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MARMARA BOLGESINDEN TOPLANAN RUMINANTLARDAKI
PASTEURELLA MULTOCIDA ENFEKSiYONLARININ REAL TiME PZR
ILE TESHIiSI VE MULTILOCUS SEQUENCE TYPING YONTEMI ILE
FILOGENETIGININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu calismada Marmara Bolgesi il ve ilge teskilatlarindan Pendik Veteriner Kontrol
Entitiisii’ne bakteriyolojik teshis amaciyla gelen, 166 adet sigir ve koyuna ait
pomonili akciger dokularinda P. multocida etkeninin varligi klasik kiiltiirel
(konvansiyonel) yontem ve Real time PZR yontemiyle es zamanli olarak
calisilmigtir. Calisilan dokulardan kiiltiir yontemiyle 5 (%3,01) tanesi pozitif olarak
identifiye edilirken, 42 (%25.3) tanesi Real time PZR ile pozitif olarak tespit
edilmistir. ki ydntem sonuclar1 degerlendirildiginde pozitiflik oranlari arasindaki
farkin kaydadeger oldugu goriilmiistiir. Multilocus Sequence Typing metoduyla
yapilan saha izolatlarinin kendi iclerindeki ve Robert type 1 P. multocida (Pendik
Veteriner Kontrol Entitiisiinde iiretimi yapilmis olan) as1 susuyla aralarindaki
genetik farkliliklarin degerlendirilebilmesi amaciyla segilen 15 pozitif saha izolati
ve as1 susu birlikte sekanslanmistir. Sonug¢ olarak P. multocida’nin teshisinde
konvansiyonel yontemlerin bir¢ok degisken faktore bagli olarak etken varligim
belirlemede yeterli olamadigi go6zlendiginden Real time PZR yontemiyle
desteklenmesinin, P. multocida varliginin tespitinde ve enfeksiyonlariyla miicadelede
daha verimli olacagi diisiiniilm{istiir.

Anahtar kelimeler: Multilocus Sequence Typing, Pasteurella multocida, Real time
PZR
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INVESTIGATION OF PASTEURELLA MULTOCIDA INFECTIONS IN
RUMINANTS COLLECTED FROM MARMARA REGION BY REAL TIME
PCR AND DETERMINATION OF PHYLOGENY WITH MULTILOCUS
SEQUENCE TYPING

SUMMARY

In this study, the presence of P. multocida agent in the pneumonia lung tissues of 166
cattle and sheep, which came to Pendik Veterinary Control Institute from the
provincial and district organizations of the Marmara Region for bacteriological
diagnosis, was studied simultaneously with the classical cultural (conventional)
method and the Real-time PCR method. While 5 (3.01%) of the studied tissues were
identified as positive by culture method, 42 (25.3%) were identified as positive by
Real time PCR. When the results of the two methods were evaluated, it was seen that
the difference between the positivity rates was significant. In order to evaluate the
genetic differences between the field isolates made by the Multilocus Sequence
Typing method and the Robert type 1 P. multocida (produced at Pendik Veterinary
Control Institute) vaccine strain, 15 selected positive field isolates and vaccine
strains were sequenced together. As a result, since it was observed that conventional
methods in the diagnosis of P. multocida were not sufficient to determine the
presence of P. multocida due to many variable factors, it was thought that supporting
it with the Real time PCR method would be more efficient in detecting the presence
of P. multocida and in combating its infections.

Keywords: Multilocus Sequence Typing, Pasteurella multocida, Real time PCR
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BOLUM 1.GIRiS

Ciftlik hayvanlan yetistiriciliginde solunum sistemi hastaliklarinin ciddi ekonomik
kayiplara yol actig1 tiim diinya ¢apinda iyi bilinmektedir (Yates, 1982; Frank, 1986;
Batmaz, 2006). Bugiin hala c¢alisilmakta olan Sigir Solunum Yolu Hastalig
Kompleksi (SSHK) nin gegmisi 1800’1l yillara dayanirken ayni zamanda en genis
capta arastirtlmis hastalik gruplarindan da biridir. Mannheimia haemolytica,
Pasteurella multocida, Histophilus somni ve Mycoplasma bovis SSHK ile en ¢ok
yakin iligkili olan bakterilerdir. Bu bakterilerin solunum sistemi hastaliklarindaki
klinik vakalardan yapilan izolasyonlar1 (Welsh ve ark., 2004; Janzen, 1997), asilama
denemeleri (O’Connor ve ark., 2001; Ribble ve ark., 1988) ve serolojik (Booker ve
ark., 1999; Martin ve ark., 1989) calismalar igeren kriterlerle yakindan iligkilidir.
Sonraki ¢alismalarda Bibersteinia trehalosi de bu gruba dahil edilmistir. Her yerde
yaygin olarak bulunan bu firsat¢1 patojen bakteriler {ist solunum yolu bolgesinde
kommensal olarak bulunmaktayken hayvanlarin maruz kaldig: rutubetli havalar, kotii
gida ve bakim kosullari, uzun siiren yolculuklar gibi artan stres faktorleri ve viral
enfeksiyonlarin gézlendigi durumlarda hizla ¢ogalarak akcigerlere go¢ edebilirler ve

tek basina da hastalik olusturabilirler (Confer, 2009; Hodgson ve ark., 2005).

P. multocida enzootik pndmoni ve shipping fever hastaliklarini kapsayan sigirlarin
solunum yolu hastaligit kompleksine neden olan bakteriyel etkenlerin basinda
gelmektedir (Dabo ve ark., 2008). Etkeninin tam olarak tanimlanamadig sigir
solunum yolu hastaliklart (BRD) vakalart c¢ogunlukla ‘shipping fever’ olarak
degerlendirilmektedir fakat bu hastalik kompleksinin gozlendigi durumlarin enzootik
buzagi pnomonisini de kapsiyor olabilecegi dikkate alinmalidir. Dolayisiyla solunum
yolu hastaliklar1 besi sigirlarinda 6zellikle siitten kesilme sonrasi, nakliye edilmeleri
ve olumsuz ahir kosullarina maruz kaldiklart durumlarda ‘shipping fever’ olarak

degerlendirilmelidir. Enzootik buzagi pnoémonisi (ECP), ‘shipping fever’ ile c¢ok



benzemektedir fakat aslinda teshisten ziyade daha cok bir tanimlamadir. Bu
baglamda buzagilarin siitten kesiminde ‘shipping fever’ dncesi ECP’nin sekillendigi
vakalar1 diisliniirsek ikisini ayirt etmek oldukca giiclesmektedir. Bununla birlikte
siitten kesim Oncesi besi danalarinda pndmoniye nadiren ratlanmaktadir. Nitekim
ECP cogunlukla kapali alanda yetistirilen buzagilarda artan solunum sistemi
hastaliklarint  kapsamaktadir. Belirsiz doga kosullarinda yetistirici, hastalig
zamaninda fark edemedigi i¢in veteriner hekimler tarafindan vaktinde tespit edilmesi
oldukca zorlagmaktadir. Tan1 kriteleri ise bu dogrultuda genellikle iki hastalik i¢in de
benzerdir (Van Donkersgoed ve ark., 1993; Virtala ve ark., 1999; Svensson ve ark.,

2006).

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de ¢iftlik hayvanlar1 solunum yolu hastaliklar
halen ciddi ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Sporadik ve enzootik karakterde
seyreden Pastodrelloz da iilkemiz hayvanciliginda biiyiik 6nem arz etmektedir.
Sigirlarda hastalik hemen her yastaki hayvanlarda goriilebiliyorken koyunlarda
hastaliga daha ¢ok siitten kesilmis kuzular yakalanmaktadir (Aydin ve ark., 2006). Bu
calismada Marmara Bolgesindeki 11 il ve ilgelerdeki tasra teskilatindan Pendik
Veteriner Kontrol Enstitiisiine (PVKE) gelen sigir ve koyun pndmonili akciger
ornekleri kiiltiirel ve molekiiler yontemlerle (Real-time PZR) incelendi. Pozitif
oldugu tespit edilen saha izolatlariyla, PVKE’ de dnceki yillarda iiretilmis olan type 1
(Robert) patojen as1 susunun DNA’lar1 birlikte dizilenerek sonrasinda Multilocus
Sequence Typing (MLST) ydntemi ile filogenetik ¢alismalar tamamlandi. izolatlarn
molekiiler diizeyde incelemeleri yapilarak teshise katkida bulunmasi, Marmara
Bolgesi bazindaki gen cesitliligini ortaya koyarak tilkemizde yapilacak olan as1

caligmalarina katkida bulunulmasi amaglanmustir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. P. multocida’mn Genel Ozellikleri
2.1.1.Tarihge ve simiflandirma

Pastorellozis’e neden olan mikroorganizmalar adlarim1 “’Pasteur”den almaktadir
(Aydm ve ark., 2006). Pasteurella multocida ilk defa 1881 yilinda Pasteur tarafindan
epidemiyolojik 6neme sahip bir vaka olan kiimes hayvanlari kolera salginininda,
atteniie ettigi bakteriyi tavuklarda immun yanit sistemini uyaracak bir as1 olarak
gelistirmeye calistigi ilk denemeler esnasinda izole edilmistir (Collins ve ark.,
1981). Daha sonrasinda P. multocida taksonomisi ve adlandirilmasi konusunda
bir¢ok degisiklige ugramistir (Fajfar Whetstone ve ark., 1995). Nerdeyse yarim asir
sonra 1929°da yaygin morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinden dolay1 P. septica,
on yil kadar sonra da P. multocida olarak gruplandirilmistir (Weber ve ark., 1984;
Fajfar-Whetstone ve ark., 1995). Pasteurella multocida tiirii, Gammaproteobacteria
sinifi, Pasteurellaceae ailesi igerisinde yer almaktadir. Bu ailenin taksonomisinde
bircok degisikler olmus, gelecekte de daha ¢ok olabilecegi iizere glincel olarak 30
adet cins diizeyinde bakteri grubu tanimlanmistir. Veteriner hekimlikte Oonem
tastyanlar ise Actinobacillus, Avibacterium, Haemophilus, Histophilus, Mannheimia,
Pasteurella ve Bibersteinia cinsleri ve bunlara ait bir¢ok tiirdiir. Taksonomik
revizyon devam ederken Pasteurella cinsine ait P. multocida’nin da dahil oldugu 13
tir halihazirda bulunmaktadir (Quinn ve ark., 2011; William ve ark., 2022). P,
multocida, Pasteurella sensu stricto iiyeleri arasinda bircok yabani ve evcil hayvanin
bulundugu genis konakg1 spektrumuna sahip en patojen tiyedir (Mutters ve ark.,1985;
Bisgaard, 1991). Sekeri (D-sorbitol ve dulcitol) fermente etme Ozelligine gore
Pmultocida subs multocida, P. multocida subsp. septica ve P. multocida subsp.

gallicida olmak tizere {i¢ alt tiirli tanimlanmistir.16S rRNA gen sekansi ve fenotip



karsilagtirilmasin1 baz alarak, kaplan 1siriklariyla iliskili izolatlar1 tanimlayabilmek
adina dordiincii bir alt tiir olan P. multocida subsp. tigris Captini ve ark. (2002)
tarafindan tanimlanmistir. Kapsiil yapist serolojik, lipopolisakkarit (LPS)
kompozisyonunu ise serotip olarak simiflandirmak i¢in esas alinan yapilardir
(Heddleston ve ark., 1972). P. multocida pasif hemagliitinasyonla geleneksel olarak
bes kapsiiler (A, B, D, E ve F) serogruba ayrilirken, jel difiizyon teknigi ile de 16
somatik serotipe (1-6) ayrilmistir (Carter, 1955; Heddleston ve Rebers, 1972). Afrika
ve Asya’da P. multocida serogrup B ve E sigirlarda ve su bufalolarrinda hemorajik
septisemi ile iligklidir (Carter ve de Alwis, 1989; Shewen ve Conlon, 1993). Diinya
capinda, P. multocida serogrup A izolatlar1 sigir solunum yolu hastaliklarinin major

nedenlerinden biridir (Frank, 1989).

2.1.2. Morfolojik, kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikler

Morfolojik olarak, P. multocida, gram negatif 0.2 x 1-2 um boyutunda kokoid ya da
kiiciik ¢omakgiklar ve nadiren de flamenter tarzda bulunan sporsuz, hareketsiz,
kapsiillidiir. Dokudan hazirlanan siirme preparatlar Giemsa ile boyandiginda bipolar
boyanma 6zelligi gosterir. Aerob veya fakiiltatif anaerob olup optimum 37 °C’ de pH
7.2-7.8 kosullarinda 24-48 saatte lireyen bir bakteridir. Kiiltlir asamasinda P
multocida’y1 izolasyon i¢in Nutrient agar, kanli agar ve cikolata agar en fazla tercih
edilen besiyerleri olsa da siiregelmis deneyimler, %5 koyun ya da %10 sigir kani
katilmis kanli agarda Pasteurella tiirlerinin izolasyon sansinin makul oranda arttig
belirtilmistir (Muhairwa ve ark., 2000; 2001; Dziva ve ark., 2000; 2001). Siv1 besi
yerlerinde bulaniklik ve tortu olustururken kati besi yerlerinde yuvarlak parlak
diizglin 1 pm ¢apinda grimsi koloniler meydana gelir, zamanla orta kisimlarinda
koyu bir saha olusur ve kanli agarda hemoliz goriilmez. Bunun yanisira P. multocida
konakg¢iya bagli degiskenlik gostererek kanli agarda mukoid ya da mukoid
karakterde olmayan koloniler olusturmaktadir. Mukoid koloniler siklikla sigir, domuz
ve tavsan pndmonik akciger lezyonlarindan izole edilirken, mukoid olmayan
koloniler daha c¢ok kanatli hayvanlardan izolasyonda gozlenmektedir. Oyle ki V
faktor bagimli izolatlarin bildirildigi de goz ardi edilmemelidir (Krause ve ark.,

1987). Kat1 besi yerinde Mukoid (M) tipi (kronik olgularda), smooth (S) ve iridesans



(F) tipi (akut olgularda), Rough tipi (R) olmak iizere 4 koloni formu vardir ve
dissosiasyona meyilli olup M>S>I>R seklinde degisime ugrarlar. Igerigindeki safra
tuzlart nedeniyle MacConkey agarda iireyemezler (Garrity ve ark., 2007; Aydin,
2006). Biyokimyasal ozellikleri kapsaminda, iireaz negatif iken ornitin
dekarboksilaz ve indol pozitiftir. Laktoz ve maltozu fermente edemezken, glikoz,
sukroz ve mannitolu kullanirlar. Ayrica D-trehaloz, L-arabinoz ve D-ksiloz
fermentasyonlar1 da degiskendir. Oksidaz ve katalaz reaksiyonlar1 poztiftir. Cevre
kosullar1 ve giines 1s18inda uzun zaman canlili@inm1 korurlar fakat deterjanlara

duyarhidirlar (Dziva ve ark., 2000; 2001; Quinn ve ark., 2011; Markey ve ark., 2013)

2.2. P. multocida Enfeksiyonlarimin Epidemiyolojisi

P. multocida enfeksiyonlar1 ekolojik ve ekonomik acidan ciddi 6neme sahiptir. Sigir
solunum yolu hastaliklarinda rol oynayan en 6nemli patojen bakterilerden birisidir
(Srikumaran ve ark., 2007; McDaneld ve ark., 2018) Enfeksiyonlar konakei, cevre ve
cesitli patojen etkenlerin etkilesimine bagli kompleks bir etiyolojiye sahiptir.
Solunum yolu hastaliklar1 ile iliskili olarak yapilan aragtirma caligmalar1 sinirl
kalmustir. insanlar, evcil ve yabani hayvanlar gibi genis konak¢1 spekturumuna sahip
ve yaygin olarak bulunuyor olmasi da bu daralmaya katkida bulunmustur. Bununla
birlikte Diinya c¢apinda prevelant kommensal ve firsatgr patojen olarak
degerlendirilmektedir (Harper ve ark., 2006; Wilson ve ark., 2013; Su ve ark., 2020).
Bakterinin st solunum yolu sisteminde kommensal olarak bulunuyor olmasi
hastalik tanisin1 giliclestirmekteyken pnémoni ile iligkilendirilebilmesi i¢in Trakeal
Yikant1 (TTW), Bronkoalveolar Lavaj (BAL) gibi postmortem kiiltiir ya da invazif
Ol¢iimler gerekmekte, fakat bu tiir 6l¢iimler siirii sigirlart i¢in pratik bir uygulama
degildir. Pmultocida primer ya da sekonder olarak patojen oOzellige sahiptir.
Ismindeki “multocida” kelimesi “cok sayida 6liim” anlamini tasimaktadir. Bu bakteri
tiirii ayn1 zamanda bir¢ok hayvan tiirlinde hastalik olusturma kabiliyetine sahip olup
ruminantlardan agirlikli olarak sigirlarda hemorajik septisemi, enzootik pndmoni,
pastorelloz (shipping fever) ve solunum yolu hastaligt kompleksine neden
olmaktayken kuslarda kanatli koleras1 (FC), domuz ve tavsanlarda atrofik rinite yol

acmaktadir. Bununla birlikte bir¢ok tiirde goriilen 1sirik yaralarina iligkin insanlar1 da



kapsayan lokal ya da sistemik enfeksiyonlara, alt ve st solunum yolu
enfeksiyonlarina yol agmaktadir (Christensen ve ark., 2005; Wilson ve Ho, 2013).
Ozellikle ¢iftlik hayvanlar1 ve su kuslar1 bakterinin yol a¢tig1 genis kapsamli 8liimciil
salginlara kars1 duyarhidirlar fakat domuz, koyun ve kec¢ide sigirlara kiyasla
salginlara daha az rastlanmaktadir (Wobeser, 1992). Enfeksiyonlar biiyiik ve kiiciik
ruminantlarda ¢ogunlukla sporadik olarak seyrederken kimi zaman enzootik boyuta
ulasarak, her yas grubunda ve her iki cinsiyette de goriilebilmektedir. Enfeksiyonlar1
atlatan siirilerde saglikli hayvanlarin yarisinin iist solunum yolu, farinks ve
tonsillerinde patojen olarak etken yasamaya devam ederken, yiliksek mortaliteye
sahiptir. Hi¢ enfeksiyon goriilmeyen siiriilerde bile hayvanlarin ortalama %3-5 aras1
orandaki bir kismu tasiyict olabilmektedir. Infeksiydz etkeni tasiyan hayvanlarin
burun akintilari, salyalar1 ile sa¢ilim olurken, bulasma daha ¢ok solunum sistemi,
sindirim sistemi ve deri yoluyla meydana gelmektedir (Aydin ve ark., 2006). Diger
bir yandan yabani ¢ift tirnakli tiirlerde salginlar devam etmekteyken nesli kritik olan
Sayga Antiloplari’nda da HS nedeniyle kitlesel 6liimler meydana gelmistir (Kock ve
ark., 2018). Hayvanlarin yasam alanindaki rutubet ve nem de enfeksiyonlarin artisina
neden olmaktadir. Oyle ki Pmultocida son zamanlarda Cin’in Giiney bélgesinde
binlerce yabani rodentin 6liimiine yol acan salgina neden olmustur (DuYong ve

ark., 2020).

2.3. P. multocida Enfeksiyonlarinin Patogenezi

P. multocida st solunum yolu florasinda kommensal olarak bulunurken sonradan
patojenite kazanabilen ¢oziimlenmesi gii¢ bir bakteri olup Pasteurella tiirleri arasinda
en patojen olanidir (Markey ve ark., 2013). Kommensal suglar ile patojen suslar
arasinda herhangi bir farkin olup olmadig: heniiz tam olarak anlasilamamistir fakat
genis kapsamda konakg¢i tiirline sahip olmasi ve olusturdugu enfeksiyonlardaki
spesifik semptomlarin sayist ve kapsami bakimindan dikkat ¢ekicidir. Yeni dogmus
buzagilar (young dairy calves), siitten yeni kesilmis ve nakliye edilen besi sigirlar1 ya
da buzagilarda goriilen zorlu pnomoni vakalarimin Pmultocida kaynakli olup

olmadiginin belirlenmesi ve sigir pndmonisine yol acan M. haemolytica ve



Histophilus somni gibi diger bakteriyel patojenlerden ayirt edilmesi ¢ogunlukla
giictiir. Aslinda bu patojenlerden birden fazlasinin pnomonik akcigerlerde, solunum
yolu viriisleri ve/veya Mycoplasma spp. ile iliskili olarak siklikla izole ediliyor
olmalari, P multocida’ nin si@ir pnémonilerinde primer patojen olup olmadig
sorusunu kuvvetlendirmistir (Gagea ve ark., 2006; Lopez ve ark., 2007). P
multocida’nin tek basina deneysel olarak sigir pndémonisini olusturmasi ve dogal
yollarla edinilmis bu pnomoni vakalarinda bakterinin diger infeksiy6z ajanlar
olmadan izole edilmesi gen¢ ya da strese maruz kalan sigirlarda primer patojen
olabilecegini gostermistir. Aniden ortaya ¢ikan bronkopndomonilere de daha ¢ok P,
multocida’nin yol ac¢tifi bilinmektedir. Bakterinin primer etken oldugu ya da
oncelikli olarak rol aldig1 hastaliklar; kanatli kolerasi, sigirlarda hemorajik septisemi,
domuz atrofik riniti ve tavsan pastorellozu olarak bildirilmistir. Pmultocida’nin
hastalik gelisimine katkida bulundugu faktorler heniiz tam olarak anlagilamamis
olsa da biliyik oranda katillm sagladigi; ruminantlarin alt solunum yolu
enfeksiyonlari, tip B’nin yol agtig1 non-hemorajik septisemi ve farkl kapsiil tiiplerini
iceren sporadik septisemi gibi enfeksiyonlar mevcuttur (Wilkie ve ark., 2012).
Bakterinin akcigerlerde olusturdugu patolojik lezyonlar arastirmacilar tarafindan
farkli yorumlanirken daha belirgin bicimde genellikle degisken miktarda intra-
alveoler hemorajiler sekillenmektedir. Bununla birlikte alveoler liimen, nétrofil ve
makrofaj iglerinde Pmultocida hiicreleri ve antijeni tespit edilmistir. Saglam ve
dejenere bakterilerden her ikisi de fagositlerin fagozomlar: igerisinde ve hiicre i¢i
Pmultocida’nin fagositler i¢cinde hayatta kaldigi goriildii (Haritani ve ark., 1989;
Dowling ve ark., 2004). Sigir pnomonisinin dogal vakalarinda meydana gelen
apselerin P. multocida’dan ziyade daha ¢ok M. haemolytica, Arcanobacterium
pyogenes veya Mycoplasma bovis enfeksiyonler1 ile iliskili oldugunu
immunohistokimyasal ¢aligmalar gostermistir (Haritani ve ark., 1990; Adegboye ve

ark., 1995; Gagea ve ark., 2006).

Aminoasit metabolizmasina bagli olarak patojen ve konak¢r arasinda gerceklesen
cross talk hakkindaki bilgiler son yillarda bir hayli ilerleme kaydetmistir. He ve ark.
(2019) tarafindan farelerde yapilan deneysel calismada; P multocida ile

olusturduklart enfeksiyonunun farelerin akcigerlerindeki L-serin, glisin ve treonin



metabolizmasinda 6nemli degisikliklere yol actigini belirtmislerdir. Calismadaki
ilging gozlemlerden birisi de L-serinin Pmultocida’nin akcigerlere kolonizasyonunu
azaltmis olmasidir. Enfeksiyon sirasinda azalan L-serinin ekzojen olarak takviye
edilmesi halindeyse farelerin yasamda kalma oranlarinin anlamli derecede arttigini
bildirmislerdir. Ayrica yine diisiik L-serin seviyesine bagli olarak akcigerlerdeki
makrofaj ve notrofil aracili inflamatuvar yanitin da azaldigimi belirtmislerdir. P,
multocida’nin patojenitesinin 6nemine dikkat c¢eken Finlandiya’daki bir bagka
caligmada ise; Sigir solunum yolu hastaligima sahip buzagilarin solunum yolu
hastaliklar1 klinik semptomlar1 ile serum akut faz proteinleri (APPS) arasindaki iligki
arastirllmistir. M. haemolytica, M. movis ve Bovine respiratuar sinsityal viriis
(BRSV) gibi bilinen patojenlere rastlanmazken P. multocida’nin tek basina var
olmasi, klinik bulgular ve APPs konsantrasyonundaki yiikselis ¢aligmanin anlamh
sonuclarindan birisi olmustur (Nikunen ve ark., 2007). Bakterilerde meydana gelen
biyofilm tiretimi son yillarda P. multocida agisindan da 6nem kazanmistir. Biyofilm
iiretim mekanizmas1 ile ilgili yapilan calismalar halen sayica fazla olmamakla
beraber bakterinin biyofilm {iretiminin tespit edildigi sigirlarin solunum yolu
hastaliklarin1 kapsayan c¢alismalar mevcuttur. Dolayisiyla bakterinin konakgida
olusturdugu 6nemli viriilens faktorleri arasinda oldugu disiiniilmektedir (Rajagopal
ve ark., 2013; Petruzzi ve ark., 2020). P. multocida igin patogenemik kapsamda
yapilan ¢aligmalar1 degerlendirdigimizde transpozon mutajenezi, in vivo ekspresyon
ve tiim genom sekansi yoluyla arastirilan gen veya gen kiimelerinin P. multocida'nin
virlilensinin ~ aydinlatilabilmesi ~ bakimindan  6nemli  yontemler  oldugu
diistiniilmektedir (Fuller ve ark., 2000; Hunt ve ark., 2001; Harper ve ark., 2003).
Varsayilan viriilens faktorlerini kodlayan, evrensel olarak altt P multocida
genomunun hepsinde bulunan bu genler; dis membran proteinlerini kodlayan genler
(ompA, ompH ve ompW), demir edinim genleri (exbB-exbD-tonB, hgbA, fur),
tiamin metabolizmas1 genleri (tbpA, tiP ve tiQ) ve adezyon/Flp pilus birlestirme
genleri (tadZABCDEFG) olarak bildirilmistir (Boyce ve ark., 2001; Boyce ve ark.,
2002; Boyce ve ark., 2004; Boyce ve ark., 2012). Biyofilm olusumu, kolonizasyon
ve patogenezde anahtar roliinii iistlendigi bilinen Tad gen lokusunun homologlari,
diger bir¢ok Pasturellalar ve gram-negatif bakterilerin genlerinde de mevcuttur

(Tomich ve ark.,, 2007). Bakterinin potansiyel viriilens genlerine dair, H.



influenzae’nin filogenetigine iligkin yapilmig listedeki viriilens genlerinden de
cikarim yapilabilmektedir (Wong ve ark., 2012). Viriilens 6zellikleriyle baglantili
olan 6zgiin genler daha Once sekanslanan her Pmultocida genomunun neredeyse
tamaminda tespit edilmistir. Bu duruma sigir akcigerinden izole edilen, genis
konjugatif biitlinlesirici element (ICE) iceren, P. multocida 3695 susu Ornek
olusturmaktadir. Bununla beraber ayni konake1 nis 6zelligine sahip M. haemolytica
PHL213 ve Histophilus somni 2336 suslarinda da benzer ICE’ne rastlanmistir
(Michael ve ark., 2012a; Michael ve ark., 2012b).

2.4. Viriilens Faktorleri

P multocida enfeksiyonlarinin patojenitesini etkileyen en 6nemli unsurlar sahip
oldugu viriilens faktorleridir. Kapsiil, lipopolisakkarit (LPS), toksin (PMT), fimbria
ve adhezinler, demir baglama proteinleri, sialik asit metabolizma proteinleri,
hyaluronidaz ve dis membran proteinleri gibi bir¢cok virulens geni mevcuttur.
Bunlardan major olanlar1 kapsiil, LPS, PMT, OMPs tip IV fimbriya (pili) ve
adezinler olarak siralayabiliriz (Harper ve ark., 2006; Dabo ve ark., 2008).

2.4.1. Kapsiil

Primer virtilens fakoétiirli olan polisakkarit yapida ve biinyesinde yiiksek oranda su
barindiran kapsiil, bakterinin su kaybini ve fagositoza ugramasini onlerken diger
yandan da serum komplementlerinin bakterisidal aktivitelerinde rol alir. Kapsiil
biyosentezinin azaldigi durumlarda viriilens kaybina ugrayan bakteri tiirii seruma
direncini yitirmektedir (Watt ve ark., 2003; Chung ve ark., 2001). Genellikle kapsiil
sahibi olan bakteri tiirleri olmayan varyantlarina kiyasla daha yiiksek viriilense
sahiptirler. P multocida kapsiiler tip antijenlerine gére A, B, D, E ve F’ den olusan
bes serogruba ayrilmistir (Boyce ve ark., 2000; Harper ve ark., 2006; Chung ve ark.,
2001). P. multocida kapsiil tip A’'nin si@ir solunum yolu hastaliklarinin primer
etkenlerinden biri oldugu yaygin olarak bilinirken, domuz pndmonisi ve kanatlh

kolerasinda da izole edilmektedir. Kapsiiler Tip B ve E suslar1 ise daha ¢ok sigirlarin



ve su bufalolarimin hemorajik septisemi vakalariyla iligkilidir. Kapsil Tip F
bagisikligt diisen kanatlilarda ve buzagilarda fibrinli peritonit vakalarinda
gortliirken, Kapsiil Tip D ‘ye domuzlarin atrofik rinitlerinde rastlanmaktadir (Dabo
ve ark., 2008). Kapsiil tip A, D ve F tipleri yakin iligkili olup sirasiyla hyaluronik
asit, heparin ve kondroitinden olusmaktadirlar. Bu polimer yapilarin ayn1 zamanda
Okaryotlarin  hiicre digi matrikslerinde de bulunuyor olmalarinin bakterinin
yiizeyindeki bilesenleri maskeleyerek konak¢inin antikor yanitinin yetersiz kaldigi
diisiiniilmektedir. Bahsedilen veriler birlikte degerlendirildiginde kapsiiliin bakterinin
konake1 hiicreye adezyonunu arttirmasindaki ve bakteriyi konak¢inin bagisikligindan

uzak tutmasindaki kritik roliinli desteklemektedir (Harper ve ark., 2003).

2.4.2. Lipopolisakkrit (LPS)

Bircok gram negatif bakteride oldugu gibi Pmultocida nin dis membraninin dig
yiizeyi agirlikli olarak LPS molekiillerinden olugsmaktadir ve lipid A bileseni giiglii
bir endotoksindir (Horadagoda ve ark., 2001). P. multocida suslarinin LPS molekiilii,
i¢ ¢ekirdek yapilarinda farklilik gosteren iki LPS glikoforma (A ve B) sahipken
(Harper ve ark., 2004; 2007a,), dis antijen yapisinin suslar arasinda degiskenlik
gostermesine bagli olarak 16 farkli LPS serovar grubuna ayrilmasina yol agmistir.
LPS, serum komplementlerine karst direng saglayabilen 6nemli bir viriilens
faktoriidiir (Muhairwa ve ark., 2002; Harper ve ark., 2007a; 2007b). Yakin zamanda
hemorajik septisemi olgusundan LPS'nin lipid A yapisina sahip oldugu P
multocida’nin 1zole edildigi bildirilmistir (Tawab ve ark., 2020). Ancak bu yapinin
tiirler arasinda korunup korunmadigi bilinmemektedir. Ilging bir bigimde baz1 LPS
mutantlar1 kanatlilarin sistemik enfeksiyonlarinda bir hayli zayif viriilense sahipken
farelerde hala sistemik enfeksiyonlara yol acabilmektedirler. P multocida’nin hiicre
yiizeyindeki bu 6nemli bilesenine karsi farkli hayvan tiirlerinde farkli yanitlarin

gelistigi gozlenmistir (Harper ve Boyce, 2017).

Saflagtirllmis Pmultocida LPS’nin oldukca antijenik bir yap1 kazanarak yaygin

vaskiiler degisiklikler ve 6liim vakalarina yol agabildigi ancak zayif bir immiinojen
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oldugu belirtilmistir. Protein ve ribozomlarla olusturdugu kompleks yapilarla hem
humoral hem de hiicresel immun yaniti daha iyi uyararak koruyucu bagisiklig
saglayabilirken, LPS ve protein tek baslarina ayr1 ayr1 uygulandiklarinda koruma
saglayamadiklar1 bildirilmistir (Heddleston ve Rebers, 1975; Tsuji ve Matsumoto,
1988; Ryu ve Kim, 2000). Konak¢inin yanitinin bakteriyi uzaklastirmaya yetmedigi
enfeksiyonun ilerledigi durumda olusan yiliksek miktarda sistemik LPS birikimi,
endotoksik soka yol acabilmektedir ve asir1 liretilen inflamatuvar mediyatorleri doku
hasar1, organ yetmezligi, septik sok ve Sliimle sonuglanabilmektedir (Harper ve ark.,
2004). Ayrica LPS kanatli kolerast ve sigirlarin hemorajik septisemi hastaliklarinin
patogenezinde ©Onemli role sahip oldugu belirtilmistir (Markey ve ark., 2013).
Bakterinin konak¢i hiicreye adezyonu LPS igerigindeki fosfokolin araciligiyla

gerceklestirdigi bildirilmistir (Galdiero ve ark., 2000).

2.4.3. Toksin (PMT)

P multocida’nin dermonekrotik toksini PMT, lizojenik bir bakteriyofaj icinde
bulunan tox A geni tarafindan kodlanir. P. multocida atrofik rinit (AR) izolatlarinin
genomuna entegre olabilen bu toksin, domuzlarin atrofik rinitineyol agan kapstil tip
D ve A ya aittir (Pullinger ve ark., 2004; Seo ve ark., 2009). A-B toksin ailesine ait
olan toksin iist solunum yolunda P. multocida hiicreleri tarafindan pasif olarak
salinmaktadir. B alan1 konak hiicrelere baglanmay1 kolaylastirirken, A alani toksinin
sitozole tasinmasini saglayarak toksik etki gostermektedir (Wilson ve Ho, 2012).
Fakat PMT’nin AR’dan baska onem tasidigt P. multocida enfeksiyonlarma dair

kesin bir bulgu heniiz yoktur.

2.4.4. Adezinler ve fimbriya

Filamentous hemaglutininler adezyonda 6nemli bir role sahiptir. Etkenin enfeksiyon
olusturabilmesi i¢in konake¢r dokusuna yapismasi temel bir Onkosuldur. P
multocida’nin memeli ve kanath konakcilarindan bir dizi hiicre tipine adezyonu
gerceklestirdigine dair birgok calisma mevcuttur (Wilkie ve ark., 2012). P.

multocida’nin filamentdz hemagliitinini, hindilerde daha az oranda olmak {izere fare
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suslarinda da viriilense katkida bulundugu belirtilmisir (Fuller ve ark., 2000; Tatum
ve ark., 2005). Smith ve ark. (2021) tarafindan yapilan bir c¢aligmada bircok
Pmultocida genomunun pthB1 ve pthB2 filament6z hemaglutinin genlerini igeriyor
olmasina ragmen HS vakalarindan elde edilen izoaltlarda rastlanmadigi bildirilmistir.
Diger bakteri tiirlerinde kodlanan bu hemagliitinin proteinlerinin PfhB1 ve PthB2
konake1 hiicrelerine baglandigi ve antifagositik etkiye sahip oldugu gosterilmistir

(Dodd ve ark., 2014; Melvin ve ark., 2015).

Pili (fimbriya) yapilar1 tutunmada 6nemli bir role sahiptir. Bircok gram negatif
bakterilerde Tip 4 fimbriya uzun filament6z yapilara sahiptir ve ayrica tutunmada rol
almaktadir (Hatfaludi ve ark., 2010). Bircok Pmultocida genomu tip 4 pili liretimi ve
baglanma yapigma (Tad) pili iiretimi i¢in gerekli, tip 4 filament siiper ailesine ait olan
genleri kapsamaktadir. Hastalik olusturmadaki rolleri heniiz tam olarak
anlagilamamis olsa da iki ayr1 mutajenez c¢aligmasi Tad pilinin viriilens agisindan
farelerdeki ve tavuklardaki onemini gostermistir (Fuller ve ark., 2000; Harper ve
ark., 2003). Tad sistemi hakkindaki bilgiler siirlidir fakat diger patojenlerde bu
sistem konak¢1 kolonizasyonu ve biofilm olusumu agisindan 6nemlidir (Tomich ve
ark., 2007). D1s membran proteinleri (OMPS) gram-negatif bakterilerde hiicre distyla
etkilesimleri agisindan 6nem tasirlar. OMP'ler hiicre membran stabilitesi ve birtakim
molekiillerin tasinmasinda rol alirlar. Coziinmiis maddelerin rastgele difiizyonu ve
bakteriye 0zgli baglayici maddelerin taginmast bu porinler tarafindan
gergeklestirilmektedir (Boyce ve ark., 2006). P. multocida’nin dis zar proteinlerinden
birist OmpA proteini immiinojenik ve antijenik agidan biiyiikk 6nem tagimaktadir.
Omp A korunmus bir yapiya sahip, membran dis yiizeyiyle temas halinde 6nemli bir
iyon kanali olmakla birlikte in vivo kosullarda da ekspresyonu yapilabilen ¢ok
yonlii bir OMP'dir (Dabo ve ark., 1997). Bakterinin konak hiicreye
kolonizasyonunu arttirdigi bildirilen adezinler gibi OmpA’ da bakterinin konake1
hiicrenin dis matriks bilesenlerine baglanmasini kolaylastirmaktadir. Hiicrenin
yapisal biitiinligiine katki saglayan Omp A serumun bakterisidal etkilerine kars1 da
direnebilen bir dis membran proteinidir (Dabo ve ark., 2003; Harper ve ark., 2006;
Nazierbieke ve ark., 2008; Sthitmatee ve ark., 2008). Bu ve bazi OMP’lere karsi

gelisen yiiksek antikor yanitlar1 virlilent Pmultocida ile miicadelelerindeki
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direngleriyle tutarli bir korelasyon sergilemektedirler (Dabo ve ark., 1997; 2003;
2005). OmpH de korunmus, homotimetrik kanal olusturan ve koruyucu antijenik
potansiyele sahip diger 6nemli dis ylizey OMP porinidir (Chevalier ve ark., 1993).
Oyle ki bugiine dek Pmultocida ydniinden arastirilan sigir izolatlarinin tiimiinde
istisnasiz tespit edildigi bildirilmistir (Lugtenberg ve ark., 1984; Chevalier ve ark.,
1993; Ewers ve ark., 2006). Bu baglamda OmpH proteni as1 aday1 olmak gibi dikkat
cekici bir potansiyele sahiptir (Luo ve ark., 1997; Vasfi-Marandi ve Mittal, 1997).
Demir virlilens genlerinin ekspresyonunu diizenleyen maddelerden biri olmasi
sebebiyle, demir edinimi bakterinin patogenezi agisindan 6nemlidir. Dolayisyla, P
multocida'nin demir araciligiyla diizenlenen dis membran proteinleri (IROMP'ler) de
viriilens faktorleri arasinda degerlendirilmektedir (Garrido ve ark., 2008; Puchalski

ve ark., 2010).

2.5. P. multocida Enfeksiyonlarinda Klinik Bulgular

2.5.1. Sigirlarda pnomoni

P. multocida ya da M. haemolytica enfeksiyonlarinin sigir solunum yolu hastaliklar
kompleksi olarak da bilinen ‘shipping fever’ hastaligimin gelisimine katkida
bulunduklar1 bilinmektedir. Sigirlarda 6zellikle de siitten yeni kesilmis buzagilarda
transport, toplanma ve stresli bakim kosullar1 nedeniyle bronkopndémoni ya da
fibrinli pléropndmoni olgulart sekillenir. Genellikle transport sonrasi bir iki hafta
icerisinde atesle birlikte istahsizlik ve halsizlik baslar ve daha sonra burun akintisi
oOkstiriik gibi respiratorik semptomlar tutarsiz bicimde sekillenebilir. Enfeksiyonun
daha ileri asamalarinda ates diisebilir fakat solunum stresi belirtileri halen ortadadir.
Etkene ilk ve siddetli bicimde maruz kalan akcigerin 6zellikle apikal loblarinin {is
kismindaki bolgeden normal olmayan akciger sesleri alinabilir (Crosby ve ark., 2022;

Harper ve ark., 2023).
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2.5.2. Hemorajik septisemi

Hemorajik septisemi P. multocida’nin akut sistemik enfeksiyonu olup ¢ogunlukla
Giiney ve Giineydogu Asya’da serotip B, Afrika’da ise serotip E kaynakli goriiliir.
Daha cok tropikal bolgelerde mevsimsel epidemiler halinde ortaya ¢ikan HS, yiiksek
morbidite ve mortaliteyle seyreder. Hastaligin klinik semptomlar1 yiiksek ates,
depresyon, subkutandéz odem, hipersalivasyon ve ishal ya da ani 6liim olarak
gozlemlenir. P multocida konakg¢inin her tarafina yayilarak karsi konulmasi zor
sistemik enfeksiyon ya da 6liime yol agabilmektedir. Perakut HS enfeksiyonlart ilk
4-12 saat igerisinde hizlica yayilarak dnceden bir klinik belirti vermeden ani 6liime
yol agabilmektedir. Enfeksiyon ates, depresyon, istahsizlik, kayitsizlik, istah kaybi
ve burun akintis1 gibi semptomlarla seyredebildigi gibi ge¢c donem klinik belirtileri
olarak; giic ve hizli solunum, mukopurulent burun akintisi, tiikrilk bezlerinde
sigkinlik, diisiik gogiis ve On ayaklar gozlenir. Hastaliga yakalanan hayvan yere boylu
boyunca uzanmig yatar vaziyetteyse, septisemi ve septik sok belirtileri gosteriyorsa
Olimiin sekillenmesi neredeyse kaginilmazdir. HS’ yi atlatan hayvanlar bakterinin
sacilimma devam ederken bazilar1 da gelecek salginlara kaynak olabilecek kronik

tasiyict olurlar (De Alwis, 1992).

2.5.3. Koyun ve kecilerde pnomoni

Sigirlarda oldugu gibi koyunlarda ve kegilerde pndmoni transport sonrasi ya da
enzootik veya epizootik hayvan gruplariyla birlikte ayni ortamda bulunmalarina
bagl olarak meydana gelmektedir. M. haemolytica, B. trehalosi ve P. multocida en
sik goriilen etkenlerdir. Buzagilarda oldugu gibi viral patojenlerle birlikte enfeksiyon,
cevresel stres faktorleri, konak¢r immiinitesi yetersizligi bakterinin  kiigiik
ruminantlarda bronkopndmoniye yol ag¢masini arttirict  faktorlerdir. Koyun
pastorellozunda farkli olarak yavru atma meydana gelebilir. Kronik olgularda anemi

ve kaseksi sonucu 6liim sekillenebilir. Prognozu genellikle iyi degildir (Aydin, 2006).
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2.5.4. Diger hayvanlar

Geng domuzlarda P. multocida enfeksiyonlarinda konkalar yikimlanirken, sekonder
olarak nazal enfeksiyonlara da yol acan atrofik rinit gériilmektedir. Bunun yaninda
bakterinin domuzlarda yol ag¢tigi pnomoniler ruminantlardaki vakalara benzerdir.
Kanatlilarda sistemik enfeksiyon koleraya yol agarken tavsanlarda nezle seklinde

seyretmektedir (Crosby ve ark., 2022).

2.6. P multocida’nin Identifikasyonu

2.6.1. Konvansiyonel yontemler

Bakterilerin konvansiyonel olarak izolasyonuna oncelikle etkenin genel ya da
bakteriye 0Ozgii selektif besi yerlerinde iiretilmesiyle baslanir ve daha sonra
identifikasyonuna yonelik birtakim biyokimyasal testler uygulanir. Bir¢ok bakteri
icin bahsi gecen kiiltiir yontemi halen en giivenilir yontem olarak kabul edilmekte ve
WOAH tarafindan altin standart olarak bildirilmektedir (Aydin, 2006; Dziva ve ark.,
2000; 2001). Nitekim Pmultocida’da i¢in de kiiltiirel yontem altin standarttir.
Pasteuralla tiirlerinin temel olarak laboratuvar ortaminda tiretilebilmesi i¢in nutrient
agar, kanli agar ve cikolata agar gibi besiyerlerinin tercihi olumlu sonuglar verse de
%35 ya da %10 sigir yada koyun kani eklenmis kanli agarlarin istikrarli bi¢cimde
basarili sonuglar verdigi goriilmistiir (Muhairwa ve ark., 2000; Dziva ve ark., 2000;
2001). Pmultocida’nin klinik Orneklerden primer olarak izolasynu konakgidaki
mevcut diger istenmeyen bakterilerin de iiremesiyle komplike bir hal alabildigi i¢in
bu durumu Onleyecek selektif besiyerleri kullanilmaktadir. Bunun yaninda
Pasteurellalar i¢in Klindamisin, Gentamisin, Neomisin, Amikasin, Vankomisin ve
Kanamisin gibi antimikrobiyallerin birlikte ya da ayr1 ayr ilave edildigi selektif
besiyerleriyle P. multocida i¢in Ordeklerde yapilan c¢alisma sonuglarmin tutarh
olmadig1 gozlenmis ve konak¢r mikroflorasinin besiyeri seciciligini etkiledigi

kanisina varilmistir (Avril ve ark., 1990; Muhairwa ve ark., 2000; 2001; 2022).
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Izolasyon asamasinda gesitli Pasteurella tiirlerini ayirt etmek icin Baldrias (1988)
besiyerlerini karsilastirarak yaptig1 fare inokiilasyon calismasinda koyun kanl
agarinin digerlerine nazaran acik ara en verimli besiyeri oldugu gézlemlemistir. Son
zamanlardaysa kanli agara ek olarak Dextrose Starch agar, Tripticase Soy agar,
Cikolata agar ve Casein Sucrose Yeast agar da primer izolasyon i¢in tavsiye
edilmistir (Christensen ve Bisgaard, 2005; De Alwis, 1999; Garrity, 2007; Quinn ve
ark., 2011). Pmultocida’nin izolasyonu i¢in kullanilacak numune se¢imleri etkene
spesifik hastaliga bagli olmaktadir. Dolayisiyla iist solunum yolu enfeksiyonuyla
seyrettigi durumlarda bronsial lavaj, nazo faringeal swap, eksudat ya da tonsillar
doku genellikle en uygun izolat olarak tercih edilmektedir (Lariviere ve ark., 1993;
DeLong ve Manning, 1994; De Jong, 1999; Jamaludin ve ark., 2005). Hemorajik
septisemi ya da kanatli koleras1 gibi septisemik vakalarda ise kan ya da heniiz yeni
O0lmiis hayvanlarin Oncelikli akciger olmak iizere diger i¢ organlari da tercih
edilmektedir. Hastaligin erken evresinde etkenin kanda tespit edilmesi oldukea gii¢
oldugu gibi antibiyotik tedavisi goren hasta hayvanlarda da baskilanmaya bagl
olarak etkene rastlanmayabilmektedir. Aerobik kosullarda 37°C’de 24 saat
inkiibasyonu takiben P multocida kanli agarda diizgiin, yuvarlak, gri renkli,
nonhemolitik mukoid veya nonmukoid koloniler olusturmaktadir. MacConkey
agarda iireme 6zelligine sahip degildir. Mikroskobik muayenede gram negatif, kisa,
oval, bipolar boyanabilen kokobasiller seklinde goriilmektedir. Eski kiiltiirlerde
degisken sekiller gosterebilmekte, kan icermeyen besiyerlerinde de daha kiiciik
koloniler olusturmaktadir. Bipolar boyanma metilen mavisi ile daha belirgindir.
Pmultocida’nin fenotipik identifikasyonu esnasinda yapilan biyokimyasal testlerin
konakc¢iya ve izolata gore degiskenlik gosterdigini bildiren g¢alismalar mevcuttur.
Kiiltiirde iireyen kolonilerin identifikasyonunda fenotipik identifikasyon temelinde
daha hizli ve giivenilir sonuglar veren BD Phoenix, Vitek 2 ve MicroScan gibi
otomotize cihazlar da kullanilmaktadir. Genellikle etkenin tanis1 bu sekilde hastalik
semptom ve konake¢i iligkisini baz alan minimal laboratuvar bulgular1 ile
yapilmaktadir ancak bu uzlagi yanlis kimliklendirme gibi biiyiikk bir riski de
beraberinde tagimaktadir. Bu riski ortadan kaldirarak daha giivenli bir identifikasyon
icin baslangictaki fenotipik testlerin genotipi ile birlikte calisilmast gerektigi
ongoriilmektedir (Dziva ve ark., 2000; 2001).
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2.6.2. Molekiiler yontemler

Konvansiyonel yontemle identifikasyonda goriilen sonuglarin degiskenligi g6z
oniinde bulundurularak teshisinin molekiiler yontemlerle (PZR) desteklenmesi
gerekliligi onemle vurgulanmaktadir. Tarihsel olarak suslart ayirt etmek igin
fenotipik yontemler kullanilmistir ve farkli serotiplerin farkli konake¢r ve klinik
semptomlarla iligkili oldugu gosterilmistir (Hatfaludi ve ark., 2010). Bununla
birlikte, fenotipik yontemlerin yarari, ayrimci giic eksikligi ve popiilasyon yapisini
yansitmamast nedeniyle sinirlt kalmistir (Blackall ve ark., 1998). REA (Restriction
endonuclease analysis), PFGE (pulsed-field gel electrophoresis), RAPD-PZR ve
ERIC-PZR gibi DNA temelli metodlar ayrim giigleri daha yiiksek olmasi sebebiyle P
multocida etkenlerinin tiplendirilmesinde kullanilmistir (Blackall ve Miflin, 2000).
Enzim aktivitelerinin aminoasit sekanslar1 ile iliskilerinin belirlenmesi amaciyla
MLEE (Multi-lokus enzyme electrophoresis) metodu uygulanmistir (Selander ve
ark., 1986). Real Time-PZR da P multocida’nin teshisinde tercih edilen
yontemlerden birisidir. En az 5 log.’tan olusan genis dinamik bir araliktaki niikleik
asitleri Olgebilmesi, bir hedef sekansin besten az kopyasini saptamasi son derece
hassas olmasi, kiiciik drnekleri analiz edebilmesi ve PZR sonrasi manipiilasyonlara
gerek kalmadan sonug verebilmesi gibi avantajlara sahiptir (Valasek ve Repa, 2005).

MLST (Multi locus sequence typing) 1998 yilindan bu yana bakteriyel izolatlarin
tanimlanmasinda kullanilan etkili ve yaygin bir yontemdir. MLST bakterideki
koruyucu gen bolgelerinin (lokuslar) niikleotid dizilerinin ¢esitliligini sekans eder.
Cogunlukla bakteriyel MLST semalarinda ortalama 400-500 baz ¢ifti kullanilir. Her
lokustaki her yeni diziye belirlendigi siraya gore bir numara atanir (adk-1, adk-2...
vb.) ve belirli bir semayr olusturan tiim lokuslarin numaralar1 bir allelik profil
belirler (6rnegin, 2-3-4-3-8-4-6) ve bir susa karsilik gelir. Her profil veya alellerin
benzersiz kombinasyonu da bir sekans tipini olusturur (ST; 6rnegin, ST-11) (Jolly ve
ark., 2014). MLST yontemi DNA sekans1 temelli oldugu i¢in diger bircok metottan
daha uygulanabilir bulunmaktadir. Rutin laboratuvarlar arasindaki karsilagtirma
testlerinde aktarilabilir oldugu icin tercih edilmektedir (Enright ve Spratt, 1998).
MLST yoénteminin bakteriyel etkenlerin genotiplendirilmesinde altin standart oldugu

iddia edilmektedir (Maiden ve ark., 1998). Bakteriler i¢in ¢alisilan MLST metodu,
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cesitli referans genlerinin sekans analizi ile standartlastirilmis bir sistem saglar,
suslarin diinya c¢apinda karsilagtirllmasina ve elde edilen izolatlarin akrabalik
iliskilerinin arastirilmasina olanak tanir (Spratt, 1999). MLST bir organizmanin
global epidemiyolojisini aragtirmak i¢in kullanilabilir; 6zellikle de nisle iliskili
suslar1 (agirlikli olarak belirli bir konak¢1 veya organ sistemi ile iliskili olan suslar)
tanimlamak i¢in verimli bir yontemdir (Hata ve ark., 2010; Sheppard ve ark., 2010).
Bu yontem ile elde edilen veriler, nis iligkili suslara yonelik hedeflenmis hastalik

kontrol 6nlemlerinin gelistirilmesine katki saglamalari agisindan 6nem tagimaktadir.

2.7. P. multocida Enfeksiyonlarinda Kontrol

Ciftlik hayvanlarinin genel saglik durumlarimi stabil kilmak, P multocida
enfeksiyonlari ve sacilimmi onlemek icin iyi hayvan yetistiricilik uygulamalar
kaginilmazdir. Bu durumun saglanabilecegi yerlerde yiiksek kalite agilama programi
yilksek seviye biyogiivenlik uygulamalar1 ile birlikte esglidiimlii olarak
gerceklestirilmelidir. Bircok 6lii P multocida hiicresi (bakterin) ve canli atteniie
asilar hastaliga kars1 gesitli etkiler gostererek koruma saglamaktadirlar fakat canli
atteniie asilar ¢capraz koruma bagisikligina yol acarak bakterinlere nazaran daha iyi
koruma saglamaktadirlar (Harper ve Boyce, 2017). Bu durumda yiizey antijenlerine
kars1 olusan immiinolojik yanitin LPS’nin  (OmpH ve PIpE) olusturdugu yanittan
daha fazla olabilecegini diisiindlirmiistiir. Yine son zamanlardaki as1 tiiriinii
karsilastirmak amaciyla E.coli ‘de yapilan bir calismada; konak¢inin bakterinin
RNA’sim1 tantyarak canlilifina karar vermesine gore immiinolojik yanit tercihini
belirledigi gézlenmistir (Ugolini ve ark., 2018). Sigirlarin Pmultocida’y1 kapsadigi
solunum sistemi enfeksiyonlarinda M.haeomolytica ve H.somni etkenleriyle kombine
edilen bakterin asilarimin verimli ve uygulanabilir oldugu bildirilmistir. Salginlar
esnasinda hemorajik septisemiye karst koruma otolog bakterinlerle, etken serogrup B
ve E suslarinin adjuvanli 6lii hiicreleri saglanabilir fakat birgok benzer asilar kisa
donem koruma saglamaktadir. Hemorajik septisemi i¢in Dagleish (2007) tarafindan
gelistirilen deneysel canl atteniie as1 gelistirildigi fakat herhangi canli bir aginin HS
icin rutinde ticari olarak kullanilip kullanilamayacagi heniiz netlik kazanmamuistir.

Domuzlarin atrofik riniti i¢in 6lii toksijenik tiirleri igeren bakterinler, inaktif toksin
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iceren toksoidler ve kombine asilar1 uygulanabilirdir. Kanatli kolerasinda canli agilar
ve bakterinler olmak tizere her iki grup asmmin kullanima uygun oldugu fakat
verimliligin degisken oldugu belirtilmistir. Mukozal asilama non-invaziv bir
yontemdir ve geleneksel sistemik agilara gore c¢esitli avantajlara sahiptir.
Enjeksiyondan ziyade agizdan veya nazal olarak uygulanmasinin daha basit oldugu
disiiniilmektedir. Mukozal yiizey, istilaci patojenlere karsi ana savunma
mekanizmalar1 arasinda ilk sirada yer almaktadir. Su anda, ticari HS asilari, canli
zayiflatilmis veya oOldiiriilen bakterilerden olusmaktadir (Holmgren ve Czerkinsky,
2005; Woodrow ve ark., 2012). Pmultocida’nin yol actig1 enfeksiyonlarda tedavi,
hayvanlarin tiirline, enfekte olan hayvan sayisina ve yerlesim yogunluguna bagl
olmaktadir. Kanatli kolerasinda eradikasyon basarisi icin popiilasyon azalmasi ve
tim isletmenin dezenfekte edilmesi gereklidir. Siirii i¢in antibiyotik tedavisi tercih
edilecekse oOncelikle etkenin antibiyotik duyarliligi belirlenmelidir. Aksi halde
tedaviyi takiben kronik enfeksiyonlarin ya da tasiyict hayvanlarin yayginlastig
goriilmektedir. Pmultocida ruminantlarin alt ve iist solunum yolu enfeksiyonlarina
yol actiginda ilk klinik bulgularla birlikte hastaligin baginda antibiyotik tedavisine
baslanilmalidir. Buna karsin sigirlarin hemorajik septisemisi hastaliginin hizli seyri

nedeniyle antibiyotik tedavisiyle hayvani korumakta ge¢ kalinmaktadir.
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calisma Alani ve Materyali

Bu calismada Marmara Bolgesindeki 11 ilgede bulunan tasra teskilatindan Pendik
Veteriner Kontrol Enstitiisii (PVKE)’ne gelen pndmonili akciger 6rnekleri ¢aligiimistir.
Laboratuvarda son bir yilda calisilan numunelerin pozitif oraninin %10’un altinda
oldugu belirlenmis olup, Marmara bolgesindeki pastorelloz hastaliginin sigir ve koyun
tiirlerindeki tahmini prevalanst %50 alinarak %99 giiven araliginda %10 hata pay1 ile
gereken numune sayis1 166 adet olarak belirlenmistir. Filogenetik analiz i¢cin dokudan
elde edilen suslara laboratuvarda direkt kiiltiirden elde edilen suslar da ilave edilerek
toplam 16 adet izolata MLST analizi yapilmistir. Arastirmanin yapilmasinda, T.C.
Tarim ve Orman Bakanligi Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun 14.12.2018 tarih, 197 say1 ve 13/2018 karar nolu yazis1 ile Etik

Kurul kararina gerek olmadigi bildirilmistir.

3.2. Referans Suslar

Enstitiitii biinyesinde lretimi yapilmis, Type 1(Robert) as1 susu Real Time PZR ve

Sekans i¢in referans sus (pozitif kontrol) olarak kullanilmistir.

3.3. Besiyerleri

Konvansiyonel yontemle identifikasyon i¢in; %5 koyun kanli agar, MacConkey agar,
Triple Sugar Iron (TSI) agar ve SIM Medium agar kullanilmistir. Suslarm saklanmasi
icin %20 gliserinli BHI besiyeri igeren boncuklu tiipler kullanilmistir. Besi yerleri
Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii’niin Besi Yeri Uretim Unitesinden temin edilerek

caligilmistir.
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3.4. Cozelti ve Ayiraclar

Fizyolojik tuzlu su (FTS): 8.76 gr. NaCl, distile suyla g¢ozdiiriilerek 1 litreye

tamamlanmistir (Lennette ve ark., 1985).

Kovaks ayiract: Izolatlarin 6n identifikasyonu i¢in indol reaksiyonunu belirlemek
amactyla, 75 ml amil alkol i¢inde 5 gr. P-dimetil amino benzaldehid ¢ozdiiriilerek,

tizerine 25 ml HCI (%37) ilave edilmistir (Lennette ve ark., 1985).

Oksidaz test strips: Bakteri izolatlarinda oksidaz reaksiyonunu belirlemek amaciyla

Microbact™ Oxidase Strips (Liofilchem) kullanilmustur.

Katalaz test ayiraci: Izole edilen suslarin katalaz reaksiyonunun belirlenmesinde

%3’liik hidrojenperoksit (H,O,) kullanilmistir.

Izolatlar1 VITEK 2 Compact cihazinda okunur kilabilmek igin bakteriyel
stispansiyonlar %0,45 saline soliisyonu kullanilarak hazirlanmistir. MLST oncesi
PZR iiriinlerinin agaroz jeldeki kontrolii i¢in %1,5’luk agaroz hazirlanmistir. 50X
TAE (Tris-Acetic Acid/EDTA), 0,5x olacak sekilde distile su ile sulandirilarak hem
jel hazirlamada hem tank suyunda yiiriitme i¢in kullanilmistir. PZR numuneleri jele
yiiklenirken 6x loading dye kuyucuklara 2x olacak sekilde numune ile karistirilarak
yiiklenmistir. Bantlar1 UV altinda gérmek i¢in Etidyum bromid ve DNA merdiveni
olarak Ladder 2000 bp kullanilmistir.

3.5. DNA Ektraksiyonu

PVKE’de iiretimi olan P. multocida Type 1 (Robert) patojen as1 susu poz referans
susu ve izolatlarin DNA ekstraksiyonu i¢in Roche Firmasi’na ait High Pure PZR
Template Preperation Kit kullanilmistir. High Pure PZR Template Preperation Kiti
binding buffer, proteeinaz K, tissue-lysis buffer, inhibitor, removal buffer, wash

buffer, elution buffer, mikrosantrifiij tiipli ve toplama tiiplerini igermektedir.
3.6. Real Time PZR Analizi
Real time PZR metodunda CyS5 boyasiyla isaretli Tagman prob ve Mastermix (Roche

Light Cycler 2x) kullanilmistir (Tablo 3.1.). Floresan okuma FAM kanalinda
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gerceklesti. Analizde Healtorce HF Save—1200 biyogiivenlik kabini ve HiMedia

Insta q96 Real Time Cihaz1 kullanilmistir (Tocqueville ve ark., 2017).

Tablo 3.1. Real-Time PZR ile Teshis primer ve prob 6zellikleri

S To wec Ammien

PmRT-SodA-1/f  GGAAGCCTTCCAAGCAGAATTTG 68.6 47.8 146

PmRT-SodA-1/r  CCGCAATAGCTTTACCCATTACAG 66.1 45.8 --
*CySa-

ProbePmSodA CGGCAGCAACCCGTTTCGGTTCAG-  78.8 62.5 --
BHQ2b

*Cy5: Cyanine 5, fluorescence reporter dye.

3.7. MLST Analizi

MLST 6n basamagi sekans analizi i¢in kullanilan PZR reaksiyonu igin; Xpert Fast

Mastermix (Grisp) ve Pasteurella multocida’nin korunmus 7 gen bolgesine (house

keeping) ait primerler Tablo 3.2.’deki gibi tasarlanmistir (pub.mlst.davies).

Tablo 3.2. MLST primer 6zellikleri

Lokus Sekans 5-3 bp
Forward Reverse

adk AAGGBACWCAAGCVCAAT CACTTTTTKYGTMCCGTC 531
aroA TTTACCDGGYTCYAAAAG TGCATCATCTTAAGGGTG 558
deoD GTGCATTTGCYGATGTTG TGSYGTKGTTTGTTCGTG 576
gbpd GATGCTGCCGATTATGG CAAGACTTTTGCCACTTC 513
gdhA CGCGTTAACCACATTACC CCCTTCAGCCACTAATTG 651
mdh TGTCCAAAAGCTTGTGTG CCTAATTCAATATCYGCACG 552
pgi GTGATTTCTGGTGAATGG GGAAATACGCTGCAAAAC 609

3.8. Diger Gerecler

— Vitek 2 Gn Id kartlar1

— Vitek cihaz1

— Thermal Cycler(simpli amp)
— Vorteks Velp Scientifica
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— Santrifiij Hettich 200R

— Hassas Terazi

— Elektroforez Tankive Power Supply Thermo Fisher

— Mikrodalga Firin

— Nano Drop Test Thermo Scientific NanoDrop 2000..

— Biyogiivenlik Kabini Healtorce HF Save — 1200

— Inkiibatér MMM Incucell

— Kuru Blok Isitic Genius

— Kapilar elektroforez cihazi ABI 3130x1 Genetik Analizor
— Otomatik pipetler (100-1000 pl, 10-100 pl, 0,5-10 ul ),
— DNase / RNase’dan arindirilmis diiz kapakli PZR tiipleri,
— UV jel goriintiileme sistemi ,

— DNase / RNase’dan igermeyen steril filtreli pipet uglart ,
3.9. Izolasyon

Laboratuvara gelen materyallerden pnémonili akciger dokusu numuneyi temsil
edecek sekilde ve etkenin tespit edilebilecegi lezyonlu bolgeler dikkate alinarak,
Once organin yiizeyi Bek alevinde 1sitilmis, spatiil ile daglanmis, bu bolge steril bir
bistiiri ile ensize edilmistir. Ensizyon hattindan organin i¢ kismina girilerek swap
yardimi ile alinan oOrneklerin %35 koyun kanli agara ekimleri yapilmis, aeorobik

kosullarda 37 °C’ de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir.
3.10. identifikasyon

Inkiibasyon sonrasinda 6n identifikasyonu igin; %35 defibrine koyun kan1 katilmig
kanl1 agar besiyerinde iireyen 1-2 mm ¢apinda gri renkli diizgiin, yuvarlak veya
mukoid o6zelikte olan non-hemolitik kolonilerden (Pasteurella spp. sipheli
kolonilerden) hazirlanan preparatlar 6nce Gram boyama yontemi ile boyanmuistir.
Gram negatif ve kokobasil (oval) goriiniimlii, oksidaz ve katalaz reaksiyonlari
pozitif oldugu tespit edilen saf kiiltiirlerden MacConkey agarda liremeyen, TSI
agarda dipte asit (sar1 renk) olusturan ve SIM mediumda hareketsiz, indol testi

pozitif ve/veya negatif olan bakteri izolatlar1 P multocida siipheli olarak kabul
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edilmistir. Siipheli izolatlar biyokimyasal test kitleri ve RT-PZR yontemiyle
identifiye edilene kadar %20 gliserinli BHI besiyeri iceren boncuklu bakteri
saklama tiiplerinde -70°C’de saklanmistir (Onat ve ark., 2010; Quinn ve ark.,

2011; Giiler ve ark., 2013).
3.10.1. Mac-conkey agarda iireme

P. multocida yoniinden siipheli olarak degerlendirilen taze ve saf kiiltiirlerden Mac
Conkey agara pasaj yapilarak, 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin
sonunda agarda bakteri kolonilerinin varlig1 ve yoklugu incelenmistir (Koneman ve

ark., 1988).
3.10.2. Hemoliz testi

Koyun kanli agara (defibrine %5 koyun kani, 5 mm kalinlikta) ekimi yapilan
bakteriler, 24 — 48 saat inkiibasyona birakildiktan sonrasinda iireyen kolonilerin
hemoliz olusturma O&zellikleri incelenerek, hemoliz 6zelligi gostermeyen gram
negatif basil ve kokobasillerin P multocida yoniinden identifikasyonuna

gidilmistir.
3.10.3. Gram boyama

Gram tekniginden mikroorganizmalarin klasifikasyonunda ve identifikasyonunda da
yararlanilmaktadir. Gram boyama i¢in, Kristal viyole, lugol, absolute alkol ve
safranin boyalar1 kullanilmistir. Bu islem i¢in taze kolonilerden 6ze ucu kadar
alinarak bir damla distile suyla lam {istiine yayilmig, kurutulduktan sonra 45
derecelik ac1 ile 3 defa alevden gecirilerek tespit edilmistir. Daha sonra preperat
tizerine kristal viyole soliisyonu konularak 1 dk bekletildikten sonra boya dokiilerek
hafif akan suda yikanmistir. Preperatin iistli liigol soliisyonuyla kaplanmis ve 1 dk
bekletildikten sonra soliisyon dokiilerek hafif akan suda yikanmistir. Absolute
alkolde preperat dekolore edilmis, sonrasinda suyla yikanmistir. Son asamada
safranin (veya eosin,sulu fuchsin ) ile 30 saniye boyanmis, suyla yikanarak boya
giderilmistir. Mikroskobik inceleme yapmak iizere, bir damla sedir yag1 preperat
tizerine konularak 100’liik objektifte muayene yapilmisir (Arda, 2015). Pasteurella

multocida stpheli koloniler gram negatif basiller ya da kokobasiller olarak
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gozlenmistir. Daha sonra bu kolonilerden igne uglu 6ze ile Triple Sugar Iron agar
besiyerine ekim yapilarak 24-48 saat inkiibasyona birakilmis, siire¢ sonunda laktoz,
glikoz ve mannitolii katobolize edebilme kabiliyetleri, dip/ylizey kisminda sar1 renk

(asit), gaz ya da H;,S olusumlari1 degerlendirilmistir (Koneman ve ark., 1988).
3.10.4. Oksidaz testi

Taze ve saf kiiltlirden 6ze yardimiyla alinan bakteri kolonisi oksidaz diskine
yayilarak siirilmiistiir. 10-15 saniye i¢inde diskin pembe — mor bir renk almasi

“pozitif”, renk degisikliginin olmamasi “negatif” olarak degerlendirilmistir.
3.10.5. Triple sugar iron (TSI) agar testi

Pmultocida siipheli olarak degerlendirilen taze ve saf kiiltiirden igne uglu oze ile
alinan tek bakteri kolonileri TSI agar besiyerinin dip kismina ve ayn1 hat boyunca
cikarilarak besiyerinin yatik ylizeyine siiriilmiis ve 37 °C'de 24-48 saat inkiibe
edilmistir. Inkubasyon sonunda besiyerinin yiizeyinde (laktoz ve sakkaroz) ve dip
kisminda (glikoz) olusan renk degisimi, gaz kabarciklart ve siyahlasma (H»S)

yoniinden degerlendirilmistir (Arda, 2015).
3.10.6. Ureaz testi

Kanli agarda iireyen saf kiiltiirden 6ze ile lireli buyyona ekim yapilmistir. 37 °C’de
18-24 saat inkiibe edilmistir. Inkubasyon sonunda besiyeri renginin kirmiziya

donmesi pozitif olarak kabul edilmistir (Arda, 2015).
3.10.7. indol testi

Pmultocida stipheli bakteri kolonisinden igne ug¢lu 6ze yardimiyla SIM mediuma
ya da triptofan igeren 3.tlip iireli buyyona ekim yapilarak 37°C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda sadece ekim hattinda iireme
hareket negatif, tiip ¢eperine dogru yayilarak meydana gelen liremeye hareket
pozitif olarak degerlendirilmistir. Daha sonrasinda besiyerine ya da 3.tiip iireli
buyyona birka¢ damla kovaks ayiraci damlatilarak iist yiizeyde pembe renkli
halka olusumu indol pozitif, renk degisiminin olmamasiysa indol negatif olarak

degerlendirilmistir (Koneman ve ark., 1988).
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3.10.8. Katalaz testi

Katalaz aktivitesini belirlemek i¢in lam iizerine bir damla %3’liik H,O; (hidrojen
peroksit) damlatilmistir. Sonrasinda taze ve saf bakteri kiiltiiriinden bir 6ze dolusu
alimarak soliisyona aktarilmistir. Gaz kabarciklarinin goriilmesi pozitif, gaz
kabarciklarmin goriilmemesi ise negatif olarak degerlendirilmistir (Lennette ve

ark., 1985).
3.11. Vitec II Cihaz ile identifikasyon

Stipheli kiiltiirlerin kesin identifikasyonlari i¢in VITEK 2 Compact sistemine ait
identifikasyon kartlar1 (VITEK 2 GN ID) kullanilmistir. Taze ve saf koloniler
Vitek 2 Compact cihazinda identifikasyonu gerceklestirmek iizere, %0,45°lik
NaCl; igeren 3 mL’ lik tiip igerisinde siispanse edildikten sonra bakteri yogunlugu
DensiChekTM cihazinda McFarland 0.5-0.63 standardina gore ayarlanarak
VITEK 2 GN ID kart ile Vitek 2 Compact cihazina yerlestirilmistir.
Identifikasyonu amaglanan izolatin bilgileri cihazdaki VITEK 2 Software yazilim
programi ile tamimlanmistir. Vitek 2 Compact sistemi tarafindan bakteriler

biyokimyasal olarak P. multocida olarak dogrulanmistir.
3.12. DNA izolasyonu

Kiiltiirde c¢alisilan tiim lezyonlu akciger dokularinin, makroskobik olarak
dokudaki lezyonlu saglikli bolge arasindaki gecis hatlarinin etken tespiti agisindan
onemi goz Oniinde bulundurularak bir miktar alinmis, bistiiri makas yardimi ile
daha kii¢iik pargalara ayrilmistir. Sonrasinda doku parcalart PBS (fosfat tamponlu
tuz) ilave edilen seramik boncuklu tiiplerde vortekslenmistir. Hazirlanan
homojenatlar ekstraksiyonu yapilmak iizere -20°C’ de muhafaza edilmistir. DNA
ekstraksiyonu, Roche Firmasi’na ait High Pure PZR Template Preperation Kit
kullanilarak iiretici firmanin protokolii dogrultusunda manuel olarak yapilmistir.
Ekstraksiyon islemi her bir oOrnek i¢in asagidaki miktar ve basamaklar

dogrultusunda gercgeklestirilmistir.

— 200 pL elution buffer hazirlanarak +70°C ‘ye ayarlanmis kuru blok

1siticitya koyularak en son basamaga kadar bekletilmistir.
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— Sirayla 200 pL homojenat, Binding Buffer, Tissue Lysise Buffer ve 40 uL
Proteinaz K 1,5 mL’lik niiclease-free mikrosantrifiij tiiplerine konulmus ve
vortekslenmistir.

— 70 °C de 10 dakika kuru blok 1siticida doku pargalar1 lize olana kadar
inkiibasyona birakilmigtir.

— Dabha sonrasinda 100 pL isopropanol ilave edilerek karigtirilmastir.

— DNA baglama tamponu igeren tipe alinan karisim 8.000 g’de 1 dk siire ile
santrifiij edilmistir.

— Yeni tiipe aktarilan karisima 500 pL inhibitor Removal Buffer eklenmis ve
8000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

— 500 pL wash buffer (yikama soliisyonu) ilave edilerek ve 8000 g’de 1 dk
sire ile santrifiij edilmis ve toplama tlipli degistirilerek bu basamak
yinelenmistir.

— Swv1 kismu atildiktan sonra biitiin tiip ek olarak 10 sn’de tam hiz santrifiij
edilmistir.

— DNA’y1 elde etmek i¢cin, DNA baglanma kodonu 1,5 ‘luk mikrosantrifiij
tiiplerine koyulmus, dnceden +70 °C ‘de 1sitilmis olan 200 pL Elution
Buffer eklenerek 8000 g’de 1 dk siire ile santrifiij edilmistir.

— Son basamakta mikrosantrifiij tiipiindeki filtreden asagiya inerek tiipiin alt
kisminda toplanan sivi, template DNA olarak kullanilmak tizere -20° de

muhafaza edilmistir.
3.13. Real Time PZR

Belirlenen toplam 166 adet pnomonili akciger doku izolatlari, rutin teshisteki
kiltiir caligsmalar1 tamamlandiktan sonra Real Time PZR calismalar1 yapilmstir.
Real Time PZR analiz kosullar i¢in Tocqueville ve ark.’nin (2017) bildirdikleri
yontem baz alinmistir (Tablo 3.3.). Firmanin protokolii dogrultusunda 100
mikromolarlik hazirlanan stoklardan, 20 pL forward primer, 20 pL reverse primer
ve 20 uL prob 80 pL niikleaz icermeyen dH,O ile her biri 100 pL olan {i¢ ayr1 stok
olusturulmustur. Calismada kullanilmak tizere; forward primer (50 pL), reverse
primer (50 pL), prob (15 uL) ve niikleaz igermeyen su (85 pL) bilesenlerinden
olusan toplamda 200 pL’lik icerige sahip primer-probe miksleri halinde
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porsiyonlanmistir. Analiz esnasinda her bir numune igin 2 pL primer probe miks,
10 pL hazir real time mastermix, 3 pL su ve son olarak da 5 pL template DNA
koyularak toplamda her bir tiip 20 pL olarak pozitif kontrol (Pasteurella
multocida Roberts tip 1 as1 susu) ve negatif kontrol (niikleaz icermeyen su)
beraber calisilmistir. Pozitif kontrol ve Template DNA’lar kabin disinda PZR
tiiplerine aktarilmistir. Uretici firma protokolii dogrultusunda bazi diizenlemeler
yapilarak termal dongiide; 95 °C’ de 10 dk inkiibasyon,40 siklus olarak 95 °C ‘de
10 sn annealing, 60 °C ‘de 30 sn baglanma, 72 °C de 1 sn uzama ve floresan

okumanin gergeklestigi basamaklar halinde ¢alisma tamamlanmistir (Tablo 3.3.)

Tablo 3.3. Real time PZR programi

Cogalma-40 dongii

Inkiibasyon Denatiirasyon Baglanma Floresan okuma

95°C -10 dk 95°C -10 sn 60°C-30 sn 72°C-1sn

3.14. Minimum Tespit Limitinin Belirlenmesi

Real Time PZR analizinde kullanilan kitin duyarligimi belirleyebilmek i¢in
minimum tespit limiti ¢alisilmistir. Pasteurella multocida Roberts tip 1 as1 susu
High Pure PZR Templete Preparation Kit (Roche) protokoliine gore ekstrakte
edilmistir. Elde edilen DNA, 10 katli seri sulandirilarak diliie edilmistir. Her bir
dilusyona Real Time PZR analizi yapilmis, pozitif sonu¢ veren 36.51 Cycle
Threshold (CIninT) degeri metodun tespit limiti olarak saptanmistir (Sekil 3.1.).
Uclii tekrar calismalariyla dogrulanmasi yapilan esik deger 36.51 CT’nin alti

pozitif kabul edilirken sonrasindakiler negatif kabul edilmistir.
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GOI - FAM

Threshold: 23,79

100
10
e
¢
T
1-
01 T T
5 10
Well Sample name Ct Reference gene Mean Ct GOI Mean Ct Ref gene Relative Conc.
At P. multocida -1 21
B P. muttocida -2 2,3
Gl P. multocida -3 2903
01 P. multocida -4 329
Ef P. muttocida -5 3,51
F1 P. multocida -6
Gt P. multocida -7
H1 NK
Sekil 3.1. Limit of Detection (LOD) gorseli
3.15. MLST Analizi

3.15.1. MLST analizi 6ncesi DNA amplifikasyonu

Real time PZR sonucunda pozitif oldugu tespit edilen oOrneklerin dokudan

ekstrakte edilen DNA’lar1 ve kultir sonunda vitek 2 cihazi ile Pasteurella

multocida oldugu dogrulanmis izolatlarin kiiltiirden ektrakte edilen DNA’lar1, P,

multocida’nin korunmus 7 gen bolgesine ait primer ¢iftleri kullanilarak amplifiye
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edildi. 100 mikromolar Primerler 1/9 oraninda niikleaz free ¢ozeltisiyle
sulandirillarak  kullanildi. Reaksiyon karigimi, 1siya dayaniklt 200 pl’lik
niikleazdan arindirilmis PZR tiipleri igerisinde, en son her bir tiipte toplamda 20 ul
olacak sekilde; 12,5 ul master mix, 1 pl Forward Primeri, 1 pl Reverse Primeri),
5,5 pl niikleazdan arindirilmis ultrasaf su ve 5 pul DNA 6rnegi eklenerek karigim
vorteks ve spin edildi. DNA’larin amplifikasyonu Letgen firmasmin yaptigi
diizenlemelerle birlikte Tablo 3.4.” te belirtilen program kosullarinda

ThermalCycler cihazinda gerceklestirildi.

Tablo 3.4. MLST 6n basamag1 amplifikasyon programi (P.multocida Pubmlst veritabani)

1 dongii 35 dongii 1 dongii

Basla?gm: Denatiirasyon Hkv Uzama Sal Depolama
denatiirasyon baglanma uzama

95 -3dk 95°C-15sn 48°C-15sn 72°C-30sn 72°C-3dk 4°C-4dk

3.15.2. Gradiyent PZR

Gradiyent PZR’la primerler ve DNA zincirinin en uygun baglanacag sicaklik
araliginin tespit edilmesi amaglandi. P. multocida MLST yontemiyle bakteriye ait
7 housekeeping (korunmus) gen bolgesini incelemek i¢in primer c¢iftlerinin
belirtilen ortalama baglanma sicakliklart (Tm°C) baz alinarak 10 °C degisken
aralikta ¢alisildi. Bu metotta pozitif kontrolle ¢alisilan primerler 6ncesinde MLST
icin amplifiye edilen PZR firlinleriyle ayni igerik ve miktarda Sekil 3.2.°de
gosterilen program kosullar1 dogrultusunda ThermalCycler (Simpli Amp)

cthazinda yiirtitildi.
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Sekil 3.2. Gradiyent PZR programi

Hazirlanan PZR firiinlerinin elektroforezle UV jel gorilintiisiinde her bir gen i¢in
yakalanan en parlak ve spesifik bantlarin karsilik geldigi sicaklik degeri en iyi
baglanma sicaklig1 olarak tespit edildi. Sonrasinda MLST i¢in sekans basamagina

gecildi.
3.15.3. MLST analizinde kullanilacak PZR iiriiniiniin goriintiillenmesi

Amplifiye edilen DNA’lar1 goriintiileyebilmek ve dogrulamak icin jel
elektroforezi kullanildi. Bu basamakta 1,5 gr %1,5 oraninda agaroz jel, 50 XTAE
(Tris Asetat EDTA) soliisyonu ile 100 ml’ye tamamlandi. Sonrasinda mikrodalga
firrnda seffaf bir renk alarak homojenize olana dek 1sitildi. Eriyen agaroz
soliisyonuna buhar ¢ikist bittikten sonra Sul ethidium bromide ilave edildi ve
dikkatle karistirildi. Diiz bir zeminde kalip tepsinin iizerine 20 disli taraklar sabit
kalacak sekilde yerlestirildikten sonra kabarcik ¢ikarmamaya 6zen gostererek
heniiz soliisyon halindeki jel yavasca dokiildii. Agaroz jelin kati halini alabilmesi
icin sollisyon oda sicakliginda ortalama bir saat kadar beklemeye birakildi. Jel
katilaginca elektroforez tankina sabit bir bigimde yerlestirildi. Taraklar yavasca
tepsiden ¢ikarildi ve bdylece DNA’larin yiiklenece§i kuyucuklar elde edildi.
DNA’lar1 kuyucuklara yiiklemek amaciyla 1 pul 6X DNA Loading dye ve baz
araligim tespit edebilmek i¢cin 5 pl 2000 bp’lik ladder kullanildi. Yiikleme
tamamlandiktan sonra DNA’lar 100 V, 400 A ‘de ortalama yaklasik 40 dk
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yiriitiildii. Son asamada karanlik odada U.V. 1s18inda jeldeki bant goriintiileri
degerlendirildi. Jelde temiz ve net bantlar veren PZR iiriinlerinin varliklar1 tespit
edildi. Boylece dogrulanan tiim ornekler sekanslar1 i¢in Pendik Veteriner Kontrol

Enstitiisii Genetik Laboratuvari’na gonderilerek analizleri gerceklestirildi.

3.15.4. MLST analizi icin hazirlanan PZR iiriiniin sekans verilerinin

okunmasi, degerlendirilmesi ve allel numaralarinin belirlenmesi

16 adet izolatin PZR amplifikasyonu, 7 korunmus gen bdlgesi (adk, aroA, deoD,
gdhA, gbpd, mdh ve pgi) i¢in MLST analizine uygun olacak sekilde pubMLST

multihost (http://pubmlst.org/pmultocida_multihost/) veritabanindaki primerler ve
protokoller kullanilarak gerceklestirildi. ABI PRISM gene analyser ve
GeneMapper Software 6 programlar1 ile elde edilen iki yonlii ham sekans
verilerinin kontrolii, hizalanmasi ve trimlenmesi, Chromas Version 2.6.6 ve Mega
11 programlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Trimlenmis sekans verileri ayrica
NCBI veritabam kullanarak da kontrol edilmistir. izolatlarin allel numaralar1 ve
sekans tiplerini belirlemek i¢in MLST analizi pubMLST veritabani
(http://pubmlst.org/pmultocida_rirdc/) kullanilmistir (Subaaharan ve ark., 2010).
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. izolasyon ve Identifikasyon Bulgular

Bu c¢alismada sigir ve koyunlarin lezyonlu akciger dokularinda Pmultocida’nin
varligi konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle arastirildi. Yapilan analizlerde
bakteri varliginin tespitinde onemli farkliliklar belirlendi. Bakteri varliginin tespit
edildigi izolatlardan 15 tanesi secilerek pozitif kontrol as1 susu ile birlikte filogenetik
analizleri i¢in sekans edildi. RT-PZR yontemi ile pozitif oldugu tespit edilen ya da
edilemeyen izolatlar bakterinin teshisi yoniinden incelendi ve elde edilen bulgular
degerlendirildi. Laboratuvara gelen pnomonili akciger numunelerinin kiiltiir
caligmalar1 yapilarak kanli agarda goriilen siipheli koloniler pasajlandi ve saf
koloniler elde edildi. Daha sonra mikroskobisi gram negatif, kokobasil, McConkey
agarda liremeyen, kanli agarda hemoliz olusturmayan, oksidaz ve katalaz pozitif
izolatlarin identifikasyonuVitek 2 Compact sistemi GN ID kart1 ile gerceklestirildi
(Sekil 4.1.- Sekil 4.5.). Toplam 166 ornekten 5 tanesinde Pasteurella multocida

kiiltiir yontemi ile izole ve identifiye edildi.

Sekil 4.1. Kanli agarda P.multocida mukoid karakterde koloni morfolojisi
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Sekil 4.2. P. multocida gram boyama sonrasi Gam negatif kokobasillerin mikroskop goriintiisii

Sekil 4.3. Triple sugar iron (TSI) biyokimyasal test sonuglari. 1.tiip: Yatik agardaki glikoz ve/veya
siikroz kullanarak kirmizi rengi sartya dondiirme (+), 2.tiip: Besiyerindeki mannitolu

kullanarak kirmizi rengi sartya dondiirme (+), 3.tiip: Urede renk degisikligi gézlenmedi(-)

Sekil 4.4. Indol negatif test sonucu

34



Biyonumara: 0001410540040001

Organizma Miktari: Segilen Organizma: Pasteurella multocida
Yorumlar:
McFarland:

Kart: GN Parti Numaras: 2411117403 |Son Kullamm  17.Ara.2020 12:00 GMT
L o Tarihi: +02:00
Identifikasyon Bilgileri - -

Durum:  Son Analiz Zamanm: 7,77 saat Tamamlandi:  29.Agu.2019 20:09 GMT

+02:00
Organizma Kaynag VITEK 2
Secilen Orzanizma 94% Olasilik Pasteurella multocida
i e Biyonumara: 0001410540040001 Uyum: Cok iyi identifikasyon

Aynlacak Analiz Organizmalan ve Testler:

Analiz Mesajlan:

Uyumsuz Olan Tipik Biopattern(ler)
Pasteurella multocida dSOR(6),dTRE(11),

Biyokimyasal Detaylar

2 |APPA - |3 |ADD - |4 |PyrA - |5 |lARL - |7 |dCEL - |9 |BGAL

10 |H2S - |11 |BNAG |- |12 |AGLTp |- |13 |dGLU + |14 |GGT - |15 |OFF

17 |BGLU - |18 |dMAL |- (19 |dMAN [+ |20 |dMNE |+ |21 |BXYL - |22 [BAlap

23 |ProA - |26 |UP - |27 |PLE - (29 |TyrA + |31 |URE - |32 |d50R +
33 |5AC - |34 |[dTAG - |35 |dTRE + (36 |CIT - |37 |MNT - |39 |5KG

40 |ILATk - |41 |AGLU - |42 |5UCT - |43 |NAGA |- |44 |AGAL - |45 |PHOS |+
46 |GlyA - |47 |0DC - |48 |LDC - |53 |Hisa - |56 |CMT - |57 |BGUR

58 |0129R |- |59 |GGAA |- |61 |IMLTa |- |62 |ELLM + |64 |ILATa

Sekil 4.5. P. multocida drnegine ait VITEK 2 Compact biyokimyasal test rapor drnegi

4.2. Real Time PZR Bulgulan

Toplanan 166 adet pnémonili sigir ve koyun akcigerleri RT-PZR ile ¢alisild1 ve 42
ornek Pasteurella multocida pozitif olarak tespit edildi. Minimum tespit limiti
calismas1 yontem boliimiinde belirtildigi iizere; Cycle time (Ct) degeri 36.51 ct’ ye
kadar olanlar pozitif kabul edildi ve cut-off degeri olarak saptandi. Tespit edilen 42
(s1g1r:12; koyun :30) adet pozitif 6rnegin 5 (s181r:3; koyun :2) adeti kiiltiir ile izole
edildi (Tablo 4.1., Sekil 4.6.). izolasyon pozitif 5 adet 6rnegin tiimii RT-PZR ile de
pozitif olarak tespit edildi.
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Tablo 4.1. Pozitif tespit edilen 6rneklerin bilgileri

Pozitif Hayvanin Kiiltiir RT Ct
Numune nevi Pozitif Pozitif Degerleri
1 Koyun - + 355
2 Koyun + + 24,4
3 Koyun - + 35,95
4 Koyun - + 23,32
5 Koyun - + 24,51
6 Koyun - + 19,11
7 Sigir - + 32

8 Sigir - + 30
9 Sigir - + 31,48
10 Sigir - + 34
11 Sigir - + 31
12 Kuzu + + 26
13 Sigir = + 36
14 Buzagi + 4 31,85
15 Koyun - + 34,47
16 Koyun - + 21,79
17 Kuzu - + 20,47
18 Koyun + 4 31,18
19 Koyun - + 20,28
20 Koyun o + 32,52
21 Koyun - + 31,76
22 Koyun - + 34,21
23 Koyun - + 26,55
24 Koyun - + 25,09
25 Koyun - + 30,78
26 Koyun - + 26,45
27 Kuzu - + 34,33
28 Sigir - + 18,3
29 Koyun - + 29
30 Koyun - + 34,8
31 Koyun - + 31,46
32 Koyun - + 24,95
33 Koyun - + 32,74
34 Sigir - + 32,6
35 Koyun - + 30,26
36 Sigir + + 22,26
37 Koyun - + 31,4
38 Sigir - + 29,8
39 Kuzu - + 24,23
40 Koyun - + 31
41 Koyun - + 17
42 Buzagi- - + 36,48
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Sekil 4.6. Real-Time PZR analiz sonucu amplifikasyon egrileri ve Ct degerleri. U :Ornek, P: Pozitif
kontrol, N:Negatif Kontrol Lod degeri 36.51 oldugundan {izeri negatif deger olarak kabul
edildi, 7 6rnek pozitif tespit edildi

4.3. Multiloqus Sequence Typing Bulgular:

RT-PZR ile pozitif oldugu tespit edilen 42 doku izolatinin arasindan Cycle time (Ct)
degerleri goz Oniinde bulundurularak biitge dogrultusunda 20 adet doku izolatinin
sekans i¢in primer optimizasyon caligmalar1 yapildi fakat non spesifik baglanmalar
giderilemedi. MLST yontemi i¢in primer degisikligine gidilerek bakterinin ¢oklu
konak¢ida bulunmasma 6zgii daha giincel olan primerler temin edilerek yeniden
optimizasyon calismalar1 yapildi ve 10 adet doku izolatinda istenilen araliktaki
bantlar elde edildi. Biitce ve zaman kisitlilig1 degerlendirilerek filogenetik ¢calismanin
amacina uygunsuzluk tasimayan non spesifik baglanmalarin goriilmedigi 5 adet P.

multocida saf kiiltiir izolat1 sekans icin secilen Orneklere dahil edildi. MLST igin
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calisilan 15 izolat, 7 adet primerin her biri i¢in optimize edildi. Daha sonra
konvansiyonel PZR ile PZR iiriinleri elde edilen 6rneklerin sekanslar1 gergeklestirildi

(Tablo 4.2, Sekil 4.7, Sekil 4.8.).

Tablo 4.2. Sekans edilen drneklerin bilgileri

Ornek Ornek ismi Hayvan nevi Ct degeri
sirasi

1 Doku ekstraksiyon 1 Koyun 244
2 Doku ekstraksiyon 2 Koyun 23,32
3 Doku ekstraksiyon 3 Koyun 24,51
4 Doku ekstraksiyon 4 Koyun 19,11
5 Doku ekstraksiyon 13 Koyun 20,28
6 Doku ekstraksiyon 24 Koyun 30,26
7 Doku ekstraksiyon 25 Sigir 22,68
8 Doku ekstraksiyon 26 Koyun 31,4
9 Doku ekstraksiyon 28 Kuzu 2495
10 Doku ekstraksiyon 30 Koyun 17
11 Kiiltiir ekstraksiyon 3 Koyun 244
12 Kiiltiir ekstraksiyon 5 Sigir 26
13 Kiiltiir ekstraksiyon 7 Koyun -
14 Kiiltiir ekstraksiyon 9 Sigir -
15 Kiiltiir ekstraksiyon 11 Koyun -
16 Ast susu PK - 16
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Sekil 4.7. Sekans oncesi elde edilen PZR {irlinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii. M:Marker

2000 bp, K:Kiiltiir izolatt PZR {irtinli, D:Doku izolat1 PZR iiriinii, PK:Pozitif kontrol , NK:
Negatif kontrol. Primer Deo:576 bp

D 25.2023-07-28.801 21277005 - Ceomas
File Ede Optoms Hep
@ & Vv e -
Open Gpon Pt Nt
-

z
Reverse Eshance

°* |3

Sekil 4.8. MLST analizi i¢in yapilan sekans analizi 6rnegi

15 izolat ve bir as1 susu i¢in hizmet alimi sonucu elde edilen sekanslarin ham veri
datalarinin forward ve reverse okumalar1 yapilmis ve gen bdlgelerine ait
consensuslar1 belirlenmistir. Tablo 4.3.’de belirtilen bazi izolatlarda ise amplikon
olusumu tekrarlanan optimizasyon ¢alismalarina ragmen saglanamadi. Optimize

edilen izolatlarin fasta formatinda elde dilen verileriyse veritabanina yiiklendi fakat
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korunmus gen bolgelerine karsilik gelen allelik profillerin yeterli nitelige sahip

olmamas1 sebebiyle sekans tipleri tanimlanamadi.

Tablo 4.3. Sekans tipi belirlenemeyen 6rneklerin tablosu

Izolat adk aroA | deoD gdhA g6pd mdh pgi ST
1 100 2 40 4 42 nd
2 27 82 2 25 4 27 nd
3 16 22 25 9 42 nd
4 27 47 4 33 7 57 41 nd
5 3 8 23 9 4 27 nd
6 27 25 32 42 nd
7 26 2 1 72 1 nd
8 20 65 1 25 32 41 nd
9 9 65 23 9 32 2 nd
10 27 30 2 25 2 60 27 nd
11 11 68 2 48 49 22 nd
12 16 32 47 1 1 8 nd
13 34 40 40 30 62 34 nd
14 98 19 16 36 31 94 nd
15 32 1 16 1 72 1 nd
16 26 20 24 22 56 9 25 nd

ND:Belirlenemedi

40



BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Sigir yetistiricileri ve hayvan sagligi alant uzmanlart solunum yolu hastaliklarinin
etkilerini azaltma konusunda ciddi giicliikler yasamaktadirlar ¢iinkii hastalik oldukca
kompleks bir yapiya sahiptir. Kuzu pnémonileri de benzer bir etiyolojiye sahip
oldugu gibi her iki tiir i¢in de tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de ciddi ekonomik
kayiplar s6z konusudur (Horwood ve Mahony, 2011). Sigir ve koyunlarin solunum
yolu florasinda bulunan firsat¢1 patojen oldugu bilinen P. Multocida, yer aldigi
olgularda primer veya sekonder patojen olarak rol oynamaktadir (Harper ve ark.,
2006; Quinn ve ark., 2011). Identifikasyon siirecinin énemli bir boliimii izolatin
alindig1 hayvan ile ilgili bilgilerin yer aldigir asamadir. Ciinkii bir¢ok tiiriin kendine
0zgli konak tercihi vardir. Pastorellozun kesin tanisi infekte dokulardan etkenin
izolasyonuna dayanmaktadir. P. multocida’nin identifikasyonu i¢in kullanilan kiiltiir
yontemi WOAH tarafindan altin standart olarak bildirmistir (Glennsonger ve Post,

2010; Dziva ve ark., 2000; 2001).

Ulkemizde ve Diinya’da sigir ve koyunlarda solunum sistemi enfeksiyonlarina sebep
olan P. multocida’nin konvansiyonel ve molekiiler yontemlerle identifikasyonuna
yonelik ¢ok sayida arastirmalar mevcuttur. Ulkemizde de agirlikli olarak sigir
solunum yolu hastaliklarina yonelik Pmultocida’yi da igeren epeyce calismalarin
oldugunu sdyleyebiliriz. Haziroglu ve ark. (1997) tarafindan yapilan bir aragtirmada
pnomoni tablosu goézlenilen 100 adet buzagi akcigerlerinden %8 oraninda
Pmultocida i1zole ettiklerini rapor etmislerdir. Erzurum yoresini kapsayan bagska bir
calismada pnomonili sigir akciger orneklerinden kiiltlirel yontemlerle %4,5 oraninda
P. multocida izole edildigi bildirilmistir (Dinler, 1998). Elazig’da yapilan 500’tinde
pnomoni tablosunun tespit edildigi akciger orneklerinden yapilan bir ¢alismada;

bakteriyolojik ve biyokimyasal yontemlerle 30 (%6) 6rnekte P. multocida identifiye
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edilmistir (Kili¢ ve Muz, 2004). Ege bolgesinde yapilan bir diger ¢alismada Aydin ve
Izmir’deki mezbahalardan alman 570 sigir intratrakeal svabin 28 (%4,9)’inden P
multocida izole ve identifiye edilmistir (Erbas, 2007). Hatay bolgesindeki pndmonili
122 sigir akciger orneginden 3’iinden bakteriyolojik ve PM-PZR yontemleri ile P,
multocida identifiye edildigi bildirilmistir (Ulker ve ark., 2012). Eser ve ark. (2020)
tarafindan yapilan in vitro kiiltiirii gerceklestirilen 200 adet pnomonili koyun ve sigir
akciger orneklerinde P. multocida izolatlarinin %4’linlin sigir ve %3’iinlin koyun
akcigerine ait oldugunu belirtmislerdir. Adana’da yapilan bir ¢calismada 2017-2018
yillart arasinda pndmoni semptomlar1 gosteren 100 adet sigirdan toplanan akciger
orneklerinden  konvansiyonel yoOntemlerle 58 Ornegin  identifikasyonunun
saglandigin1 ve %13’tinde P. multocida identifiye edildigi rapor edilmistir (Karahan
ve ark., 2020). 2016-2019 yillar1 arasinda Giineydogu Anadolu, I¢ Anadolu,
Karadeniz ve Akdeniz bdlgelerini kapsayan 850 sigir, 300 koyun ve 100 adet kegi
akcigeri olmak iizere toplamda 1250 adet 6rnek ile yapilan bir ¢alismadaysa 66
(%71.73) sigir, 19 (%20.65) koyun, 7 (%7.6) keci drnegini kapsayan toplamda 92
adet Pmultocida identifiye edildigi bildirilirken en yiiksek izolasyon oranma I¢
Anadolu Bolgesi’ndentoplanan 2016 yilina ait izolatlarda rastlanildig1 bildirilmistir
(Sakmanoglu ve ark., 2021). Marmara Bolgesi’nde pnomonili sigir, koyun ve kegi
akcigerlerini igeren 152 adet drnegin calisildigi ve 2018- 2021 yillar1 boyunca izole
edilen Pmultocida oraninin %11,8 (n=18) oldugu bildirilmistir (Baykan ve ark.,
2023). Kiitahya ilinde bir mezbahadan saglikli goriinen sigirlardan toplanan 210 adet
akciger 6rneginin iki tanesinde (%0,95) Pmultocida identifiye edilen ¢alismadaysa
olduk¢a diisiik olan izolasyon oranina saglikli hayvan materyali kullaniminin yol

act1g1 diistintilmiistiir (Arslan ve Kenar, 2023).

Ulkemizde koyun pndmonilerine yol acan etkenlere ve Pmultocida’ya dair yapilan
caligmalarin  uzun yillardir stiregeldigi  gozlenirken elde edilen sonuglar
dogrultusunda P. multocida’nin %2,9 ile %31,6 oranlar1 arasinda pozitiflige sahip
oldugu belirtilmistir (Dag ve ark., 2018). 1993-1995 yillar1 kapsaminda 47 pnomonili
kuzu akciger 6rnegini inceleyerek yaptiklari bir calismada P. multocida pozitifligini
%2,12 olarak bildirmislerdir. Konya’da kuzularda yapilan bir arastirmadaysa P

multocida izolasyon oraninin %15,9 oldugu bildirilmistir (Gilindiiz ve Erganis, 1998).
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Bolgelerindeki pndmonilerin kuzu hastaliklarinda ve 6limlerinde en 6nemli sorun
olma oOzelligini tasimaya devam ettigini bildiren baska bir ¢calismada P. multocida
pozitifligi % 10.52 olarak belirtilmistir (Orug, 2006). Sanhurfa ilinde c¢alisilan 240
adet pnomonik koyun akciger 6rneklerinden standart metotlarla 76 (%31,6)’sinda P,
multocida pozitifik elde edilmistir (Tel ve Keskin, 2010). Kars’ta gerceklesen bir
calismada 100 adet pnomonili koyun akcigerinden 3 tanesinde %3 oraninda P,
multocida pozitif bildirilmistir (Dag ve ark., 2018). Erzurum yoresinde koyun
pnomonilerine dair en giincel verilere sahip olan bir ¢alismada P. multocida
pozitifligi koyunlarda %3 olarak belirlenirken sigirlarda % 5 olarak bildirilmistir
(Eser ve ark., 2020). Ege Bolgesi’nde toplanan 200 adet pndmonik kuzu ve koyun
akciger orneginin izolasyon ve identifikasyon c¢aligmalari neticesinde 22/200 (%11)
oraninda P. multocida identifiye ettiklerini bildirmislerdir (Ozavci ve ark., 2022).
Daha 6nce yapilan bazi ¢aligmalarda da kuzu ve koyunlarda fibrinonekrotik pnémoni
vakalarindan en fazla Pmultocida ve M.haemolytica’nin izole edildigi bildirilmistir

(Ozyildiz ve ark., 2013; Dag ve ark., 2018; Singh ve ark., 2018a.)

Diinya genelinde yapilan izolasyon ¢alismalarina baktigimizda; toplanan 61 adet
pnomonili buzagi akcigerlerinden 18’inde (%29,5) P. multocida tespit edildigi
bildirilmistir (Madsen ve ark., 1985). Danimarka’da yapilan bir baska arastirmada
pnoémonili 72 buzag akciger 6rneginin 10’unda (%13,8) P. multocida izolasyonunun
gerceklestigi belirtilmistir (Tegtmeier ve ark., 1999). Oklahoma’da 1994-2002
yullarin1 kapsayan calismada pndmonili buzagilarin akcigerlerinden P. multocida
izolasyonunun %34,7 oldugu ve bu izolasyon oraninin yillar bazinda degisiminin

%20 ile %47,4 oraninda oldugu bildirilmistir (Welsh ve ark., 2004).

Hindistan’da yapilan bir ¢alismada 200 adet pnémonik koyun ve kuzu akcigerinin 22
(%11)’sinden P. multocida izole edilmistir (Singh ve ark., 2018). Etiyopya’daki
baska bir calismada, 176 koyun ve sigir pndmonik akciger 6rneginin %6,83’linde P,
multocida pozitifligi elde edilirken dagilimlar1 koyunlarda %8,43, sigirlarda %5,38
olarak belirtilmistir (Tolera ve ark., 2019). Finlandiya’da yapilan bir arastirmada 84
buzagidan toplanan trakeal lavaj 6rneginin 17 (%14,3)’sinde P. multocida pozitiflik

elde edilmistir (Nikunen ve ark., 2007). Kanada’da SSH semptomlar1 gosteren 99
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buzagida yapilan baska bir ¢calismada da P. multocida pozitiflik oran1 %19,1 olarak
rapor edilmistir (Gagea ve ark., 2006). Iran’daki bir calismada enfekte ve saglikli
goriinimlii 120 adet sigir akciger dokusundan 14 (%11,6)’iinde P multocida
pozitiflik tespit ettiklerini bildirmislerdir (Ashrafi ve ark., 2022).

Sunulan caligmadall8 adet koyun, 48 adet sigir pnomonili akciger dokularinin
standart kiiltiirel yontemle izolasyon caligmalar1 neticesinde 2 tanesi sigir 3 tanesi
koyun izolat1 olmak iizere toplamda 5 adet (%3,01) drnekten Pmultocida izole ve
identifiye edildi. Pozitiflik oranlarina gére P.multocida’nin identifikasyon dagilim
orani s1girda %4,16 iken koyunda %2,54 olarak hesaplanmistir. Bakteriyel izolasyon
sonuclar1 diger ¢alismalarla karsilastirildiginda uyumluluk ya da farkliliklarin oldugu
gozlenmektedir. P multocida enfeksiyonlarinin yayilist genel olarak bolgeler ve
tilkeler arasinda farklilik gosterebilmektedir. Bu farkliliklara yol acan etkenleri
materyal bazinda degerlendirdigimizde; materyalin miktari, makroskobik bulgulari,
orjinleri ve tiirii, elde edildigi konagimn tiirii, temin edilme sekli ve zaman dilimi,
konagin yasi, bakim ve beslenme kosullar1 olarak yorumlanabilir. Bunlarin yaninda
caligmalarin kapsamindaki cografi bolge, iklim yapist ve calismalarda yapilan
uygulama farkliliklar1 gibi daha bir¢ok degiskenin bu faktorler arasinda yer
alabilecegini diisiindiirmektedir. Izolasyonu etkileyen birgok degisken faktdriin
mevcudiyeti ve izolatlarin biyokimyasal 6zelliklerindeki degiskenlikler nedeniyle de
konvansiyonel ve bakteriyolojik yontemlerle yapilan teshislerin molekiiler
yontemlerle de desteklenmesi 6nemle vurgulanmaktadir (Dziva ve ark., 2000; 2001).
Solunum sistemi enfeksiyonlarimin goriildiigli vakalarda PZR tabanli analizlerin
geleneksel kiiltiirel  yontemlere  kiyasla daha  fazla hassasiyet gosterdigi

belirtilmektedir (Bell ve ark., 2014).

Ulkemizde P. multocida igin yapilan molekiiler calismalara bakildiginda, calisilan
PZR yontemleri arasinda RT-PZR’a rastlanmamustir dolayisiyla sunulan ¢alisma bu
yoniiyle iilkesel capta ilk olma niteligine sahiptir. Karahan ve ark. (2020) tarafindan
Mycoplasma bovis i¢in ayn1 Orneklerle es zamanli olarak kiiltiir ve RT-PZR
yonteminin birlikte calisildigi bir arastirmada RT-PZR pozitifligi kiiltiire oranla,

sunulan caligmadakine benzer sekilde yiiksek bulunmustur. Diinya’da bakteriyel
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teshis amaciyla uygulanan RT-PZR calismalarina  bakildiginda, Ziirih
Universitesi'nde domuzlarda progresif atrofik rinite (PAR) yol acan tox-A genin
varligin1 arastirmak i¢in nasal svaplarda kiiltiir bazli konvansiyonel PZR ve RT-PZR
ile tox-A genini incelemislerdir. Tox-A pozitifligi RT-PZR ile %49,8 olarak tespit
edilirken konvansiyonel PZR ile bu oranin %44,3 oldugu belirlenmis. Buna bagh
olarak domuzlarda PAR’1n genis ¢apli izleminde RT-PZR’1mn daha hassas, verimli ve
pratik bir yontem oldugu bildirilmistir (Scherrer ve ark., 2016). Tocquevilleve ark.
(2017) tarafindan domuzlarda deneysel olarak yapilan bir arastirmadaysa kiltlir ve
RT-PZR sonuglarinda istatiksel anlamda farklilik gozlenmedigi bildirilmistir fakat
yiikksek sensitiviteye sahip olmasi, canli domuzlardaki P. multocida miktarini
belirleyerek domuzlarda ve insanlarda bakterinin yol agtig1 enfeksiyonlarin
kontroliine yardimci olmasi amaciyla RT-PZR metodunun rutin olarak kullanimi
Onerilmistir. Yine ayni aragtirma neticesinde P. multocida’nin domuzlarda hizli
yayilim gosterdigine dikkat c¢ekilmis, insanlarda menenjite yol agtigina deginilerek
zoonoz bir bakteri oldugu vurgulanmistir (Mutters ve ark., 1985; Register ve ark.,
2012; Bardou ve ark., 2015; Pond ve ark., 2015; Boyanton ve ark., 2016).
Hollanda’da gergeklesen bir bagka c¢alismada sigir solunum yolu hastaliklarina
iligkin (SSH) Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Histophilus somni ve
Trueperella pyogenes olmak iizere dort bakteriyel etken bronkoalveoler lavaj (BAL)
izolatlarindan multiplex real-time PZR (theRespoCheck PZR) ile P. multocida igin
cut-off degeri dogrultusunda 40 ct alt1 pozitif kabul edilerek incelenmistir.
RespoCheckPZR’1n es zamanl olarak bu dort bakteriyel etkeni tespit edebilmek i¢in
giivenilir ve hassas bir yontem oldugu gosterilmis olup standart bakteriyolojik
metotlara gore daha kapsamli ve hizli sonug verdigi belirtilerek bilhassa genis 6l¢ekli
calismalar i¢in tercih edilmesi Onerilmistir (Wisselink ve ark., 2017). Loy ve ark.
(2018) tarafindan yapilan bir arastirmada, Nebraska Universitesi-Lincoln Veteriner
Teshis Merkezi'ne sigir solunum yolu hastaliklar1 kompleksi (SSHK) siiphesi ile
gonderilen 185 izolatta (nazal svap=43, akciger dokusu =47 ve derin nazofarengeal
svap=95) P. multocida, M. haemolytica, H. somni, M. bovis etkenlerini Real-Time
PZR ve izolasyon yontemleriyle incelemislerdir. Etkenlerin RT-PZR tespit oranlar
sirastyla % 64, % 73, % 26 ve %29 iken izolasyon oranlar1 % 47, % 34, %7,5 ve %

12,4 olarak belirlenmistir. En sik goriilen etken birlikteliginin, M. haemolytica ve P.
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multocida oldugu bildirilmistir. Teshis amaciyla gonderilen 6rneklerin ¢ogunlukla
antimikrobiyallerle tedavi edilmis olmasi ya da laboratuvara ulasana kadar asiri
bakteriyel ¢ogalmanin sadece kiiltiir ile ¢alisilan numunelerde yanlis negatiflige yol
actigr belirtilmistir. Bu literatiir ¢alismasi ile elde ettigimiz sonuglar benzerlik
gostermekte olup, birbirlerini yiiksek oranda destekler niteliktedir. Bu dogrultuda P,
multocida’nin RT-PZR ile tespitinin izolasyona kiyasla verimliligi konusunda kanaat
birligi olugsmustur. Suudi Arabistan’da pnémonili ya da solunum sistemi hastaliklari
stiphesi tasiyan koyunlarda gergeklestirilen bir arastirmadaysa postmortem olarak 57
nazal svap ve 43 akciger dokusu toplayarak drneklerin kiiltiirle izolasyonlar1, VITEK
2 sistemi ile biyokimyasal identifikasyonlari, antibiyotik duyarlilik testleri ve direkt
molekiiler identifikasyonu RT-PZR ile c¢alisilmistir. P multocida etkeni kiiltiirel
yontemle hi¢ izole edilemezken RT-PZR ile pozitiflik 6 adet (%6) akciger dokusunda
tespit edilmistir. Calismadan elde edilen sonuglar sunulan ¢aligmanin sonuglariyla
biiyiikk oOlgiide ortiismektedir (Alarawi ve ark., 2020). Kumar ve ark. (2020)
tarafindan yapilan bir bagka arastirmada P. multocida’nin biiyiikk genis Olgekli
epidemiyolojik calismalar1 ve patogenezinin aydinlatilmasi kapsaminda, RT-PZR
yonteminin yiiksek verimlilige sahip olmasi, bakteriyel DNA’y1 dogru tespit etmesi
ve miktarini belirlemedeki verimliligi sebebiyle yararli bir yontem oldugu
belirtilmistir. P multocida’nin hizli ve spesifik tespiti icin bu yontemin degerli bir
tan1 arac1 oldugu sonucuna varilmistir. S1gir pastorellozuna ve hemorajik septisemiye
yol agan P. multocida serogruplarmin (A, B, E) belirlenmesini hedefleyen bir
calismada multipleks RT-PZR’1n yiiksek 6zgiilliikk ve duyarlilikta bir yontem oldugu
belirtilmistir. Bununla birlikte erken ve hizli tan1 i¢gin RT-PZR metodunun tercih
edilmesi Onerilerek as1 gelistirme ¢aligmalarina sunacagi katki vurgulanmistir (Wang

ve ark., 2023).

Bu ¢alismada 118 adet koyun, 48 adet sigir pndmonili akciger doku izolatlart RT-
PZR yontemi ile calisilarak 30 (%25,4) koyun, 12 (%25) sigir olmak iizere toplam
166 numuneden 42’si (%25,3) Pmultocida pozitif tespit edildi. Standart kiiltiir
yonteminde P. multocida pozitif identifikasyon sayilarinin 3 (%2,54) koyun,
2(%4,16) sigir olmak iizere toplam 5 (%3,01) adet oldugu goz Oniinde
bulunduruldugunda pozitiflik oranlarimin yiiksek farkliliga sahip olmasi dikkat
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cekici bulunmustur. Bu farkliliklara yol agan en oOnemli faktorlerin sahadan
laboratuvara gelene kadar gecen zaman diliminde Orneklerde meydana gelen asiri
bakteriyel iiremenin ve Oncesinde hayvanlara uygulanan antibiyotik tedavilerinin
olabilecegi diisiiniildii. Etkenin teshisini etkileyen bu faktorlerin arastirilmasi
konusundaki caligmalara duyulan ihtiyacin solunum yolu hastaliklariyla ve P
multocida enfeksiyonlariyla miicadelede kontrol bakimindan biiylik 6nem arz ettigi
kanaatine varildi. RT-PZR yonteminin klasik kiiltiirel yonteme kiyasla; P.multocida
enfeksiyonlarinda etkenin hizli teshisine dolayisiyla erken taniya gidebilmenin
hastalikla miicadelede yiiksek verimlilik saglayacagi gbzlendi. Gerekli validasyon
calismalar1 saglandiktan sonra Pmultocida’nin teshisi i¢in RT-PZR’in rutin
laboratuar uygulamalarinda direk teshis veya kiiltiirel yontemi destekleyici bir

yontem olarak kullanilmasinin faydali olacag: diisiiniildii.

MLST tiplendirme metodu bakteriyel hastaliklar kapsaminda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bakteriyel evrimin anlagilmasini ileri diizeye tasimis ve bakteriyel
hastaliklarin epidemiyolojisine iliskin i¢goriiler saglamistir. Hastalik salginlariin
sirveyanst ve kontrolii baglaminda, bulasici hastaliklari hizli bir sekilde
tiplendirebilmek ve takip edebilmek acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Birgok
calisma MLST'nin zoonoz hastaliklarin ortaya ¢ikisi, salgin hastaliklarin tespiti,
prevalans oranlarinin tahmini ve viriilans faktorlerinin kokenlerinin (vertikal veya
horizontal tasinan) belirlenmesi gibi durumlarda kullanimini 6rneklendirmistir.
MLST verileri ayrica popiilasyonun yapisini anlamak, antibiyotik direncinin ortaya
cikisini ve yayilimini incelemek icin de kullanilmistir (Ibarz-Pavon ve ark., 2011;
Palazzo ve ark., 2011; Vanderkooi ve ark., 2011; Egger ve ark., 2012). Halihazirda
kullanilan semalar her gegen giin artarken, MLST en yaygin kullanima sahip patojen
tiplendirme yontemi haline gelmistir. Eski yontemlere (serotipleme; MLEE) kiyasla
baktigimizda, genetik c¢esitliligin kullanima dahil edilmis olmas1t MLST'ye evrensel
olarak karsilastirilabilen (semalar kapsaminda), kolayca dogrulanabilen ve
laboratuvarlar arasinda kolayca paylasilabilen degisken veriler iiretme avantaj
saglar. Genel dizileme teknolojisinin  kullanilmasi, MLST'yi  tamamen
otomatiklestirilebilen ve tek izolattan binlerce 6rnege kadar dlceklendirilebilen genis

capta uygulanabilir bir metodoloji haline getirmektedir. Dizileme teknolojisi
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ilerledikce, patojen populasyon dinamiklerini anlamamizi ve verilerin
yorumlanmasini kisitlayan otomasyon maliyetlerinin yiiksek olmas1 gibi ticari
sorunlarin  giderilmesi  iimit edilmektedir. Ayrica, housekeeping genlere
odaklanilmasi, hem yerel hem de kiiresel Olceklerde patojen populasyon genetik
parametrelerini hesaplamak icin kullanilabilecek 6nemli miktarda genetik veri
saglamaktadir. Bu parametreler komplike patojen evrim modelleri ve epidemiyoloji
modelleri olusturmak i¢in kullanilarak hastaligin yayiliminin nasil kontrol
edilecegine dair anlayisimizi da gelistirecektir. Mevcut mikrobiyal genomlarin hizla
artmasi, housekeeping genler icin veri madenciligini daha uygulanabilir hale
getirecek ve yeni MLST semalar1 olusturmak i¢in gereken zaman ve maliyeti
azaltacaktir. Halen MLST metodunun temel dezavantaji housekeeping gen
bolgelerinin se¢iminin referans genomlar gerektiriyor olmasidir (Parkhill ve ark.,
2003). Ayrica, tim patojenler MLST metodu i¢in uygun degildir. Baz1 patojenler
(6rnegin, Mycobacterium tuberculosis ve Yersinia pestis) tim genomlar1 boyunca
cok az varyasyon gosterirler ve yiiksek ihtimalle suslarinin ayirt edilebilmesi i¢in
heniiz yeterli genetik varyasyona sahip olmayan "evrimsel olarak gen¢" patojenleri
temsil ederler. Diger yandan bakteri genomlarinin ¢ok fazla varysayon bririkimine
sahip oldugu durumda hosusekeeping genler tipleme igin yeterli bilgiyi
saglayamamaktadir. Post genomik doneme baktigimizda tiim genom verileri
ulagilabilir hale gelse de MLST hala 6nemini korumaktadir. Organizmanin genel
klonal g¢ercevesini olusturarark genomik verilerin son 15 yilda toplanan eski veri
setleriyle iligkilendirilmesine olanak tanimaktadir (Jolley ve Maiden, 2014) MLST
semalarin1  gelistirirken  bilgi acisindan zengin ve yaygin olarak benimsenmis
semalari, uygun maliyetli tim genom dizileme ile birlestirebilmeliyiz (Perez-Losada

ve ark., 2017).

P. multocida i¢in Diinya’da MLST yontemi ile yapilan caligmalara baktigimizda;
Ingiltere ve Galler’de yapilan bir ¢aligmada; suslarin birden fazla tiirde enfeksiyona
neden olup olmadigini veya izolatlarin esas olarak tek bir tiirle iligkili olup
olmadigin1 belirlemek amaciyla P. multocida’ya ait sigir izolatlarindaki OMP
profilleri kanatli, koyun ve domuz izolatlariyla karsilastirilmis, ayn1 veya benzer

suslarin farkli konakg tiirlerde hastaliga yol agtig1 iki 6rnek tespit edilmistir. Ayrica
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OmpA ve OmpH proteinlerine sahip bu OMP tiplerinin suslarinin, kapsiiler tip A’ya
sahip olduklar1 da bildirilmistir. S1gir hastaliklar1 arasindaki P. multocida izolatlariin
sinirl1 derecede sus cesitliligine sahip oldugunu ortaya koyduklar1 g¢alismadaki
tiirlerin her birinde solunum yolu enfeksiyonlarinin ¢oguna P. multocida'nin farkli
suslarinin neden oldugu gosterilmistir. Birden fazla konake: tiirlinde bakterinin az
sayida susunun bulunmasi ve farkli konake: tiirleri arasinda bulagsmasi nedeniyle P,
multocida'nin popiilasyon biyolojisinde énemli bir faktér oldugunu diistinmiislerdir
(Davies ve ark., 2004). Avusturalya’da kanath tiirii i¢cin ilk kez MLST semasi
olusturulmasini temsil eden bir ¢alismada toplam 66 adet P. multocida kiiltiir susu
icin MLST metoduyla toplam 29 ST (sequence type) tespit edildigi bildirilmistir. Alt1
gen bolgesi icin (est, mdh, pgi, pmi, adk ve gdh) beklenen boyutta PZR {iriinleri elde
edilirken, ‘zwf-fl ve zwf-rl’ gen bdlgesi icin 10 adet susta PZR iirlinii elde
edemediklerini, ayn1 gen bdlgesi i¢in yeniden primer ‘zwf-f2 ve zwf-12’ tasarlayarak
sonug alabildiklerini belirtmislerdir. Yedi gen bolgesinin igerdigi allel miktarlarininsa
biiyiik oranda farkliliklara sahip olduklar1 gozlenmistir. Birbirleriyle iligkili ST lerin
olusturdugu 4 adet CC (klonal kompleks ) tanimlanmistir. MLST ile tiplendirmenin
yiiksek spesifite, sensivite ve stabiliteye (epidemiyolojik anlamda) sahip oldugunu,
kullanilan diger tiplendirme yontemleri kadar iyi performans gosterdigini
dogruladiklarin1 belirterek ayni zamanda tasinabilir ve laboratuvarlar arasinda
karsilagtirilabilirligi kolay oldugundan MLST’nin P. multocida i¢in ‘altin standart’
tiplendirme yontemi olarak kabuliinii 6nermislerdir (Subaaharan ve ark., 2010). Sigir
solunum yolu hastaliklar1 salgin1 sonucu Iskogya ve Fransa‘daki iki sigir ciftliginde
P multocida’nin tek ya da coklu tiplerinin ilgili ¢iftliklerde bulunma egiliminin
arastirilmasin1  amaglayan bir c¢aligmada kiiltiir izolatlar1 rastgele c¢ogaltilmis
polimorfik DNA (RAPD) tiplendirmesi ve restriksiyon enzimi kullanilarak darbeli
alan jel elektroforezi (PFGE) ile karakterize edilip buna ek olarak her bir
ciftlik/RAPD  profili kombinasyonunu temsil eden izolatlar MLST ile
tiplendirilmistir. Yapilan MLST analizinde tekrarlanan denemelere ragmen 1/7
lokusta amplikon olusturulamayan Orneklere bagli olarak tanimlanamayan
tiplendirmelerin mevcut olduklar1 bildirilmistir. MLST suslar arasindaki iliskileri
anlamak i¢in uygulanabilirken housekeeping genlerin kullanimimin 6zellikle de

sigirlardaki P multocida  gibi  klonal  organizmalarda ayrimct  giicii
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sinirlandirdigindan, ciftlik diizeyinde epidemiyoloji veya salginlarin arastirilmasinda
yontem yararinin azalabilecegi ¢ikariminda bulunulmustur (Hotchkiss ve ark., 2011a,
2011b). Sigir solunum izolatlarindaki P. multocida suslarinin smrli gesitliligi,
bolgesel olmasi ya da yontem ayrim giiciiniin etkisi gibi nedenlerden ziyade nis
iligkisinin gostergesi olup olmadigini belirlemeyi amaglayan, MLST semasinin
kullanildig1 bir arastirmada yedi bolgeden biri olan zwf-fl/zwf-rl primeriyle
amplikon olusturulamazken zwf-f2 ve zwf-r2 primeriyle basariyla g¢ogaltilarak
sekans edilmistir. 1984-2008 yillarinda Birlesik Krallik, ABD ve Fransa’da g¢ok
sayida konak¢1 ve hastalik sendromundan elde edilen kiiresel izolat koleksiyonuyla
yapilan MLST analizinde sigir solunum yolu izolatlarin baskin olarak CC13 klonal
kompleksinde yer aldiklar1 ve nis ile iliskili suslar olduklar1 bildirilmistir.
Pmultocida’ya kars1 etkili as1 gelistirme ¢aligmalart igcin CC13’te bulunan ve nis
iligkili suglarin hedef alinmasi vurgulanmistir (Hotchkiss ve ark., 2011a). P,
multocida tiirlerinin evrimsel siirecininin daha once bildirilen A (Pmultocida subsp.
multocida ve P. nultocida subsp. gallicida) ve B (P. multocida subsp. septica)
kokenlerine odaklanarak MLST analiziyle daha fazla arastirllmasimi hedefleyen
Danimarka’daki bir ¢alismada, 116 6rnegin serovarlar1 hayvan kaynagi, toplama yeri
ve tarihi agisindan oldukga gesitlilik i¢eren bir koleksiyon elde edilmis olup toplamda
67 ST (sekans tipi) tespit edilmistir MLST i¢in kullanilan DNA dizilerinin
birlestirilmis filogenetik analizi ile A (40 ST, 71 izolat) ve B (23 ST, 38 izolat) olmak
tizere iki ana grubun varliginin dogrulandig: belirtilmistir. A grubu iginde tiimiinii
ruminant solunum yolu lezyonlarindan izole ederek bulduklar1 bir alt grup (alti1 ST
igeren) tespit edilmis ve bu grubun populasyona spesifik PZR testi ve ortak viriilens
karakterlerinin belirlenmesi i¢in baslangic noktasi olabilecegi bildirilmistir. B
grubundaki genlere iliskin sapmalarin A’ya oranla fazla oldugu P. multocida subsp.
multocidanin P. multocida subsp. septica'dan gelistigi ve 6nemli degisikliklerin
halen devam ettigi bildirilmistir (Bisgaard ve ark., 2013). Kazakistan’da Sayga
antiloplarinda yapilan bir arastirmada, P multocida niikleotid dizilerinin
karsilastirmali analizi neticesinde tiim Kazakistan suslarinin incelenen tiim genlerde
ayni oldugunu yani %100 homoloji gdstermis ve bu suslarin kapsiiler tip B'ye ait tek
bir gruba karsilik geldigi bildirilmistir. Kazakistan P multocida suslarinin

Macaristan, Burma, Sri Lanka, Pakistan ve Ispanya'da hemorajik septisemili (HS)

50



hayvanlardan elde edilen suslarla tek bir klonal grup olusturduklar1 goriilmiis ve en
yakin sekans tipinin Macaristan’a ait oldugu bildirilmistir. Hayvanlarda popiilasyon
diizeyinde bakterinin varlig1 tespit edilmis olup, yer ve zaman i¢inde filogenetik
olarak c¢ok az cesitlilik gozlendigi belirtilmistir (Orynbayev ve ark., 2019). Genel
olarak, koyun ve domuz izolatlar1 arasindaki Pmultocida’ya ait genotip ve viriilans
ile iliskili gen (VAG) profillerindeki farkliliklara dikkat ceken, Ispanya’da yapilan bir
calismada koyun pndmonilerinden elde edilen izolatlar MLST ile karakterize edilmis
ve VAG ile tiplendirilerek domuz izolatlariyla karsilagtirilmistir. Koyun ve domuz
izolatlarinin ortak bir dizilim tipine sahip olmadiklar1 gériilmiis ve farkli VAG profili
sergilemislerdir. Koyun izolatlar1 cogunlukla tbpA+/toxA+ VAG profili gostermis ve
ozellikle kiiclik ruminantlarda tespit edilen ST'lere ait olup bu konakgilara adapte
olmus genotiplerin varligina isaret etmistir. Domuz izolatlar1 arasinda tespit edilen
genotiplerin birden fazla konak¢ida mevcut olup domuzlarla sinirli olmadig
goriilmiistiir (Garcia-Alvarez ve ark., 2017). Domuz izolatlarinin genotiplerinin
kanatli izolatlartyla benzerliklerini arastirmayr hedefleyen Pmultocida suslarinin
MLST ile tiplendirmelerinin yapildigt Avusturalya’daki calismada domuzun
kanatlilar i¢in rezervuar oldugu, tersinin de gegerli oldugu bildirilmistir. Bu durum
domuz ve kanath ¢iftlikleri acisindan dikkate alinmasi1 gereken 6nemli biyogiivenlik
sonuglar1 dogurmustur (Turni ve ark., 2018). Brezilya’da yapilan bir ¢calismada farkli
konakgilardan elde edilen Pmultocida suslarinin genetik karakterleri incelemis olup
domuz izolatlarindan elde edilen Pmultocida nin genomik DNA sekanslarinin
kanath, sigir, domuz ve tavsan tiirlerine ait suslarinin tim genom dizisi verileri
kullanilarak (WGS) analiz edilmistir. WGS sonucu elde edilen veriler dogrultusunda
P. multocida enfeksiyonlarinda bakterinin konakg¢1 tercihi genis ¢apta belgelenmis
olsa da herhangi bir konakg¢iya 6zgii taginan bir gen bulunmadig: bildirilmistir (Peng
ve ark., 2018). Sigirlarda hemorajik septisemiye yol acan P. multocida serogroup B:2
suslarinin karsilagtirmali genom analizlerinin yapildig1 Hindistan’da gerceklestirilen
bir ¢alismada, hareket 6zelligine sahip ¢esitli genetik elementlerin, antimikrobiyal
direng geninin ve biyofilm ile ilgili genlerin tespit edilmesi, bakterinin konak¢inin
ekstrem kosullarina adaptasyonu ve immun sisteme karsi igerdigi tehlike potansiyeli
konusunda ciddi katki sagladig belirtilmistir. Bu dogrultuda mevcut HS as1 susu ile

viriilans suslar arasindaki yiiksek single niikleotid polimorfizmi (SNP) farkliliklar
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dikkate alinarak Hindistan’daki asilama stratejilerinin yeniden gézden gegirilmesi
onerilmistir (Prajapati ve ark., 2022). Isvec’te temel amac1 buzagilardan alinan derin
nazal svaplarin (DNS) alt solunum yolu bakteri florasini temsil edip etmedigini
arastirmak olan bir calismada buzagilarin %75’inden elde edilen derin nazal svap ve
trakeobrongiyal lavaj izolatlarinin farkli olmadigi, MLST analizi sonucunda 28
izolattan 24 tanesinin ayn1 ST tipine sahip olduklar1 goriilmiistii. SSH salginlar
esnasinda solunum sistemi bakteriyel patojenleri ve antibiyotik duyarliliklari
hakkinda fikir edinebilmek i¢in 4-6 buzagmin iist solunum yollarindan O6rnek
almanin pratik ve verimli bir yontem olabilecegi dnerisinde bulunulmustur (Myrenas

ve ark., 2024).

P. multocida’nin Marmara Bolgesi’ndeki sigir ve koyunlara ait saha suslar1 ve
Robert tip 1 as1 susunun niikleotid benzerlikleri ya da farkliliklarini
degerlendirerek MLST yontemiyle sekans tiplerini tespit etmek ve bu dogrultuda
filogenetik bir analiz gerceklestirmek bu calismanin hefdefleri arasinda yer
almaktaydi. Fakat sekans analizleri sonucunda elde edilen okuma verilerinin
tiplendirmek icin yeterli nitelige sahip olmamasi nedeniyle allelik profil

belirlenememis ve sekans tipi tanimlanamamugtir.

52



KAYNAKLAR

Adegboye, D. S., Halbur, P. G., Cavanaugh, D. L., Werdin, R. E., Chase, C. C.,
Miskimins, D. W., & Rosenbusch, R. F. (1995). Immunohistochemical and
pathological study of Mycoplasma bovis-associated lung abscesses in
calves. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, 7(3), 333-337.

Alarawi, F. A., & Saeed, E. M. (2021). Isolation, antibiogram and molecular
detection of Mannheimia and Pasteurella associated with pneumonia in sheep
in Al-Madinah Region, Saudi Arabia. International Journal of Veterinary
Science, 10, 6.

Alexander, T. W., Timsit, E., & Amat, S. (2020). The role of the bovine respiratory
bacterial microbiota in health and disease. Animal Health Research
Reviews, 21(2), 168-171.

Arda, M. (2015). Bolim 32, 5. Baski Temel Mikrobiyoloji. Medisan Yayin
Serisi:82, Ankara, 221-241

Arslan, S. M., & Kenar, B. (2023). Isolation, identification and antibiotic sensitivity
of Pasteurella species in cattle slaughtered in slaughterhouses in Kiitahya
province. Kocatepe Veterinary Journal, 16(2), 127-130.

Ashrafi, F., Azari, A. A., & Fozouni, L. (2022). Prevalence and antibiotic resistance
pattern of mannheima haemolytica and pasteurella multocida isolated from
cattle lung samples from an industrial abattoir: a study from Northeastern
Iran. Iranian Journal of Veterinary Medicine, 16(4).

Avril, J. L., Donnio, P. Y., & Pouedras, P. A. S. C. A. L. (1990). Selective medium
for Pasteurella multocida and its use to detect oropharyngeal carriage in pig
breeders. Journal of Clinical Microbiology, 28(6), 1438-1440.

Aydm, N., Izgiir, M., Diker, K. S., Yardimci, H., Esendal, O., Paracikoglu, J., &
Akan, M. (2006). Veteriner Mikrobiyoloji (Bakteriyel Hastaliklar). Ankara:
Ilke-Emek Matbaacilik ve Yayincilik, 145-163.

Baldrias, L., Frost, A. J.,, & O'boyle, D. E. N. I. S. E. (1988). The isolation of
Pasteurella-like organisms from the tonsillar region of dogs and cats. Journal
of small animal practice, 29(1), 63-68.

Bardou, M., Honnorat, E., Dubourg, G., Couderc, C., Fournier, P. E., Seng, P., &
Stein, A. (2015). Meningitis caused by Pasteurella multocida in a dog owner
without a dog bite: clonal lineage identification by MALDI-TOF mass
spectrometry. BMC research notes, 8, 1-5.

Batmaz, H. (2006). Pasteurella pneumonileri ve ekonomik o6nemi. In. Sigirlarin
Solunum Sistemi Hastaliklar1 Sempozyumu, Uludag Universitesi, Veteriner
Fakultesi, 58-64.

Baykan, Z. K., Tabak, M. H., Kilig, A., Giin, H., & Mete, A. Marmara Bdlgesi’nde
pnémoni goriilen sigir, koyun ve kecilerin akcigerlerinden izole edilen

53


https://ksascholar.dri.sa/en/publications/isolation-antibiogram-and-molecular-detection-of-mannheimia-and-p
https://ksascholar.dri.sa/en/publications/isolation-antibiogram-and-molecular-detection-of-mannheimia-and-p

etkenlerin bakteriyolojik yontemlerle arastiritlmasi ve
epidemiyolojisi. Kocatepe Veterinary Journal, 16(2), 209-218.

Bell, C. J., Blackburn, P., Elliott, M., Patterson, T. I., Ellison, S., Lahuerta-Marin, A.,
& Ball, H. J. (2014). Investigation of polymerase chain reaction assays to
improve detection of bacterial involvement in bovine respiratory
disease. Journal of veterinary diagnostic investigation, 26(5), 631-634.

Bisgaard, M., Houghton, S. B., Mutters, R., & Stenzel, A. (1991). Reclassification of
German, British and Dutch isolates of so-called Pasteurella multocida obtained
from pneumonic calf lungs. Veterinary Microbiology, 26(1-2), 115-124.

Bisgaard, M., Petersen, A., & Christensen, H. (2013). Multilocus sequence analysis
of Pasteurella multocida demonstrates a type species under
development. Microbiology, 159, 580-590.

Blackall, J. K. Miflin, P. J., & Miflin, J. K. (2000). Identification and typing
of Pasteurella multocida: A review. Avian Pathology, 29(4), 271-287.

Blackall, P. J., Fegan, N., Chew, G. T., & Hampson, D. J. (1998). Population
structure and diversity of avian isolates of Pasteurella multocida from
Australia. Microbiology, 144(2), 279-289.

Booker, C. W., Guichon, P. T., Jim, G. K., Schunicht, O. C., Harland, R. J., &
Morley, P. S. (1999). Seroepidemiology of undifferentiated fever in feedlot
calves in western Canada. The Canadian Veterinary Journal, 40(1), 40.

Boyanton Jr, B. L., Freij, B. J., Robinson-Dunn, B., Makin, J., Runge, J. K., & Luna,
R. A. (2016). Neonatal Pasteurella multocida subsp. septica meningitis traced
to household cats: molecular linkage analysis using repetitive-sequence-based
PCR. Journal of Clinical Microbiology, 54(1), 230-232.

Boyce, J. D., & Adler, B. (2000). The capsule is a virulence determinant in the
pathogenesis of Pasteurella multocida M1404 (B: 2). Infection and
immunity, 68(6), 3463-3468.

Boyce, J. D., Cullen, P. A., Nguyen, V., Wilkie, I., & Adler, B. (2006). Analysis of
the Pasteurella multocida outer membrane sub-proteome and its response to
the in vivo environment of the natural host. Proteomics, 6(3), 870-880.

Boyce, J. D., Seemann, T., Adler, B., & Harper, M. (2012). Pathogenomics of
Pasteurella multocida. Molecular Biology, Toxins and Infection, 23-38.

Boyce, J. D., Wilkie, 1., Harper, M., Paustian, M. L., Kapur, V., & Adler, B. (2002).
Genomic scale analysis of Pasteurella multocida gene expression during
growth within the natural chicken host. Infection and immunity, 70(12), 6871-
6879.

Boyce, J. D., Wilkie, 1., Harper, M., Paustian, M. L., Kapur, V., & Adler, B. (2004).
Genomic-scale analysis of Pasteurella multocida gene expression during
growth within liver tissue of chickens with fowl cholera. Microbes and
infection, 6(3), 290-298.

Carter GR and de Alwis MCL (1989). Hemorrhagic septicemia. In: Adlam C and
Rutter JM (eds) Pasteurella and Pasteurellosis. London: Academic Press, pp.
132-160.

Carter, G. R. (1955). Studies on Pasteuvella multocida. I. A hemagglutination test for
the identification of serological types. American Journal of Veterinary
Research, 6(60),481-4.

54



Chevalier, G., Duclohier, H., Thomas, D., Shechter, E., & Wroblewski, H. (1993).
Purification and characterization of protein H, the major porin of Pasteurella
multocida. Journal of Bacteriology, 175(1), 266-276.

Christensen, H., Bisgaard, M., Angen, ., Frederiksen, W., & Olsen, J. E. (2005).
Characterization of sucrose-negative Pasteurella multocida variants, including
isolates from large-cat bite wounds. Journal of clinical microbiology, 43(1),
259-270.

Chung, J. Y., Wilkie, 1., Boyce, J. D., Townsend, K. M., Frost, A. J., Ghoddusi, M.,
& Adler, B. (2001). Role of capsule in the pathogenesis of fowl cholera caused
by Pasteurella multocida serogroup A. Infection and immunity, 69(4), 2487-
2492.

Collins, M. T., Weaver, N., & Ellis, R. P. (1981). Identification of Pasteurella
multocida and Pasteurella haemolytica by API 20E, Minitek, and Oxi/Ferm
systems. Journal of clinical microbiology, 13(3), 433-437.

Confer, A. W. (2009). Update on bacterial pathogenesis in BRD. Animal Health
Research Reviews, 10(2), 145-148.

Crosby, W., & Woolums, R.A. (2022). Pasteurellaceae. in: Veterinary Microbiology,
Fourth Edition. Edited by Scott McVey, Melissa Kennedy, M.M. Chengappa,
and Rebecca Wilkes. Published by John Wiley & Sons, Inc, 108.

Dabo, S. M., Confer, A. W., & Hartson, S. D. (2005). Adherence of Pasteurella
multocida to fibronectin. Veterinary microbiology, 110(3-4), 265-275.

Dabo, S. M., Confer, A. W., & Murphy, G. L. (1997). Outer membrane proteins of
bovine  Pasteurella  multocida  serogroup A isolates. Veterinary
Microbiology, 54(2), 167-183.

Dabo, S. M., Confer, A. W., & Quijano-Blas, R. A. (2003). Molecular and
immunological characterization of Pasteurella multocida serotype A: 3 OmpA:
evidence of its role in P. multocida interaction with extracellular matrix
molecules. Microbial pathogenesis, 35(4), 147-157.

Dabo, S. M., Confer, A., Montelongo, M., York, P., & Wyckoff IIl, J. H. (2008).
Vaccination with Pasteurella multocida recombinant OmpA induces strong but
non-protective  and  deleterious  Th2-type immune response in
mice. Vaccine, 26(34), 4345-4351.

Dagleish, M. P., Hodgson, J. C., Ataei, S., Finucane, A., Finlayson, J., Sales, J., ... &
Coote, J. G. (2007). Safety and protective efficacy of intramuscular vaccination
with a live aroA derivative of Pasteurella multocida B: 2 against experimental
hemorrhagic septicemia in calves. Infection and immunity, 75(12), 5837-5844.

Dag, S., Gurbuz, A., Ozen, H., Buyuk, F., Celebi, O., Karaman, M., ... & Karakurt,
E. (2018). Immunohistochemical and molecular detection of Mannheimia spp.
and pasteurella spp. in sheep with pneumonia in Kars province-Turkey. Kafkas
Universitesi Veteriner Fakultesi Dergisi, 24(2).

Davies, R. L., MacCorquodale, R., & Reilly, S. (2004). Characterisation of bovine
strains of Pasteurella multocida and comparison with isolates of avian, ovine
and porcine origin. Veterinary microbiology, 99(2), 145-158.

Davies, R. L., MacCorquodale, R., & Caffrey, B. (2003). Diversity of avian
Pasteurella multocida strains based on capsular PCR typing and variation of
the OmpA and OmpH outer membrane  proteins. Veterinary
microbiology, 91(2-3), 169-182.

55



De Alwis, M. C. L. (1992). Haemorrhagic septicaemia—a general review. British
Veterinary Journal, 148(2), 99-112.

De Jong, M. F. (1999). Progressive and nonprogressive atrophic rhinitis. Diseases of
swine, 9, 577-602.

DeLong, D., & Manning, P. J. (1994). Bacterial diseases. In The biology of the
laboratory rabbit (pp. 129-170). Academic Press.

Dinler U. Pnémonili sigir akcigerlerinden Pasteurella multocida’nin izolasyonu ve
identifikasyonu. Uzmanlik Tezi, Ankara Universitesi, Saglk Bilimleri
Enstitiisii, Ankara, 1998

Dodd, D. A., Worth, R. G., Rosen, M. K., Grinstein, S., van Oers, N. S., & Hansen,
E. J. (2014). The Haemophilus ducreyi LspAl protein inhibits phagocytosis by
using a new mechanism involving activation of C-terminal Src
kinase. MBio, 5(3), 10-1128.

Dowling, A., Hodgson, J. C., Dagleish, M. P., Eckersall, P. D., & Sales, J. (2004).
Pathophysiological and immune cell responses in calves prior to and following
lung challenge with formalin-killed Pasteurella multocida biotype A: 3 and
protection studies involving subsequent homologous live challenge. Veterinary
Immunology and Immunopathology, 100(3-4), 197-207.

Du, C. H., Huang, Y., Jiang, J. F., Gao, Z. H., Jia, N., Yang, S., ... & Cao, W. C.
(2020). A large-scale fatal outbreak of Pasteurella multocida among wild
rodents in southwestern China. Journal of Biosafety and Biosecurity, 2(2), 91-
98.

Dziva, F., Christensen, H., Olsen, J. E., & Mohan, K. (2001). Random amplification
of polymorphic DNA and phenotypic typing of Zimbabwean isolates of
Pasteurella multocida. Veterinary Microbiology, 82(4), 361-372.

Dziva, F., Mohan, K., & Pawandiwa, A. (2000). Capsular serogroups of Pasteurella
multocida isolated from animals in Zimbabwe. Onderstepoort Journal of
Veterinary Research, 67(4), 225-228.

Egger, R., Korczak, B. M., Niederer, L., Overesch, G., & Kuhnert, P. (2012).
Genotypes and antibiotic resistance of Campylobacter coli in fattening
pigs. Veterinary microbiology, 155(2-4), 272-278.

Enright, M. C., & Spratt, B. G. (1998). A multilocus sequence typing scheme for
Streptococcus pneumoniae: identification of clones associated with serious
invasive disease. Microbiology, 144(11), 3049-3060.

Erbas, G. (2007). Aydimn ve Izmir bolgesindeki sigirlardan Pasteurella multocida’nin
izolasyonu, tiplendirilmesi ve antibiyotiklere duyarliliklari. Doktora tezi.
Adnan Menderes Universitesi.

Eser, G., Yildirim, S., Saglam, Y., Celebi, D., & Yilmaz, A. (2020). Koyun
pnomonilerinde Mannheimia (Pasteurella) haemolytica izolasyonu ve patolojik
incelemeler. Atatiirk Universitesi Veteriner Bilimleri Dergisi, 15(2), 122-129.

Ewers, C., Liibke-Becker, A., Bethe, A., KieBling, S., Filter, M., & Wieler, L. H.
(2006). Virulence genotype of Pasteurella multocida strains isolated from
different hosts with various disease status. Veterinary microbiology, 114(3-4),
304-317.

Fajfar-Whetstone, C. J., Coleman, L., Biggs, D. R., & Fox, B. C. (1995). Pasteurella
multocida septicemia and subsequent Pasteurella dagmatis septicemia in a
diabetic patient. Journal of clinical microbiology, 33(1), 202-204.

Frank, G. (1989). Pasteurellosis of cattle. Pasteurella and pasteurellosis, 197-222.

56



Frank, G. H. (1986). The role of Pasteurella haemolytica in the bovine respiratory
disease complex. Veterinary Medicine, 22-31.

Fuller, T. E., Kennedy, M. J., & Lowery, D. E. (2000). Identification of Pasteurella
multocida virulence genes in a septicemic mouse model using signature-tagged
mutagenesis. Microbial pathogenesis, 29(1), 25-38.

Gagea, M. I., Bateman, K. G., Van Dreumel, T., McEwen, B. J.,, Carman, S.,
Archambault, M., ... & Caswell, J. L. (2006). Diseases and pathogens
associated with mortality in Ontario beef feedlots. Journal of Veterinary
Diagnostic Investigation, 18(1), 18-28.

Galdiero, M., Folgore, A., Nuzzo, I., & Galdiero, E. (2000). Neutrophil adhesion and
transmigration through bovine endothelial cells in vitro by protein H and LPS
of Pasteurella multocida. Immunobiology, 202(3), 226-238.

Garcia-Alvarez, A., Vela, A. 1., San Martin, E., Chaves, F., Fernandez-Garayzabal, J.
F., Lucas, D., & Cid, D. (2017). Characterization of Pasteurella multocida
associated with ovine pneumonia using multi-locus sequence typing (MLST)
and virulence-associated gene profile analysis and comparison with porcine
isolates. Veterinary microbiology, 204, 180-187.

Garrido, M. E., Bosch, M., Bigas, A., Badiola, I., Barbé, J., & Llagostera, M. (2008).
Heterologous protective immunization elicited in mice by Pasteurella
multocida fur ompH. International Microbiology, 11(1), 17.

Garrity, G. (2007). Bergey's Manual® of Systematic Bacteriology: Volume 2: The
Proteobacteria, Part B: The Gammaproteobacteria (\Vol. 2). Springer Science &
Business Media.

Glennsonger J.ve W. Post. Manheimia ve Pasteurella Cinsleri.Veteriner Hekim
Mikrobiyolojisi. Ed: Ozdem A. Ve Yakut O. Nobel Tip Kitabevleri Ltd.Sti.
Istanbul. 181-190, 2012

Giiler, L., Giindiiz, K., & Sarisahin, A. S. (2013). Capsular typing and antimicrobial
susceptibility of Pasteurella multocida isolated from different hosts. Kafkas
University Veterinary Faculty Journal, 19 (5), 843-849.

Gilindiiz, K., & Erganis, O. (1998). Pnomonili sigir akcigerlerinden izole edilen
Pasteurella haemolytica suslarinin biyotiplendirilmesi ve serotiplendirilmesi.
Veterinarium, 9, 11-19

Haritani, M., Nakazawq, M., Hashimoto, K., & Narita, M. (1990).
Immunoperoxidase evaluation of the relationship between necrotic lesions and
causative bacteria in lungs. American Journal of Veterinary Research, 51(12).

Haritani, M., Narita, M., Murata, H., Hashimoto, K., & Takizawa, T. (1989).
Immunoperoxidase evaluation of pneumonic lesions induced by Pasteurella
multocida in calves. American Journal of Veterinary Research, 50(12), 2162-
2167.

Harper, M., & Boyce, J. D. (2017). The myriad properties of Pasteurella multocida
lipopolysaccharide. Toxins, 9(8), 254.

Harper, M., Boyce, J. D., & Adler, B. (2006). Pasteurella multocida pathogenesis:
125 years after Pasteur. FEMS microbiology letters, 265(1), 1-10.

Harper, M., Boyce, J. D., Cox, A. D., St. Michael, F., Wilkie, I. W., Blackall, P. J., &
Adler, B. (2007a). Pasteurella multocida expresses two lipopolysaccharide
glycoforms simultaneously, but only a single form is required for virulence:
identification of two acceptor-specific heptosyl | transferases. Infection and
immunity, 75(8), 3885-3893.

57



Harper, M., Boyce, J. D., Wilkie, 1. W., & Adler, B. (2003). Signature-tagged
mutagenesis of Pasteurella multocida identifies mutants displaying differential
virulence characteristics in mice and chickens. Infection and immunity, 71(9),
5440-5446.

Harper, M., Cox, A. D., St. Michael, F., Wilkie, I. W., Boyce, J. D., & Adler, B.
(2004). A heptosyltransferase mutant of Pasteurella multocida produces a
truncated lipopolysaccharide structure and is attenuated in virulence. Infection
and immunity, 72(6), 3436-3443.

Harper, M., Cox, A., St. Michael, F., Parnas, H., Wilkie, I., Blackall, P. J., ... &
Boyce, J. D. (2007b). Decoration of Pasteurella multocida lipopolysaccharide
with  phosphocholine is  important  for  virulence. Journal  of
bacteriology, 189(20), 7384-7391.

Hata, E., Katsuda, K. E. N., Kobayashi, H., Uchida, I., Tanaka, K., & Eguchi, M.
(2010). Genetic variation among Staphylococcus aureus strains from bovine
milk and their relevance to methicillin-resistant isolates from humans. Journal
of clinical microbiology, 48(6), 2130-21309.

Hatfaludi, T., Al-Hasani, K., Boyce, J. D., & Adler, B. (2010). Outer membrane
proteins of Pasteurella multocida. Veterinary microbiology, 144(1-2), 1-17.

Haziroglu, R., Erdeger, J., Gulbahar, M. Y., & Kul, O. (1997). Association of
Pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida and Haemophilus somnus with
pneumonia in calves. DTW. Deutsche Tierarztliche Wochenschrift, 104(4),
150-153.

He, F., Yin, Z.,, Wu, C., Xia, Y., Wu, M,, Li, P, ... & Peng, Y. (2019). L-serine
lowers the inflammatory responses during Pasteurella multocida
infection. Infection and Immunity, 87(12), 10-1128.

Heddleston, K. L., & Rebers, P. A. (1975). Properties of free endotoxin from
Pasteurella multocida. American Journal of Veterinary Research, 36(4), 573-
574.

Heddleston, K. L., Gallagher, J. E., & Rebers, P. A. (1972). Fowl cholera: gel
diffusion precipitin test for serotyping Pasteurella multocida from avian
species. Avian diseases, 925-936.

Hodgson, P. D., Aich, P., Manuja, A., Hokamp, K., Roche, F. M., Brinkman, F. S.
L., ... & Griebel, P. J. (2005). Effect of stress on viral—bacterial synergy in
bovine  respiratory  disease: novel mechanisms  to  regulate
inflammation. Comparative and functional genomics, 6(4), 244-250.

Holmgren, J., & Czerkinsky, C. (2005). Mucosal immunity and vaccines. Nature
medicine, 11, 45-53.

Horadagoda, N. U., Hodgson, J. C., Moon, G. M., Wijewardana, T. G., & Eckersall,
P. D. (2001). Role of endotoxin in the pathogenesis of haemorrhagic
septicaemia in the buffalo. Microbial pathogenesis, 30(3), 171-178.

Horwood, P. F., & Mahony, T. J. (2011). Multiplex real-time RT-PCR detection of
three viruses associated with the bovine respiratory disease complex. Journal
of virological methods, 171(2), 360-363.

Hotchkiss, E. J., Hodgson, J. C., Lainson, F. A., & Zadoks, R. N. (2011a). Multilocus
sequence typing of a global collection of Pasteurella multocida isolates from
cattle and other host species demonstrates niche association. BMC
microbiology, 11, 1-8.

58



Hotchkiss, E. J., Hodgson, J. C., Schmitt-Van De Leemput, E., Dagleish, M. P., &
Zadoks, R. N. (2011b). Molecular epidemiology of Pasteurella multocida in
dairy and beef calves. Veterinary microbiology, 151(3-4), 329-335.

Hunt Gerardo, S., Citron, D. M., Claros, M. C., Fernandez, H. T., & Goldstein, E. J.
(2001). Pasteurella multocida subsp. multocida and P. multocida subsp. septica
differentiation by PCR fingerprinting and a-glucosidase activity. Journal of
clinical microbiology, 39(7), 2558-2564.

Ibarz-Pavon, A. B., Morais, L., Sigatque, B., Mandomando, 1., Bassat, Q., Nhacolo,
A., .. & Roca, A. (2011). Epidemiology, molecular characterization and
antibiotic resistance of Neisseria meningitidis from patients< 15 years in
Manhiga, rural Mozambique. PL0S One, 6(6), e19717

Jamaludin, R., Blackall, P. J., Hansen, M. F., Humphrey, S., & Styles, M. (2005).
Phenotypic and genotypic characterisation of Pasteurella multocida isolated
from pigs at slaughter in New Zealand. New Zealand Veterinary
Journal, 53(3), 203-207.

Janzen, E. D. (1997). The role of Haemophilus somnus in bovine respiratory disease
(BRD). The Bovine Practitioner, 39-45.

Jolley, K. A., & Maiden, M. C. (2014). Using MLST to study bacterial variation:
prospects in the genomic era. Future microbiology, 9(5), 623-630.

Karahan, S., & Ekin, I. H. (2020). Pnémonili Sigir Akciger Ormneklerinde
Mycoplasma bovis’ in Real Time PCR ile Arastirilmasi. XIV. Ulusal Veteriner
Mikrobiyoloji Kongresi (Uluslararasi Katilimly)(ss. 148-149). Konya, Tiirkiye.

Kilig, A., & Muz, A. (2004). Pndmonili sigir akcigerlerinden bakteri izolasyonlar1 ve
izole pasteurella'larin polimeraz zincir reaksiyonu ile saptanmasi. Turkish
Journal of Veterinary and Animal Sciences, 28(1), 217-223.

Kock, R. A., Orynbayev, M., Robinson, S., Zuther, S., Singh, N. J., Beauvais, W., ...
& Milner-Gulland, E. J. (2018). Saigas on the brink: Multidisciplinary analysis
of the factors influencing mass mortality events. Science advances, 4(1), 2314.

Koneman EW, Allen SD, Dowell VR, Janda WM, Sommers HM, Winn WC (1988).
Color Atlas and Text Book of Diagnostic Microbiology. Third Edition,
Lippincott Comp., Philadelphia, USA.

Krause, T. H., Bertschinger, H. U., Corboz, L., & Mutters, R. (1987). V-factor
dependent strains of Pasteurella multocida subsp. multocida. Zentralblatt fiir
Bakteriologie, Mikrobiologie und Hygiene. Series A: Medical Microbiology,
Infectious Diseases, Virology, Parasitology, 266(1-2), 255-260.

Kumar, J., Sonawane, G. G., Singh, F., Pandian, S. J., & Kumar, R. (2020).
Evaluation of a SYBR Green Real-Time PCR Assay for Specific Detection of
Pasteurella multocida in Culture and Tissue Samples from Sheep. Indian
Journal of Animal Research, 8, 1006-1011.

Lariviere, S., Leblanc, L., Mittal, K. R., & Martineau, G. P. (1993). Comparison of
isolation methods for the recovery of Bordetella bronchiseptica and Pasteurella
multocida from the nasal cavities of piglets. Journal of clinical
microbiology, 31(2), 364-367.

Lennette, E. H., Ballows, A., & Hausler WJJr, S. H. (1985). Manual of clinical
microbiology American society for microbiology Washington DC.

Lopez A (2007). Respiratory system. In: McGarvin MD and Zachary JF (eds)
Pathological Basis of Veterinary Disease, St. Louis, MO: Mosby Elsevier, pp.
522-523

59



Loy, J. D., Leger, L., Workman, A. M., Clawson, M. L., Bulut, E., & Wang, B.
(2018). Development of a multiplex real-time PCR assay using two
thermocycling platforms for detection of major bacterial pathogens associated
with bovine respiratory disease complex from clinical samples. Journal of
veterinary diagnostic investigation, 30(6), 837-847.

Lugtenberg, B., Van Boxtel, R., & De Jong, M. (1984). Atrophic rhinitis in swine:
correlation of Pasteurella multocida pathogenicity with membrane protein and
lipopolysaccharide patterns. Infection and Immunity, 46(1), 48-54.

Luo, Y., Glisson, J. R., Jackwood, M. W., Hancock, R. E., Bains, M., Cheng, I., &
Wang, C. (1997). Cloning and characterization of the major outer membrane
protein gene (ompH) of Pasteurella multocida X-73.Journal of
Bacteriology, 179(24), 7856-7864.

Madsen, E. B., Bisgaard, M., Mutters, R., & Pedersen, K. B. (1985). Characterization
of Pasteurella species isolated from lungs of calves with pneumonia. Canadian
journal of comparative medicine, 49(1), 63.

Maiden, M. C., Bygraves, J. A., Feil, E., Morelli, G., Russell, J. E., Urwin, R., ... &
Spratt, B. G. (1998). Multilocus sequence typing: a portable approach to the
identification of  clones  within populations of pathogenic
microorganisms. Proceedings of the National Academy of Sciences, 95(6),
3140-3145.

Markey, B., Leonard, F., Archambault, M., Culliname, A., & Maguire, D. (2013).
Pasteurella, Mannheimia, Bibersteinia and Avibacterium species. Clinical
Veterinary Microbiology, 2, 307-316.

Martin, S. W., Bateman, K. G., Shewen, P. E., Rosendal, S., & Bohac, J. E. (1989).
The frequency, distribution and effects of antibodies, to seven putative
respiratory pathogens, on respiratory disease and weight gain in feedlot calves
in Ontario. Canadian Journal of Veterinary Research, 53(3), 355.

McDaneld, T. G., Kuehn, L. A., & Keele, J. W. (2018). Evaluating the microbiome
of two sampling locations in the nasal cavity of cattle with bovine respiratory
disease complex (BRDC). Journal of animal science, 96(4), 1281-1287.

Melvin, J. A., Scheller, E. V., Noél, C. R., & Cotter, P. A. (2015). New insight into
filamentous hemagglutinin secretion reveals a role for full-length FhaB in
Bordetella virulence. MBio, 6(4), 10-1128.

Michael, G. B., Kadlec, K., Sweeney, M. T., Brzuszkiewicz, E., Liesegang, H.,
Daniel, R., ... & Schwarz, S. (2012a). ICE Pmul, an integrative conjugative
element (ICE) of Pasteurella multocida: structure and transfer. Journal of
antimicrobial chemotherapy, 67(1), 91-100.

Michael, G. B., Kadlec, K., Sweeney, M. T., Brzuszkiewicz, E., Liesegang, H.,
Daniel, R., ... & Schwarz, S. (2012b). ICE Pmul, an integrative conjugative
element (ICE) of Pasteurella multocida: analysis of the regions that comprise
12 antimicrobial resistance genes. Journal of  Antimicrobial
Chemotherapy, 67(1), 84-90.

Muhairwa, A. P., Christensen, J. P., & Bisgaard, M. (2000). Investigations on the
carrier rate of Pasteurella multocida in healthy commercial poultry flocks and
flocks affected by fowl cholera. Avian pathology, 29(2), 133-142.

Muhairwa, A. P., Christensen, J. P., & Bisgaard, M. (2001). Relationships among
Pasteurellaceae isolated from free ranging chickens and their animal contacts

60



as determined by quantitative phenotyping, ribotyping and REA-
typing. Veterinary microbiology, 78(2), 119-137.

Muhairwa, A. P., Christensen, J. P., & Bisgaard, M. (2002). Serum resistance of
Pasteurella multocida in avian and porcine sera, and comparative virulence
investigations of selected serum-sensitive and resistant strains in
chickens. Avian Pathology, 31(2), 183-191.

Mutters, R., Ihm, P., Pohl, S., Frederiksen, W., & Mannheim, W. (1985).
Reclassification of the genus Pasteurella Trevisan 1887 on the basis of
deoxyribonucleic acid homology, with proposals for the new species
Pasteurella dagmatis, Pasteurella canis, Pasteurella stomatis, Pasteurella anatis,
and Pasteurella langaa. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, 35(3), 309-322.

Multters, R., Piechulla, K., & Mannheim, W. (1984). Phenotypic differentiation of
Pasteurella sensu stricto and the Actinobacillus group. European Journal of
Clinical Microbiology, 3, 225-229.

Myrenas, M., Pringle, M., Harbom, B., & Bengtsson, B. (2024). Pasteurella
multocida from deep nasal swabs and tracheobronchial lavage in calves.
Research sgaure. https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-4162560/v1

Nazierbieke, W., Yan, F., He, C., Zhang, L., & Borrathybay, E. (2008). Expression
and purification of an adhesive protein of rabbit Pasteurella multocida C51-3
and detection of its antigenicity. Sheng wu Gong Cheng xue bao= Chinese
Journal of Biotechnology, 24(8), 1446-1453.

Nikunen, S., Hartel, H., Orro, T., Neuvonen, E., Tanskanen, R., Kivel4, S. L., ... &
Soveri, T. (2007). Association of bovine respiratory disease with clinical status
and acute phase proteins in calves. Comparative immunology, microbiology
and infectious diseases, 30(3), 143-151.

O'Connor, A., Martin, S. W., Nagy, E., Menzies, P., & Harland, R. (2001). The
relationship between the occurrence of undifferentiated bovine respiratory
disease and titer changes to bovine coronavirus and bovine viral diarrhea virus
in 3 Ontario feedlots. Canadian Journal of Veterinary Research, 65(3), 137.

Oruc, E. (2006). The pathologic and bacteriologic comparison of pneumonia in
lambs. Turkish Journal of Veterinary & Animal Sciences, 30(6), 593-599.

Orynbayev, M., Sultankulova, K., Sansyzbay, A., Rystayeva, R., Shorayeva, K.,
Namet, A., ... & Kock, R. (2019). Biological characterization of Pasteurella
multocida present in the Saiga population. BMC microbiology, 19, 1-10.

Onat, K., Kahya, S., & Carli, K. T. (2010). Frequency and antibiotic susceptibility of
Pasteurella multocida and Mannheimia haemolytica isolates from nasal cavities
of cattle. Turkish Journal of Veterinary & Animal Sciences, 34(1), 91-94.

Ozavci, V., Nuhay, C., & Ozden, M. (2022). Ege bolgesinde koyun ve kuzu
pnomonisi olgularinda Pasteurella Multocida ve Mannheimia Haemolytica
izolasyonu ve antibiyotik direnglerinin tespiti. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji
Dergisi, 33(2), 59-63.

Ozyildiz, Z., Tel, O. Y., Yilmaz, R., Ozsoy, S. Y., & Keskin, O. (2013). Pathological
and microbiological investigations of pneumonic pasteurellosis in sheep.
Pathological and microbiological investigations of pneumonic pasteurellosis in
sheep. Kafkas Universitesi Veteriner Fakultesi Dergisi, 19, 103-108.

61



Palazzo, I. C. V., Pitondo-Silva, A., Levy, C. E., & da Costa Darini, A. L. (2011).
Changes in vancomycin-resistant Enterococcus faecium causing outbreaks in
Brazil. Journal of Hospital Infection, 79(1), 70-74.

Parkhill, J., Sebaihia, M., Preston, A., Murphy, L. D., Thomson, N., Harris, D. E., ...
& Maskell, D. J. (2003). Comparative analysis of the genome sequences of
Bordetella  pertussis, Bordetella ~ parapertussis  and Bordetella
bronchiseptica. Nature genetics, 35(1), 32-40.

Peng, Z., Liang, W., Wang, F., Xu, Z., Xie, Z., Lian, Z., ... & Wu, B. (2018). Genetic
and phylogenetic characteristics of Pasteurella multocida isolates from
different host species. Frontiers in microbiology, 9, 358851.

Pérez-Losada, M., Porter, M. L., Viscidi, R. P., & Crandall, K. A. (2011). Multilocus
sequence typing of pathogens. In Genetics and Evolution of Infectious
Disease (pp. 503-521). Elsevier.

Petruzzi, B., Dickerman, A., Lahmers, K., Scarratt, W. K., & Inzana, T. J. (2020).
Polymicrobial biofilm interaction between Histophilus somni and Pasteurella
multocida. Frontiers in microbiology, 11, 1561.

Pond, E. D., El-Bailey, S., & Webster, D. (2015). An unusual case of
meningitis. Canadian Journal of Infectious Diseases and Medical
Microbiology, 26(3), e62-e64.

Prajapati, A., Yogisharadhya, R., Mohanty, N. N., Mendem, S. K., Nizamuddin, A.,
Chanda, M. M., & Shivachandra, S. B. (2022). Comparative genome analysis
of Pasteurella multocida serogroup B: 2 strains causing haemorrhagic
septicaemia (HS) in bovines. Gene, 826, 146452,

Puchalski, A., Dec, M., Wernicki, A., Urban-Chmiel, R., & Gieral, A. (2010).
Characterization of outer membrane proteins participating in iron transport in
Pasteurella multocida serotype AS3. Polish Journal of Veterinary
Sciences, 13(1), 121.

Pullinger, G. D., Bevir, T., & Lax, A. J. (2004). The Pasteurella multocida toxin is
encoded within a lysogenic bacteriophage. Molecular microbiology, 51(1),
255-2609.

Quinn, P. J., Markey, B. K., Leonard, F. C., Fitzpatrick, E. S., Fanning, S., &
Hartigen, P. J. (2011). Pasteurella species, Mannheimia haemolytica and
Bibersteinia trehalosi. Veterinary microbiology and microbial disease, 300-
308.

Rajagopal, R., Nair, G. K., Mini, M., Joseph, L., Saseendranath, M. R., & John, K.
(2013). Biofilm formation of Pasteurella multocida on bentonite clay. Iranian
Journal of Microbiology, 5(2), 120.

Register, K.B., Brockmeier, S.L., de Jong, M.F., Pijoan, C., 2012. Pasteurellosis. In:
Karriker, L., Ramirez, A., Schwartz, K., Stevenson, G.W. (Eds.), Diseases of
Swine, 10th ed. Wiley, Hoboken, NJ, pp. 798-910.

Ribble, C. S, Jim, G. K., & Janzen, E. D. (1988). Efficacy of immunization of
feedlot calves with a commercial Haemophilus somnus bacterin. Canadian
Journal of Veterinary Research, 52(2), 191.

Ryu, H. I, & Kim, C. J. (2000). Immunologic reactivity of a lipopolysaccharide-
protein complex of type A Pasteurella multocida in mice. Journal of
Veterinary Science, 1(2), 87-95

Sakmanoglu, A., Uslu, A., Sayin, Z., Karyeyen, Y., Golen, G. S., Ilban, A., ... &
Erganis, O. (2021). Investigation of the nontypical Pasteurella multocida

62



strains obtained from multiple sources, regions, and times: an unexpected
increase was detected. Turkish Journal of Veterinary & Animal
Sciences, 45(5), 814-824.

Scherrer, S., Frei, D., & Wittenbrink, M. M. (2016). A novel quantitative real-time
polymerase chain reaction method for detecting toxigenic Pasteurella
multocida in nasal swabs from swine. Acta Veterinaria Scandinavica, 58, 1-4.

Selander, R. K., Caugant, D. A., Ochman, H., Musser, J. M., Gilmour, M. N., &
Whittam, T. S. (1986). Methods of multilocus enzyme electrophoresis for
bacterial population genetics and systematics. Applied and environmental
microbiology, 51(5), 873-884.

Seo, J., Pyo, H., Lee, S., Lee, J., & Kim, T. (2009). Expression of 4 truncated
fragments of Pasteurella multocida toxin and their immunogenicity. Canadian
Journal of Veterinary Research, 73(3), 184.

Sheppard, S. K., Colles, F., Richardson, J., Cody, A. J., Elson, R., Lawson, A,, ... &
McCarthy, N. D. (2010). Host association of Campylobacter genotypes
transcends geographic variation. Applied and Environmental
Microbiology, 76(15), 5269-5277.

Shewen PE and Conlon JAR (1993). Pasteurella. In: Gyles CL and Thoen CO (eds)
Pathogenesis of Bacterial Infections in Animals. Ames, IA: lowa State
University Press, pp. 216— 225

Singh, F., Sonawane, G. G., & Meena, R. K. (2018). Molecular detection of virulent
Mannheimia haemolytica and Pasteurella multocida in lung tissues of
pneumonic sheep from semiarid tropics, Rajasthan, India. Turkish Journal of
Veterinary & Animal Sciences, 42(6), 556-561.

Smith, E., Miller, E., Aguayo, J. M., Figueroa, C. F., Nezworski, J., Studniski, M., ...
& Johnson, T. (2021). Genomic diversity and molecular epidemiology of
Pasteurella multocida. PLoS One, 16(4), €0249138.

Spratt, B. G. (1999). Multilocus sequence typing: molecular typing of bacterial
pathogens in an era of rapid DNA sequencing and the internet. Current opinion
in microbiology, 2(3), 312-316.

Srikumaran, S., Kelling, C. L., & Ambagala, A. (2007). Immune evasion by
pathogens of bovine respiratory disease complex. Animal health research
reviews, 8(2), 215-229.

Sthitmatee, N., Numee, S., Kawamoto, E., Sasaki, H., Yamashita, K., Takahashi,
N., ... & Sawada, T. (2008). Protection of chickens from fowl cholera by
vaccination ~ with  recombinant adhesive protein of  Pasteurella
multocida. Vaccine, 26(19), 2398-2407.

Su, A., Tong, J., Fu, Y., Miiller, S., Weldearegay, Y. B., Becher, P., ... & Herrler, G.
(2020). Infection of bovine well-differentiated airway epithelial cells by
Pasteurella multocida: actions and counteractions in the bacteria—host
interactions. Veterinary research, 51, 1-11.

Subaaharan, S., Blackall, L. L., & Blackall, P. J. (2010). Development of a multi-
locus sequence typing scheme for avian isolates of Pasteurella
multocida. Veterinary microbiology, 141(3-4), 354-361.

Svensson, C., Hultgren, J., & Oltenacu, P. A. (2006). Morbidity in 3—7-month-old
dairy calves in south-western Sweden, and risk factors for diarrhoea and
respiratory disease. Preventive Veterinary Medicine, 74(2-3), 162-179.

63



Tatum, F. M., Yersin, A. G., & Briggs, R. E. (2005). Construction and virulence of a
Pasteurella multocida fhaB2 mutant in turkeys. Microbial pathogenesis, 39(1-
2), 9-17.

Tawab, A., Akbar, N., Hasssan, M., Habib, F., Ali, A., Rahman, M., ... & Igbal, M.
(2020). Mass spectrometric analysis of lipid A obtained from the
lipopolysaccharide of Pasteurella multocida. RSC advances, 10(51), 30917-
30933.

Tel, O. Y., & Keskin, O. (2010). Koyun akcigerlerinden Pasteurella multocida ve
Mannheimia haemolytica izolasyonu ve antibiyotiklere duyarliligi. Yiiziincii Yil
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 21(1), 31-34.

Tegtmeier, C., Uttenthal, A. A., Friis, N. F., Jensen, N. E., & Jensen, H. E. (1999).
Pathological and microbiological studies on pneumonic lungs from Danish
calves. Journal of Veterinary Medicine, Series B, 46(10), 693-700.

Tocqueville, V., Kempf, I., Paboeuf, F., & Marois-Créhan, C. (2017). Quantification
of Pasteurella multocida in experimentally infected pigs using a real-time PCR
assay. Research in veterinary science, 112, 177-184.

Tolera, T., Wirtu, A., Kumsa, B., Zerabruk, E., Albene, Y., Tadesse, F., ... & Tolera,
T. S. (2019). Identification of serotypes Pasteurella multocida and Mannheimia
haemolytica from cattle and sheep in central Ethiopia. Research Square, DOI:
https://doi.org/10.21203/rs.2.9508/v1

Tomich, M., Planet, P. J., & Figurski, D. H. (2007). The tad locus: postcards from
the widespread colonization island. Nature Reviews Microbiology, 5(5), 363-
375.

Tsuji, M., & Matsumoto, M. (1988). Evaluation of relationship among three purified
antigens from Pasteurella multocida strain P-1059 and of their protective
capacities in turkeys. American journal of veterinary research, 49(9), 1516-
1521.

Turni, C., Singh, R., & Blackall, P. J. (2018). Genotypic diversity of Pasteurella
multocida isolates from pigs and poultry in Australia. Australian veterinary
journal, 96(10), 390-394.

Ugolini, M., Gerhard, J., Burkert, S., Jensen, K. J., Georg, P., Ebner, F., ... & Sander,
L. E. (2018). Recognition of microbial viability via TLR8 drives TFH cell
differentiation and vaccine responses. Nature immunology, 19(4), 386-396.

Ulker, H., Kucuk, D., Cantekin, Z., & Solmaz, H. (2012). Hatay yoresinde
kesimhanede kesilen sigir akcigerlerinden Pasteurella multocida ve
Mannheimia haemolytica izolasyonu ve antibiyotiklere duyarliligi.. AVKAE
Dergisi, 2(2), 10-14.

Valasek, M. A., & Repa, J. J. (2005). The power of real-time PCR. Advances in
physiology education, 29(3), 151-159.

Van Donkersgoed, J. (1992). Meta-analysis of field trials of antimicrobial mass
medication for prophylaxis of bovine respiratory disease in feedlot cattle. The
Canadian Veterinary Journal, 33(12), 786.

Vanderkooi, O. G., Church, D. L., MacDonald, J., Zucol, F., & Kellner, J. D. (2011).
Community-based outbreaks in vulnerable populations of invasive infections
caused by Streptococcus pneumoniae serotypes 5 and 8 in Calgary,
Canada. PloS one, 6(12), e28547.

Vasfi Marandi, M., & Mittal, K. R. (1997). Role of outer membrane protein H
(OmpH)-and OmpA-specific monoclonal antibodies from hybridoma tumors in

64


https://doi.org/10.21203/rs.2.9508/v1

protection of mice against Pasteurella multocida. Infection and
immunity, 65(11), 4502-4508.

Virtala, A. M., Grohn, Y. T., Mechor, G. D., & Erb, H. N. (1999). The effect of
maternally derived immunoglobulin G on the risk of respiratory disease in
heifers during the first 3 months of life. Preventive veterinary medicine, 39(1),
25-37.

Wang, H., Xin, L., Wu, Y., Liu, Y., Yao, W., Zhang, H., ... & Zhu, L. (2023).
Construction of a one-step multiplex real-time PCR assay for the detection of
serogroups A, B, and E of Pasteurella multocida associated with bovine
pasteurellosis. Frontiers in Veterinary Science, 10.

Watt, J. M., Swiatlo, E., Wade, M. M., & Champlin, F. R. (2003). Regulation of
capsule biosynthesis in serotype A strains of Pasteurella multocida. FEMS
microbiology letters, 225(1), 9-14.

Weber, D. J., Wolfson, J. S., Swartz, M. N., & Hooper, D. C. (1984). Pasteurella
multocida infections: report of 34 cases and review of the
literature. Medicine, 63(3), 133-154.

Welsh, R. D., Dye, L. B., Payton, M. E., & Confer, A. W. (2004). Isolation and
antimicrobial susceptibilities of bacterial pathogens from bovine pneumonia:
1994-2002. Journal of veterinary diagnostic investigation, 16(5), 426-431.

Wilkie, 1. W., Harper, M., Boyce, J. D., & Adler, B. (2012). Pasteurella multocida:
diseases and pathogenesis. Pasteurella multocida: Molecular Biology, Toxins
and Infection, 1-22.

Wilson, B. A., & Ho, M. (2012). Pasteurella multocida toxin interaction with host
cells: entry and cellular effects. Pasteurella multocida: Molecular Biology,
Toxins and Infection, 93-111.

Wilson, B. A., & Ho, M. (2013). Pasteurella multocida: from zoonosis to cellular
microbiology. Clinical microbiology reviews, 26(3), 631-655.

Wisselink, H. J., Cornelissen, J. B., van der Wal, F. J., Kooi, E. A., Koene, M. G.,
Bossers, A., ... & Antonis, A. F. (2017). Evaluation of a multiplex real-time
PCR for detection of four bacterial agents commonly associated with bovine
respiratory disease in bronchoalveolar lavage fluid. BMC veterinary
research, 13, 1-10.

Wobeser, G. (1992). Avian cholera and waterfowl biology. Journal of Wildlife
Diseases, 28(4), 674-682.

Wong, S. M., & Akerley, B. J. (2012). Genome-scale approaches to identify genes
essential for Haemophilus influenzae pathogenesis. Frontiers in cellular and
infection microbiology, 2, 23.

Woodrow, K. A., Bennett, K. M., & Lo, D. D. (2012). Mucosal vaccine design and
delivery. Annual review of biomedical engineering, 14, 17-46.

Yates, W. D. (1982). A review of infectious bovine rhinotracheitis, shipping fever
pneumonia and viral-bacterial synergism in respiratory disease of
cattle. Canadian Journal of Comparative Medicine, 46(3), 225.

65



OZGECMIS

Asli GONULKIRMAZ, ilkokul egitimini Selimiye Koyii ilkokulu, orta ve lise
egitimini Alagsehir Sehitleri Anadolu Lisesi’nde tamamladi. 2003 yilinda Alasehir
Sehitleri Anadolu Lisesi’'nden mezun oldu. 2004 yilinda basladigi Uludag
Universitesi Veteriner Fakiiltesi’ni 2011 yilinda bitirdi. 2015 yilinda Giresun
Universitesi Biyoloji Anabilim Dali’'nda doktora egitimine basladi. Fakiilteden
mezun olduktan sonra iki yil kadar serbest klinik veteriner hekimligi yapti. Daha
sonra 2013 yilinda Tarim ve Orman Bakanligi biinyesindeki Giresun’un Dereli
Ilgesi’nde veteriner hekim olarak ¢alismaya basladi. Halen Tarim ve Orman
Bakanlig1 biinyesindeki, Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Bakteriyel Teshis

Laboratuvari’nda veteriner hekim olarak gérev yapmaktadir.



