36),
enrofloksasin (%18), marbofloksasin (%9), florfenikol (%9), ampisilin (%9) ve

penisilin (%9) fenotipik direnci bildirmislerdir.

Bu calismada M. haemolytica izolatlar1 disk difiizyon testi ile incelediginde
(Cizelge 3.2) izolatlarda oksitetrasiklin (%25), tetrasiklin (%25) ve neomisin (%12)
fenotipik direnci tespit edilmistir. Direng genleri PZR ile incelendiginde ise neomisin
direncli izolatta aphA1 geni tespit edilmis ancak izolatlarda blaron ve tet(H)genleri
tespit edilememistir. Beklenen genotipik dirence yonelik diren¢ genlerinin tespit
edilememesi durumunun  belirtilen  direng geni  varyasyonlarindan
kaynaklanabilecegini diisiindirmektedir. Direng genleri varyasyonlarini gorebilecek
farklt primerler ile diren¢ genotipleri PZR’da incelendiginde bahsedilen direng
genlerinin tespit edilebilmesini mumkin kilmaktadir. Bu sebeple antimikrobiyal
direng fenotipi 1ile antimikrobiyal direng geni arasinda uyum saglandigi
diistiniilmektedir. Literatiirde solunum sistemi tedavisine cevap vermeyen ve olumle
sonuglanan vakalardan izole edilen suslarda saglikli veya tedavi dncesi vakalardan
elde edilen izolatlara gére daha fazla oranda direng tespit edildigi bildirilmektedir
(McClary ve ark. 2011). Bu calisma mezbaha materyalinde yapildigindan dolay1
mezbahaya gelen hayvanlarin uzun siire solunum sistemi tedavisi gordiigline dair
veri bulunmamaktadir. Enstitiilere 6liimle sonuclanan pnomonik vakalardan gelen
orneklerde yine benzer sekilde ¢oklu direngli izolatlarda direng profilinin fazlaca
oldugu literatiirden anlagilmaktadir. Ayrica izolat sayisinin sinirlt olmasindan dolay1
fenotipik direng sonuglarinin izolat sayist ve bolgelere gore farkli ¢ikmasinin

muhtemel oldugu diisiiniilmektedir.
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CLSI ve EUCASTgibi referans kuruluslar tarafindan MIK degerlerinin
standart olarak belirlenmemesi veya veteriner hekimligi agisindan Onemli
Mikoplazma tiirlerinin antimikrobiyal duyarliligmi belirlemede standart metotlarin
olmamasi in vitro sartlarda antimikrobital aktivite etkinligini yorumlamada giiclik
yasanmasina neden olmaktadir. Sigirlarin diger patojen etkenleri i¢in belirlenen
CLSI kriterlerinin kullanilmas1 mikoplazmalarin in vitro sartlarda duyarliliklarin
belirlemede siklikla kullanilmaktadir (Rosenbusch ve ark. 2005). Mikoplazma
etkenleri MIK degerleri veteriner hekimliginde onemli patojenler ig¢in CLSI
tarafindan belirlenen MIK degerlerinden énemli 6lgiide yiiksek ise bu antibiyotik
kullanimimin etkili olmayacagisonucunu gostermektedir(Ayling ve ark. 2000). Buna
gore M. bovis suslarinda MIK degeri sonuglar1 degerlendirildiginde CLSI tarafindan
diger patojenler icin duyarli belirlenen kategoride yer alirsa eger duyarh

kategorisinde yer alabilecegi bildirilmistir.

Macaristan’da Sulyok ve ark. (2014) 2010-2013 yillar1 arasinda fakli
bolgelerdeki sigirlardan alinan burun svabi ve akciger 6rneklerinden izole edilen 35
adet M. bovis susunda 11 antimikrobiyal ajanin etkinligini MIK metodu ile
arastirmistir. Calisma sonucunda danofloksasin, marbofloksasin ve enrofloksasin
izolatlara en etkili bulunmustur (MIK90 degerleri danofloksasin, enrofloksasin,
marbofloksasin i¢in sirasiyla 0.312 pg/ml, 0.312 pg/ml, 0.625 pg/ml). Mikoplazma
enfeksiyonlarmin tedavisinde yaygmn kullanilan tetrasiklin (MiKgo 16 pg/ml),
oksitetrasiklin (MiKgo 64 pg/ml), tilosin (MIKgo 128 pg/ml) ve tilmikosin (MiKgo 128
pg/ml) degerlerinin yiiksek oldugu ifade edilmistir. Gentamisin, spektinomisin,
florfenikol ve linkomisin MiKgo degerleri sirasiyla 8 pg/ml, 256 pg/ml, 8 ug/ml, 64
pg/ml tespit edildiginden bu antimikrobiyal etkenlerin ¢ogunun suslarin {iremesini
inhibe edemedigi ifade edilmistir.

Ingiltere’de  Ayling ve ark. (2000) 62 adet M. bovis izolatinda
florokinolonlardan danofloksasin, genis spektrumlu sentetik bir antimikrobiyal olan
florfenikol, tetrasiklin  grubundan oksitetrasiklin, aminosiklitol grubundan
spektinomisin ve bir makrolid grubu Uyesi tilmikosin etkinligini arastirmistir. M.
bovis suslari broth diliisyon metodu ile test edildiginde danofloxacin’in izolatlara en
etkili oldugu (MIK araligi 0.125-2 pg/ml), oksitetrasiklin ve spektinomisin’in ise

sinirh etkisi oldugunu, florfenikol, oksitetrasiklin, spektinomisin ve tilmikosin MiKgg
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degerlerinin 8pg/ml’nin iizerinde oldugu bildirmislerdir. Izolatlarin %20’sinde
spektinomisin, ¢ogunda ise tilmikosin direnci tespit ettiklerini rapor etmislerdir.

Belgika’da Thomas ve ark. (2003) niikseden solunum problemi olan surtilere
ait sigirlarin  solunum sisteminden izole edilen 40 adet M. bovis izolatinda
kinolonlardan danofloksasin, enrofloksasin ve marbofloksasin, pleromutilinlerden
tiamulin, tetrasiklinlerden tetrasiklin ve oksitetrasiklin, makrolidlerden tilosin,
aminoglikozidlerden gentamisin ve spektinomisin, linkozamidlerden linkomisin
olmak {izere 10 etkenin etkinligini aragtirmistir. Tiamulin’in en etkili antimikrobiyal
etken oldugunu ancak sigirlarda kullaniminin lisansi olmadigini, danofloksasin,
marbofloksasin ve enrofloksasin’in suslarda etkin oldugunu, suslarin ¢cogunda tilosin,
gentamisin ve spektinomisin, tetrasiklin ve oksitetrasiklin, linkomisin direncinin
yaygin oldugunu bildirmislerdir.

Amerika’da Rosenbusch ve ark. (2005)bes farkli cografik bolgedeki
sigirlardan izole edilen 233 adet M. bovis susunda 9 farkli antimikrobiyal madde
etkinligini broth diliisyon metodu ile (sensititre) degerlendirmistir. Calisma
sonucunda suslarin enrofloksasin, florfenikol ve spektinomisin’e duyarli, izolatlarin
yarisindan fazlasinda oksitetrasiklin ve klortetrasiklin’in etkili oldugu ancak
eritromisin, ampisilin ve seftiofur’un izolatlarda antimikrobiyal etkinlik gostermedigi
bildirilmistir.

Israil’de Gerchman ve ark. (2009) sigirlara air akciger ve siit drneklerinden
izole ettigi 17 adet M. bovis susunda 12 antimikrobiyal etken maddenin etkinligini
broth dilisyon ve E-Test metodu ile incelemistir. Calisma neticesinde suslarin
spektinomisin, enrofloksasin, danofloksasin’e duyarli, gentamisin ve oksitetrasiklin’e
orta derecede duyarli ancak tilosin, tilmikosin, streptomisin’e diren¢li oldugu
bildirilmistir.

Hollanda’da Heuvelink ve ark. (2016) sigirlara ait akciger, siit ve eklem s1visi
orneklerini incelemis ve sigir akcigerlerinden 56 adet M. bovis izolasyonu yapmustir.
Broth diliisyon metodu ile suslarin 6 farkli antimikrobiyale olan duyarliligini
incelediginde ¢alisma neticesinde suslarin enrofloksasin’e duyarli, oksitetrasiklin’e
orta derecede duyarli, eritromisin (%100), tilmikosin (%95) , tulathromisin (%27) ve

tilosin’e (%100) direngli oldugu tespit edilmistir.
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Japonya’da 87 sigira ait siit orneklerinden izole edilen 30 M. bovis susu
Uzerinde yapilan bir¢aligmada pirlimisin, danofloksasin, enrofloksasin, kanamisin,
oksitetrasikline, tilmikosin ve tilosin’in etkinligini degerlendirilmistir. Izolatlara
pirlimisin, danofloksasin ve enrofloksasin’in etkili (MiK aralig1 0.25-0.5 pg/mL),
kanamisin, oksitetrasiklin, tilmikosin ve tilosin MIK50 degerlerinin 32 pg/mL ve
tizerinde oldugunu dolayisiyla bu antibiyotiklerin suslara etkili olmadig: bildirilmistir

(Kawai ve ark. 2014).

Japonya’da yapilan baska bir ¢alismada sigirlardan izole edilen 29 adet M.
bovis susunda 13 antimikrobiyal maddenin (kanamisin, spektinomisin, eritromisin,
tilosin, tilmikosin, linkomisin, oksitetrasiklin, klortetrasiklin, kloramfenikol,
tiamfenikol, flumekuin, enrofloksasin ve danofloksasin) etkinligini arastirilmustir.
Suslarin enrofloksasin ve danofloksasin’e duyarli, linkomisin ve spektinomisin’e
orta derecede duyarli, makrolid (eritromisin, tilosin, tilmikosin) ve tetrasiklin
(oksitetrasiklin, klortetrasiklin), tiamfenikol, flumekuin ve kanamisin’e direngli

oldugu rapor edilmistir (Uemura ve ark. 2010)

Cin’de Kong ve ark.(2016) 8 eyalette besi sigir1 igletmelerindeki solunum
sistemi  salginlarindan 32 adet M. bovis izolasyonu yaptigini, suslarin
doksisiklin,siprofloksasin, enrofloksasin ve florfenikol’e duyarli ancak eritromisin,

tilmikosin, tilosin’e direngli oldugunu bildirmislerdir.

Fransa’daGautier ve ark. (2014)sigirlarda solunum sistemi salgini
vakalarindan izole ettigi 46 adet M. bovis susunda 8 farkli antimikrobiyal madde
etkinligini agar diliisyon metodu ile arastirmistir. Suslarin spektinomisin, tilmikosin,
tulathromisin, tilosin, florfenikol ve oksitetrasiklin’e direncgli, enrofloksasin ve

danofloksasin’e duyarli oldugunu tespit etmiglerdir.

Amerika’da Soehnlen ve ark. (2011) sigir akcigerlerinden izole edilen 33 adet
M. bovis susunda 7 antimikrobiyal etken maddeyi kullanarak broth diliisyon metodu
ile incelendiginde enrofloksasin, spektinomisin, seftiofur, eritromisin, tetrasiklin,
oksitetrasiklin ve florfenikol’e sirasiyla %2.1, %58.3, %100, %100, %12.5, %22.4 ve
%]11.4 oraninda direng saptadiklarini, suslara karst en etkili antibiyotiklerin

enrofloksasin, tetrasiklin ve florfenikol oldugunu bildirmislerdir.
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Fransa’da Francoz ve ark. (2005) sigirlara ait gesitli 6rneklerden izole ettigi
58 M. bovis izolatinda 6 farkli antibiyotik etkinligini E-test metodu ile
degerlendirdiginde suslarin enrofloksasin’e duyarli oldugunu, eritromisin’e ise tiim
suslarin direncli oldugunu, suslarda tetrasiklin (%5), spektinomisin (%34),

azitromisin (%34) ve klindamisin’e (%24) diizeyinde diren¢ saptadigini bildirmistir.

Tiirkiye’de Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii’'nde Mikoplazma Referans
Laboratuvari’na gelen akciger orneklerinden izole edilen 20 adet M. bovis susunda
tilosin, tilmikosin, linkomisin, klindamisin, eritromisin, kloramfenikol, florfenikol,
spektinomisin,  oksitetrasiklin, danofloksasin, enrofloksasin, siprofloksasin,
tulathromisin ve marbofloksasin etkinligini broth diliisyon metodu (sensititre) ile
degerlendirmistir. Calisma sonucunda suslarin tilosin, tilmikosin, eritromisin,
kloramfenikol, oksitetrasiklin ve siprofloksasin’e direncli (MiKso degerlerini 32
pg/ml’nin lizerinde), florfenikol, spektinomisin, danofloksasin, enrofloksasin ve
marbofloksasin’e orta derecede duyarli (MiKso degerleri 8 pg/ml), linkomisin,
klindamisin ve tulathromisin’e duyarli (MiKso degerleri sirastyla 1, 0.25, 0.25 pg/ml)
oldugu saptanmustir. (Ozdemir ve ark. 2019).

Yukarida belirtilen calismalarda sonuclarin farkli ¢ikmasinin ana sebepleri
olarak; belirlenen Ornekleme planina goére se¢ilmeyen izolatlar, antimikrobiyal
etkinlik belirleme metotlarinin farkli olmasi, sonuglarin degerlendirilmesinde
kullanilan kriterlerin farkli yorumlanmasina bagli oldugu literatiirde ifade

edilmektedir (Anholt ve ark. 2017).

Bu c¢alismanin bulgularina gore (Cizelge 3.3)M. bovis izolatlarinin
gentamisin, tilosin ve oksitetrasiklin’e direngli, enrofloksasin ve danofloksasin’e orta
derecede duyarli oldugu tespit edilmistir ve izolatlarda bazi antibiyotiklere kars:
direng¢ kazanimi oldugu anlagilmaktadir. Ancak ilacin enfeksiyon bdolgesinde
inhibitdér konsantrasyona ulagsma kapasitesi, konak¢imnin immun yamiti ve diger
bakterilerin vakada bulunmasi1 gibi faktorler antibiyotiklerin in vivo etkinligini

belirleyen esas etmenlerdir.

Tilosin i¢in sigir solunum sistemi patojenlerine yonelik CLSI onayli MIK
degeri belirlenmemistir ancak saha tecriibelerinden de faydalanarak MIK50 degerleri

baz alindiginda etken maddenin terapotik dozda etkili olamayacagi durumu olasidir.
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MIK degeri belirli bir etken maddenin spesifik bir patojene olan potensini ifade
etmektedir ancak antimikrobiyal tedavi etkinliginin goOstergesi degildir.
Farmakokinetik ve dinamik ilag parametreleri, tedavinin baslangi¢c zamani ve dozaji,
konak¢1 oOzellikleri gibi faktorler tedavi etkinliginde Onemli rol oynayan

parametrelerdir ve tedavi etkinligi degerlendirilirken dikkate alinmalidir (Heuvelink
ve ark. 2016).

Bu ¢alismanin bulgular1 neticesinde M. bovis izolasyon oraninin P. multocida
ve M. haemolytica izolasyon oranlarina gére anlamli oldugu (p<0.05), M. bovis
enfeksiyonu ile miicadele asamasinda sadece antibiyotiklerin yeterli olamayacagi,
saha suslarma etkili olabilecek asilarin uygulanmasi gerektigi, bulasin azaltilmasina
ve stres faktorlerinin minimalize edilmesine 6nem verilmesi gerekliligi, ulusal bazda
daha genis kapsamli projeler yapilarak izole edilen suslara karsi etkili olabilecek

asilarin gelistirilmesi gerektigi anlasilmaktadir.

Ayrica direng gelisimini dnlemek amaciyla giincel antimikrobiyal kullanim

politikalarina uyulmasi gerekliligi de tavsiye edilmektedir.

BRD vakalarinda uygun antibiyotik segme asamasinda veteriner hekimlere
antimikrobiyal duyarlilik ¢aligmalar1 rehber olma niteligindedir, bu sebeple BRD
etkenlerine yonelik direng gelisimini onlemek amaciyla antibiyotik duyarlilik

calismalar1 periyodik araliklarla yapilmalidir.
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