1. GIRiS

Ulkemiz hayvanciligi igerisinde sigir yetistiriciligi énemli bir yer tutmaktadir. Sigir
eti iirlinleri Diinya’ da ve Tiirkiye’ de niifus artisina paralel olarak artan hayvansal protein
ihtiyacinin karsilanmasinda ilk sirayr almaktadir. Gegmis yillarda sigir yetistiriciliginin
modern tekniklerle yapilmamasi pek c¢ok problemin ¢ikisin1 olusturmaktaydi. Son
zamanlarda {lilkesel bir gelisim olarak yetistiricilerin biling kazanmasiyla birlikte sigir
yetistiriciligi de modern kombinelerde yapilmaya baslanmistir. Buna paralel olarak da
Veteriner Hekimlikte artik miinferit vaka sagaltimindan ziyade siirii denetimleri on plana

cikmakta ve koruyucu hekimlik giinden giine daha fazla énem kazanmaktadir.

Sigirlarda goriilen iist solunum yolu hastaliklart yemden yararlanma, siit veriminde
diisme ve canli agirlik azalislarina neden oldugu gibi ila¢ ve bakim masraflarinin artmasina
yol acmaktadir. Hastaligin ortaya cikisinda tasima, siitten kesme, kalabalik ahirlarda
barinma, ve ani iklim degisiklikleri gibi stres faktorleri ile birden fazla mikroorganizma
[(viriisler (Infeksiydoz Bovine Rhinotracheitis (IBR), Bovine Viral Diarrhea Viriis (BVD),
Parainfluensa-3 (PI-3), Respiratory Syncytial viriis (RSV)], mantar, cesitli bakteriler
(Pasteurella spp., Streptococcus spp., Echerichia coli, Acinetobacter spp., Mycoplasma
spp. vb) ve parazit tiirleri rol oynadigindan etiyolojik olarak komplex bir yapiya sahip
oldugu kabul edilmektedir (Davis 1985, Frank 1989, Gilmour ve Angus 1983, McKercher
1968, Panciera ve Corsvet 1984, Yates 1982). Pasteurella grubu mikroorganizmalar
insanlarda (Frederiksen 1989) ve hayvanlarda (Radostis ve ark 1994) bir ¢ok enfeksiyonun

primer etkenleridir.



Sigirlarinda goriilen solunum yolu hastaliklarindan hemen hemen en Onemlisi olan
Pnomonik Pastorolloz, P. multocida ve P. haemolytica ile iliskili olup, bronkopndmoni,
toksemi, eksudatif pnomoni ile karakterizedir (Yates 1982). Sigir Pnémonik Pastorollozu
ilk kez 1915°te Amerika’da ve 1925’te Ingiltere’de tanimlanmustir (Gibbs ve ark 1984).
Pnomonilere bagli ekonomik kayiplar, gelismis iilkelerde de biiyiik sorunlardan birini
olusturmaktadir. Sigir solunum sistemi hastaliklarinin, et ve siit sigirciliginda, ozellikle
Amerika, Kanada, Ingiltere ve Avrupa basta olmak iizere diinyanmin bir cok bolgesinde
halen biiyiik kayiplara neden oldugu bilinmektedir (Frank 1986, Yates 1982). Pnomonik
Pastorolloz’un Kuzey Amerika’da sigir endiistrisini yilda en az 640 milyon dolarin
tizerinde bir kayba ugrattigi (Bowland ve Shewen 2000, Highlander 2001) ve kayiplarin
stres faktorlerinin ve/veya viriis ve bakterilerin etkisi ile daha da arttig1 ortaya konulmustur

(Dyer 1982, Whiteley ve ark 1992).

Pasteurella multocida sigirlarda Solunum Yolu Hastaligi (Bovine Respiratorik
Diseases - BRD) olarak bilinen hastaliklarin yaninda Hemorojik Septisemi (HS)’ye de
sebebiyet vermektedir. HS ise daha ziyade gen¢ sigirlarda ve P. multocida’nin cesitli
serotiplerinin (B, D ve E) sebep oldugu akut, septisemik ve 6liimciil olabilen bir hastaliktir
(Bain ve ark 1982, Carter ve De Alwis 1989, De Alwis 1984, 1992). Her iki hastalik da
yurdumuzda biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Hastalik etkenleri ¢cogu zaman
saglam hayvanlarin {ist solunum yollarinda fakiiltatif patojen olarak yasarlar. Hayvanlarda
direncin kirilmas1 (stres faktorleri) bu mikroorganizmalarin iiremesine ve patojenite
kazanmasina yardim eder. Hastaliklarin ortaya c¢ikmasindaki en Onemli etken ferdin

direncidir (Aslan ve ark 1998, Martin 1983, Schiefer ve ark 1978, Scoot 1994 ).

Hastalik etkeni; kotii besleme, ani iklim degisiklikleri, bakim - beslemede
noksanliklar, uygun olmayan hijyenik kosullar, sikisik ve kalabalik barindirma, uzun siiren
nakiller, tedavi amaciyla yanlis ilac ve doz secimi gibi faktorlerle birlestiginde

patojenitesini artirmakta ve hastaliga sebebiyet verebilmektedir.

Pasteurella cinsi i¢inde ilk olarak Pasteurella multocida tirii kiimes hayvanlarinin

kolera infeksiyonlarindan izole edilmistir. Daha sonra fenotipik karakterlerine gore



Pasteurella haemolytica, Pasteurella pneumotropica, Pasteurella gallinarum, Pasteurella
urae ve Pasteurella aerogenes tanimlanmustir. Pasteurella cins ismi bir Italyan kontu olan
Trevisan tarafindan, tavuk kolerasi iizerindeki calismalarindan dolay1r Louis Pasteur’e

ithafen verilmistir (Mutter ve ark 1989).

Mannheimia pneumotropica (Pasteurella pneumotropica), rodentlerin solunum ve
genital sistem enfeksiyonlarina, apselere ve mastitislere yol acarken, Pasteurella
aerogenes ise kobay, tavsan ve insanlarin hastalikli materyallerinden izole edilmektedir

(Manning ve ark 1989).

Mannheimia haemolytica (Pasteurella haemolytica) baslica koyun ve kuzularin
pnomoni ve septisemilerinden (Gilmour ve Gilmour 1989), sigirlarin ise pndmonilerinden
(Frank 1986) sorumlu tutulmaktadir. Ayrica koyun ve sigirlarda mastitislere neden

olmaktadir (Gilmour ve Angus 1983, Radostits ve ark 1994).

Pasteurella cinsi i¢inde P. multocida diinyada ki yaygin dagilimi ile onemli bir
hayvan ve firsat¢1 insan patojenidir (Hunt ve ark 2000). P. multocida bir ¢ok hayvan
tiirlerinin nasopharenks’inde kommensal olarak bulunan Gram negatif basil (kokobasil)
seklinde bir mikroorganizmadir. Genelde P. multocida hayvan patojeni olarak sekunder
enfeksiyonlarda onemli bir rol oynar (Kunhert ve ark 2000). P. multocida’nin memeliler,
kanatlilar ve insanlarin baglica solunum sistemlerini i¢ine alan genis bir konak¢iya sahip
oldugu bildirilmistir (Bisgaard ve ark 1994). Pasteurella multocida, sigirlarda hemorajik
septisemiye (Carter ve De Alwis 1989), pnomoniye, meningoensefalitis ve mastitise
(Radostits ve ark 1994), domuzlarda atrofik rinit ve pnomoniye (Chanter ve Rutter 1989),
koyunlarda nadir bir sekilde pnomoniye (Gilmour ve Gilmour 1989), laboratuvar
hayvanlarinda cesitli enfeksiyonlara (Manning ve ark 1989) sebep olmaktadir. Ozellikle
ist solunum yolu hastaliklarinda etken tek basina hastalii olusturabilmesi yaninda diger
mikroorganizmalar, viruslar ve bakim kosullar1 da bu hastaliklara hazirlayic1 faktor
olabilirler. Hastalik genelde sigirlarda IBR, BVD gibi viral hastaliklarla kombine
seyretmektedir. Mikroorganizma, hayvanin direnci kirildigi durumlarda patojenitesini

artirmakta ve pnomoni tablosunu gii¢clendirmektedir. Hemorajik septisemi hastaligi ise akut



ve oldukca oliimciil seyreden ve P. multocida’min ¢esitli serotiplerinin neden oldugu

septisemik bir hastaliktir.

Pasteurellacae familyasindaki bakteriler gram negatif, fakiiltatif anaerobik veya
mikroaerofilik, kemoorganotrofik, hareketsiz, sporsuz, katalaz, fosfataz ve bazi tiirler harig
oksidaz reaksiyonlar1 pozitif, kiiresel, ovoid veya ¢omak seklinde mikroorganizmalardir
(Christensen ve Bisgaard 1997, Pohl 1981). Nitratlar1 nitritlere indirgerler (Holt ve ark
1994). Metil Red (MR) ve Voges Proskauer (VP) negatiftir. Lysine ve arjinin
decarboxylase negatiftir. Glukoz ve diger fermente edilebilir bilesikleri asit olusturarak

fermente ederler (Pohl 1979, Mutter ve ark 1989).

P. multocida 0.2-0.4 mikron eninde ve 0.5-1.5 mikron uzunlugunda oval, kokoid ve
kisa kiiclik comaklardir. Nadiren flamentdz yap1 gosterir. Gram negatif olup, en iyi metilen
mavisi, toluidin mavisi, thionin ve Maygriinwald Giemsa ile boyanirlar. P. multocida,
aerob veya fakiiltatif anaerob olup, en iyi 37°C’de iirer. Kat1 besiyerlerinde M, S, R ve I
tipi koloniler olusturabilir fakat genellikle mukoid (M) veya Smooth (S) koloniler
olustururlar. M koloni formu diizenli, yuvarlak, konveks yapida goriilebildigi gibi daha
biiylik, genis, nemli ve yapiskan olarak da bulunabilmektedirler (OIE 1996). M koloni
formundaki P. multocida suslarinin hepsi kapsiilliidiirler ve sigir, insan, tavsan ve
domuzlarin solunum yolu enfeksiyonlarindan izole edilirler. Rough (R) koloni formu
nadiren goriilmektedir. S koloni formundaki P. multocida suslar1 kati besi yerlerinde
yuvarlak, diizgiin ve kiiciik parlak koloniler olustururlar. P. multocida’lar kapsiil
bulundurabildikleri gibi kapsiilsiiz olanlart da vardir (Arda ve ark 1999, OIE 1996).
Kapsiillii suslar akut olaylardan izole edilirler ve taze suslar kapsiilliidiirler. Koloniler
yuvarlak, parlak diizgiin ve 1 mm capindadirlar. Zamanla ortalarinda koyu bir saha
olustururlar. Kanli agarda hemoliz gériilmez. Indol pozitiftir. Beta galaksidoz negatiftir.
Katalaz ve metilen rediiksiyonu pozitiftir. Ureaz negatif olup jelatini eritmez. Nitratlart
nitrite rediikte ederler, H,S negatiftir ya da nadiren hafif oranda tesekkiil eder. Mac
Conkey besiyerinde safra tuzu oldugu icin liremezler (Arda ve ark 1992, Collee 1970,
Smith 1960).



P. multocida yaygin olarak kullanilan dezenfektanlar, giines 15181, kuruma veya 1s1
ile kolayca inaktive olabilen olduk¢a hassas bir mikroorganizmadir ve denemeler etkenin
cevrede (su veya toprakta) en fazla 30 giin canli kalabilecegini gostermektedirler

(Christensen ve Bisgaard 2000, Rimler ve Glisson 1997).

P. multocida, kapsiiler ve somatik antijenlerine gore tiplendirilebilmektedir.
P. multocida’nin A, B, D, E ve F olmak iizere 5 kapsiiler serotipi tanimlanmistir. Ayrica
P. multocida’nin 16 somatik serotipi vardir. P. multocida’nin serogrup tiplerinin tayininde
en Onemli rolii bakterinin kapsiilii iistlenmektedir. Kapsiiliin en biiyilk kismini
polisakkaritler olustururlar ve bazi1 durumlarda da lipoproteinler ile ortak bir olusum izlenir
(Seleim 2005). P. multocida’nin potogenesisinde rol oynayan kapsiil yapisi, fimbria, dis
membran proteinleri (DMP), lipopolisakkarit (LPS) endotoksinler, eksotoksinler,
multocidin veya sideroforlar, ekstraselliiler enzimler ve plasmidler hakkinda kisa bilgilere

asagida yer verilmistir:

1.1. Kapsiil:

P. multocida’nin seroguplarina gore tiplendirilmesinde en 6nemli rolii kapsiil yapisi
tistlenmektedir. Kapsiiliin en biiyiik kism1 polisakkaritlerden olusur. Bakterinin A, B, D, E
ve F olmak {iizere 5 kapsiiler serotipi bulunmaktadir. Her bir serogruptaki sus 16 somatik
antijen tipi barindirabilir. Serotip spesifitesinden kapsiiler polisakkaritler sorumludur.
Kapsiiler polisakkarit bakterinin akciger dokusuna yapismasindan, nétrofillerin
fagositozunu engellemekten ve komplement araciligi ile olusan lizis’e direng gostermekten
sorumludur. Tip A’nmin kapsiil yapisin1 hyaluronik asit ve hyaluronidase enzimini
sindirebilen diger polisakkaritler olustururlar. Hyaluronik asit antifagositik aktiviteyi
engellemez fakat P. multocida serotip A’nin yapisina katilan bir protein faktorii(300kDa)
sigirlarda fagositik yetenegi inhibe etme yetenegi gosterir. Kanatli serotiplerinin kapsiil
yapisi komplementlerin aktivitelerine karsi koruyucu etki saglar fakat fagositik hiicrelerle
organizmanin iligkisi iizerine etkisi yoktur. Kapsiildeki hyaluronik asit kaybi hayvan
hiicrelerine yapigsma kabiliyetini ve hiicrenin fagositoza duyarliliginin artmasina yol acar.

Baz1 arastirmacilar, bu bilginin aksine, kapsiildeki hylaluronik asit kaybinin bakterinin



hiicre ylizeyleri iizerine ve polisakkarit kapsiiliine yapigsma kabiliyetinin azalmasina yol
actiginmi  bildirmektedirler (Seleim 1993, Esslinger ve ark 1994, Seleim 1997).
P.multocida’min ~ kapsiiler materyal {iretimi  atibiyotiklerin minimum inhibitor
konsantrasyonu tarafindan etkilenir. Hindilerdeki enfeksiyonlarda goriilen kapsiiler serotip
F’in kimyasal olarak chondrotin yapisinda oldugu bildirilmistir (Champlin ve ark 2002,
De-Angelis ve ark 2002). Yapilan arastirmalarda, P. multocida susunun kapsiillii formunun
kapsiilsiiz formlarina oranla daha viriilent oldugunu (Boyce ve Adler 2000, Christensen ve

Bisgaard 1997) bildirilmistir.

1.2. Fimbria:

Elektron mikroskobu ¢alismalari, tavsan farengial hiicreleri, domuzlarin tonsiller ve
nasal hiicreleriyle buzagilarin nasal ve tracheal hiicrelerinden izole edilen
P. multocida’larda fimbrialarin varligini agiklamistir. Diger serotiplere ait suslarda (B, D
ve E) farkli hiicre modelleri iizerine (s18ir tracheal epitel hiicreleri, domuz nasal ve tracheal
epitel hiicreleri, tavsan nasal ve tracheal epitel hiicreleri ve hela hiicreleri) ¢ok az yapisma
yeteneginin  oldugu gosterilmistir. P. multocida’nin  baglanmasin1 ~ N-acetyl-D-
glucoseamine’in inhibe ettigi bildirilmistir. Bir amino-seker olan N-acetyl-D-
glucoseamine’in  fimbriaya bagli bir hayvansal hiicre reseptorii olabilecegini
diisiindiirmektedir. Pronase, 1s1, asidite ve homojenize etme, mikroorganizmanin yapigma
kabiliyeti iizerine farkli etkilerde bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarin sonuglar1 fimbria
ve/veya kapsiiler materyalin yapisma islemindeki katkisin1 dogrulamaktadir (Seleim 1993,
Esslinger ve ark 1994). Domuzlarda bulunan P. multocida A serotipi, domuz tracheal
hiicrelerine D serotipinden daha kuvvetli yapisir ancak bu mikroorganizmanin normal
domuz nasal mukozasinda kolonize olma yeteneginin olmadig: goriiliir. Heniiz yeni gelisen
enfeksiyonlarda kolonizasyonun yeni olmasindan dolayr P. multocida’nin toksinojenik

serotiplerinde fimbria veya flagella saptanamayabilir (Esslinger ve ark 1994).



1.3. D1s Membran Proteinleri

DMP’ler hiicre disina ve icine molekiillerin tasinmasinda, konakg¢i hiicrelerine
adhezyonda rol oynamaktadirlar (Squire ve ark 1984). Hemorajik septisemi vakalarinda
izole edilen Pasteurella multocida’larda 40’tan fazla protein bulunan komplex bir DMP
profiline sahip oldugu gosterilmistir. Izolatlarin elektroforetik modeli ile serotipik
ozellikleri arasindaki iliski oldugu, ancak hemorajik septisemiye neden olan tiim suslarda
sabit bir protein bandi yapisinin olmadigi belirlenmistir. Tiim izolatlarda serotipe bagl
olmaksizin en yaygin DMP ler1 27kDa, 34kDa ve 36kDa’dir. DMP deki baslica viriilens
proteinlerinden biri hemoglobin i¢in spesifik reseptor olarak bilinen hemoglobin-binding
proteindir. Arastirmacilar tarafindan Hemoglobin-binding proteini(hgbA) kodlayan gen
belirlenmis ve dizilimi saptanmistir (Johnson ve ark 1991, Seleim 1993, Bosch ve ark
2002). Atrofik rinitis vakasinda izole edilen suslarda DMPlerin tip I, II ve III olmak {izere
tic farkli tipi saptanmustir. Bu farkli tipler 28 ve 40kDa arasindaki agir ve hafif protein
bantlarinin hareketliligi temel alarak simiflandirilmistir. P.multocida’nin agir proteininin
yiizey yerlesimi, peptidoglukan affinitesine, tripsin direnci acisindan enterobacter
familyasinin por proteinlerine benzer yapida oldugu bulunmustur. Bunula birlikte agir
proteinler liposakkaritler ile immunojenik bir kompleks formundadir. DMP deki proteinler
ile patojenik suslar arasindaki iligkiyi tam olarak saptamak miimkiin olmamistir fakat DMP
tip I proteini domuzlardaki akut atrofik rinit vakalarinda tip II ve tip III'e gore daha
patojenik oldugu tespit edilmistir. Sigirlarda P. multocida tip A serotipinin protein
yapisinin benzer oldugu goriilmiis, protein bant yapilarinda c¢ok hafif farkliliklar
saptanmugstir (Gadliero ve ark 1998). P. multocida’nin DMP leri hedef hiicrelere adhezyonu
saglarlar. Liibke ve ark. (1994) tarafindan yapilan arastirma da bir sigir kapsiil tip

izolatindan elde edilen 35 kDa’luk bir proteinin adhezyon faktorii olabilecegi belirtilmistir.



1.4. Lipopolisakkarit Endotoksinler :

LPS baslica viriilent bir faktordiir ve Buffalolarda goriilen hemorajik septisemi
vakalarinda esas rolii oynar. Farkli hayvanlardaki P. multocida suslarinin incelenmesi ile
P. multocida suglarindaki LPS nin Enterobacter familyasindaki LPS lere hafif benzerlik
gosterdigini  dogrulamistir. LPS ler 1-16 somatik serotipin ortaya ¢ikmasindan
sorumludurlar ve LPS ler elektroforetik olarak incelendiginde diisiik molekiiler agirliga
sahip olduklar1 tespit edilmistir. Tip D’nin neden oldugu atrofik rinit’te P. multocida
serotiplerinin en az 6 elektrofretik tipte LPS barindirdig1 gosterilmis ve bunlarin hem belli
DMP ler ile hem de serotipin patojenik karakterinin varlig1 ya da yoklugu ile iliskili oldugu

belirlenmistir.

Serotip A’nin LPS’i ile reaksiyona giren antikorlar domuz ve tavsan
infeksiyonlarina karsi koruma saglamistir oysa LPS serotip B ile korumada ikinci derecede

rol oynar.

Tavuk kolerasindan izole edilen kanatli suslarinin bir dereceye kadar komplement
ve serum direncinin olmast P. multocida’min hindilerde viriilensliginin bir gostergesi
olarak kabul edilmektedir (Morishita ve ark 1990). Semptom gostermeyen sigirlardaki
izolatlarda serum duyarliliginin degisken oldugu goriiliirken klinik bulgular gosteren
sigirlardan yapilan izolatlarin serum direncinin oldugu saptanmistir. LPS nin sigir alveoler
makrofajlarindan TNF-a nin serbest kalmasini uyardigi tespit edilmistir (Bienhoff ve ark

1992, Horadagoda ve ark 2001, Lax ve Thomas 2002)

1.5. Eksotoksinler :

Pasteurella multocida’nin 0zellikle kapsiiler serotip D’si tarafindan iiretilen
toksinler, dermetonekrotik toksin (DNT) olarak gosterilen etkeni iiretmistir. Saflastirilmis

DNT’nin tahmini molekiiler agirlig1 112 kDa’dan 160 kDa’ya degisen bir proteindir. ve



sonik ve sivi kiiltiirlerden yeniden elde edilebilir. Dermonekrotize aktivite; embriyonik
sigir akciger hiicrelerinde sitotoksisiteye, Oliimlere, farelerde siimiiksii ishal veya dalak
atrofisi, domuz, sican, tavsan ve kegi gibi bir ¢cok hayvanda turbinate atrofi ve domuz ve
siganlarin karacigerlerinde vaskular endotelyal zarara neden olan toksik bir etki meydana
getirir. Baz1 yazarlar kemik hiicrelerinin farklilasmasinin engellenmesi, osteklast(Biiylime
halindeki kemigin icinde kemik dokusunu yiyerek i¢ bosluklari meydana getiren ¢ok
niiveli iri hiicrelerden biri) aktivitesinin tesvik edilmesi ve osteoblast inhibisyonunda
oldugu gibi toksinlerin mitogenik ve oldiiriicii etkilerini rapor etmislerdir. Domuzlardaki
atrofik rinit aslinda burun kemiklerindeki DNT etkisinden kaynaklanmaktadir. (Kamp ve

ark 1990, Lax ve Chanter 1990, Lax ve Grigoriadis 2001, Rubies ve ark 2002).

Ticari asilar, formaldehit ile muamele edilmis tiim hiicreleri veya toksijenik
mikroorganizmalarin formaldehit ile detoksifiye ham bakteriyel ekstraktlarini ihtiva eder.
Bundan bagka, toksin ve onun genine sekans analizi yapilmistir ve toksinin rekombinant
tiirevleri as1 gibi etkinligi yoniinden test edilmistir. Saf toksinden hazirlanan toksoidler
domuzlardaki solunum atrofilerine ve sicanlardaki sistemik etkilere kars1 etkindir. Toksin
tireticisi olarak serotip B, potansiyel aktif toksin iireticisi olarak rapor edilmistir (Rimler ve
Rhoades 1989, Thurston ve ark 1991). DNT domuzlardaki atrofik rinit ile
iliskilendirilmistir, kanatli, buzagi, kedi, kopek ve tavsanlar gibi diger konakcilarin da
toksinleri iirettigi tespit edilmistir. Bazi insan izolatlar1 toksijenik olup solunum yolu
enfeksiyonlarinda rapor edilmistir (Chrisps ve Foged 1991, Lax ve Grigoriadis 2001, Lax
ve Thomas 2002, Rubies ve ark 2002).

1.6. Multocidin veya Sideroforlar :

Demir, P. multocida’nin gelismesindeki en gerekli elementtir. Bakterinin gelisme
doneminde organizmadaki demirin yoksunlugu, siderophore (multocidin) olarak fonksiyon
gosteren biiyiimeyi sitimiile edici faktor salgilar. Sideroforlar segici olarak ferric demire
baglanir ve hiicre duvarindaki reseptor spesifik demir tasinmasinda rol alirlar. P. multocida
ve M. haemolytica tarafindan bir kag tip siderofor sentezlenir. Organizma biiyiime islevi

icin ayn1 zamanda sideroforsuz mekanizma ile de demir saglayabilir. Bu sideroforsuz



demir saglama yetenegi, 82 kDa luk reseptor protein dahil yiiksek molekiiler agirliktaki
demir diizenleyici OMP’lerin iiretimi ile iliskilendirilmistir. Bu kapasite sigir suslarinda
gozlenmistir, ve sigir transferrin yetenegi ile siirhidir. Sideroforlar ayni zamanda
hemoglobin baglayan proteinler ile de iligkili olabilir fakat buradaki sideroforun protein

yapisl, etki mekanizmasi ve onun gen yapisi farklidir. (Bosch ve ark 2002).

1.7. Extraselliller Enzimler :

Lipase, insan ve degisik hayvanlardan izole edilen bir cok P. multocida suslarinda
gozlenmistir. Lipase aktivitesi Tween 20, Tween 40, Tween 80 ve Tween 85’te
gosterilmistir. Bu organizma icin potansiyel viriilens faktorler olarak diisiiniilen bir kag
lipase sepharose 2B kolonu ile ayristinlmistir. Hyaluronidase P. multocida tarafindan
tiretilen diger bir enzimdir. Bunun iiretimi tip B suslar1 ile sinirhi goziikmektedir ve bunun
tiretimi hemorajik septisemi vakalarindan izole edilen suslarin viriilensi ile iliskilidir.
Bununla beraber neurominidase aktivitesi fakli patojenik tiirleri ihtiva eden bir cok
serotiplerde tespit edilmigstir. Yiiksek neurominidase tiretimi ile yiiksek patojenite birbirini
desteklemektedir. Kanatli suslarinin hiicreler arasi enzimatik aktividen yoksun olduklari
rapor edilmistir. Fakat fakli tiirlerde hiicreler arasi enzimlerin salgilanmasi icin yiiksek
viriilense sahip pek cok gen identifiye edilmistir (Carter ve Chengappa 1980, Fuller ve ark
2000, Pratt et ve ark 2000, Ramdani ve Adlet 1991).

1.8. Plasmidler:

Cesitli hayvan tiirlerinden izole edilen P. multocida’lardan plasmidler elde
edilmistir. Bu plasmidler bir ¢ok toksinin iiretimi ve antibiyotik direnci (R faktorii) ile
ilgilidir. Plasmid ihtiva eden kanath suslari, 6zellikle kanath izolatlarina 6zgii komplement
direnci ile iligkilidir. Plasmidin profili, P. multocida’nin viriilens marker’1 oldugu kadar
ayn1 fenotipten farkli suslarin ayrilmasinda gerekli olan epidemiyolojik ara¢ oldugu

distiniilmektedir. P. multocida plasmidlerle elektroporasyon (bakteriyel transformasyona
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neden olan ve bakteri hiicre duvarina uygulanan kisa elektrik soku) islemi vasitasi ile

kolayca tasinabilir (Jablonski ve ark 1992, Rubies ve ark 2002).

Solunum sistemi hastaliklarinin klinik tanis1 kolaydir. Ancak etkin bir tedavi
yapabilmek, hastaligi kontrol altina almak ve gerekli koruyucu tedbirleri alabilmek icin
etiyolojik taninin yapilmasi gereklidir. Etiyolojik tan1 i¢cin burun svabi, trakeobronsial lavaj
stvist veya akciger doku orneklerinin bakteriyolojik muayenesi gereklidir (Aslan ve ark

1998, Leloglu ve Erdogan 1979, Levy ve ark 1994, Erdag ve ark 1993).

Pastorolloz’un teshisi kiiltiir ve serolojik testler ile yapilmaktadir. Kiiltiir en
giivenilir teshis metodudur. Ancak uzun zaman almasi, kontaminasyon problemi, saf kiiltiir
elde etmenin zor olmasi gibi dez avantajlart vardir (Townsend ve ark 1998). Primer
izolasyon genellikle kanli agar, dextrose strach agar veya trypticase soy agar gibi besi
yerleri kullanilarak yapilmaktadir. izolasyon %5 koyun kani veya sigir kani ilavesi ile
artirllabilir (Chiristensen ve Bisgaard 2000, OIE 1996). Lee ve ark (2000) tavuklarin
sindirim sisteminden P. multocida’nin izolasyonu i¢in %10 koyun kami ilave edilmis
dextrose nisasta agarda polymyxin, kristal violet, thallous acetate, bacitracin ve
cycloheximide iceren selektif bir besi yeri gelistirmislerdir. Bu besi yerinin P. multocida

izolasyonunda yiiksek derecede sensitif oldugunu bildirmislerdir.

Pasteurella’larin izolasyonu ve identifikasyonunda konvansiyonel metotlarin uzun
zaman almasi (yaklasik bir hafta kadar), kontaminasyon problemi, saf kiiltiir elde etmenin
zor olmas1 gibi dezavantajlar1 vardir (Townsend ve ark 1998). Ayrica bakteriyel
etkenlerden ileri gelen bazi enfeksiyonlarda spesifik etkenin her zaman izolasyonu ve
identifikasyonu miimkiin olmamakta, primer etken yerine sekonder bakteriler izole
edilmekte ve hastalifin teshis ve sagaltimi buna gore yapilmaktadir. Biyokimyasal

testlerde kiiltiirler saf olmadiginda hatali sonuclar alinabilmektedir.
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Pasteurella multocida 1zolasyonunda fare inokulasyon testi de kullanilabilmektedir.
Fare inokulasyon metotlar1 ¢cogu kez diger mikroorganizmalar ile kontamine olmus

orneklerde P. multocida’nmin varligini saptamak icin kullanilmaktadir (Kasten ve ark 1997).

Pasteurella tiirlerinin serolojik teshisinde bir c¢ok test kullanilmaktadir. Bunlar
Indirekt Hemaglutinasyon (IHA), Cabuk IHA, Cabuk Lam Aglutinasyon (Rapid Slayt
Aglutinasyon) (Namioka ve Murata 1961), Counter Immunoelektrophoresis (CIE), Agar
Jel Immunodiffiizyon (AGID), Coaglutinasyon testi ve Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay (ELISA) dir (Filion ve ark 1985, OIE 2000).

Pasteurella multocida’nin A, B, D, E ve F olmak iizere 5 kapsiiler serotipi
tanimlanmastir. Pasteurella multocida serogrup B ve E sigir ve buffalolarda hemorajik
septisemi ile ilgilidir (Carter ve Alwis 1989), serogrup A kanatli hayvanlarda kanatl
kolerasina neden olur, serogrup D ise domuzlarda atrofik rhinitis’le ilgilidir (Boyce ve
Adler 2000). Sigir hemorajik septisemisinden Giineydogu Asya’da B:6, Afrika’da E:6
sorumlu tutulmustur (Carter ve Alwis 1989), halbuki sigir solunum yolu hastalig1 baglica

serogrup A ile ilgilidir.

Batu ve Elverdi (1970) yaptiklar1 arastirmada, Sakarya, Samsun, Carsamba, Bafra
ve Terme mezbahalarinda kesilen sigir ve mandalarin nasopharangeal bosluklarindan
aldiklar1 1106 swap Orneginde Pasteurella multocida serotiplerini incelemislerdir.
Aragtirma sonuglarina gore 1106 6rnekten 28 adet P. multocida identifikasyonu yapilmis

ve bunlardan 24’ii yapilan AGID testi sonucunda serogrup B olarak tespit edilmistir.

Al-Humam ve ark (2004) yaptiklari bir calismada Suudi Arabisatan’da bulunan Al-
Ahsa mezbahasinda kesime giren buzagilardan rasgele 74 adet, Veteriner egitim
hastanesine gelen ve solunum yolu hastaligi yoniinden klinik semptom gosteren
buzagilardan ise 326 adet nasopharangeal swap almislardir. Swaplardan P. multocida’larin
izolasyon, identifikasyon yapmislar ve identifiye edilen P. multocida’lar1 Rapid Slayt

Aglutinasyon ve de Agar Gel Immunodiffusion teknikleri ile serotiplendirmislerdir.
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Calisma sonuglarinda mezbahadan alinan 74 6rnekten 3 (% 4,1), hastaneden alinan 326
ornekten ise 7 (% 2,15) olmak iizere toplam 10 adet P. multocida identifikasyonu
yapilmistir. izole edilen 10 adet P. multocida’nin 4 (% 50)’ii tip A, 2 (% 25)’si tip C ve 2
(% 25)’si de tip E olarak tiplendirilmistir.

Son yillarda bakteriyel hastaliklarin teshisinde bakteriyolojik ve serolojik metotlara
alternatif olarak gelistirilen ¢abuk, sensitif ve spesifik bir molekiiler biyolojik metot olan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) teknigi kullanilmaktadir. P. multocida’nin tespiti i¢in
DMP geninden hazirlanan primerlerin kullanildigi bir PZR teknigi sunulmustur (Neumann
ve ark 1998). Kamp ve ark (1996) tox A geninden hazirlanan primerlerin kullanilmasi ile
toksijenik P. multocida suslarim tespit etmek icin tanimladiklart PZR testinin ¢ok sensitif
ve etkili bir metot oldugunu rapor etmislerdir. Fakat PZR teknigi uygulanmasi giiniimiizde
bir cok laboratuarda arastirma icin kullanilmasina ragmen rutin teshis laboratuarlarinda

maliyetinin yiiksekligi nedeni ile ¢ok tercih edilmemektedir.

Sigir pnomonilerinde c¢esitli bakteriyel ve viral etkenlerin izole edildigi
bildirilmektedir. Houghton ve Gourlay (1984) pnomonili sigir akcigerlerinden % 30,0
oraninda M. haemolytica’yi, ve % 3,0 oraninda P. multocida’y1 izole etmiglerdir. Allan ve
ark. (1985), pnomoni nedeniyle 6len veya kesilen buzagilarin, akcigerlerinden % 73,0

M. haemolytica, % 15,8 ise P. multocida izole etmislerdir.

Konya bolgesinde buzagilar {izerinde yapilan bakteriyolojik ¢alismalarda pnomonili
akcigerlerden Pasteurella’lar % 12-24, Staphylococcus spp. % 12-24, E. coli % 13,3,
Klebsiella pneumonia %4-30, Str. spp % 9-16,6 ve C. pyogenes % 4-15 oranlarinda izole
edilmistir (Kaya ve ark 1993, Turgut ve ark 1989, 1992).

Tiirkiye’de Oliime neden olan buzagi pnomonilerinin incelendigi bir arastirmada
Girgin ve ark (1989), pnomonili buzagi akcigerlerinden izole ettikleri etkenler arasinda
E. coli’nin % 37,8 ile ilk siray1 Pasteurella tiirlerinin ise % 18,0 ile ikinci siray1 aldigim

bildirmislerdir.
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Haziroglu ve ark (1997) 1995 Mart ile 1996 Haziran aylar1 arasinda pneumoni
lezyonu goriillen 100 adet buzagi iizerinde yiiriittiikkleri bir calismada lezyonlu
akcigerlerden 42’sinde M. haemolytica, 8’ inde P. multocida ve 10 adedinde de H. somnus
bakteriyel etkenlerini, vakalarin 7°sinde hem M. haemolytica hem de H. somnus’u, 2’sinde

ise hem M. haemolytica hem de P. multocida’y1 izole etmislerdir.

Sahin (1997) Kars yoresinde pnomonili sigir akcigerlerinden % 50,0 M. bovis,
% 33,33 M. bovirhinis, % 16,66 M. arginini, % 20,75 M. haemolytica, % 15,09
P. multocida, % 28,30 E. coli, % 15,09 Staphylococcus spp., % 13,20 Streptococcus spp.,
% 5,66 Bacillus spp. ve % 1,88 Actinomyces spp oranlarinda farkli mikroorganizma
tirlerini izole etmistir. Konya bolgesinde Giindiiz ve Erganis (1997)’in yaptiklar bir
calismada % 15,9 P. multocida, % 14,1 M. haemolytica, % 12,1 E. coli, % 11,2
Corynebacterium spp., % 10,3 Staphylococcus spp., % 9,1 Streptococcus spp., % 3,5
Klebsiella spp. ve %, 2,3 oraninda Pseudomanas spp. izole edilmistir. Dinler (1998)’in
yaptig1 calismada pnomonili sigir akcigerlerinden % 5,9 M. haemolytica, % 4,5
P. multocida, % 14,5 Staphylococcus spp., % 10,5 Corynebacterium spp., % 10,0
Klebsiella spp., % 10,0 E. coli, % 71,7 Streptococcus spp. izole edilmistir. Haziroglu
(1997)’nun yapmis oldugu calismada ise % 48,0 M. haemolytica ve % 8,0 P. multocida

izole edilmistir.

Tegtmeier ve ark (1999)’nin Danimarka’da, Bronkopnomoni ve pnomoni tablosu
gosteren hastalikli  buzagilar {izerinde yapmis olduklar1 bir aragtirmada 72 Ornek
toplamiglar ve bu 72 Ornekte viral ajanlar ile birlikte seyreden olgulardan 35 adet
bakteriyel patojen izole etmislerdir. Bu bakteriyel patojenler ise; 11 adet H. somnus, 10
adet P. multocida, 9 adet A. pyogenes, 4 adet P. haemolytca, 2 adet S. dublin, 2 adet
E. coli, 1 adet Staphylococcus aureus ve 1 adet de Streptococcus uberis olmak iizere bir
dagilim gostermistir. Enfekte akcigerlerden ¢ogu yalnizca bir bakteri ile enfekteyken
4’{iniin hem P. multocida hem de A. pyogenes ile birinin ise H. somnus ve S. dublin ile

birlikte 2 tiir bakteri barindirmakta oldugu belirtilmistir.
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Sigirlarda goriilen solunum yolu enfeksiyonlarina karsi viral ve bakteriyel
ajanlardan korunmanin en gecerli yolu asilama olarak kabul edilmektedir. Enfeksiyondan
korunmak amaciyla bilinen viruslara kars1 yapilacak asilamanin hastaligin siddetini ve
insidensini azaltacagi bildirilmektedir fakat hastaligi olusturan cok sayida viral etkenin
bulunmas: bu isi zorlagtirmaktadir. Bunun yerine hastaligin 6liimciil seviyelere ulagmasini
saglayan Pasteurella tiirlerine kars1 yapilacak asilama calismalarinin oldukca yararh

oldugu ifade edilmektedir (Frank GH 1989).

Pasteurella tiirlerinin neden oldugu hastaliklardan korunmada asilamanin yarari

kadar sagaltimda da antimikrobiyal ila¢ kullaniminin 6nemi biiyiiktiir.

Veteriner Hekimlerin hasta sagaltiminda, Antibiyotiklere karsi olan diren¢ en
biiylik problemlerden biridir. Bu problemin kaynagi ise antimikrobiyal ilaclarin genellikle
cok yiiksek dozlarda ve hatali se¢cimlerinden kaynaklandigr belirtilmektedir (Catry ve ark
2003). Antibiyotiklerin kullanim siirelerine uyulmamasi, yiliksek dozlarda uygulanmasi,
hatal1 iirlin se¢imi, uygulama sikligi, hedef mikroorganizma yerine ¢ok sayida patojene
kars1 gelistirilen genis spektrumlu antibiyotiklerin sik sik uygulanmasi gibi problemler hem
hayvan saglhigin1 hem de ekonomik yonden yetistiriciyi olduk¢a kotii yonde etkilemektedir.
Ust solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde kullamlan antibiyotiklerin etiyolojik yonden
uygun olup olmadigina bakilmaksizin se¢ilmeleri ve dozajlara uyulmamasinin son iiriinde

ila¢ kalintilarina neden oldugu da unutulmamalidir.

Hastalikli hayvanlarda nasal 6rnekleme ve solunum sisteminin derinliklerinden
alinan Orneklerin, antibiyotiklere karsi olan duyarlhiliklarinin incelendigi c¢alismada,
kullanilan buzagilarin % 70’inde akcigerlerden alinan Pasteurella drnekleri ile nasal alinan
ornekler arasinda genetik benzerlikler tespit edilmistir. Hasta hayvanlardaki nasal,
intratracheal ve akcigerlerden alinan Pasteurella’lara kars1 yapilan antibiyogramlarin da
birbiri ile aym sonuglar1 verdigi ortaya konmustur. Arastirma sonucunda solunum
yollarinin herhangi bir bolgesinden yapilacak Orneklemenin akcigerlerde olusan veya

olusabilecek bir enfeksiyonu temsil ettigi bildirilmektedir (Derosa ve ark 2000).
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Solunum sistemi hastaliklarinin  tedavisinde Ozellikle genis spektrumlu
antibiyotikler, sulfonamidler veya bunlarin kombinasyonlar:1 etkilidir (Howard 1986).
Akgiil ve ark (Akgiil ve ark 1995), pneumonili buzagilarda tilmicosinin, Picavet ve ark.
(Picavet ve ark 1991), ise tilmicosin ile linkomisin + spektinomisin kombinasyonlarinin,
Gruenau (Gruenau 1992) bronkopnomonili buzagi ve besi danalarinda tilmicosin,
procainpenisilin, gentamisin ve linkomisin+spektinomisin kombinasyonlarinin, Aslan ve
ark (Aslan ve ark 1998), enzootik pnOomonili danalarda penisilin + streptomisin
kombinasyonlarinin, Giill ve ark (Giil ve ark 1999) ise enzootik pnomonili dana ve

kuzularda amoksisilin uygulamalarinin etkili oldugunu bildirmektedirler.

Yoshimura ve ark (2001) nin, sigir ve domuzlardan izole edilen P. multocida’larin
antibiyotik duyarliliklar1 iizerine yapmis olduklar1 calismada 72 adet sigir P. multocida
izolatt icin 10 farkli antibiyotik (benzylpenicillin, aspoxicillin, ceftifour,
dihydrostreptomycin, kanamycin, oxytetracyclin, doxycyclin, tilmicosin, thiamphrnicol,
enrofloxacin) kullanarak (< 0,025 — 0,1 pug/ml araliginda) Agar Diliisyon Metodu ile MIC
(Minimum Inhibitory Concentration) degerlerini tespit etmislerdir. Arastirma sonucunda
72 isolattan 12’si benzilpenisiline orta diizeyde duyarli (MIK’leri: 1,56 — 3,13 iinite/ml)
veya direcli (MIC’leri: 12,5 — 24 {iinite/ml) bulumustur. Bu 12 isolat ayn1 zamanda
aspoxicillin’e de orta diizey duyarli (Mic’leri: 0,78 — 3,13 {inite/ml) ve direncli (MIC’leri:
12,5 — 25 iinite/ml) tespit edilmistir. Ceftiofur izolatlarin % 90’1ninda oldukca yiiksek MIC
degerlerinde (0,1 pg/ml) duyarli bulunmustur. izolatlar, aminoglycosid’lere diger
antimikrobiyal ajanlara nazaran daha az diizeyde tepki vermislerdir. Doxycillin,
oxytetracyclin’e gore daha iyi sonuglar vermistir. Diger antimikrobiyal ajanlar igerisinde
en iyi sonuglar1 ise enrofloxacin, en fazla diren¢ gosteren antimikrobiyal ajanlar ise

dihydrostreptomycine ve benzylpenicillin olarak tespit edilmistir.

Welsh ve ark (2004)’nin yapmis olduklari bir arastirmada, 1994 ve 2002 yillart
arasinda Amerika Oklahama’da bulunan hayvan hastaliklar teshis laboratuarina gelen ve
6-18 aylik hastalikli buzagi akcigerlerinden izole edilen 160 adet P. multocida’nin
antibakteriyel duyarliliklarin1 ve yillara gore bakterinin izolasyon miktarini kontrol
etmislerdir. Arastirma sonuclarinda 1994 yilindan 2000 yilina kadar her sene klinige gelen

vakalarda P. multocida yoniinden bir artis gézlemlenmis, 2001 ve 2002 yillarinda ise bir
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miktar diisiis yasanmustir. izole edilen Pasteurella multocida’larin antimikrobiyallere olan
duyarliliklar yillara gore hesaplandiginda, ampicillin i¢cin % 76 — 100 aras1 hayli degisken,
ceftiofur, cephalothin ve enrofloxacin icin % 96 - 100 aras1 stabil,
trimetrhoprim/sulfamethoxazole i¢in % 93 — 99 arasi stabil, tetracycline i¢in % 23 — 74

arasi degisen yiizdelerde tespit edilmistir.

Son zamanlarda orta veya yiksek yogunlukta calisan mikrobiyoloji
laboratuarlarinda bir cok yeni otomatize bakteri identifikasyon cihazlar1 gelistirilmis ve
kullanima sunulmustur. Bu sistemler hem hastalar hem de hekimler acisindan bir ¢ok
avantaji da beraberinde getirmektedir. Kullanilmakta olan otomatize sistemler kalite
standartlarina uygunluklari, zamandan sagladiklar1 tasarruf, standardize olmalar1 ve dogru
sonuglar vermeleri agisindan giinden giine yayginlagsmaktadirlar (Barenfanger ve ark 1999,
Doern ve ark 1994). Fransa Biomerioux tarafindan bakteriyel identifikasyon amacl
tretilen Vitek II cihazi’da giliniimiizde bir c¢ok referans laboratuar tarafindan
kullanilmaktadir. Bu cihazda gram negatif, gram pozitif mikroorganizmalar ve mayalarin
identifikasyonu yapilabilmektedir. Vitek II gram negatif identifikasyon Kkartinin
degerlendirilmesi i¢in yapilan bir ¢alismada 331 adet gram negatif mikroorganizma

kullanilmis ve bunlarin % 97’sinde basarili sonuglara ulasildig: belirtilmistir (Wallet ve ark

2005).

Bu calismada, Aydin ve Izmir illerinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olabilecek
Hemorojik septisemi ve Ust solunum yolu hastaliklarina sebebiyet veren P. multocida’ nin,
hangi kapsiiler serotiplerinin daha etkin oldugunun belirlenmesi ve etkenin duyarli oldugu

antibiyotiklerin tespiti ve as1 gelistirme calismalarinda yardimci olunmasi hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec¢

2.1.1. Ornekler

Bu calismada, Pasteurella multocida izolasyonu amaciyla kullanilan toplam 570
adet sigir intratrcheal svabin 350 adedi Izmir ilinde, 220 adedi ise Aydin ilinde bulunan
mezbahalardan temin edildi. Intratracheal svaplar, hayvanlar kesimleri sonrasinda sigirlarin
trachealarina steril olarak yapilan kesitlerden alinmistir. Orneklerin tamami 1 yas ve iistii
sigirlardan temin edilmistir. Alinan svap 6rnekleri ADU Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji

Anabilim Dal1 Rutin Teshis laboratuvarina soguk zincir altinda getirildi.

2.1.2. Standart P. multocida Suslari

P. multocida’nin 5 serotipinden olan A (7320), B (7372) ve D (6985) serotipleri
Cek Cumhuriyeti’ndeki National Institute of Public Health enstitiisiinden temin edilmistir.
Fakat ¢alismada kullanilmas1 hedeflenen E ve F serotiplerine ise hicbir yurti¢i ve yurtdist

kaynaktan ulasilamadig: i¢in bu iki serotip tiplendirmede kullanilmamistir.
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2.1.3. Deney Hayvanlari

Standart P. multocida suslarindan antiserum hazirlamak amaciyla her bir sus i¢in
3’er adet olmak iizere 1,5 — 2 kg agirh@indaki Yeni Zelanda tavsanlarindan 9 adet,
kullanilmustir. Yeni Zellanda tavsanlart Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii

Deneme Hayvanlar1 Yetistirme Biriminden saglanmistir.

2.1.4. Antibiyotik Standartlar

Flourphenicol, Oxytetracycline, Enrofloxacine, Amoxycilline - Clavulanic acid,
Gentamycine, Erythromycine, Sulphamethaxsazole — Trimethoprim etken maddeleri iceren
antibiyotiklerin  enjektable = formlar1  piyasadan temin edilerek  diliisyonlarin

hazirlanmasinda kullanilmistir.

2.1.5. Besi Yerleri

2.1.5.1. izolasyon Besi Yerleri

2.1.5.1.1. Kanh Agar Base (Merck 1.10886)

Blood agar.................... 40 g.

Distile Su.....cevuueeereeennn 100 ml

Karisimin pH’s1 7,2 — 7,4’e ayarlanip, 15 dakika otoklav edildikten sonra, 50 °C’ye
kadar sogutulup, i¢cine %7 oraninda steril defibrine koyun kani ilave edildi (Mutter ve ark

1989).
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2.1.5.2. Identifikasyon Besiyerleri

2.1.5.2.1. Mac Conkey Agar (Oxoid CM 115)

Pasteurella spp. siipheli bakterilerin 18-24 saatlik saf kiiltiirlerinden, bir koloni
alinarak Mac Conkey agara pasaj yapild1 ve 37 °C’de 48 — 72 saat inkube edildi ve bu siire

sonunda agardaki tiremeye gore degerlendirme yapildi.

2.1.5.2.2. Oksidasyon ve Fermentasyon Besiyeri (OF)
Peptone........ccoocuvieviiiiniinnnne 2g
Sodium Chloride.................... S5g
K3HPO4...ooiiiiiiiee, 0,3g
Bromthymol.............ccc......... 0,3g
AgaT.cciiiiiiiiiiiiieeeeeeee 0,3g
Distile SU......coovveecieeniiniienen. 1000 ml

Karisimin pH’s1 7,2’ye ayarlandiktan sonra, 15 dakika otoklav edildi. Daha sonra
55 °C’ye kadar sogutulup, % 10’luk steril glukoz solusyonundan, son konsantrasyonu % 1
olacak sekilde ilave edilip, aseptik sartlarda tiiplere (13x100 mm) 5’er ml dagitildi
(Bilgehan 1992).

2.1.5.2.3. Lassen’in Uclii Tiipii

Gram negatif bakteri identifikasyonunda kullanild1 (Lassen 1975).
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2.1.5.2.4. Brain Heart Infusion Broth — BHIB (Oxoid CM 225)

P. multocida serotiplerinden ve saha izolatlarindan antijen hazirlanmasinda

kullanildi.

2.1.5.2.5. indol Test Ortam
Peptone........ccoecuveinieenne 4¢g
Sodium chloride............... 2g
Distile SU.........ccceeevreennnen. 100 ml

Karisitmin pH’s1 7,2 — 7,4’e ayarlandiktan sonra, tiiplere 3 — 5 ml dagitildi1 ve 15
dakika otoklavda sterilize edildi (Bilgehan 1992).

2.1.5.2.6. Nitrat Test Ortam
Peptone........cccoevveernnnnnne. 2g
KNOsoooeiiiiiiiiiiiiiiiiia 02¢g
Distile SU......ceeeeeeeeeeeenennn. 1000 ml

Karisim kaynayan benmaride eritildikten sonra, 10 ml olacak sekilde tiiplere

dagitilip 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi (Bese 1969).
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2.1.5.3. Antibiyotiklere Duyarhlik Testinde Kullanilan Besiyerleri

2.1.5.3.1. Tyriptone Soya Broth — TSB (Oxoid CM 129)

Antibiyotiklere duyarlilig1 belirlenecek saha izolatlarinin kolonilerinin homojen

hale getirilmesinde kullanildi (Allan ve ark 1985).

2.1.5.3.2. Mueller — Hinton Agar (Oxoid CM 0337)
Mueller — Hinton agar........................ 38¢g
DisStile SU...ccvvvveieieeeiieiiieeeeeeeeeeeeinns 100 ml

Karisimin pH’1 7,4’e ayarland1. 15 dakika otoklav edildikten sonra, 55 °C’ye kadar
sogutulup, i¢cine % 5 oraninda defibrine koyun kani ilave dildi (Allan ve ark 1985).

2.1.6. Ayiraclar

2.1.6.1. indol Ayrac1 (Kovaks ayraci) (Bilgehan 1992)

P — Dimethylaminobenzadehyde.................. 10g
Isoamyl alcohol...........coeevveviiiiniiiiiieee, 150 ml
Hcl (Konsantre)..........oooevvvvveeeeeeeieiinnnvnennnnn. 50 ml
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2.1.6.2. Nitrat aywraclar1 (Bese 1969)

A indikatorii
Sulhanilic acid.........oeeeeeveeeennnnnn.. 0,8¢g
5 N acetic asid......cccceeeveeerieenennne 100 ml
B indikatorii
Dimethyl-alpha-naphthylamine................. 0,6 g
5 N acetic acid.......ceeveevierieenieiieenieeee, 100 ml

2.1.7. Soliisyonlar

2.1.7.1. Formollii (% 0,3) Fosfat Buffer Tuz Solusyonu

Fosfat tampon eriyigi
0,2 M NaH,PO42H0.....cveeiiiiiiinee 28 ml

0,2 M Na,HPO42HO.........cocviieee 72 ml

Yukaridaki sekilde hazirlanan eriyikten bir kisim, % 8,5’lik NaCl eriyiginden
dokuz kisim alinarak karistirildi. Daha sonra karistma % 36 — 38’lik formalinden % 0,3
oraninda ilave edildi (Bilgehan 1992).
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2.1.8. Otomatize identifikasyon Sistemi

Otomatize identifikasyon amaciyla Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisiinde bulunan Vitec II Compact (Fransa — Biomerioux) cihazi kullanilmistir.
Koloni morfolojisi, mikroskobik bakisinda Mac Conkey agarda iireme/iirememe durumuna
gore Pasteurella siipheli mikroorganizmalar Vitec II Compact cihazinin gram negatif
bakteri identifikasyonunda kullanilan identifikasyon kartlar1 ile cihaza verilmis, yaklasik

12-24 saat cihazda ki inkiibasyon periyodundan sonra sonuglar alinmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Mikrobiyolojik Muayene

2.2.1.1. Orneklerden Pasteurella izolasyonu

Mezbahalarda kesim sonrasi sigir akcigerlerine ait trachealarindan alinan svap
ornekleri soguk zincir altinda laboratuara getirildi ve % 7 lik kanli agara ekimleri yapildi.

Besiyerleri 37 °C’de 24 — 48 saat inkiibe edildi (Mutter ve ark 1989)

2.2.1.2. izole Edilen Suslarin Identifikasyonu

Izolasyon besiyerinde iireyen bakterilerin koloni morfolojileri, hemoliz dzellikleri
ve gram boyama Ozellikleri incelenerek, Cizelge 2.1 de belirtilen kriterlere gore

Pasteurella multocida tiirtiniin identifikasyonuna gidildi (Carter 1984)
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Cizelge 2.1: Pasteurella tiirlerinin identifikasyonunda kriterler (Carter 1984)

Biyokimyasal Ozellikler = P. multocida

Gram boyama negatif
Hemoliz negatif
Indol pozitif
Ureaz negatif
Nitrat pozitif
Oksidaz pozitif
Mac Conkey iireme negatif

P. haemolytica

negatif
pozitif
negatif
negatif
pozitif
pozitif

pozitif

P. urea
negatif
negatif
pozitif
negatif
pozitif

negatif

P. pneumotropica
negatif
negatif
pozitif
pozitif
pozitif
pozitif

negatif

P. aerogenes

negatif
negatif
negatif
pozitif
pozitif
pozitif

pozitif

Koyun kanli agarda 24 — 48 saat inkiibasyon sonucu iireyen kolonilerin hemoliz

ozellikleri incelendi. Gram negatif iireyen bakterilerin kolonileri; P. multocida ve diger

gram negatif bakterilerin identifikasyonu yoniinden, kanl agarda saf kiiltiirleri hazirlanip,

Lassen’in {i¢lii besiyerine gecildi. Pasteurella spp. siipheli koloniler, oksidaz, nitrat

rediiksiyonu, indol olusumu, iireaz aktivitesi ve Mac Conkey agarda iireme durumlarina

gore identifikasyona gidildi (Tablo 1). Klasik yontemler ile Pasteurella multocida olarak

identifiye edilen bakteriler Vitek II cihazi gram negatif identifikasyon Kkiti ile bakildi.

2.2.1.2.1. Gram Boyama ve Hemoliz Ozelliginin Belirlenmesi

Koyun kanli agarda 24 — 48 saat inkiibasyon sonucu iireyen kolonilerin hemoliz

ozellikleri incelendi. Hemoliz 06zelligi gostermeyen gram negatif, bipolar goriiniimlii

basiller P. multocida yoniinden identifikasyona tabi tutuldu.

2.2.1.2.2. Oksidaz Testi

Gram boyamada negatif sonu¢ veren bakterilerin oksidaz aktiviteleri, oksidaz diski

(Bacto, 1633-35-2) ile olgiildii. Stipheli bakterinin 18 — 24 saatlik saf kiiltiiriinden platin

0ze ile alian birka¢ koloni oksidaz diskine yayilarak siiriildii. 25 — 30 saniye i¢inde diskin
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pembe — mor bir renk almasi “pozitif”’, renk degisikliginin olmamas1 “negatif” olarak

degerlendirildi (Koneman 1997).

2.2.1.2.3. indol Testi

Siipheli bakterinin saf kiiltiirii indol test ortamina ekildi ve 37 °C’de 5 giin inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi, indol ayiricindan 3 — 5 damla tiipiin yan tarafindan akitilarak,
iist tarafta bir tabaka olusturulmasi saglandi. Besiyeri ve ayira¢ arasinda kirmizi bir rengin
olusmast “pozitif”’, renk degisikliginin olugsmamasi ise “negatif”’ olarak degerlendirildi

(Bilgehan 1992)

2.2.1.2.4. Ureaz Testi

Lassen’in 3. tiipiine, siipheli mikroorganizmanin saf kiiltiiriinden, 1 koloni ge¢ilerek
18 — 22 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, besiyerinin renginin kirmizi
olmast “pozitif’, renk degisikliginin goriilmemesi ise “negatif”’ olarak degerlendirildi
(Lassen 1975)

2.2.1.2.5. Nitrat Testi

Icinde nitratli buyyon bulunan tiiplere, siipheli mikroorganizmanin saf kiiltiiriinden,
birkag¢ koloni ekildi ve 37 °C’de 5 giin inkiibe edildi. Daha sonra buyyonun iizerine nitrat
ayiraglarindan (Soliisyon A, Soliisyon B), 1’er ml dokiilerek, besiyerinin renginin kirmizi

veya kiremit kirmizis1 olmasi “pozitif” olarak kabul edildi (Bese 1969)
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2.2.1.2.6. Mac Conkey Agarda Ureme

Pasteurella siipheli bakterilerin 18 — 24 saatlik saf kiiltiirlerinden, bir koloni Mac
Conkey agara pasaj yapilarak, 37 °C’de 48 — 72 saat inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda,
agardaki iireme gozlenerek, iireyen/liremeyen koloniler, Pasteurella tiirleri yoniinden

degerlendirildi (Wessman ve Hilker 1968, Biberstein 1978)

2.2.1.2.7. Vitec II Cihaz ile Identifikasyon

Gram boyama ve Lassen’in {clii tiipiinden sonra Pasteurella siipheli
mikroorganizmalar Vitec II Compact cihazinin gram negatif bakteri identifikasyonunda
kullanilan identifikasyon kartlar1 ile cihaza verildi, yaklasik 12-24 saat cihaz da ki

inkiibasyon periyodundan sonra sonuglar okundu.

2.2.2. izole Edilen P. multocida Suslarinin Antibiyotiklere Duyarlihk Testi

P. multocida izolatlarinin gecelik subkiiltiirlerinden alinan koloniler 0,5 Mc Farland
bulanikligina esit olacak sekilde serum fizyolojik icerisinde hazirlandi. Besi yeri olarak
Miiller-Hinton agar kullanildi. Bakteri inokulumlart steril plastik 6zelerle 0,0312 — 256
mg/L antibiyotik igeren agar plaklarina ekildi. Her antibiyotik i¢in antibiyotik i¢ermeyen
kontrol agar plagi hazirlandi. Plaklar 35 °C’de 24 saat inkube edildi. Minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) gozle goriiliir iiremenin olmadigi en diisiik antibiyotik
konsantrasyonu olarak tamimlandi. Antibiyotik duyarlilik simirlar1 NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003) M100-S13’e gore okundu. Izolatlarin
%50’sini inhibe eden en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MiK50, %90 ni1 inhibe eden
en diisiik konsantrasyon ise MIK90 olarak tanmimlandi. Kontrol susu olarak standart

P. multocida suslar1 kullanildi.
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2.2.3. izole Edilen P. multocida Suslarmm Kapsiiler Ozelliklerine Gore

Serotiplendirilmesi (OIE 2000)

2.2.3.1. Standart Serotiplerden Antijen Hazirlanmasi

Her bir serotip oncelikle 6 — 8 saat Brain Hearth Infusion Broth’da iiretildi. Daha
sonra sivi besi yerinden kanli agarlara ekimleri yapildi ve bir gece 37 °C lik etiiv’de
inkiibasyona birakildi. Bir gece sonunda iireyen koloniler daha 6nceden FTS ile hazirlanan,
% 0,3’liik formalin icine alindi. Bu siispansiyon once 56 °C’lik su banyosunda 30 dakika
bekletildi. Su banyosundan sonra +4 °C’de 15 dakika 3000g’lik devirde santrifiije edildi.
Santrifiij islemi sonucunda tiiplerdeki siipernatantlar alindi kullanima kadar — 20 °C’de

saklandi. Bu siipernatant’lar antijen extract’1 olarak kullanildi. (OIE, 2000)

2.2.3.2. Standart Serotiplerden Hiperimmun Antiserum Hazirlanmasi

Serotiplendirmede kullanilacak hiperimmun antiserum eldesi isleminde genellikle
tavsanlar kullanilmaktadir. Kullanilacak olan mikroorganizma oncelikle 6 — 8 saat Brain
Hearth Infusion Broth’da iiretildi ve iireyen serotiplerden kanli agara ekimler yapildi. 37
°C bir gecelik inkiibasyon (yaklasik 18 — 20 saat) asamasindan sonra iireyen koloniler %
0,3’liikk formalin iceren FTS ile yikandi. Mikroorganizma siispansiyonlarinin bulanikligi

MacFarland Tiip No: 4’e esdeger olacak sekilde ayarlandi.

Hazirlanan bu siispansiyondan tavsanlara 4’er giin ara ile kulak venasindan olacak
sekilde damar ici yolla sirasiyla 0,2 — 0,5 — 1,0 — 1,5 ve son olarak da 2 ml miktarinda
verildi. Son agama olarak 7 giin sonra formalin kullanilmadan ayn1 sekilde hazirlanan canli
mikroorganizma siispansiyonundan 0,5 ml deri alt1 yolla enjekte edildi. 10 giin sonra tiim

tavsanlarin kanlar1 alindi. Kan serumlar1 — 20 °C’de sakland1 (OIE, 2000).
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2.2.3.3. Saha Suslarindan Antijen Hazirlanmasi

Saha calismalar1 sirasinda elde edilen ve P. multocida olarak identifikasyonu
tamamlanan her bir bakteri boliim 2.2.3.1 de belirtildigi iizere, 6ncelikle 6 — 8 saat Brain
Hearth Infusion Broth’da iiretildi. Daha sonra sivi besi yerinden kanli agarlara ekimleri
yapild1 ve bir gece 37 °C lik etiiv’de inkiibasyona birakildi. Bir gece sonunda iireyen
koloniler daha o©nceden FTS ile hazirlanan, % 0,3’liikk formalin icine alindi. Bu
stispansiyon once 56 °C’lik su banyosunda 30 dakika bekletildi. Su banyosundan sonra +4
°C’de 15 dakika 3000g’lik devirde santrifiije edildi. Santrifiij islemi sonucunda tiiplerdeki
siipernatantlar alind1 kullanima kadar — 20 °C’de saklandi. Bu siipernatant’lar antijen

extract’1 olarak kullanildi (OIE, 2000).

2.2.34. Rapid slayt agliitinasyon (RSA) teknigi ile saha suslarimin

serotiplendirilmesi

Koyu renkli bir zemin iizerine bir damla FTS damlatildi. Uzerine serotiplendirmesi
istenen tek bir koloni alindi ve bir damla antiserum ilave edilerek dikkatli bir sekilde
kanistirildi. Karisim 30 saniye i¢inde verdigi folikiiler agliitinasyon’a gore degerlendirildi

(OIE, 2000).

2.2.3.5. Agar Gel immundiffusion (AGID) Teknigi ile Saha Suslarmn

Serotiplendirilmesi

Son konsantrasyonu 1/10000 olacak sekilde merthiolate katilarak hazirlanan 0,2
M’lik Fosfat Buffer’a % 1,0 oraninda Noble agar ilave edilerek hazirlanan besi yeri 0,8
mm kalinhiginda petrilere dokiildii. Kullanilacak olan antiserum ve antijen extractlari
boliim 2.2.3.2 ve 2.2.3.3 te belirtildigi iizere hazirland1. Petrideki besi yerleri 6 mm ¢apinda
ve birbirinden 3 mm uzaklikta delindi. Standart antiserum ortadaki kuyucuga, pozitif,

negatif ve teste tabi tutulan antijenler ise kenardaki kuyucuklara kuyucugu tasirmayacak
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sekilde damlatildi. Petriler, nemli ortamda, 37°C’de 48 saat inkube edildi. Test materyali

ile standart antiserum arasinda olusan presipitat pozitif olarak degerlendirildi (OIE, 2000).
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3. BULGULAR

3.1. Ornekler

Arastirmada, Pasteurella multocida izolasyonu amaciyla kullanilan toplam 570
adet sig1r intratracheal svabinin 350 adedi Izmir ilinde, 220 adedi ise Aydin ilinde bulunan

mezbahalardan temin edildi.

3.2. Mikrobiyolojik Muayeneler

Izmir ve Aydin illerinden alinan 570 adet 6rnegin 28 (%4,9)’inden P. multocida
izolasyon ve identifikasyonu yapildi. izmir ilinden alinan 350 6rnekten 18 adet (% 5,14)
ve Aydin ilinden aliman 220 6rnekten 10 adet (% 4,54) P. multocida izolasyon ve
identifikasyonu yapildi.

Pasteurella multocida’nin biyokimyasal ozellikleri

Izole edilen Pasteurella multocida suslarinin hicbiri koyun kanli agarda hemoliz
ozelligi gostermemislerdir. Suslarin indol, oksidaz testleri ve nitrat reduksiyonu pozitif,
iireaz aktiviteleri negatif bulundu. Izole edilen Pasteurella multocida suslarinin hicbiri

Mac Conkey agarda iireme gostermemistir.
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Otomatize sistemle Pasteurella multocida identifikasyonu

Mezbahalarda temin edilen ornekler Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji rutin teshis laboratuarina getirildi. Kanli agarlara ekimleri ve
inkiibasyonlarindan sonra koloni morfolojisi Pasteurella spp.’ye benzeyen oOrneklerin,
gram boyama sonucunda gram negatif olanlar1 saflastirildi.  Saflastirilan  suglarin
biyokimyasal testlerle identifikasyonlar1 yapilirken, ayn1 zamanda paralel olarak da besi
yerlerinde Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’'ne getirildi. Burada suglar
kanl agarlara ekilip 18 — 24 saatlik bir gecelik inkiibasyondan sonra gram negatif bakteri
identifikasyon kart1 ile Vitek II Compact cihazina verildi. Cihazda ortalama bir gecelik

inkiibasyon siiresinden sonra sonuclar okundu.

3.3. lizole Edilen Pasteurella multocida Suslarmm Kapsiiler Yonden

Serotiplendililmeleri

Calismada izole edilen 28 adet Pasteurella multocida susu RSA (Rapid Slayt
Aglutinasyon) ve AGID (Agar Gel Immundifusion) metodlar: ile 3 adet serotip(A, B ve

D)’e ait serumlar kullanilarak serotiplendirildi.

Yapilan caligmada 28 adet saha susunun 15 (% 53,6)’1 tip B, 10 (% 35,7)’u tip A ve
1 (% 3,5)’i de tip D olarak tespit edildi. izolatlardan 2 (% 7,2)’si ise tiplendirilememistir.

3.4. izole Edilen Pasteurella multocida Suslarimin Antibiyotik Duyarhhk Testi
Bulgular:

Yapilan calismada izole edilen 28 P. multocida suslarinin MIK degerleri tespit
edildi. Uygulanan test sonucunda P. multocida suglarinin % 93 oraninda flourphenicol’e ,

% 61 oraninda enrofloxacine’e, % 54 oraninda oxytetracycline’e duyarli oldugu bulundu.
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P. multocida suslarinin tiimiiniin erythromycine ve sulphamethaxsazole — trimethoprim’e
% 82 oranlarinda, gentamycine’e % 64 oraninda ve amoxycilline - clavulanic acid’e ise %
61 oraninda direncli oldugu tespit edilmistir. Yapilan antibiyogramlar sonucunda
oxytetracycline, amoxycilline - clavulanic acid, erythromycine ve Sulphamethaksazole —
trimethoprim MIK 50 degerlerinin 4 mg/L oldugu goriilmiistir. Bununla beraber
erythromycine, gentamycine ve sulphamethaxsazole — trimethoprim’in MIK 90
degerlerinin 16 mg/L oldugu tespit edilmistir. flourphenicol’iin MIK 50 degerinin 0,25

mg/L ve MIK 90 degerinin 0,5 mg/L olmasi énem arz etmektedir.

Arastirmada  kullanilan  antibiyotiklerin  MIK  degerleri Cizelge 3.1°de

gosterilmektedir.

Cizelge 3.1: Arastirmada kullanilan antibiyotiklerin MiK degerleri ve duyarliliklar

Antibiyotik _ MIKmg/L.
Arahk MIK 50 MIK 90 Duyarhhk (%)

Flourphenicol 0,0312 — 64 0,25 0,5 93
Oxytetracycline 1 -256 4 32 54
Enrofloxacine 0,125-8 1 4 61
Amoxycilline -

Clavu{anic Acid 0,254 4 4 39
f‘#fﬁ;‘gﬁi‘;ﬁ’i‘fﬁz"'e 025128 4 16 18
Gentamycine 2 -256 8 16 36
Erythromycine 0,25-16 4 16 18
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4. TARTISMA

Sigirlarda goriilen solunum sistemi hastaliklar tiim diinyada sigir yetistiriciliginde
onemli kayiplara yol a¢maktadir. Sigirlarin karst karsiya kaldiklart ¢evre kosullari,
beslenme sartlar1 ve cesitli stres faktorleri solunum sistemi hastaliklarinin olusmasinda

onemli rol oynamaktadir (Frank 1986, Yates 1982).

Ruminantlarin pnomonik infeksiyonlari, Veteriner Hekimlikte bilinen en kompleks
patogenezise sahip hastaliklarin basinda gelmektedir. Bu enfeksiyonlarin olusumunda
etken, konakc¢1 ve ¢evre kosullar1 ¢ok yakindan iligkilidir. Solunum yolu hastaliklarindan
dolay1 Kuzey Amerika da her yil sigirlarin en az % 1’inin 6ldiigii ve bu hayvanlardan en az
% 10’un da morbidite, kilo kayb1 ve performans diistikliigii yasandigi bildirilmistir (Davies
1985, Gilmour ve Angus 1983). Sigirlarda goriilen pnomoni olgularinda bir ¢ok bakteriyel
ve viral etken rol oynamaktadir. Viral etkenler icinde respiratory syncytial viriis,
parainfluensa tip 3 viriis ve adeno viriis’ler tek basina hastaligl ortaya ¢ikartabilmektedir
(Thomas ve ark 1986, Castleman ve ark 1991, Jubb ve ark 1993). Mycoplasma’lar ve
Chlamydia’lar da hastalikta onemli bir rol oynamaktadirlar (Gourlay ve Houghton 1985,
Thomas ve ark 1986, Jubb ve ark 1993, Adegboye ve ark 1995) fakat vakalarin ¢ogunda
hastaligin ana etkeni P. haemolytica, P. multocida ve H. somnus olarak bildirilmektedir
(Haritani ve ark 1987, Harris ve Janzen 1989, Haritani ve ark 1990, Jubb ve ark 1993).
Solunum sistemi hastaliklarinin siddetlenmesine ve bazen de 6liimciil olarak seyretmesine

ozellikle P. multocida ve P. haemolytica sebep olmaktadir (Frank 1986, Yates 1982).

S1gir pnomonilerinin yayilisi genel olarak iilkeler ve bolgeler arasinda farklilik

gostermektedir. Bu farkliliklar cografi sartlara, hayvanlarin yasina, cinsiyetine, irklarina,
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bireysel direnclerine, beslenme durumuna ve bulunduklart yerin hijyenik sartlarinin
farkliligina baglidir. Pnodmoni oranimi % 65,83’lere kadar bildiren arastirmacilar (Haritani
ve ark 1990) olmakla birlikte, ¢ok sayida materyal kullanilarak yapilan caligsmalarda
(Alexander ve ark 1989, Ozer 1985, Ozer 1987, Rosenquist ve Dobson 1974) bu oranin
% 5 ile 9,5 arasinda degistigi dikkat cekmektedir. Oranin yiiksek (% 40) ¢iktig1 calismada
materyal sayist genellikle diisiik olup, arastirmalar sadece belirli sayida hayvan
populasyonu iizereinde gerceklestirilmistir (Caldow ve ark 1988, Haritani ve ark 1990;
Thomas ve Swan 1973). Ayrica bu siirl sayidaki gruplarda, hayvanlarin genel olarak
saglikli olmasi veya bulasici bir hastalik etkisi altinda bulunmasi gibi nedenlerle de oran
oldugundan daha diisiik yada daha yiiksek cikabilir. Genel olarak pazarlama ve
yetistirmede kullanilan metotlar da hastaligin siddetine katkida bulunabilir ve hayvanlari
hastaliga kars1 duyarli hale getirebilir. Yine pnomonilerin sikca goriildiigii Ingiltere, Kuzey
Amerika, Kanada gibi iilkelerde iklimin hastalikta 6nemli rol oynadigi ve oOzellikle
pnémoni oraninin yiiksek oranda bulundugu Ingiltere gibi 1liman ve nemli iklime sahip
ilkelerde ruminantlarin 6nemli bir problemi olarak kendini gostermektedir (Bowland ve

Shewen 2000).

Sigirlarda pndmoni oranmmin aylara ve mevsimlere gore dagilimini belirlemek
amaciyla yapilan bir epidemiyolojik calismada pndmoni orani yaz doneminde % 16,0,
yagish aylarda % 21,7 ve kis doneminde de % 23,0 olarak tespit edilmistir (Maity ve Deb
1991). Ayni calismada en yiiksek oranin (% 27,7) Kasim ayinda ve en diisiik oranin
(% 13,9) da Haziran aymda oldugu tespit edilmis ve pnomoni oraninin ortalama olarak
% 20,1 oldugu bildirilmistir. Ayrica bu calisma sigirlarda pndmoni oraninin mevsimlere
gore Onemli Olgiide degisebilecegini ve kis aylarinda daha yiiksek bir oran ile seyrettigini

saptamistir.

Pasteurella multocida’nin sigirlarda sebebiyet verdigi diger bir 6nemli hastalik ise
Hemorajik septisemidir. Hemorajik septisemi sigir ve bufalolarda akut, yiiksek derecede
oliimciil ve septisemik olarak seyreden ve 6zellikle P. multocida’nmin Asya ve Afrika (B ve
E) serotiplerinin neden oldugu bir hastaliktir (Bain ve ark 1982, Carter ve De Alwis 1989,
De Alwis 1984, 1992). Hemorajik septisemi, Asya iilkelerinde Sap hastaligindan sonra
gelmekte, biiyiik ekonomik kayiplara sebebiyet vermektedir (Bhalla 1997).
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Haziroglu ve ark (1997) 1995 Mart ile 1996 Haziran aylar1 arasinda pneumoni
lezyonu goriillen 100 adet buzagi iizerinde yiiriittiikleri bir calismada lezyonlu
akcigerlerden 42’sinde P. haemolytica, 8’ inde P. multocida ve 10 adedinde de H. somnus
bakteriyel etkenlerini, vakalarin 7’sinde hem P. haemolytica hem de H. somnus’u, 2’sinde
ise hem P. haemolytica hem de P. multocida’y1 izole etmislerdir. Diger bir arastirmada
pnomonili sigirlarin akcigerlerinden % 6 oraninda P. multocida izole edildigi bildirilmistir
(Houghton ve Gourlay 1984) Allan ve ark(1985)’min yapmis olduklar1 bir calismada
% 15,8 P. multocida izole edildigi bildirilmektedir. Erzurum’da ise pnomonili sigir
akcigerlerinden % 4,5 oraninda P. multocida izole edilmistir (Dinler 1998). Giindiiz ve
Erganis Konya’da yaptiklar1 bir arastirmada P. multocida izolasyon oraninin % 15,9
oldugunu tespit etmislerdir (Glindiiz ve Erganis 1998). Elazig’da yapilan diger bir
calismada Sigir akcigerlerinden bakteri izolasyonlarinda % 6 oranminda P. multocida

izolasyonu yapilmistir (Kilig 2003).

Aragtirmamizda Izmir ilinden alinan 350 6rnekten 18 adet (% 5,14) ve Aydin
ilinden alinan 220 6rnekten 10 adet (% 4,54) P. multocida izolasyon ve identifikasyonu
yapilmistir. Toplam identifikasyon sayis1 ise 570 oOrnekte 28 (% 4,9) olarak tespit
edilmistir. Bu oranlar Ulkemizin diger bolgelerinde yapilan arastirmalar ile paralellik
gostermektedir (Haziroglu ve ark 1997, Dinler 1998, Kili¢ 2003). Arastirma sonuclarinin
Konya (Giindiiz ve Erganis 1998) bolgesinde yapilan arastirma ile paralellik gdstermemesi
ise Konya’daki iklim kosullarinin ozellikle P. multocida icin Aydin ve izmir illerindeki

iklim kosullarina nazaran daha uygun olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Batu ve Elverdi (1970) yaptiklar1 arastirmada, Sakarya, Samsun, Carsamba, Bafra
ve Terme mezbahalarinda kesilen sigir mandalarin nasopharangeal bosluklarindan aldiklari
1106 swap Orne8inde Pasteurella multocida serotiplerini incelemislerdir. Arastirma
sonuglarina gore 1106 6rnekten 28 (% 2,53) adet P. multocida identifikasyonu yapilmis ve

bunlardan 24’ yapilan AGID testi sonucunda serogrup B olarak tespit edilmistir.

Purdy ve ark (1996) tarafindan ABD’de yapilan bir arastirmada 50 adet

P. multocida identifikasyonu yapilmis e bunlarin 42 adedi serotip A olarak belirlenmis, 8
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adedi ise tiplendirilememistir. Al-Humam ve ark (2004) Suudi Arabisatan’da yaptiklari bir
calismada 400 adet O6rnek sigir akciger swap orneginden 10 adet P. multocida identifiye
etmisler ve bununda 4 adedini tip A, 2 adedini tip C, 2 adedini tip E olarak tiplendirmisler
diger 2 adedini ise tiplendirememislerdir. De Rosa ve ark (2000) ise sigir solunum
yollarindan 4 adet P. multocida identifiye etmisler ve bunlarin 3 adedini serotip A olarak

tespit etmisler, bir adedini ise tiplendirememislerdir.

Aydin ve {zmir illerinde yapilan arastirmamizda toplam 28 adet P. multocida izolat
kullanilmis olup, bunlardan 15 (% 53,6) adedi serotip B, 10 (% 35,7) adedi serotip A ve bir
(% 3,5) adedi de serotip D olarak tiplendirilmistir. Suslardan 2 (% 7,2)’si ise

tiplendirilememistir.

De Rosa ve ark., (2000) ABD’de yaptiklar1 bir ¢alismada P. multocida izolatlarinin
7 c¢esit antibiyotige (Ampicilline, Ceftiofur, Erythromiycine, Spectinomycine,
Trimethoprim-sulfamethoxazole ve Flourphenicol) karst MIC degerlerini tespit etmisler ve
spectinomycine haricindeki diger antibiyotiklerde diisik MIC degerleri ile

karsilagsmiglardir P. multocida izolatlarinin Ceftiofur’a duyarli oldugu bildirilmektedir.

Biswas ve ark (2004), Hemorajik septisemi ile ilgili Hindistan’da yaptiklar1 bir
calismada sahadan izole ettikleri P. multocida izolatlarim1 sulphadiazin’e karsi direngli
bulmuslardir. Caligmada kullanilan diger antibiyotikler ise mikroorganizmaya vermis
olduklar1 duyarlilik sirasina gore amikacin, gentamicine, ciprofloxacine, erytromycine,

streptomycine, nitrofurantoin, oxytetracycline ve enrofloxacine olarak siralanmaktadir.

Wallmann (2006), yapmis oldugu arastirmada c¢esitli patojen bakterilerin
antibiyotik direcliliklerini MIC degerleri yardimi ile tespit etmistir. Arastirma sonuclarina
gore sigirlardan elde edilen P. multocida izolatlar1 Nalidixic acid’e (% 10,6),
Enrofloxacin’e (% 1,5), Cefoperazon’a (% 3), Cefotaxim’e (% 6,8) ve Ceftiofur’a (% 1,5)

oraninda direngli bulunmustur. Wallmann bu arastirma sonucunda Almanya’da yaklagik
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olarak 15 yil kadar sonra Veteriner alanda Flouroginolon ve cephalosporon’lara karsi

patojen bakterilerin direnglilik gelistirebilecegi goriisiinii savunmaktadir.

Grobbel ve ark., (2007) Sigir ve domuzlardan elde edilen P. multocida izolatlar ile
Veteriner fluoroquinolone’lar arasinda MIC degerlerini hesaplayarak bir karsilastirmada
bulunmuslar ve sonu¢ olarak Enrofloxacine ve onun bir metaboliti olan ciprofloxacin’in

yiiksek in vitro antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

Arastirmamizda 28 adet P. multocida susunun % 93,0 oraninda Flourphenicol’e,
% 61,0 oraninda Enrofloxacine’e, % 54,0 oraninda oxytetracycline’e duyarli oldugu
bulundu. P. multocida suslarinin tiimiiniin Erytromycine ve Sulphamethaxazole -
trimethoprim’e % 82,0 oranlarinda, gentamycine’e % 64,0 oraninda ve amoxycilline
clavulanic acid’e ise % 61,0 oraninda direncli oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu
sonuglar dogrultusunda P. multocida suslarinin Enrofloxacine ve Oxytetracycline’e direng

kazanmaya bagladig1 ve hatta yaklasik % 45 — 50 arasinda direngli oldugu goriilmektedir.
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5. SONUC

Sonug olarak Aydin ve Izmir illerinden toplanan 570 6rnegin 28 (%4.,9) inden
P. multocida izole ve identifiye edilmistir. Bu 28 P. multocida susunun 15’1 serotip B, 10’u
serotip A ve 1’1 serotip D olarak tiplendirilmistir. Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda
sigir pnomonilerinde P. multocida suslarinin da 6nemli bir rol oynadigi bir kez daha
dogrulanmistir. Tespit edilen P. multocida serotip B’nin, diger serotiplere gore daha
yiiksek oranda rastlanilmis olmasi diger serotiplere gore daha yiiksek patojenite kriterlerine
sahip oldugunu ispatlamaktadir. Ayrica bu serotipin belirlenmesi halen uygulanmakta olan
veya ileride hazirlanacak asilara ciddi oranda katki saglayacaktir. Yapilan antibiyogramlar
sonucunda ise P. multocida suslarinin fluoroquinolone grubunda bulunan antibiyotiklere
(eritromycin, siprofloxacin vb.) karst yogun bir sekilde diren¢ kazandigi goriilmektedir.
Yeni bir etken madde olan flourphenicole ise veteriner sahada tedavide kullanilabilecek bir
antibiyotik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak bu antibiyotigin de bilingsiz bir sekilde
kullanilmas1 sonucunda P. multocida izolatlarinin diren¢ gelistirmesi kacinilmaz bir sonug
olacaktir. Bundan dolayi, sigir pnomonilerini tedavi etmeye ¢alismaktansa bu hastaliktan
korunmak i¢in as1 arastirmalarina agirlik verilmesi ve yeni kombine asilarin {iiretilip

uygulanmasinin iilkemiz ekonomisi agisindan faydali olacag: diisiiniilmektedir.
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OZET

Aydin ve izmir Bolgesindeki Sigirlardan Pasteurella multocida’nn izolasyonu,

Tiplendirilmesi ve Antibiyotiklere Duyarhliklar:

Bu calismada, Pasteurella multocida izolasyonu amaciyla kullanilan toplam 570
adet sigir intratrcheal svabinin 350 adedi Izmir ilinde, 220 adedi ise Aydin ilinde bulunan

mezbahalardan temin edildi.

Arastirmada kullanilan 570 adet 6rnegin 28 (%4,9)’inden P. multocida izolasyon ve
identifikasyonu yapildi. izmir ilinden alinan 350 6rnekten 18 adet (% 5,14) ve Aydin
ilinden alinan 220 ornekten 10 adet (% 4,54) P. multocida izolasyon ve identifikasyonu

yapilmugtir.

Yapilan caligmada 28 adet saha susunun 15 (% 53,6) adedi tip B, 10 (% 35,7) adedi
tip A ve 1 (% 3,5) adedi de tip D olarak tespit edildi. Izolatlardan 2 (% 7,2) adedi ise

tiplendirilememistir.

P. multocida suslarinin % 93,0 flourphenicole’e, % 61,0 enrofloxacine’e, % 54,0
oxytetracycline’e duyarli oldugu bulundu. P. multocida suslarinin tiimiiniin erytromycine
ve sulphamethaxsazole — trimethoprim’e % 82,0, gentamycine’e % 64,0 ve amoxycilline

clavulanic acid’e ise % 61,0 oranlarinda direngli oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pasteurella multocida, izolasyon, identifikasyon, tiplendirme
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SUMMARY

The Isolation, Serotyping and Antimicrobial Susceptibility of Pasteurella multocida

strains in cattle in the region of Aydin and izmir

In this study, a total of 570 intratracheal swabs were examined for the Pasteurella
multocida isolation that were taken 350 of from Izmir region slaughterhouse and were

taken 220 of from Aydin region slaughterhouse.

P. multocida was identified from 28 (4,9%) of 570 intratracheal swabs that were
examined in this study. Pasteurella multocida was identified from 18 (5,14%) of 350 in

[zmir region and 10 (4,54) of 220 in Aydin region.

In the study, a total of 28 field Pasteurella multocida strains were serotyped as ; 15
(53,6 %) type B, 10 (35,7%) type A and 1 (3,5%) type D, respectively. Of 2 Pasteurella

multocida strains were untypeable.

The Pasteurella multocida strains were found to be susceptible to Flourphenicol
(93,0 %), Enrofloxacine (61,0 %), Oxytetracycline (54,0 %) and were found to be resistant
to Erythromycine (82,0 %), Sulphamethaxsazole-Trimethoprim (82,0 %), Gentamycine
(64,0 %) and Amoxycilline-Clavulanic acid (61,0 %).

Key words: Pasteurella multocida, isolation, identification, serotyping
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OZGECMIS

1973 yilinda Aydin’da dogdu. Ilk, orta ve lise dgrenimlerini Aydin’da tamamladi.
1990 yilinda Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi’ni kazand1 ve 1997 yilinda mezun
oldu. 1 yil Istanbul’da kiiciik hayvan kliniginde calistiktan sonra 1998 yilinda Askerlik
gorevini tamamladi. 1999 yilinda Adnan Menderes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans yapmaya hak
kazandi ve Ayni yil arastirma gorevlisi olarak atandi. Arastirma gorevlisi kadrosunda
calismakta iken 1 y1l Amerika Birlesik Devletleri’nde dil egitimine katildi. Yiiksek Lisans
Programi sirasinda Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’'ne atandi ve 2002
yilinda Yiiksek Lisansim1 tamamladi. Ayn1 yil Adnan Menderes Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisiit Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda Doktora yapmaya hak kazandi. Halen
Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Veteriner Biyolojik Uriinler kontrol

laboratuvarinda ¢alismaktadir.
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OZET

Aydin ve izmir Bolgesindeki Sigirlardan Pasteurella multocida’mn izolasyonu,

Tiplendirilmesi ve Antibiyotiklere Duyarhlklar:

Bu calismada, Pasteurella multocida izolasyonu amaciyla kullanilan toplam 570 adet
sigir intratrcheal svabinin 350 adedi Izmir ilinde, 220 adedi ise Aydin ilinde bulunan

mezbahalardan temin edildi.

Arastirmada kullanilan 570 adet 6rnegin 28 (%4,9)’inden P. multocida izolasyon ve
identifikasyonu yapildi. Izmir ilinden alinan 350 6rnekten 18 adet (% 5,14) ve Aydin ilinden

alinan 220 o6rnekten 10 adet (% 4,54) P. multocida izolasyon ve identifikasyonu yapilmistir.

Yapilan calismada 28 adet saha susunun 15 (% 53,6) adedi tip B, 10 (% 35,7) adedi tip
A ve 1 (% 3,5) adedi de tip D olarak tespit edildi. Izolatlardan 2 (% 7,2) adedi ise

tiplendirilememistir.

P. multocida suslarinin % 93,0 flourphenicole’e, % 61,0 enrofloxacine’e, % 54,0
oxytetracycline’e duyarli oldugu bulundu. P. multocida suslarinin tiimiiniin erytromycine ve
sulphamethaxsazole — trimethoprim’e % 82,0, gentamycine’e % 64,0 ve amoxycilline

clavulanic acid’e ise % 61,0 oranlarinda direngli oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pasteurella multocida, izolasyon, identifikasyon, tiplendirme



SUMMARY

The Isolation, Serotyping and Antimicrobial Susceptibility of Pasteurella multocida

strains in cattle in the region of Aydmn and izmir

In this study, a total of 570 intratracheal swabs were examined for the Pasteurella
multocida isolation that were taken 350 of from Izmir region slaughterhouse and were taken

220 of from Aydin region slaughterhouse.

P. multocida was identified from 28 (4,9%) of 570 intratracheal swabs that were

examined in this study. Pasteurella multocida was identified from 18 (5,14%) of 350 in izmir

region and 10 (4,54) of 220 in Aydin region.

In the study, a total of 28 field Pasteurella multocida strains were serotyped as ; 15
(53,6 %) type B, 10 (35,7%) type A and 1 (3,5%) type D, respectively. Of 2 Pasteurella

multocida strains were untypeable.

The Pasteurella multocida strains were found to be susceptible to Flourphenicol (93,0
%), Enrofloxacine (61,0 %), Oxytetracycline (54,0 %) and were found to be resistant to
Erythromycine (82,0 %), Sulphamethaxsazole-Trimethoprim (82,0 %), Gentamycine (64,0 %)
and Amoxycilline-Clavulanic acid (61,0 %).

Key words: Pasteurella multocida, isolation, identification, serotyping
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