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OZET

TAVUK KOLERASI KOKENLI Pasteurella multocida IZOLATLARININ
FENOTIPiK VE GENOTIPIK KARAKTERIZASYONU

Sinan PIR
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Veterinerlik Mikrobiyolojisi Ana Bilim Dali
Doktora, Subat/2024
Danisman: Prof. Dr. Alper CIFTCI

Tavuk koleras1 evcil ve/veya yabani kanatli hayvanlart etkileyen, yiiksek
morbidite ve mortalite ile seyreden septisemik bir hastalik olarak tanimlanmaktadir.
Tez galismasinda Tavuk Kolerasi siiphesiyle Samsun Veteriner Kontrol Enstitiist
Midiirligi’ne goénderilmis olan tavuklara ait akcigerlerden izole edilen Pasteurella
multocida suslarinin fenotipik ve genotipik karakterizasyonu amaglandi.

Bu kapsamda ilgili bélgelerden gonderilen tavuklardan izole edilmis olan P.
multocida siipheli 50 adet bakteri identifikasyon ve karakterizasyon i¢in kullanildi.
Bakteriler ticari olarak temin edilen Pasteurella Selektif Agar’a inokulasyon ile
canlandirild1 ve 24 adet bakteri Pasteurella selektif besi yerinde leylak renkli koloni
olusturdu. izolatlarin genotipik identifikasyonlar1 PCR ile gergeklestirildi. PCR
sonucunda 50 adet izolatin 24’0 P. multocida olarak identifiye edildi. 17 izolat PCR
ile serogrup A olarak tanimlanirken, 7 izolat serogruplandirilamadi. P. multocida
izolatlarmin biyofilm olusturma durumlart in vitro olarak CRA yontemi ile
arastirildi. Incelenen 24 adet izolatin 14 (% 58,33)’ii CRA’da siyah koloni olusturdu
ve biyofilm olusturma 6zelligi yoniinden pozitif olarak degerlendirildi. Antibiyotik
duyarliliklar1 ve ¢oklu antibiyotik direnci Kirby Bauer Disk Diflizyon Yontemi ile 9
antibiyotik smifindan toplam 14 antibiyotik igin belirlendi. incelenen 24 adet izolatin
16 (%66,7), 24 (%100), 8 (%33,3), 18 (%75,0), 9 (%37,5), 22 (%91,7), 19 (%79,1),
11 (%45,8), 9 (%37,5), 16 (%66,7), 3 (%12,5), 9 (%37,5), 19 (%79,2) ve 12
(%50,0)’s1 sirastyla ampisilin, penisilin G, enrofloksasin, eritromisin, florfenikol,
linkomisin, oksitetrasiklin, tetrasiklin, neomisin, spektinomisin,
sulfametoksazol/trimetoprim, sefoperazon, sefotaksim ve seftiofura direncli bulundu.
P. multocida izolatlarinin bazi viriilens genleri multipleks PCR ile belirlendi.
Incelenen 24 adet izolatin 10 (% 41,67), 15 (% 62,5), 12 (% 50,0), 10 (% 41,67) ve
11 (% 45,83)’1 sirasiyla fimA, fur, plpB, pmHAS ve sodA yoninden pozitif bulundu.
P. multocida izolatlariin antibiyotik direncinde rol oynayan bazi genler PCR ile
arastirildi. Incelenen 24 adet izolatin 17 (% 70,83), 13 (% 54,17), 12 (% 50,00), 16
(% 66,67) ve 10°u (% 41,67) sirasiyla tetH, bla, aphAl, sull ve dfrA igin pozitif
sonu¢ verdi. P. multocida izolatlarmin filogenetik yakinliklarinin belirlenmesi
amaciyla yapilan RAPD-PCR ile genotiplendirme sonucunda izolatlarin % 22-89
oraninda benzerlik gosterdikleri saptandi.

Sonug olarak; biyofilm treten, antibiyotik direncli ve en fazla virulens genini
iceren suslar kullanilarak as1 gelistirme ¢alismalar1 yapilabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Sozcukler: Karakterizasyon, Pasteurella multocida, Tavuk Kolerasi



ABSTRACT

PHENOTYPIC AND GENOTYPIC CHARACTERIZATION OF Pasteurella
multocida ISOLATES FROM FOWL CHOLERA

Sinan PIR
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Veterinaty Microbiology
Ph.D., February/2024
Supervisor: Prof. Dr. Alper CIFTCI

Fowl cholera is defined as a septicemic disease affecting domestic and/or wild
poultry with high morbidity and mortality. The aim of the thesis study was the
phenotypic and genotypic characterization of Pasteurella multocida isolates isolated
from the lungs of chickens sent to the Samsun Veterinary Control Institute for the
diagnosis of Fowl cholera.

In this context, 50 suspucious P. multocida bacteria isolated from chickens sent
from the relevant regions were used for identification and characterization. Bacteria
were inoculated on commercially available Pasteurella Selective Agar, and 24
bacteria formed a mauve-coloured bacterial colony on the Pasteurella selective
medium. Genotypic identification of the isolates was performed by PCR. As a result
of PCR, 24 of 50 isolates were identified as P. multocida. While 17 isolates were
identified as serogroup A by PCR, 7 isolates could not be serogrouped. Biofilm
formation status of isolates was investigated in vitro by the CRA method. 14
(58.33%) of the 24 isolates examined formed black colonies in CRA and were
evaluated as positive for biofilm formation. Antibiotic susceptibilities and multiple
antibiotic resistances were determined for 14 antibiotics from 9 antibiotic classes by
the Kirby Bauer Disk Diffusion Method. Of the 24 isolates examined, 16 (66.7%), 24
(100%), 8 (33.3%), 18 (75.0%), 9 (37.5%), 22 (91.7%), 19 (79.1%), 11 (45.8%), 9
(37.5%), 16 (66.7%), 3 (12.5%), 9 (37.5%), 19 (79.2%) and 12 (50.0%) were
resistant to ampicillin, penicillin G, enrofloxacin, erythromycin, florfenicol,
lincomycin, oxyteracycline, tetracycline, neomycin, spectinomycin,
sulfamethoxazole/trimethoprim,  cefoperazone, cefotaxime and  ceftiofur,
respectively. Some virulence genes of P. multocida isolates were determined by
multiplex PCR. Of the 24 isolates examined, 10 (41.67%), 15 (62.5%), 12 (50.0%),
10 (41.67%) and 11 (45.83%) gave positive results for fimA, fur, plpB, pmHAS and
sodA, respectively. Some antibiotic resistance genes of P. multocida isolates were
investigated by PCR. Of the 24 isolates examined, 17 (70.83%), 13 (54.17%), 12
(50.00%), 16 (66.67%) and 10 (41.67%) gave positive results for tetH, bla, aphAl,
sull and dfrA, respectively. As a result of genotyping with RAPD-PCR to determine
the phylogenetic relatedness of P. multocida isolates, it was determined that the
isolates showed 22-89% similarity.

In conclusion; it was concluded that vaccine development studies could be
carried out for the strains with biofilm-producer, antibiotic resistant and contain the
most virulence genes.

Keywords: Characterization, Fowl Cholera, Pasteurella multocida
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1. GIRIS

Tavuk koleras1 (TK) (avian kolera, kanatli pastorellozu, kanatli hemorajik
septisemisi), tiim kanath tiirlerini etkileyebilen ve diinya ¢apinda yaygin olarak
goriilen bulasici bir bakteriyel hastaliktir. Yiksek morbidite ve mortalite ile seyreden
septisemik bir hastalik olarak goriiliir, ancak ¢ogunlukla kroniklesme veya iyilesme
ile sonuglanir. 18. yiizyilin yarisindan sonraki siiregte Avrupa’da kanatlilar arasinda
bir¢ok salgin goriilmiistiir.

Tavuk koleras1 etkeni Pasteurellaceae familyasinin bir {iyesi olan Pasteurella
multocida subsp. multocida'dir. P. multocida subsp. multocida Tavuk Kolerasi’nin en
yaygin etkeni olmakla birlikte P. multocida subsp. septica ve P. multocida subsp.
gallicida’nin da kiimes hayvanlarinda bir dereceye kadar kolera benzeri hastaliga
neden oldugu bilinmektedir.

P. multocida suslarinin patogenezi veya virulensinin kanatli koleras ile iligkisi
susa, konak tiirtine, konak veya sustaki varyasyonlara ve ikisi arasindaki temas
kosullarina bagh olarak karmasik ve degiskendir. P. multocida genellikle tavuklarin
farenks veya iist solunum yolu mukozasindan dokulara giris yapar. Normal olarak
yaz sonu, sonbahar ve kis aylarinda daha yaygindir. Bu mevsimsel durum, tavuklarin
yetiskin olduklarinda daha duyarli hale gelmeleri disinda, diisiik direngten de ziyade
hastaliga zemin hazirlayan kosullardan birisidir.

Tavuk Kolerasi’nin 6n tanisi klinik gozlemler, nekropsi bulgulari veya P.
multocida izolasyonu ile yapilabilir. Kesin teshis ise daha once soz edilmis olan
hastalik bulgular1 ve lezyonlara gore konulmalidir.

Antibakteriyel kemoterapi, Tavuk Kolerasi’nin tedavisinde kullanilan ilaca ve
tedavideki hizina bagl olarak degisik oOlgiilerde basar1 saglamakla beraber halen
yaygin olarak tercih edilmektedir. P. multocida’nin kemoterapétiklere karsi
duyarliliginin degisken olmasi ve 6zellikle kullanilan ajanin uzun siire kullaniminda
tedaviye direng gelismesi nedeniyle tedavi dncesinde antibiyotik duyarlilik testleri
gerekmektedir. Bununla beraber Tavuk Kolerasi’nin Onlenmesi P. multocida
rezervuarlarinin ortadan kaldirilmasiyla veya bunlarin kanatli siiriilerine temasinin
engellenmesiyle saglanabilir.

Tez calismast Samsun Veteriner Kontrol Enstitisi Midirligi’ne bagh
Amasya, Giresun, Ordu, Rize, Samsun, Sinop, Sivas, Tokat ve Trabzon illerinden

Tavuk Kolerast yoninden teshis amaciyla Samsun Veteriner Kontrol Enstitiist

1



Midiirligii'ne gonderilmis olan tavuklara ait marazi maddelerden izole edilen
Pasteurella multocida suslarmin fenotipik ve genotipik karakterizasyonu amaciyla

gergeklestirildi.



2. GENEL BILGILER

Tavuk Kolerasi, kanatli hayvanlarin en yaygin Pastorellozisi’dir. Hastalik
tavuklarin yani sira hindileri, Ordekleri, kazlari, yirtict kuslari ve kanaryalar1 da
etkilemektedir. P. multocida'min primer enfeksiyon bolgesi genellikle solunum
yoludur. Enfeksiyonlarin seyri perakut/akut enfeksiyonlardan kronik enfeksiyonlara
kadar degisebilir. Perakut ve akut enfeksiyonlarda 6liimden 6nce ¢ok az klinik bulgu
gozlenir ve genel septisemik lezyonlar hakimdir. P. multocida enfeksiyonlarinin
kronik formlarinda, genellikle solunum yolu, konjunktiva ve kafa dokular1 gibi genis
bir alana dagilim gosteren siipiiratif lezyonlar gozlemlenir. Tavuk Kolerasi, kronik
veya subklinik enfeksiyonlar meydana getirse de Ozellikle yetiskin hayvanlarda
siklikla akut oliimciil septisemiye neden olmaktadir. Hastalik tipik olarak yash
hayvanlarda bakteriyemi ve yiiksek morbidite ile mortaliteye sahip siddetli bir
hastalik olarak ortaya ¢ikar. Kronik enfeksiyonlarda lokalize enfeksiyonlara bagl
klinik belirtiler ve lezyonlar goriilebilir. Akciger ve kas-iskelet sistemi dokular1 da
siklikla kronik enfeksiyon merkezleridir. Tavuklarda Salmonellozis, Kolibasillozis
ve Listeriozis ile hindilerde Psodotuberkdlozis, Erizipel ve Klamidiyazis gibi bazi
bakteriyel hastaliklar tavuk kolerasina benzer klinik belirtilerle ortaya cikabilir.

P. multocida enfeksiyonlarinin siddeti ve insidansi, konakgi, ¢gevre ve bakteri
susunun Ozelliklerine gore degisiklik gosterir. Bakteride bulunabilen kapsiil,
endotoksin, dig zar proteinleri, demir baglama sistemleri, 1s1 soku proteinleri,
néraminidaz {iretimi ve antikor parcalayici enzimler muhtemel viriilens faktorleri
olarak belirlenmistir.

P. multocida enfeksiyonlarinin  6nlenmesindeki en etkili yol isletme
izolasyonudur. Bununla birlikte, koruyucu oOnlem olarak asilamanin da tavsiye

edildigi yonetim sistemleri diinyanin bir¢cok yerinde uygulanmaktadir.
2.1. Tarihce

Tavuk koleras1t evcil ve yabani kanathi hayvanlari etkileyen bulasici bir
hastaliktir. Yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreden septisemik bir hastalik olarak
goriiliir ancak ¢ogunlukla kroniklesme veya iyilesme ile sonuglanir.

18. yiizyilin ilk yarisindan sonra Avrupa’da kanatlilar arasinda bir¢ok salgina
yol agan hastalik i¢in ilk kez Mailet tarafindan Tavuk koleras1 ifadesi kullanilmistir.
Huppe, 1886’da hastaligi hemorojik septisemi olarak adlandirmis ve Lignieres

1900°de hastalik i¢in Tavuk Pastorellozisi ifadesini kullanmistir. 1851°de Benjamin
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hastaligi tanimlanustir. 1877 ve 1878’de Italya’dan Perroncito ve Rusya’dan
Semmer, bakteriden etkilenmis kanatlilarin dokularinda tek ya da c¢ift halinde
bulunan etkeni belirlemisler ve sonrasinda 1879’da Toussaint bakteriyi tanimlamistir
(Gray, 1913). ilk kez 1880'de tavuk kolerasinin etkeni olarak Pasteur tarafindan saf
kiiltiir olarak izole edilmistir (Pasteur, 1880).

2.2. Etiyoloji

Tavuk kolerasi’nin etkeni Pasteurella multocida’dir. Gegmiste bakteriye
bircok isim verilmistir. ilk olarak 1883 yilinda Micrococcus gallicidus olarak
isimlendirilen bakteri, sonrasinda sirasiyla M. cholerae gallinarum (1885), Octopsis
cholerae gallinauni (1885), Bacterium choleare gallinarum (1886), Bacillus
cholerae gallinarum (1887), Coccobacillus avicidus (1888), P. avicida (1889),
Bacterium multicidum (1889), P. avium (1903), Bacillus avicepticus (1903),
Bacterium avisepticum (1903), Bacterium avisepticus (1912) ve P. aviseptica (1920)
olarak adlandirilmistir (Buchanan et al., 1966). Ilerleyen yillarda etken P. avicida
veya P. aviseptica, P. muricida veya P. muriseptica olarak izole edildigi hayvana
gore adlandirilmisken, 1929°da tim izolatlarin P. septica olarak isimlendirilmesi
Onerilmistir (Wilson and Miles, 1964). 1939°da ise Pasteurella multocida olarak
isimlendirilmistir (Fajfar-Whetstone et al., 1995). Mutters vd. (1985), Pasteurella
cinsinde yer alan bakterileri P. multocida, P. septica ve P. gallicida dahil olmak
tizere 11 tiire ayirmistir. Pasteurella sensu stricto cinsi su anda en az on bir tiir
icermesine kargin P. multocida ve onun g alt turd, P. gallinarum, P. avium, P.
volantium, P. anatis, P. langaa kanatlilarla iligskilendirilmistir (Bisgaard, 1993).
Bunlardan P. multocida kanatli kolerasinin etkeni olarak kabul edilmektedir (Rimler
and Glisson, 1997). P. multocida'nin ti¢ alt tiirii (P. multocida subsp. multocida, P.
multocida subsp. septica ve P. multocida subsp. gallicida) bilinmektedir (Mutters et
al., 1985). Yapilan arastirmalarda Pasteurellaceae familyasinin bir¢ok tiirii igin
konak Ozgunligiinin var oldugu bildirilmistir. Bununla beraber Pasteurella sensu
stricto cinsinin en 6nemli patojeni olan P. multocida bircok yabani ve evcil hayvan
tirtinii igeren genis bir konakg¢1 spektrumuna sahiptir. P. multocida subsp. gallicida
ve P. multocida subsp. septica sirasiyla kiimes hayvanlarindan ve evcil hayvanlardan
izole edilmistir (Mutters et al., 1985). P. multocida subspecies multocida tavuk ve
hindilerden en c¢ok izole edilen alt tir olmakla birlikte P. multocida subsp. septica da

daha az oranda bildirilmistir. P. multocida subsp. gallicida esas olarak perde ayakl



kuslarla iligkili olmasina karsin domuzlarda da etken bildirimi yapilmistir (Cameron
et al., 1996). Capitini vd. (2002) tarafindan kaplan 1siriklar ile iliskili olarak fenotip
ve 16S rRNA gen dizisi karsilastirmasi sonucunda dordiincii alt tiir olmak tizere P.
multocida subsp. tigris izolatlar1 tanimlanmustir.

P. multocida Gram negatif, hareketsiz, sporsuz, tek basina veya ¢iftler halinde
ve bazen zincir ya da filamentler halinde bulunan comak sekilli bir bakteridir. 0.2-0.4
X 0.6-2.5 mm boyutlarinda olup, tekrarlanan subkiiltiirlerinden sonra pleomorfik
olma egilimi gostermektedir. Yeni izole edilenler bakteride indirekt boyama metodu
ile kapsiil varlig1 belirlenebilir ve dokularda, kanda ve yeni Kkiiltlirlerde bipolar
boyanma karakteristigi gézlenebilir. Bakteride pilus varligi da bildirilmistir (Glorioso
etal., 1982, Rebers et al., 1988).

Aerobik veya anaerobik kosullarda Ureyebilen P. multocida’nin optimal Greme
sicakligr 37°C ve pH aralig1 7.2-7.8°dir. Siv1 besi yerinde 16-24 saatte inkiibasyon
sonrasinda bulaniklik olusturacak sekilde iirer ve birkag glin icerisinde yapiskan bir
tortu olusturur. Baz1 izolatlar ise flokulan bir presipitat olusturacak sekilde {irerler.
Bakterinin tremesi pepton, kazein hidrolizat veya kanatli serumu varliginda daha iyi
olmasina ragmen, at, sigir, koyun ve kegi kan veya serumu P. multocida tremesini
inhibe eder (Ryu, 1961). %5 kanatli serumu igeren Dekstroz Nisasta Agar P.
multocida izolasyonu igin en iyi besi yeri olarak tanimlanmstir. izolasyon igin ticari
olarak mevcut besi yerleri bulunmaktadir.

P. multocida‘nin ilk izolasyonunda koloniler gesitli yogunluklarda iridesan
(floresan), iridesan olmayan ya da ¢ok az iridesan olarak mavi renkte gortnebilirler.
Iridesans oOzelligi kapstl varligr ile iliskilidir. TK’nin akut olgulardan primer
izolasyonda iridesan ve S tipli koloniler sirkiler (2-3 mm), diizg(in, konveks, saydam,
parlak, butirézdir. S tipli koloniler subkiltir sonucunda R tipli koloni
olusturabilirler. Yapilan bir ¢alismada TK izolatt P. multocida‘nin koloni
morfolojisinin 3 tip gosterdigi ve akut TK salgini ile iliskili ¢ok virllent suslarin
iridesan koloni ozelligi gosterdigi belirlenmistir. Mavi tip koloni olusturanlarin
diisiik virtlense sahip olduklari ve bu suslarin koleranin enzootik seyrettigi
strilerden izole edildigi bildirilmistir. Orta siddette iridesan gdsteren diger tip ise
virtillent olarak bildirilmistir (Hughes, 1930).

P. multocida seker fermantasyonu sirasinda gaz iiretmez fakat oksidaz,
katalaz, peroksidaz ozellikleri pozitif olup, besi yerinde karakteristik bir koku

olusmasi identifikasyonda oOnemlidir. Birgcok Gram negatif bakterinin aksine,
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penisiline duyarlidir. P. multocida'nin alt tiirleri ve serovarlari arasindaki iliski
serotiplendirme yontemleri ile net olarak agikliga kavusturulamamistir. Uzun yillar
boyunca pasif hemaglutinasyon testleri, spesifik kapsll antijenlerine dayali bir
serogruplandirma sisteminin temelini olustururken (Carter, 1955; OIE, 1996),
somatik antijenlerin tespitinde tip aglitinasyon ve jel difuzyon ¢okeltme testleri
kullanilmistir (Namioka and Murata, 1961; OIE, 1996; Heddleston et al., 1972).
Kapsuler tiplerin identifikasyonu spesifik mukopolisakkaritler ile kapsul
depolimerizasyonu vasitasiyla  gergeklestirilebildigi  gibi ~ (Rimler, 1994),
konvansiyonel testlere gore daha az zahmetli ve daha spesifik olan, son derece
spesifik ~ multipleks  polimeraz ~ zincir  reaksiyonu  (PCR) ile de
gerceklestirilebilmektedir (Townsend et al., 2001). Halen P. multocida'nin bes
kapstiler (A, B, D, E ve F) ve on alt1 somatik (1-16) serovar1 taninmaktadir (Rimler
and Rhoades, 1989). Farkli kanatli tirlerinden izole edilen P. multocida suslarinin
biylk oranda A, B, D ve F tipine ait olduklar bildirilmistir (Rhoades and Rimler,
1987). Kapsiiler tip A, B, D ve F kanath konakgilarindan izole edilmistir (OIE,
1996). Bununla birlikte serovar A, en siddetli kanatli kolerasi1 vakalarindan en sik
izole edilen serogrup olarak goéze carpmaktadir (Rhoades and Rimler, 1987; Rimler
and Rhoades, 1989). B, D ve F serovarlari iginde somatik serotip varyasyonunun
meydana gelmesi gibi Serovar A izolatlarinin on alti somatik serovarindan
birkaginda benzer varyasyonun olustugu bildirilmistir (Rhoades and Rimler, 1987).
Serovar A icindeki somatik serovarlar 1, 3 ile 3, 4 sirasiyla ingiltere ve Amerika
Birlesik Devletleri'nde kanatli kolerasindan izole edilen en baskin suslar olmasina
ragmen (Curtis, 1981; Rhoades and Rimler, 1990), belirli bir serovarin digerlerinden
daha fazla veya daha az oldiiriicii oldugunu gostermemektedir. Lee vd. (1988a)
yaygin serovar A:3,4'lin farkli izolatlarinin viriilens agisindan biiyiik farkliliklar

gosterdigini ortaya koymustur.
2.3. Virllens Faktorleri

TK’nin klinik bulgularin1 ve siddetini belirleyen en dnemli unsurlar etkenin
sahip olduklar1 virlilens faktorleri ve karakteristik 6zellikleridir. P. multocida
suslarmin virulensi susa, konak turiine, konak veya sustaki varyasyonlara bagli olarak
degiskenlik gostermektedir. Farkli kanatli konakgilart igin farkli alt tdrlerin viriilens

ozellikleri belirsizdir. Virtllens yoniinden gbzlenen sus varyasyonlari tek bir faktorle



iliskilendirilmemistir (Lee et al., 1988b). Hastaliga neden olan P. multocida izolatlari
ile iliskili birgok virulens faktori bulunmaktadir.

Kapsul, avian P. multocidanin ana virllens faktori olarak kabul edilmekle
birlikte diger faktorlerin de enfeksiyonlarin prognozunu etkiledigi bilinmektedir. P.
multocida patogenezinde virilens belirleyicileri olarak kapsilin 6nemi agik¢a ortaya
konmus, ancak bugline kadar sirasiyla Kanatli Kolerasi ve Hemorajik Septisemi
enfeksiyonlarindan P. multocida kapsuler tip A ve B lzerine yogunlasilmistir
(Harper et al., 2006). P. multocida serogruplarinda kapsiile ait biyosentetik lokuslarin
genetik organizasyonu belirlenmis ve gzden gecirilmistir (Harper et al., 2006). Bes
kapsuler biyosentetik bolgenin karsilastirmali analizi, suslar arasindaki serolojik
farkliliklar icin bir genetik temeli dogrulayan serogruba 6zgi bélgeleri tanimlamstir.
P. multocida'da kapsulin varligi ve kalinligi ile iliskili olarak antifagositik aktivite
bildirilmistir. P. multocida serotipi A:3'Un hiyaltronidaz ile dekapilasyonu
makrofajlar tarafindan fagositozu arttirmigtir (Pruimboom et al., 1996). Ayrica,
izojenik kapsulstiz P. multocida serogrup A suslarinin fagositoza karsit duyarliligi,
kapsullli yaban tip sustan 6nemli 6l¢lide fazla bulunmustur (Boyce and Adler, 2000).
P. multocida kapsilinin adezyondaki roli ile ilgili hem bakteriyel sus hem de
calismalarda kullanilan konakg¢1r hiicre tipine bagl olabilen geliskili bilgiler
bulunmaktadir. Pruimboom vd. (1996), P. multocida'nin makrofajlara adezyonuna
kapsuler hyaluronik asitin aracilik ettigini bildirmislerdir. Kapsulin enzimatik
depolimerizasyonu, P. multocida serogrup A'nin HeLa hiicrelerine ve makrofajlarina
adezyonunu azaltmistir (Esslinger et al., 1994).

P. multocida OMP'si P. multocida'nin 6nde gelen virllens faktorlerinden veya
immunojenik elementlerinden biridir ve birden fazla enfekte konakg¢ida immiin
tepkileri ortaya ¢ikarmaktan sorumludur. Bu proteinlerin  tanimlanmasi,
aragtirmacilarin bakteriyel enfeksiyona karsi bir as1 olarak OMP'lerin kullanimina
olanak tanimaktadir (Davies and Lee, 2004). P. multocida OmpA, in vivo korunan,
yuzeyde sergilenen ve eksprese edilen buyik bir imminojenik ve antijenik OMP
olarak bildirilmistir. OMP'ye kars1 yuksek antikor tepkileri, virilent P. multocida ile
mucadeleye karsi direnci ile tutarli bir sekilde iligkili bulunmustur (Dabo et al.,
2003).

Toksinler kanatli kolerasinin patogenezinde rol oynayabilir. Domuzlarda
atrofik rinitte gozlenen lezyonlarin bir kismindan, P. multocida ile enfekte kanatl

enfeksiyonlarinda da bazi lezyonlardan sorumlu P. multocida toksini olasi bir
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virtilens faktoridur (Foged, 1992; Christensen and Bisgaard, 1997). Pasteurellaceae
familyasinin bazi yelerinin patogenezinde buyik 6nem tasiyan RTX toksinlerinin
uretimi P. multocida’da gozlenmemistir. P. multocida'nin serum Dbilesenleri
tarafindan oldlrtlmeye karsi koyma yetenegi bir virtilens belirteci olarak pratik
degeri olabilecek birkag faktorden biridir (Lee et al., 1988b).

Adezyon bakteriyel enfeksiyonlar icin birincil 6n kosuldur. Yapismaya katilan
ligandlar ise potansiyel virtlens faktorleridir. Enfeksiyonun erken safhasinda
bakteriyel aderense istirak eden P. multocida genlerinin belirlenmesi, P.
multocida'nin  molekiler patogenezinin anlagilmasina yardimci  olmaktadir.
Kommensal ve patojenik P. multocida arasindaki molekuler farkliliklar tam net
olmamakla beraber, mekanizmalar agik bir sekilde ikincisinin, buyik olasilikla toll-
benzeri reseptdr (TLR) sinyali yoluyla enflamatuvar tepkileri indiikleme yetenegini
icermektedir. TLR sinyali, bakteriyel tanima, 6ldirme ve adaptif bagisikligin
aktivasyonu yoluyla enfeksiyona karsi ilk savunma hattin1 saglayan, dogustan gelen
konak savunmasi icin ¢cok ©Onemlidir. Clnkl artan sayida bakteriyel adezinin
proenflamatuvar sitokinlerin indiksiyonu igin TLR'ye bagli oldugu bildirilmistir
(Inatsuka et al., 2005; Fischer et al., 2006). P. multocida serogrup A 6zellikle HeLa
ve tavsan faringeal hlcrelerine fimbria ile in vivo ve in vitro baglanabilmektedir. P.
multocida serogrup A, B, D ve B:2 suslarmin tip 1V fimbriyalara sahip oldugu
bilinmektedir. Bununla birlikte, P. multocida serogruplarinda tip IV fimbriyanin
yapismada roli olmadigi bildirilmistir (Doughty et al., 2000; Siju et al., 2007).

P. multocida da LPS'ler, bircok Gram-negatif bakteride bulunan R-tipi LPS'ye
biyolojik ve kimyasal olarak benzer 6zelliklere ve yapiya sahiptir (Harper et al.,
2006). Bu molekuller klasik endotoksik sok belirtilerini indiklemektedirler (Rimler
and Rhoades, 1989). Saflastirilmis P. multocida LPS’sinin oldukca antijenik oldugu
belirlenmistir. Yaygin vaskiler degisiklikler ve 6lime neden olabilmekle birlikte
immunojenitesi nispeten zayiftir. Genellikle, P. multocida imminojenik LPS’si
proteinler veya ribozomlar ile kompleks olarak uygulandiginda koruyucu olmustur.
Ryu ve Kim (2000) P. multocida tip A:3 LPS-protein kompleksi ile asilanmig
farelerde tam koruma gérmiislerdir; fakat ne LPS ne de protein tek basima koruma
saglamamistir. LPS ayrica P. multocida enfeksiyonuna karsi konak savunmasinin
uyaricisi olarak da rol oynamaktadir (Galdiero et al., 2000). Saflastirilmis P.

multocida da LPS, enflamatuvar (IL-1la, IL-6 ve TNF-a) ve immiino-dizenleyici



sitokinler (IFN-y ve 1L-12) de dahil olmak uzere farelerde birkac sitokin
ekspresyonunu ve salinmasini uyarmistir.

Demir, bakterilerin konak¢idan sagladigi ve ureme igin gerek duydugu bir
ureme faktoridur. Fakat toksik etkisinin fazla olmasi nedeniyle ortamda eser
miktarda bulunmasi gereklidir. Bu nedenle P. multocida diger bakteriler gibi demire
kars1 tolerans gosterebilmek igin birgok mekanizmaya sahiptir (Harper et al., 2006).
Demir edinimi veya alimi bakteriyel canlilik igin gereklidir. Patojenik bakteriler
bunun icin farkli stratejiler gelistirmistir. P. multocida, demir baglayict konak
molekdller (transferrin, hemoglobin ve hemin) icin hem demir-baglayici iyonoforlar
hem de dis membran reseptorleri Gretmektedir (Ogunnariwo et al., 1991).

P. multocida'da proteazlar ve lipazlar gibi ¢esitli hlcre dis1 enzimlerin olasi
virtilens faktorleri oldugu bildirilmistir (Pratt et al., 2000). Lipazlarin patojenitede
rolinin oldugu diistiniilmiis, bununla birlikte proteazlarin konakg¢i savunmasini
bozan konak 1gG'ye kars1 ve opsonizasyonu azaltarak patojenlere yardimci olabildigi
belirlenmistir.

Hastaligin siddetini ve gorulme sikligini etkileyen diger faktOrler arasinda
cevresel faktorler, iklim, eszamanli hastalik, beslenme stresi ve konagin yas1 yer alir
(Collins, 1977; Simensen et al., 1980). On alt1 haftaliktan kiiciik tavuklarin nispeten
direngli oldugu ve yasin enfeksiyonun sonucunu Onemli Olcude etkiledigi
bildirilmistir. Dogal kosullar altinda, yukarida belirtilen faktorlere bagl olarak, 6lum
orani % 1-100 arasinda degiskenlik gosterir (Rimler and Glisson, 1997).

2.4. Epidemiyoloji

TK diinya c¢apinda goriilmesine ve uzun yillardir kapsamli bir sekilde
calisilmasina ragmen bir¢ok yonii heniliz tam olarak anlasilamamistir ve hastaligin
epidemiyolojisi tartismali olmaya devam etmektedir (Rimler and Glisson, 1997).
Serotipler icindeki genotipik varyasyon nedeniyle, serotiplendirme bircok durumda
enfeksiyonlarin  epidemiyolojisini  belirlemek icin  yeterli ayrintili  bilgi
saglamamaktadir. Yabani kuslardan elde edilen suslar da dahil olmak iizere farkli
kokenlere sahip P. multocida suslarina restriksiyon endoniikleaz analizi ve
ribotipleme seklinde DNA parmak izi uygulanmis olup bu yontemin hindilerde
kolera epidemiyolojisinin ¢alisilmasinda degerli oldugu ortaya konmustur (Snipes et

al., 1990; Carpenter et al., 1991; Christiansen et al., 1992).



TK yaz sonu, sonbahar ve kis aylarinda daha yaygin olarak gériilmektedir. P.
multocida, yaygin olarak kullanilan dezenfektanlar, giines 15181, kurutma veya 1si1 ile
kolayca etkisiz hale gelen oldukca hassas bir organizmadir ve c¢alismalarda P.
multocida'nin ¢evrede (6rn. su veya toprak) maksimum otuz giin hayatta kalacagi
bildirilmistir (Backstrand and Botzler, 1986; Rimler and Glisson, 1997). Heniiz
bilinmeyen faktdrlere bagli olarak kontamine ortamlarin otuz giinden daha uzun
stireler boyunca rezervuar olarak kaldig: diistinilmemektedir.

TK birg¢ok kanatl tiiriinde goriilebilmektedir. TK salginlar1 tavuklari, hindileri,
Ordekleri veya kazlar etkileyebilmekle birlikte, diger kiimes hayvanlari, kafes kuslar
ve yabani kuslar1 da hastaligin konakgilart arasindadir. P. multocida 50’den fazla
yabani kus turinden izole edilmistir (Faddoul et al., 1967). P. multocida genellikle
farenks veya (st solunum yolu mukozasindan vicuda giris yapmakla birlikte,
konjuktiva veya derideki yaralar da bulasma yollarindandir (Hughes and Pritchett,
1930). P. multocida'nin yasam alani, memelilerin, kanatlilarin ve insanlarin mukozal
yiizeyleri dahil olmak {iizere c¢ok genis oldugundan birgok kaynak potansiyel
rezervuar gorevi gorebilir (Bisgaard, 1993). Yabani kuslar ve evcil kiimes hayvanlari
arasinda P. multocida subsp. multocida geg¢isinin miimkiin oldugu ve yabani kuslarin
hastalig1 yeni alanlara yayabilecek kapasitede oldugu bildirilmektedir (Christensen et
al., 1998; Christensen et al., 1999; Snipes et al., 1990).

Hindiler P. multocida enfeksiyonuna tavuklara gore ve eriskin tavuklar da
genclere gore enfeksiyona daha duyarhidirlar (Heddleston 1962). Evcil kazlar ve
Ordekler de hastaliga duyarlidir (Curtice, 1902). Tavuklarda TK’dan 6lum genellikle
yumurtact strtilerde olur, ¢cunkl bu yastaki tavuklar daha gen¢ tavuklardan daha
duyarlidirlar. Genellikle yumurta Gretiminde azalma gortlmektedir. Onalt1 haftaliktan
kicik olan tavuklar genellikle olduk¢a dayaniklidirlar ve dogal yolla enfekte olan
tavuklarda mortalite genellikle % 0-20 arasindadir (Bolin and Eveleth, 1951). TK
izolat1 P. multocida’ya karst memeliler genellikle direncli iken, istisna olarak
enfeksiyon sonucunda tavsan ve farelerde 6liim goriilmiistiir (Heddleston and Watko,
1963).

Tavuk kolerasi salgin1 olmayan siiriilerdeki tasiyicilarin varligina iliskin sinirh
bilgiler nedeniyle bir¢ok calismada hastali§i atlatan hayvanlarin enfeksiyon
rezervuart olarak gorebilecegi oOne siiriilmiistiir. Ancak, Muhairwa vd. (2000)
yaptiklar1 bir arastirmada saglikli goriinen kanath stiriileriinde (tavuklar ve o6rdekler

dahil) P. multocida subsp. multocida ve P. multocida subsp. septica'nin yiiksek
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tastyicilik oranina sahip oldugunu gostermistir. Ayrica, bir¢ok kanathinin kloakal
mukozada P. multocida tasidigi saptanmaistir.

Kronik olarak enfekte tavuklar ile beraber yabani kuslarin diger kanatlilarla
temas1 enfeksiyonun ana kaynagi olarak diisiiniilmektedir. Nadir de olsa yumurta
yoluyla etken gecisi sekillenebilir (lliev et al., 1963). P. multocida'nin yumurta
yoluyla bulagmasinin bir risk teskil etmedigine inanilmaktadir (Rimler and Glisson,
1997), ancak teorik olarak kloakadan gecis sirasinda yumurta kabuklarmin
kontaminasyonu meydana gelebilir. Bununla birlikte, mikroorganizmanin hassas
yapist goz Oniine alindiginda bu tip kontaminasyonun énemsiz olmas1 muhtemeldir.
P. multocida’nin suru igerisinde yayilmasi primer olarak hasta tavuklarin agiz,
burun ve konjunktiva akintilarinin cevreyi, 6zellikle yem ve suyu kontamine
etmesiyle olmaktadir. Digki ile bulasma ihtimali ise ¢ok diistiktir (Reis, 1941).
Hasta hayvanlarin agiz, burun ve konjunktiva salgilarinin genellikle cevrenin
kontaminasyonunun birincil kaynagi olduguna inanilmakta ve aerosol yol ile
bulasmanin daha az onemli oldugu bildirilmektedir (Bierer and Derieux, 1973).
Diger potansiyel enfeksiyon kaynaklari, enfeksiyondan dlen kuslarin kadavralar1 ve
enfekte kuslarla temas eden ekipman veya boceklerdir.

Insektlerin vektér olarak TK’y1 yayma olasihg hakkindaki ¢aligmalar
sonucunda sineklerin en yogun oldugu zamanda Orgii telle kanathilarin ayrilmis
olmasi sonucunda enfeksiyonun yayilmadigi goriilmiistiir (Van Es and Olney, 1940).
Bununla beraber daha once enfekte hayvan kani emmis olan sineklerle hindilerin
beslenmesi sonucunda deneysel olarak enfeksiyon bulastirilmistir (Skidmore, 1932).

P. multocida'nin enfeksiyon bolgesinin genellikle solunum yolu oldugu
diisiiniilmektedir (Maheswaran et al., 1973; Rimler and Glisson, 1997). Bununla
birlikte okilo-nazal-oral yollarla inokiilasyonda tipik akciger lezyonlar1 ve progresif
bakteriyemi olusturulmus (Prantner et al., 1990) ve bu da diger mukozal
membranlarin da giris yollar1 olabilecegini gostermistir.

P. multocida'nin gastrointestinal sistemden gegiste hayatta kalma yetenegi
sinirlidir (Rimler and Glisson, 1997), ancak tasiyict kuslarin kloakal yiizeyinde P.
multocida'nin varligr, bazi suslarin gegiste hayatta kaldigim1 gostermektedir
(Muhairwa et al., 2000). Baz1 P. multocida suslarinin oral uygulamay: takiben
virulan ve immiinojenik olabildiginin gdézlemlenmesi de bagirsak mukozasiyla
etkilesimin bir dereceye kadar meydana geldigini diisiindiirmektedir (Lee et al.,

1988a; Frost et al., 1999).
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P. multocida deri yoluyla dokulara girmesi sonucu septisemi (Rimler and
Rhoades, 1989) veya lokalize deri lezyonlar1 (Glass and Panigrahy, 1990; Frame et
al., 1994) olusabilir. Bir tist solunum yolu enfeksiyonunu takiben P. multocida
akcigerlere yayilabilir ve kan dolagimina girmeden once ¢ogalabilir (Matsumuto et
al., 1991). P. multocida kan dolasimina girdikten sonra ya hizla ¢ogalir (Snipes et al.,
1987) ya da biiyiik bir bakteriyemiden 6nce ilk cogalmanin gergeklestigi karaciger ve
dalakta lokalize olur (Tsuji and Matsumoto, 1989). Akut TK sonucunda P. multocida
endotoksin iirettiginden, Oliimiin endotoksinden kaynaklandigi diisiintilmektedir

(Collins, 1977).
2.5. Klinik Bulgular

P. multocida enfeksiyonlarinda, enfeksiyonun seyrine bagli olarak g¢esitli
belirtiler gdzlenebilir. Perakut ve akut enfeksiyonlarda ¢ok az belirti gérulir ve bu
durumlarda o6lim genellikle siiriideki tek hastalik belirtisidir. Akut TK’da
enfeksiyon bulgular1 genellikle 6lumden onceki birkag saatte gozlenir. Bu suregte
enfekte tavuklarda semptom gorilmeksizin 6lum meydana gelebilir. Semptomlar ise
genellikle ates, anoreksi, tuylerde karisiklik, agizdan mukoz akinti, diyare ve
solunum hizinda artis seklindedir. Oliimden hemen énce en ok bas ve sakal
bolgesindeki tuysuz alanlarda olmak Uzere siyanoz sekillenebilir. Baslangigta sulu-
beyaz renkte, sonra ise yesilimsi hale gelen ve mukus iceren diyare gortlebilir. Akut
hastaligi atlatan hayvanlarda zayiflama ve dehidratasyon goriilebildigi gibi,
enfeksiyon kroniklesebilir ya da iyilesme ile sonuclanabilir.

Hastaligin perakut veya akut formlarinda, 6lim sonrasi nekropsi bulgular
olarak karkasta pasif hiperemi ve konjesyonlarin yani sira vaskiiler bozukluklar gibi
genel septisemik lezyonlar hakimdir. Abdominal ve koroner yag tabakasinda,
bagirsak mukozasinda, gogiis ve karin bosluklarinda, subserozal yiizeylerde petesiyal
ve ekimotik kanamalar goriilebilir. Karaciger ve dalak siklikla siser ve genel ya da
cok sayida kiiciik fokal nekroz alanlari igerebilir. Ozellikle lezyonlarin ¢ok
karakteristik olabilecegi hindilerde siklikla akciger tutulumu godzlemlenir.
Enfeksiyonun akut formlarinda akcigerde kanamalar hakimdir ve bunu nekroz ve
etkilenen bolgelerin etkilenmemis dokudan acikc¢a ayrildigr fibrindéz pléropndomoni
izler. Genis fibrin eksiidasyonu ile pleura ve akcigerlerin tek tarafli veya gift tarafh

prodiiktif inflamasyonu s6z konusudur. Histolojik olarak lezyonlar c¢ogunlukla
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heterofilik infiltrasyonlarla iligkilidir (Rimler and Rhoades, 1989; Rimler and
Glisson, 1997).

Kronik TK, hastaligin akut asamasini atlatan kanatlilarda sekillenebilecegi gibi,
diisiik viriilense sahip mikroorganizma ile enfeksiyon sonucu da olusabilir. Bulgular
genellikle lokalize enfeksiyon seklinde seyreder ve sakal, siniisler, eklemler, ayak
yastiklar1 ve sternal bursalarda genellikle siskinlik goriiliir. Eksudatif konjunktival ve
farengeal lezyonlar gozlenebilir ve bazen tortikollis gelisir. Trakeal tikanma ve nefes
darligt da en ¢ok goriilen semptomlar arasindadir. Genel depresyon, tiiylerde
kabariklik ve ishal goriilebilir. Hindilerde ciddi dermal nekroz formlart da
bildirilmigtir. Nekropsi bulgular1 olarak kazeoz artrit, periton boslugunun ve
oviduktun yangis1 kronik enfeksiyonlarda sik goriiliir. Hindilerde ve etlik piliglerde
sirt, karin ve gdgsiin kaudal kisimlarinin kutis, subkutis ve alttaki kaslar1 tutan bir

fibrino-nekrotik dermatit gorilebilir (Glass and Panigrahy, 1990; Frame et al., 1994).

2.6. Teshis

TK’nin 6n teshisi klinik gozlemler, nekropsi bulgular1 ve kesin teshis ise P.
multocida izolasyonu ya da molekiiler yontemler ile yapilabilir. Hastaligin oykiisi,
klinik belirtileri ve lezyonlar tanida yardimci olsa da hastaligin kesin tanisi igin
yetersiz olup kesin tani i¢in organizmanin izolasyonu onemlidir. Teshis, hastalik
belirtilerini gosteren hayvanlardan izole edilen P. multocida bakterisinin
tanimlanmasina veya PCR gibi spesifik molekiiler analizlerle organizmanin
dogrudan tespiti ile gergeklesir (Kasten et al., 1997). Avibacterium gallinarum ve
Gallibacterium anatis biovar haemolytica, hasta kanatli hayvanlardan izole
edilebilen ve yanlishkla P. multocida olarak tanimlanabilen yakin iliskili
bakterilerdir (Heddleston, 1975). Ayrica, Avibacterium gallinarum ve P. multocida
arasinda antijenik yakinlik bulunmaktadir.

P. multocida perakut/akut kanatli kolerasindan d&len hayvanlarin ig
organlarindan ve c¢ogunlukla kronik vakalarin siipiiratif lezyonlarindan ve
karakteristik kazedz eksudatindan kolaylikla izole edilebilir. Bununla beraber akut
salginda hayatta kalmis olan dehidre ve zayiflamig hayvanlardan izolasyon olasiligi
daha azdir (OIE, 1996). Akut tavuk kolerasinda doku ya da eksudattan Wright,
Giemsa veya metilen mavisi ile boyama yapilarak bipolar organizmanin
gorulmesiyle ve/veya immunfloresan mikroskobik inceleme ile P. multocida i¢in 6n
tan1 konulabilir (OIE, 1996; Rimler and Glisson, 1997).
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Kemik iligi, kalp kani, karaciger, meninksler veya lokal lezyonlar kaltur igin
tercih edilmesi gereken marazi maddelerdir. P. multocida izolasyonu igin doku ya da
eksudat kullanilabilir. Ornekler %5 tavuk serumu iceren Dekstroz Nisasta Agar’a
veya selektif agarlara ekilir. Izolasyon sansi %5 1siyla inaktive edilmis serumun
eklenmesiyle arttirilabilir. Es zamanli olarak MacConkey ve Kanli Agar’a da ekim
yapilabilir. Besiyerleri 37°C’de 18-24 saat aerobik kosullarda inkiibe edilir.

Inkiibasyon siiresi sonrasinda iireyen kolonilerin ¢ap1 1 ila 3 mm arasinda
degisir ve ayrik, dairesel, disbiikey, yar1 saydam ve biitiriktir. Hiicreler kokobasil
veya kisa ¢omaklar seklinde ve 0,2-0,4 x 0,6-2,5 um boyutunda olup, Gram negatif
boyanir. Boyamalarda bakteri genellikle tek veya ¢ift halinde goriiliir. Kapsiillii
organizmalar genellikle kapstlsiz organizmalardan daha biyik koloniler Uretir.
Memeli solunum yolu izolatlarinda siklikla gbézlenen sulu mukoid koloniler, kanath
izolatlarinda ¢ok nadir goriiliir.

Inkiibasyon periyodu sonrasinda iireyen bakterilere seker fermentasyon testleri
yapilir ve P. multocida'nin tanimlanmasi geleneksel olarak karbonhidrat
fermantasyonu, enzim Uretimi ve secilen metabolit Gretimini iceren biyokimyasal
testlerin sonuglarina dayanmaktadir.

Glikoz, mannoz, galaktoz, fruktoz ve sakkaroz P. multocida tarafindan
fermente edilebilen karbonhidratlar arasinda yer alirken, ramnoz, selobiyoz, rafinoz,
indlin, eritritol, adonitol, m-inositol ve salisin fermente olmayan karbonhidratlardir.
Mannitol genellikle fermente edilirken, arabinoz, maltoz, laktoz ve dekstrin
genellikle fermente edilmez. Ksiloz, trehaloz, gliserol ve sorbitol ile degisken
reaksiyonlar meydana gelebilir.

P. multocida kanatli izolatlar1 koyun Kanli Agar’da hemolize neden olmaz,
hareketli degildir ve MacConkey agarda nadiren tlirer. Organizma katalaz, oksidaz ve
ornitin dekarboksilaz Uretir ancak Ureaz, lizin dekarboksilaz, R-galaktosidaz veya
arginin dihidrolaz tretmez. Fosfataz Uretimi degiskendir. Nitrat indirgenir, indol ve
hidrojen siilfit iiretilir, metil kirmizis1 ve Voges-Proskauer testleri negatiftir (Glisson
et al., 2008; Glisson et al., 2013).

P. multocida'nin yakin iligkili oldugu diger bakterilerden ayirt edici 6zellikleri
Tablo 2.1'de ve P. multocidamin alt tiirlerinin diferansiyasyonu igin kullanilan
Ozellikler Tablo 2.2'de gosterilmistir (Bisgaard, 1993).

Hayvan inokulasyonlari, kontamine materyallerden P. multocida izolasyonuna

yardimci olarak kullanilabilir. Tavsanlara, hamsterlere ya da farelere 0.2 ml eksudatin
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ya da pargalanmis dokunun subkutan veya intraperitoneal yolla inokule edilmesi
sonrasinda eger P. multocida varlig1 s6z konusu ise hayvan genellikle 24-48 saat
icerisinde Olur ve organizma kalpten, kandan veya karacigerden saf olarak izole
edilebilir (Rimler and Glisson, 1997).

Spesifik antikorlarin varligina yonelik serolojik testler TK’nin teshisi i¢in
kullanilmamasina karsin asilanmis kiimes hayvanlarinda bagisikligi test etmek i¢in

aglitinasyon, agar jeldiflizyon testi veya ELISA kullanilabilir (OIE, 1996).

Tablo 2.1. P. multocida'nin yakin iliskili oldugu diger bakterilerden ayirt edici 6zellikleri

P P. P. A @) R

Karakteristik multocida gallinarum avium paragallinarum rhinotracheale anatipestiter

Nitrat

(indirgeme)

Urease - - - - + D
Arginin

dihidrolaz - - F - - *)
Ornitin
dekarboksilaz
Indol

D(+) ksiloz
D(-) mannital
D(-) sorbitol
D(+) galaktoz
Maltoz
Trehaloz
Dekstrin
a-galartosidaz - - + +
a-glukozidaz D* + + D + +

+ + + + - -

@)
W)

S ™
o4+ o 4+

Vo o+ 4+

+ 1 1-2 giin iginde suglarin %90"'indan fazlasi pozitif; -: Suslarin >%90'1 negatif; (+) : 3-14 giin iginde
suslarin %90'indan fazlasi pozitif; D: farkli; *: P. multocida'nin alt tiirlerinin ayrilmasinda kullanilan
karakter

Tablo 2.2. Pasteurella multocida'nin alt tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan ozellikler

- P. multocida subsp. P. multocida P. multocida subsp
Ozellikler - : L
multocida subsp. septica gallicida

L(+) arabinoz D - +

D(-) arabinoz D D -

Dulcitol - - +

D(-) sorbitol + - +

R(-) frukoz D D -
Trehaloz D + -
alfa-glukozidaz + + -

+: 1-2 giin iinde suslarm %90'indan fazlasi pozitif; -: Suslarm >%90't negatif; D: farklt

Aglitinasyon, Agar Jel Immunodifiizyon (AGID) ve pasif hemagliitinasyon
gibi serolojik testler, kanatli konakg¢ilardan alinan serumda P. multocida'ya karsi
antikoru gostermek i¢in deneysel olarak kullanilmis olup hi¢ birinin ¢ok hassas
olmadigi tespit edilmistir. ELISA kullanilarak antikor titrelerinin belirlenmesi,
asilanmis kiimes hayvanlarinda serokonversiyonun izlenmesi girisimlerinde degisen

derecelerde basari ile kullanilmis ancak teshis i¢in kullanilmamaktadir.
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Teshis i¢in matris destekli adsorpsiyon iyonizasyon-ugus siiresi (MALDI-TOF)
kitle spektrometresinin  kullanimi  bugiine kadar sadece iki ¢aligmada
degerlendirilmis olup her iki ¢alisma da teknolojinin test edilen tiim P. multocida
izolatlarin1 dogru sekilde tanimladigini gostermektedir (Kuhnert et al., 2012;
Zangenah et al., 2013). Teshis i¢cin PCR bazli analizler yaygm olarak

kullanilmaktadir.

2.7. Koruma ve Kontrol

Tavuk kolerasinin  6nlenmesi P. multocida rezervuarlarinin  ortadan
kaldirilmasiyla veya bunlarin kanathi siiriilerine temasmin engellenmesiyle
saglanabilir. Iyi yonetim uygulamalari ile sanitasyonun iizerinde 6nemle durulmasi,
tavuk kolerasin1 6nlemenin en iyi yoludur. Bir¢ok bakteriyel hastaligin aksine, tavuk
kolerasi kulugkahane hastaligi degildir.

Diinya genelinde kanatli kolerasinin kontrolii temel olarak asilamaya baglidir.
Kapsamli yonetim sistemleri diinyanin birgok yerinde hakim olmasina karsin yaban
hayat1 rezervuar1 P. multocida enfeksiyonlarinin kontroliinii neredeyse imkansiz hale
getirmektedir. Hayvan refahina iliskin  kaygilar sanayilesmis diinyada kapali
olmayan Udretim giftliklerinin kullanimini arttirmig, bu da enfeksiyonlarin ticari
siiriilere bulagma riskinin artmasina neden olmustur. Hastaligi 6nlemek amaciyla
bircok canli ve inaktif (bakterinler) kanatl kolera asis1 gelistirilmis ve test edilmistir
(Rimler and Glisson, 1997). Asilama stratejileri TK’nin yaygin oldugu yerlerde
diistiniilmelidir. Ticari olarak inaktif bakterinler ve canli asilar mevcuttur.
Bakterinler yag adjuvant icerisinde emdlsifiye olarak genellikle 1, 3, 4
serotiplerinden olusurlar. Bakterin, icerisinde olmayan bir serotiple olusturulan TK
epruvasyonuna kars1 koruma saglamayacagi icin 1, 3, 4 serotipleri disinda lokal
olarak izole edilen susu iceren otojenik bir tam hicre bakterini kullanilabilir
(Heddleston, 1962). Otojenik as1 icin adjuvant sec¢imi, yag iginde su emulsiyonu
veya aluminyum hidroksit seklinde olabilir (Bhasin and Biberstein, 1967). Otojenik
bakterinlerde aliminyum hidroksitin adjuvant olarak kullanilmasi damizlik hindiler
ve damizlik broyler siiriilerinde asilama i¢in faydalidir. Bu hayvanlar yattiklari igin
yag-su emulsiyonunun adjuvant olarak kullanilmasi halinde hayvanlarda ciddi doku
yanitlar1 olusmaktadir. Bu yamit yumurta Uretiminde o6nemli Olcude diisiisle
sonuclanabilir. Yumurta Gretimindeki negatif etki, aliminyum hidroksitin adjuvant

olarak kullanildig: tavuk koleras: tim hucre bakterinlerinde daha diisiiktiir. Bununla
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beraber, aliiminyum hidroksit bakterinlerinin yag-su emilsiyonu bakterinler kadar
Immun yanit1 stimiile etmedigi rapor edilmistir (Matsumoto and Helfer, 1977). Bu
nedenle, eger aluminyum hidroksitli bakterin kullanilirsa, slride bagisiklig
saglamak icin yumurtlama siklusunun baslangicinda tekrar asilama gerekebilir.

Modifiye canli as1 suslarinin patojenik fenotipleri bagisikligi baskilanmig
hayvanlarda hastalifa neden olma egilimleri nedeniyle ticari agilarin ¢ogu bakterin
tipindedir. Asilar normalde in vitro olarak gelistirilmis, bir yag adjuvanti veya
aliminyum hidroksit i¢inde emiilsifiye edilmis P. multocida’nin A:1, A:3 ve A:4
serotiplerini icerir (Homchampa, 1995). Bakterinlerin Gretilmesi ucuzdur ve bir
dereceye kadar koruma saglayarak hastaligin insidansin1 ve siddetini sinirlandirir
(Scott et al., 1999). Bakterinlerin enjeksiyon yoluyla uygulanmasina bagli olarak
doku reaksiyonlarina yol agmasi (Davis, 1987) ve sadece homolog serotiplere karsi
bagisiklik saglamasi Onemli dezavantajlari arasindadir (Rebers and Heddleston,
1977). Sonug olarak, daha az zahmetli bir uygulama yolunun kullanilmasi ve ¢apraz
bagisiklik elde edilmesine yonelik canli asilarin gelistirilmesi gerekmektedir. Su
anda Ozellikle Kuzey Amerika da her ikisi de A:3,4 serotipine sahip olan Clemson
University susu ve M-9 susu kullanilmaktadir. Her iki sus da kanathi kolera
salginlarindan izole edilmis ve c¢esitli girisimlerle modifiye edilmistir. Her iki susun
da 42°C'de iireyemeyen sicakliga duyarlt mutantlar1 olusturulmustur. Bu mutantlarla
her ne kadar koruma saglanmis olsa da yine de bir miktar 6lim gozlenmistir
(Hofacre et al., 1989). Son zamanlarda, aro-A genini mutasyona ugratarak P.
multocida'nin geri doniisiimsiiz oksotrofik mutantlarinin yaratilmasina ve diisiik
ureme oranina sahip klonlarin segilmesine 6nem verilmistir. Bu suslardan bazilariyla
yapilan 6n agilama denemelerinde iimit verici sonuglar elde edilmistir.

Ingiltere’de kullanimda olan 3 canli as1; diisiik virtilensli CU susu, ¢ok diisiik
virtllensli mutant bir CU susu olan M-9 susu ve virllensi CU ile M-9 arasinda
olan orta virulensli PM-1 suslarindan hazirlanmistir. Canli P. multocida asilariyla
tavuklarin ve hindilerin asilanmasi, heterolog serotip eprivasyonuna karsi
korunmay1 indlkler. Canli tavuk kolerasi asilarinin kullanilmasi etkin immun yaniti
stimile eder fakat asilanan tavuklarda potansiyel olarak mortaliteyle sonuclanma
riski vardir (Bierer and Derieux, 1972).

TK icin en uygun asilama programi diisiiniildiigiinde bdlgedeki kolera
prevalansi, boélgede en sik goriilen P. multocida serotipi, asilanacak tavuklarin yasi

ve degeri (damizlik hindiler, ticari hindiler veya damizlik tavuklar, grandparent
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damizlik tavuklar) g6z 6nine alinmalidir. Tavuk kolerasina karsi damizlik tavuklar
icin bircok basarili a1 vardir. Bakterinler, canli asilar veya her ikisi birlikte
kullanilabilir ve genellikle 2 doz seklinde; ilk doz 8-10 haftalikken, ikinci doz 18-20
haftalikken uygulanir. Koruma sadece bakterinin igerdigi serotipe karsi sekillenir ve
yumurtlama siklusunun baslangicinda guclu bir bagisiklik saglanmaz. Cok yaygin
olarak kullanilan agilama programlarinin bazilar1 10-12 haftalikken kanat altindan
yapilan canli ag1 uygulamasini takip eden 18-20 haftalikken kanata yapilan canli as1
veya bakterin uygulamasi seklindedir. Canli as1 ile asilama birgok serotipe karsi
koruma saglar fakat as1 kronik tavuk kolerasina yol agabilir. 10-12 haftalikken
bakterin kullanilmas1 ve 18-20 haftalikken de canli as1 kullanilmas1 birgok serotipe
kars1 koruma saglar ve canli asinin indiikledigi kronik tavuk kolerasin1 da minimize
eder (Hofacre et al., 1986).

Damuzlik hindiler ve ticari etci hindiler igin en basarili agilama programlarindan
biri, 6-8 hafta sonrasi her 4 haftada bir igme suyuyla canli as1 verilmesi ve surinin
Oomru boyunca uygulamaya devam edilmesi seklindedir. Bakterinler de damizlik
hindilerde kullanilabilir. Bu hayvanlara yumurta Gretiminin baslamasindan énce 2-5

kez asilama yapilir ve ilk agilama 6-8 haftalikken baslar.
2.8. Halk Saghg Etkileri

Insanlarda zoonotik bir organizma olarak kabul edilen ve agirlikli olarak ciftgi
niifusu arasinda ortaya ¢iktig1 gézlenen P. multocida'nin neden oldugu hastalik sayisi
hi¢ de azimsanmayacak diizeydedir (Bisgaard et al., 1994). Kanatli hayvanlardan
insana ya da tam tersi sekilde dogrudan bulastigina dair herhangi bir rapor
bulunmamakta olup, bu tiir bulasmanin olasilig1 da géz ardi edilmemelidir. Etken
cogunlukla kopekler, kediler (biiyiik kediler dahil) ve nadir de olsa domuzlarin neden
oldugu hayvan 1siriklarin1 veya tirmalamalarini takiben olusan yaygin bir
enfeksiyondan sorumludur (August, 1990; Frederiksen, 1993). Osteomiyelite ve
ardindan septisemiye kadar ilerleyebilen ciddi bir seliilit gelisebilir (Francis et al.,
1975). P. multocida, primer veya sekonder enfeksiydz ajan olarak solunum yolu
enfeksiyonlarinda da yer alabilir (Weber et al., 1984). P. multocida'nin 6zellikle
karaciger fonksiyon bozuklugu olan hastalarin eklemlerine ve solunum yollarina
yerleserek sepsise neden olan bir bakteriyemiye sebebiyet verdigi bilinmektedir. Bu
baslica enfeksiyon tiirlerine ek olarak P. multocida, peritonit, puerperal sepsis,

neonatal sepsis, beyin apseleri ve idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi cesitli
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enfeksiyonlardan izole edilmistir (Bisgaard et al., 1994). Bildirilen hastaliklarla ilgili

olarak P. multocida'nin farkl: alt tiirlerinin 6nemi heniiz agikliga kavusturulmamastir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bakteriyolojik Ornekleme ve Identifikasyon

Tez galigmasi kapsaminda Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii Midiirliigi’ne
bagli Amasya, Giresun, Ordu, Rize, Samsun, Sinop, Sivas, Tokat ve Trabzon
illerinden Tavuk Koleras1 yoniinden teshis amaciyla Samsun Veteriner Kontrol
Enstitliisti Midiirliigii’'ne gonderilmis olan tavuklara ait akcigerlerden izole edilmis
olan P. multocida siipheli 50 adet bakteri identifikasyon ve karakterizasyon igin
kullanildi.

P. multocida siipheli bakteriler ticari olarak temin edilen Pasteurella Selektif
Agar’a inokulasyon ile canlandirildi. Besi yerleri 24 saat 37°C’de inkiibe edildi
(Catry et al, 2006). Inkiibasyon siiresi sonunda agarda iireyen leylak renkli
kolonilerden bir adet alinarak, Gram boyama ve oksidaz testi yapildi. Gram negatif
comak seklinde goriilen ve oksidaz pozitif bakteriler P. multocida siipheli olarak
degerlendirildi. Inkiibasyon sonrasi iireyen ve siipheli olarak degerlendirilen
izolatlarin subkiiltiirleri Brain Hearth Infiizyon (BHI) agara yapildi. Subkiiltiirii
yapilan izolatlar caligmanin sonraki asamalarinda kullanilmasi amaciyla % 15
gliserol iceren TSB icerisinde -80°C’de saklandi.

P. multocida genotipik identifikasyonu icin BHI agarda uretilen taze
kiiltiirlerden DNA ekstraksiyonu yapildi. Siipheli izolatlarin DNA ekstraksiyonlari
kaynatma yontemi ile gerceklestirildi. Bu amagla siipheli izolatlara ait kolonilerden
500 pl steril distile su igerisine slispansiyon hazirlanarak, 100°C’de 10 dk kaynatildi.
Stispansiyon 10 000 x g’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi1 siipernatant hedef
DNA olarak kullanilmak iizere DNaz/RNaz icermeyen tiiplere alindi. DNA’lar
genotipik identifikasyonda ve viriilens genlerinin belirlenmesinde kullanilmak iizere
-20°C’de muhafaza edildi.

P. multocida izolatlarinin genotipik identifikasyonlar1 Liu vd. (2004) tarafindan
bildirilen protokol ile gergeklestirildi. Bildirilen protokol dogrultusunda 5 ul hedef
DNA, 1X PCR tamponu, 1,5 mM MgCl», 0,5 uM PM1231 primerleri, 500 uM her
bir dNTP, 0,5 U Tag polimeraz ilave edilerek toplam 25 ul PCR karisimi hazirlandi.
Amplifikasyon kosullar1 94°C’de 2 dk 6n denatlrasyon, 30 siklus olmak uzere
95°C’de 20 sn, 55 °C’de 20 sn, 72 °C’de 45 sn amplifikasyon ve 72 °C’de 2 dk son
uzama asamasi olacak sekilde ayarlandi. Amplifikasyon triinleri etidyum bromid (2

ug/ml) igeren % 1,5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile
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goriintiilendi. PCR sonrasinda 601 bp’lik bant gériilmesi P. multocida igin pozitif
olarak kabul edildi.
Genotipik identifikasyon i¢in kullanilan P. multocida spesifik oligonikleotit

primerler ve beklenen amplikon boyutu Tablo 3.1’de sunuldu.

Tablo 3.1. izolatlarin PCR ile identifikasyonu i¢in kullanilan oligoniikleotit primerler

Hedef Amplikon
Bakteri Primer Biiyiikliigii Kaynak
Gen (bp)
. F: 5’-AGAAAGCACATGACCAAAGG-3’ Liuetal.
P.multocida~ PM1231 g 5. GCAGCTACTCGCAGAAGGTT-3" 601 (2004)

3.2. Antibiyotik Duyarhhiklarimin Belirlenmesi ve Antibiyotiplendirme

Izolatlarin antibiyotik duyarliliklar1 ve ¢oklu antibiyotik direnci Kirby Bauer
Disk Diflizyon Yontemi ile belirlendi. Bu amagla 9 antibiyotik sinifindan toplam 14
antibiyotik (Beta-Laktamlar: Ampisilin-10 pg; Penisilin G -10 pg; Florokinolon
grubu: Enrofloksasin-5 pg; Makrolid grubu: Eritromisin-15 ug; Fenikol grubu:
Florfenikol-30 pg; Linkosamidler: Linkomisin-2 ug; Tetrasiklin  grubu:
Oksiterasiklin-30 pg; Tetrasiklin-30 pg; Aminoglikozidler: Neomisin-30 ug;
Spektinomisin-100 pg; Folat yolu inhibitdrleri: Sulfametoksazole/trimetoprim- 1.25—
23.75ug; Sefalosporinler: Sefoperazon-30 pg; Sefotaksim-30 pg; Seftiofur-30 pg)
kullanildi.

Izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi icin taze Kkiiltiirlerinden
yogunlugu 0,5 McFarland olacak sekilde Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) igerisinde
bakteri siispansiyonu hazirlandi. Hazirlanan siispansiyondan 100 pl alinarak Mueller
Hinton Agar (MHA) yuzeyine yayma ekim yapildi. Besi yeri iizerine antibiyotik
diskleri yerlestirildi ve 24 saat 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
olusan zon ¢aplari dlgiilerek CLSI (2019)’ya gore degerlendirildi.

izolatlardan {ic veya daha fazla antibiyotik smifina direngli olanlar1 ¢oklu
antibiyotik direncine (CID) sahip izolat olarak degerlendirildi.

Izolatlarin antibiyotik duyarlilik/direnclilik durumlarinin belirlenmesinden
sonra ilgili antibiyotiklere diren¢ durumu g6z Oniine alinarak fenotipik yakinliklari
belirlendi. Olusan paternlerin dendrogrami UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Averages) metodu ile goriintii analiz programi kullanilarak
cizildi. Izolatlar arasindaki iliski % 70 benzerlik katsayis1 gdz Oniine almarak

degerlendirildi.
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3.3. Biyofilm Uretiminin in vitro Olarak Belirlenmesi

P. multocida izolatlarinin biyofilm olusturma durumlar1 in vitro olarak Kongo
Red Agar (CRA) yontemi ile arastirildi. CRA yontemi i¢in 500 mL distile su
icerisinde 5 g Agar agar, 25 g glikoz, 18,5 g BHI broth, 0,4 g Kongo red boyas1
olacak sekilde besi yeri hazirlandi. BHI’da saf olarak iireyen kolonilerden tek koloni
alinarak, CRA’ya ekimleri yapildi. Besi yerleri 37°C’de 24 saat aerobik kosullarda
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda kolonilerde olusan renk degisimlerine gore
degerlendirilme yapildi. Siyah-gri renk olusumu goériilen izolatlar biyofilm iiretimi
yonunden pozitif, pembe-kirmizi1 renkli koloniler ise negatif olarak degerlendirildi
(Atshan et al., 2012).

3.4. P. multocida izolatlarmin Kapsiiler Tiplendirmesi

P. multocida suslarinin kapsiiler olarak multipleks PCR ile tiplendirildi
(Townsend et al., 2001). PCR’da hedeflenen spesifik genler ve beklenen amplikon
boyutlar1 Tablo 3.2’de sunuldu.

P. multocida izolatlarmin kapsiil tiplendirmesi igin literatiirde bildirilen
protokoliin optimizasyonu gerceklestirildi. Optimizasyon i¢in PCR’da kullanilan
reaktiflerin ve amplifikasyon protokoliiniin farkli oran ve sikluslar1 denendi.
Amplifikasyon iiriinleri etidyum bromid (2pg/ml) iceren % 1,5’luk agaroz jel
elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile gorintdlendi.

Goriintiileme sonrasinda Serogrup A, Serogrup B, Serogrup D, Serogrup E ve
Serogrup F i¢in sirasiyla 1044, 760, 657, 511 ve 851 bp.’lik bant goriilmesi pozitif

olarak degerlendirildi.

Tablo 3.2. P. multocida izolatlarin kapsiil tiplendirmesi igin kullanilan oligoniikleotit primerler

Amplikon
Gen Serogrup Primer Biiyiikliigii Kaynak
(bp)
hyaD Seroarup A F: TGCCAAAATCGCAGTCAG 1044
-hyaC grup R: TTGCCATCATTGTCAGTG

F: CATTTATCCAAGCTCCACC
bcbD  Serogrup B b 50ccGAGAGTTTCAATCC 760

dcbF  SerogrupD - TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC 657 Tognaslend
R: CATCTACCCACTCAACCATATCAG o0

echd  Serogrup E F: TCCGCAGAAAATTATTGACTC £11
R: GCTTGCTGCTTGATTTTGTC

fcbD  Serogrup F F: AATCGGAGAACGCAGAAATCAG 851
R: TTCCGCCGTCAATTACTCTG
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3.5. Izolatlarin Viriilens Genlerinin Belirlenmesi

P. multocida nedenli enfeksiyonlarin patogenezinde rol oynayan bazi viriilens
genleri PCR ile arastirildi.

P. multocida‘ya ait galismada arastirilan viriilens genleri ve beklenen amplikon

boyutlar1 Tablo 3.3’de gosterildi.

Tablo 3.3. P. multocida izolatlarinda arastirilan viriilens genleri

Amplikon
Gen Primer Biiyiikliigii Kaynak

(bp)
fima - CCATCGGATCTAAACGACCTA 866
R: AGTATTAGTTCCTGCGGGTG

F: GTTTACCGTGTATTAGACCA

fur R: CATTACTACATTTGCCATAC 244
g F TTTGGTGGTGCGTATGTCTTCT - Tang
pip R: AGTCACTTTAGATTGTGCGTAG vd. (2009)
F: TCAATGTTTGCGATAGTCCGTTAG
pmHAS 430

R: TGGCGAATGATCGGTGATAGA

sodA F: TACCAGAATTAGGCTATGC 365
R: GAAACGGGTTGCTGCCGCT

P. multocida izolatlarinin sahip olduklar1 viriilens genlerinin belirlenmesi
amaciyla 5 gen i¢in multipleks PCR protokolii olusturuldu. Protokol fur, sodA,
pmHAS, plpB ve fimA (Tang et al., 2009); genleri i¢in optimize edildi. Optimizasyon
kapsaminda ilgili literatiirde bildirilen yontem temel alinarak, PCR reaktiflerinin ve
amplifikasyon protokoliiniin farkli oran ve sikluslar1 denendi. Amplifikasyon tiriinleri
etidium bromid (2pg/ml) iceren % 1,5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV
transilluminator ile gorintilendi. Goriintilleme sonrasinda fimA, fur, plpB, pmHAS ve
sodA genleri icin sirasiyla 866, 244, 282, 430 ve 365 bp’lik bant goriilmesi pozitif

olarak degerlendirildi.

3.6. Izolatlarin Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

P. multocida izolatlarinin antibiyotik direncinde rol oynayan bazi genler PCR
ile arastirildi. P. multocida izolatlarinin sahip olduklari tetH, bla, aphA1, sullve dfrA
antibiyotik direng genlerinin belirlenmesi icin multipleks PCR protokolu optimize
edildi (Bedier et al., 2022). Optimizasyon kapsaminda ilgili literatiirde bildirilen
yontemler temel alinarak, PCR reaktiflerinin ve amplifikasyon protokoliiniin farkli
oran ve sikluslar1 denendi. Amplifikasyon iirlinleri etidium bromid (2pg/ml) igeren %
1,5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goruntulendi.
Goriintiileme sonrasinda tetH, bla, aphAl, sullve dfrA genleri igin sirasiyla 1076,
685, 489, 433 ve 425 bp’lik bant goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi.
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P. multocida‘ya ait ¢alismada arastirilan antibiyotik direng genleri ve beklenen
amplikon boyutlar1 Tablo 3.4’te gosterildi.

Tablo 3.4. P. multocida izolatlarinda arastirilan antibiyotik direng genleri

Direng . Amplikon
. Primer Biiyiikliigii Kaynak
Geni (bp)
tetH F: 5’-ATACTGCTGATCACCGT-3’ 1076
R: 5’-TCCCAATAAGCGACGCT-3’
bla F: 5-AATAACCCTTGCCCCAATTC-3’ 685
R: 5’-TCGCTTATCAGGTGTGCTTG-3’

= . Bedier
aphAl F: 5-TTATGCCTCTTCCGACCATC-3 489 vd,

R: 5-GAGAAAACTCACCGAGGCAG-3 (2022)

sull F:5’-CGGCGTGGGCTACCTGAACG-3’ 433
R: 5’-GCCGATCGCGTGAAGTTCCG-3’

dfrA F: 5-TGGTAGCTATATCGAAGAATGGAGT-3’ 425
R: 5-TATGTTAGAGGCGAAGTCTTGGGTA-3’

3.7. Genotiplendirme

P. multocida izolatlarinin RAPD-PCR paternlerinin belirlenmesi amaciyla M13
(5’-GAG GGT GGC GGT TCT-3’) primeri kullanildi. Amplifikasyon agamasi
Versalovic et al. (1991) tarafindan bildirilen metot ile gergeklestirildi. PCR i¢in 1X
PCR Buffer, 2,5 mM MgCl2, 200 uM her bir dNTP, 2,5 U Taq DNA polimeraz, 25
pmol primer ve 5 ul template DNA igeren 25 ul’lik bir RAPD master karigimi
olusturuldu. Karisim 94 °C‘de 5 dk 6n denatlirasyonu takiben 94 °C‘de 1 dk
denatiirasyon, 40 °C‘de 1 dk baglanma, 72 °C‘de 3 dk uzama olmak iizere 40 siklus
ve 72 °C‘de 7 dk son uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu.
Amplifikasyon iriinleri etidyum bromid (2 pg/ml) igceren % 1,5’luk agaroz jel
elektroforezi sonrasinda UV transilluminator ile goriintiilendi. Olusan RAPD
paternlerinin dendrogramlari, UPGMA metodu ile dendrogram ve goriintii analiz
programi kullanilarak ¢izildi.

P. multocida izolatlarinin filogenetik yakinliklar1 % 70 benzerlik katsayis1 goz

Oniine alinarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bakteriyolojik Ornekleme ve identifikasyon

Tez calismasi kapsaminda Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii Mudirligii’ne
bagli Amasya, Giresun, Ordu, Rize, Samsun, Sinop, Sivas, Tokat ve Trabzon
illerinden Tavuk Kolerast yoniinden teshis amaciyla Samsun Veteriner Kontrol
Enstitiisii Miidiirliigii’'ne gonderilmis olan tavuklara ait akcigerlerden izole edilmis
olan P. multocida siipheli 50 adet bakterinin 24 adeti Pasteurella selektif besi
yerinde leylak renkli bakteri kolonisi olusturdu (Sekil 4.1). Gram boyama ve oksidaz
testi sonucunda 24 bakterinin Gram negatif comak seklinde ve oksidaz pozitif oldugu
belirlendi ve P. multocida siipheli olarak degerlendirildi.

Sekil 4.1. Pasteurella selektif besi yerinde P. multocida kolonisi

P. multocida izolatlarinin genotipik identifikasyonlar1 Liu et al. (2004)
tarafindan bildirilen protokol dogrultusunda PCR gerceklestirildi. Bildirilen protokol
dogrultusunda 5 ul hedef DNA, 1X PCR tamponu, 1,5 mM MgCl», 0,5 uM PM1231
primerleri, 500 uM her bir dNTP, 0,5 U Taq polimeraz ilave edilerek toplam 25 pl
PCR karigimi hazirlandi. Amplifikasyon kosullart 94°C’de 2 dk 6n denatiirasyon, 30
siklus olmak Gzere 95°C’de 20 sn, 55 °C’de 20 sn, 72 °C’de 45 sn amplifikasyon ve
72 °C’de 2 dk son uzama asamasi olacak sekilde ayarlandi. PCR protokiilii
sonrasinda 601 bp’lik bant goriilmesi P. multocida icin pozitif olarak kabul edildi.
PCR sonucunda, 50 adet izolatin 24 adeti 601 bp’lik bant olusturdu ve P. multocida
olarak identifiye edildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. P. multocida tir spesifik PCR sonucu. M: marker; 1-17: P. multocida pozitif izolatlar; 22,
24, 25, 26, 28, 29, 31: P. multocida negatif izolatlar

Misir'da yapilan bir caligmada tavuk, ordek, bildircin ve hindilerden 317
numune toplanmis ve 30 Ornekte (% 9,4) P. multocida izole edilmistir (EI-
Demerdash et al., 2023). Oniki farkli kiimes hayvam c¢iftliginden (4 pili¢ ve 8
yumurtaci) toplam 135 hasta ve 6lii tavuk (47 pili¢ ve 88 yumurtaci) iizerinde yapilan
calismada 47 piligten 2'sine (% 4,25) ve 88 yumurtaci tavugun 11'ine (% 12,50)
tavuk koleras1 tanisi konulmustur (Hasan et al., 2010). Kenya’da yapilan bir
calismada 162 tavuk ve 54 ordekten orofaringeal ve kloakal stiriintii 6rnekleri alinmis
ve P. multocida agisindan taranmistir. Orneklenen 162 tavugun 10'undan (% 6,2) ve
54 6rdegin 14'linden (% 25,9) olmak iizere 24 6rnekten P. multocida izole edilmistir.
Izolasyon 17 orofarinks siiriintiisinden ve 7 kloakal ornekten gergeklestirilmistir
(Mbuthia et al., 2011). Yukar1 Misir'in farkli bolgelerinde 275 koy tavugu arasinda P.
multocida suslariin prevalansi arastirilmis ve Ornekleme yapilan 275 tavuktan
21'inde (% 7,6) P. multocida izolat1 elde edilmistir (Mohamed et al., 2012). Ghaly
vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada Temmuz 2013 - Kasim 2016 arasindaki
donemde 16 tavuk surusii ve 6 ordek siiriisii kiimesinde tavuk kolerast varligi
acisindan arastirma yapilmistir. Toplam 81 yeni 6li kus (51 tavuk ve 30 ordek)
incelenmistir. Bu ¢aligmada 22 tavuk (% 43,1) ve 16 drdekten (% 53,3) P. multocida
izole edilmistir. Cin’de yapilan bir ¢alismada 6rdek ve kazlarda gorilen 172 klinik
solunum yolu hastaligi vakasindan toplam 23 (% 13,4) P. multocida izolati elde
edilmistir (Zhangcheng et al., 2018). Agustos 2007 ile Mart 2008 tarihleri arasinda
yapilan bir ¢alismada Ingiltere'nin kuzeyindeki agik hava domuz Unitesinde bulunan
kargagillerdeki olas1 hastalik ve 6liim nedenleri aragtirilmistir. Klinik solunum yolu
hastalig1 belirtileri gosteren canli yakalanmis 5 karga, solunum yolu hastaligi
olmayan canli yakalanmig 1 karga ve 6lii olarak teslim edilen 12 karga incelenmistir.
Oli ve canli toplamda 18 kargadan alinan orneklerin 10'undaki akciger

lezyonlarindan P. multocida izole edilmistir (Strugnell et al., 2011).
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Brezilya’da her biri 90 kustan olusan sekiz farkli kiimes hayvani grubu
olusturulmus ve P. multocida'nin varligini belirlemek igin bir ¢aligma yapilmistir. Bu
amagla Grup I'den IV'e kadar olan gruplar tavuklar ve Grup V'den VIII'e kadar olan
gruplar1 japon bildircinlar olusturmustur (Grup I: >6 haftalik ve solunum yolu
hastalig1 Oykiisii olan tavuklar; Grup II: >6 haftalik ve solunum yolu hastalig
olmayan tavuklar; Grup III: < 6 haftalik, solunum yolu hastalig1 olan tavuklar; Grup
IV: < 6 haftalik olan tavuklar; Grup V: > 6 haftalik ve solunum yolu hastalig
Oykiisli olan japon bildircinlari; Grup VI: > 6 haftalik ve solunum yolu hastalig
olmayan japon bildircinlari;Grup VII: < 6 haftalik, solunum yolu hastalig1 olan japon
bildircinlari; Grup VII: < 6 haftalik olan japon bildircinlart). Gruplardan P. multocida
izolasyon oranlart Grup I: 56/90 (% 62,3), Grup 11: 18 /90 (% 20,0), Grup I11: 12/90
(% 13,3), Grup 1V: 3/90 (% 3,33), Grup V: 8/90 (% 8,88), Grup VI: 2/90 (% 2,22),
Grup VII: 2/ 90 (% 2,22) ve Grup VIIL: 1/90 (% 1,11) olarak tespit edilmistir. Bu
izolasyon oranlari, kus tiirii gruplari arasinda 6nemli 6l¢iide farklilik géstermemistir
fakat genel tavuk izolasyon orani bildircin izolasyon oranindan énemli 6l¢lide daha
yiiksek tespit edilmistir (Rigobelo et al., 2013).

Misir’da yaslan 2-20 hafta arasinda degisen ve solunum belirtileri gegmisi
olan toplam 112 yeni 0Oli Ordek, Pasteurellaceae familyasi iiyelerinin varlig
acisindan arastirilmistir. Geleneksel bakteriyolojik izolasyon ve biyokimyasal
karakterizasyon ile incelenen kuslarin 16/112'sinde enfeksiyonun % 14,3 prevalans
orantyla ortaya ¢ikt181 tespit edilnistir. Izole edilen bakterilerin 2/16'smn (% 12,5) P.
multocida oldugu bildirilmistir (Eid et al., 2019). Ozdemir ve Erer (2008) tarafindan
yapilan c¢alismada 33 kiimesten toplam 192 hayvanin burun, infraorbital sinuslar,
larinks, trake, akciger ve hava keseleri mikroskobik olarak incelenmistir. Yapilan
Klinik, makroskopik, mikroskopik, immunoperoksidaz testi ve mikrobiyolojik
incelemeler sonucunda 33 kiimesin 3’iinde (% 9.1) tavuk koleras1 tespit edilmistir.
Cin'de Ocak 2016'dan Agustos 2017'ye kadar olan donemde farkli ciftliklerden
hastalikli 6rdek, kaz ve tavuga ait 283 akciger 6rnegi alinmistir. Kanatli hayvanlarda
klinik hastaliklarla iliskilendirilen 45 P. multocida (% 15,9) izolat1 biyokimyasal ve
molekdler-biyolojik yontemlerle karakterize edilmistir (Li et al., 2018a).
Banglades'te Agustos-Kasim 2017 tarihleri arasinda 6 ticari yumurtaci ¢iftlikten 36
canli ve 21 6li yumurta tavugu dahil olmak iizere ani 6liim, saz ve ibiklerin sismesi,
topallik, solunum ralleri ve ishal gibi klinik belirti ve semptomlarinin goriildigi

toplam 57 hayvandan 6rnekleme yapilmistir. Izolasyon ve kmtlgenini hedef alanm
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PCR ile 22 izolatin (% 38,6) P. multocida oldugu tespit edilmistir (Saha et al.,
2021). Misir'da farkl giftliklerden yaslart 3 ile 14 hafta arasinda degisen toplam 220
kanatli hayvan toplanmis ve tavuk kolerasi agisindan aragtirllmistir. Tavuklardan
(15/145, % 10,3) ve ordeklerden (5/75, % 6,7) 20 P. multocida izole edilmis ve
enfeksiyonun yas ve cins ile onemli 6l¢iide iligkili oldugu bildirilmistir (Shalaby et
al., 2021). Elalamy vd. (2020)‘nin yaptig1 ¢aligmada, goriintiste saglikli ve hastalikli
tavuklarda P. multocida'nin prevalansi belirlenmistir. P. multocida min izolasyonu
icin 10 yumurtaci tavuk ve ticari pili¢ siiriilerinden 200 hastalikli ve 100 goriiniiste
saglikli tavuktan akciger, trakea, kemik iligi ve dalak Ornekleri toplanmistir.
Fenotipik karakterizasyona dayanarak incelenen tavuklardan 24 P. multocida izolat
(% 8) tammlanmustir. Izolatlarm 20'si hastalikli tavuklardan (12'si yumurtacilardan
ve 8'1 piliglerden) %10'luk bir prevalans oraniyla elde edilmistir. Saglikli goriinen
tavuklardan 4 izolat (%5,7) tespit edilirken, saglikli goriinen piliglerden higbir izolat
elde edilmemistir.

Incelenen literatiir bulgularma gore P. multocida prevalanst %4,25-43,1
arasinda degiskenlik gostermekte olup, prevalans ortalamast %14,86 olarak
hesaplanmistir. Tez c¢alismasi kapsaminda Samsun Veteriner Kontrol Enstitlsu
Miidiirliigi’ne bagli Amasya, Giresun, Ordu, Rize, Samsun, Sinop, Sivas, Tokat ve
Trabzon illerinden Tavuk Kolerasi yoniinden teshis amaciyla Samsun Veteriner
Kontrol Enstitiisii Miidiirliigii’ne gonderilmis olan tavuklara ait akcigerlerden izole
edilmis olan P. multocida stipheli 50 adet bakteri identifikasyon ve karakterizasyon
icin kullanildi. Tez calismasinda prevalans belirlenme hedefi bulunmamakla beraber

P. multocida siipheli 50 bakteriden 24 adeti P. multocida olarak belirlenmistir.
4.2. Antibiyotik Duyarhhiklarimin Belirlenmesi ve Antibiyotiplendirme

[zolatlarin antibiyotik duyarliliklar1 ve ¢oklu antibiyotik direnci Kirby Bauer
Disk Diflizyon Yontemi ile 9 antibiyotik sinifindan 14 antibiyotik i¢in belirlendi.
Incelenen 24 adet izolatin 16 (%66,7), 24 (%100), 8 (%33,3), 18 (%75,0), 9
(%37,5), 22 (%91,7), 19 (%79,1), 11 (%45,8), 9 (%37,5), 16 (%66,7), 3 (%12,5), 9
(%37,5), 19 (%79,2) ve 12 (%50,0)’si sirasiyla ampisilin, penisilin G, enrofloksasin,
eritromisin,  florfenikol,  linkomisin,  oksiterasiklin, tetrasiklin, neomisin,
spektinomisin, sulfametoksazol/trimetoprim, sefoperazon, sefotaksim ve seftiofura

direncli bulundu.
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Serogrup A icerisinde tiplendirilen izolatlar ile beraber tiplendirilemeyen

izolatlarin antibiyotik direng profili Tablo 4.1 ve Tablo 4.2’de sunuldu.

Tablo 4.1. P. multocida izolatlarinin antibiyotik direnglilikleri

izolat No. Antibiyotik
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AM: ampisilin, P: penisilin G, ENR: enrofloksasin, E: eritromisin, FFC: florfenikol, L: linkomisin, T:
oksiterasiklin, TE: tetrasiklin, N: neomisin, SPT: spektinomisin, SXT: sulfametoksazole/trimetoprim,
CEP: sefoperazon, CTX: sefotaksim, FUR: seftiofur

Bakteriyel enfeksiyonlarda antibiyotik kullanimi, mortalite ve morbiteyi
azaltmasindan dolay1r vazgecilmez hale gelmistir. Bununla birlikte antibiyotiklerin
yaygin ve bilingsiz kullanimi tedaviye karsi direngli mikroorganizma sayisinda bir
artisa yol agmistir (Liu and Pop, 2009). Veteriner sahada yaygin olarak kullanilan
antimikrobiyal ajanlarin ¢oguna direngli P. multocida izolatlarinin sayis1 da giderek
artmaktadir (Ujvari et al., 2018). Bu bakterilerde gerceklesen mutasyonlarin veya
direng genlerinin birikmesi sonucunda genellikle ¢oklu ila¢ direnci (CID)
sekillenmektedir. Glintimiizde diger birgok patojen bakterilerle beraber, P. multocida
suslarinda da karsilasilan CID nedeniyle antimikrobiyal duyarlilik testlerinin
yapilmasi daha da 6nemli hale gelmistir. Antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in siklikla
kullanilan yontemler sivi besi yeri mikrodiliisyon ve disk difiizyon yontemleridir. P.
multocida igin yapilan ¢alismalarda, sivi besi yeri mikrodiliisyon ve agar diliisyon
testi sonuglariyla E-test ve disk diflizyon testi sonuglarinin uyumlu sonuglar verdigi

gosterilmistir. Bu testlerde dikkat edilmesi gereken husus, kalite kontrol standartlar
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ve duyarli/direngli smir degerlerinin saptanmasi i¢in Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) ve/veya Antimikrobiyal Duyarlilik Testine Yonelik
Avrupa Komitesi (EUCAST) gibi iki en sik kullanilan kilavuzdaki prosediirlere ve
kriterlere uyulmasidir. Yapilan g¢alismalar, ¢oklu ila¢ direncinin diren¢ kazanim
belirleyicilerini igeren birka¢ plazmide bagli olarak veya integrasyon veya
konjugasyon elemanlarindan 6tiirii meydana gelebilecegini bildirmektedir. Bu
plazmidlerden bagimsiz ancak plazmid benzeri yapilar kromozomal DNA’ya entegre
olmus gen kasetleri ve insersiyon sekanslar1 gibidir ve diren¢ kazaniminda rol
oynamaktadirlar. P. multocida suslarinda ¢oklu ilag direncinin ortaya ¢ikisinda da
benzer ekstrakromozomal ve/veya kromozoma entegre genetik elementler rol
oynayabilir. Bu sekilde ortaya ¢ikan diren¢ durumuna 6rnek olarak gentamisine,
tetrasikline, kloramfenikol/florfenikole, tilmikosin/klindamisine ve tilmikosin/
tulatromisine karsi gelisen direng verilebilir (Michael et al., 2012). Bu c¢alismada
antibiyotik duyarlilik testleri CLSI kriterlerine gore gerceklestirildi. Elde edilen
bulgular EUCAST ve CLSI’de bildirilen zon caplarinin yani sira bu kriterlerde yer
almayan antibiyotikleri i¢in ise ilgili literatiirler ve iiretici firmalarin bildirdigi zon
caplar1 dikkate alinarak degerlendirildi (Cusack et al., 2019).

El-Demerdash vd. (2023) yapmis olduklart ¢alismada antimikrobiyal duyarlilik
testinde P. multocida izolatlarin tamaminin (n=30) florfenikol ve enrofloksasine
duyarli oldugunu, bununla beraber izolatlarin % 73,3"inilin eritromisine direng
gosterdigini belirlemislerdir. Mohamed vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada ise
21 adet izolatin tamaminin florfenikol, siilfametoksazol ile trimetoprim'e duyarl
oldugu bildirilmistir. Zhangcheng vd. (2018)’nin yaptig1 ¢alismada antimikrobiyal
duyarhilik testi ile tetrasiklin, enrofloksasin ve aminoglikozidlerin P. multocida'ya
karsi en etkili antibiyotikler oldugu ortaya konulmustur. Kanatli suslarmin %
78,3"niin penisiline ve % 52,2'sinin siilfizoksazole direncli oldugu tespit edilmistir.
Brezilya'nin giineyindeki klinik vakalardan izole edilen 96 P. multocida susu ile
yapilan retrospektif bir ¢alismada suslarin gentamisin ve amoksisilin duyarliligir %
97'den yiiksek bulunmus ve en etkili ilag oldugu tespit edilmistir. Bununla beraber
kanatli orijinli suglarin % 76,79'unun siilfonamidlere kars1 direngli oldugu
goriilmistiir (Furian et al., 2016). Hindistan'in farkli bolgelerinden ve farkli kus
tirlerinden (tavuk, ordek, hindi, bildircin ve kaz) izole edilen toplam 123 P.
multocida susu 20 farkli antibiyotik kullanilarak antibiyotik duyarlilik testlerine tabi

tutulmustur. Siilfadiazine karst mutlak direng tespit edilmistir. Suslarin en ¢ok
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kloramfenikole (% 73,98) duyarli oldugu tespit edilirken, enrofloksasin (% 71,54) ve
linkomisine de (% 64,23) duyarlilik yiiksek bulunmustur (Shivachandra et al., 2004).
Rigobelo vd. (2013)’nin yaptigi calismada tim izolatlar antimikrobiyal ajana
duyarlilik agisindan incelendiginde en yiiksek direng seviyesi sefalotine (% 5,1) ve

ardindan amikasine (% 3,4) kars1 oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.2. P. multocida izolatlarinin antibiyotik direng profilleri

Serogrup A Serogrup negatif Toplam

Antibiyotik (n=17) (n=7) (n=24)
R I S R [ S R I S
am " 11 4 2 5 2 0 16 6 2
% 64,7 235 118 714 286 0 66,7 25 8,3
P n 17 0 0 7 0 0 24 0 0
% 100 O 0 100 © 0 100 0 0
ENR N 5 2 10 3 0 4 8 2 14
% 294 118 588 429 0 571 333 83 583
E n 14 1 2 4 1. 2 18 2 4
% 823 59 118 571 143 286 75 83 16,7
Frc N 6 4 7 3 1 3 9 5 10
% 353 235 412 429 143 429 375 20,8 417
L n 17 0 0 5 0 2 22 0 2
% 100 O 0 714 0 286 917 O 8,3
T n 13 3 1 6 1 0 19 4 1
% 765 176 59 857 143 0 791 16,7 472
TE n 9 1 7 2 0 5 11 1 12
% 529 59 412 286 0 714 458 42 50
N n 8 5 4 1 4 2 9 9 6
% 47,1 294 235 143 571 286 375 375 25
spt N 11 1 5 5 1 1 16 2 6
% 647 59 294 714 143 143 66,7 83 25
sxt N 3 5 9 0 1 6 3 6 15
% 17,7 294 529 0 143 857 125 25 625
cep 9 7 1 0 3 4 9 10 5
% 529 412 59 0 429 571 375 417 208
ctx N 13 2 2 6 0 1 19 2 3
% 764 118 118 857 0 143 792 83 125
FUR " 10 3 4 2 1 4 12 4 8

% 589 176 235 286 143 571 50 16,7 333

AM: ampisilin, P: penisilin G, ENR: enrofloksasin, E: eritromisin, FFC: florfenikol, L: linkomisin, T:
oksiterasiklin, TE: tetrasiklin, N: neomisin, SPT: spektinomisin, SXT: sulfametoksazole/trimetoprim,
CEP: sefoperazon, CTX: sefotaksim, FUR: seftiofur

2001-2003 yillar1 arasindaki dénemde ABD'deki hayvan hastaligl teshis
laboratuvarlarina gonderilmis olan klinik olarak hasta kanatli hayvanlardan izole
edilen P. multocida izolatlarinin tetrasiklin (% 6,25) hari¢g test edilen tiim
antimikrobiyallere (amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin, seftiofur, sefalotin,
difloksasin, enrofloksasin, florfenikol, gentamisin, orbifloksasin, spektinomisin,
tilmikosin, trimethoprim/sulfadiazin) karsi direng oram1 % 5'ten az bulunmustur
(Huang et al., 2009). Eid vd. (2019)’nin yapmis oldugu c¢aligmada P. multocida

izolatlarinin antimikrobiyal duyarlilik profili sekiz antimikrobiyal gruba ait ve sahada
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en ¢ok kullanilan antimikrobiyal ajanlardan 11'ine kars1 test edilmistir. izolatlarin
16/16'si1in (% 100) neomisine kars1 fenotipik direng gosterdigi, izolatlarin hicbirinin
nitrofurantoine direng gostermedigi tespit edilmistir. Ayrica izolatlarin 14/16's1 (%
87,5) spektinomisin ve penisilin G'ye fenotipik direng gosterirken, izolatlarin 13/16's1
(% 81,3) oksitetrasikline direng gostermistir. Ayrica sefotaksim, trimetoprim,
ampisilin ve kloramfenikol direngliligi sirasiyla 7/16 (% 43,8), 6/16 (% 37,5), 4/16
(% 25) ve 2/16 (% 12,5) olarak belirlenmistir. Saha vd. (2021) P. multocida
suslarinin EUCAST smnir degerlerine gore ampisilin (% 90,91), tetrasiklin (%
90,91)'e direng gosterdigini ve ayrica suslarin % 68,18'inin test edilen ii¢ antibiyotik
siifinin (6rn. oksasilin, sefoksitin ve trimetoprim) her birine kars1 direncli oldugunu
belirlemistir. Diger bir ¢alismada tavuklardan (15/145, % 10) ve 6rdeklerden (5/75,
% 6) elde edilen 20 P. multocida izolatinin amikasin, doksisiklin, kloramfenikol ve
neomisine karst mutlak duyarlilik ve izolatlarin  %50'sinden fazlasinin
stilfametoksazol-trimetoprim ve eritromisine karsi direng gosterdigi bildirilmistir.
Ayrica incelenen izolatlarin %25'inde (5/20) CID gozlenmistir (Shalaby et al., 2021).
Elalamy vd. (2020)‘nin yaptig1 calismada, goriiniiste saglikli ve hastalikli tavuklarda
P. multocida 'nin prevalansi ve antimikrobiyal direng paternleri belirlenmistir. izole
edilen 24 izolatin ofloksasin (%12,5) ve neomisin (%41,67)'e kars1 diisiik direng
gosterdigi saptanmistir. Tiirkiye’de infraorbital siinuslari sismis olan hindiden izole
ve identifiye edilen P.multocida susunun tetrasiklin, eritromisin, trimetoprim ve
ampisiline duyarl, penisilin, neomisine ise direncli oldugu rapor edilmistir
(Aydin,1988).

Tez galigmas1 kapsaminda incelenen 24 adet izolatin ampisilin, penisilin G,
enrofloksasin, eritromisin, florfenikol, linkomisin, oksiterasiklin, tetrasiklin,
neomisin, spektinomisin, sulfametoksazole/trimetoprim, sefoperazon, sefotaksim ve
seftiofura direng oranlar1 sirasiyla %66,7, %100, %33.,3, %75,0, %37,5, %91,7,
%79,1, %45,8, %37,5, %66,7, %12,5, %37,5, %79,2 ve %50,0 olarak bulundu.
Incelenen literatiir bulgularinda ise ampisilin, penisilin G, enrofloksasin, eritromisin,
florfenikol, linkomisin, oksiterasiklin, tetrasiklin, neomisin, spektinomisin,
sulfametoksazol/trimetoprim, sefotaksim ve seftiofura direnclilik ortalamalari
sirastyla % 30,23, % 88,6, % 11,15, % 49,15, % 13,43, % 35,77, % 81,3, % 37,62, %
47,22, % 46,25, % 22,95, % 43,8 ve >% 5 olarak bildirilmistir. Bulgular neomisin,
oksiterasiklin ve sulfametoksazole/trimetoprim antibiyotiklerine karst direncin dinya

ortalamasinin altinda, diger antibiyotiklere kars1 direncin ise ¢ok daha fazla oldugunu
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gostermektedir. Bu durum, iilkemizde kanatli hayvanlarda bilingsiz antibiyotik
kullanim1 olduguna isaret etmektedir.

Izolatlardan ii¢ veya daha fazla antibiyotik smifina direncli olanlar1 CiD’e
sahip izolat olarak degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda izolatlarin tamaminin
(% 100) iic veya daha fazla antibiyotik sinifina direncli oldugu yani CID profili
sergiledigi belirlendi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. P. multocida izolatlarinin ¢oklu antibiyotik direng profilleri

Direnc saptanan antibiyotik sinifi sayisi

3 7 5 6 7 8 Coklu direng
Serogrup A  n 1 4 7 4 1 0 17
(n=17) % 5,9 23,5 412 23,5 5,9 0 % 100
Negatif n 0 1 4 7 4 1 7
(n=7) % 0 5,9 23,5 412 235 5,9 % 100
Toplam n 1 2 6 7 6 2 24
(n=24) % 4,2 8,3 25 29,2 25 8,3 % 100

Eid vd. (2019)’nin yapmis oldugu calismada P. multocida izolatlarinin
antimikrobiyal duyarlilik profili sekiz antimikrobiyal gruba ait ve sahada en cok
kullanilan antimikrobiyal ajanlardan 11'ine kars1 test edilmistir. Sonuglar izolatlarin
16/16'stmin (% 100) ii¢ veya daha fazla antimikrobiyal kategoriye ait olan
antimikrobiyal ajanlara kars1 ¢oklu ilag direnci (CID) fenotipleri gdsterdigini ortaya
cikarmistir. Ek olarak izolatlarin 8/16'sinin (% 50), 3/16'sinin (% 18,8) ve 2/16'sinin
(% 33,3) swrastyla 5, 4 ve 6 antimikrobiyal gruba ait antimikrobiyal ajanlara karsi
CID gbsterdigini ortaya koymustur. Tavuklardan (15/145, % 10) ve ordeklerden
(5/75, % 6) elde edilen 20 P. multocida izolatinin %25'inde (5/20) CID gdzlenmistir
(Shalaby et al., 2021). Bulgularin karsilikl1 olarak degerlendirilmesi sonucunda CID
izolatlarinin oranlar1 ¢ok degiskenlik gostermekle beraber elde ettigimiz %100 orani
da tilkemizde kanatl hayvanlarda bilingsiz antibiyotik kullanim1 oldugunun diger bir
kanit1 olarak goriilmektedir.

Izolatlarin antibiyotik direng profilleri kalitatif olarak degerlendirildi ve direng
fenotipleri olusturuldu. Calisma kapsaminda kullanilan antibiyotiklere karsi direng
profilleri Tablo 4.4’te sunuldu.

izolatlarin ¢alisma kapsaminda kullanilan antibiyotiklere direng durumu géz
Oniine alinarak fenotipik yakinliklari kantitatif da olarak belirlendi. Bu sekilde farkli
serogruplara ait P. multocida izolatlar1 arasindaki baskin 6zellik tasiyan antibiyotik

duyarlilik profilinin ortaya konulmasi amaglandi. P. multocida izolatlarinin fenotipik
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yakinliklarinin hesaplanmasi sonucunda izolatlarin % 40-91 oraninda benzerlik

gosterdikleri saptandi (Sekil 4.3).

Tablo 4.4. P. multocida izolatlarimin kalitatif antibiyotiplendirmesi

Direncli
Antibiyotil_<_direng izolat no Izolat antibiyotik Direncli antibiyotik sinifi
profili sayisi sinifi
sayisi
Al 9 1 8 BL,FL,MA,FE,LI,TE, AG,FYI
A2 19 1 8 BL,FL,MA FE,LI,TE AG,SE
A3 18 1 7 BL,FL,MAFE, TE,AG,SE
A4 11 1 7 BL,FL,MA LI, TE,AG,SE
A5 10 1 6 BL,FL,MA,LI,AG,SE
A6 27 1 5 BL,FL,MALI,SE
A7 16 1 6 BL,FL,LL,TE,FYI,SE
A8 21 1 5 BL,FL,LI,TE,SE
A9 1 1 6 BL,MAFE,LI,AG,SE
A10 4 1 6 BL,MAFE,LI,TE,SE
All 5,13,30 3 7 BL,MAFE,LI, TE,AG,SE
Al2 3,12,15 3 6 BL, MA,LI, TE,AG,SE
Al13 7 1 7 BL, MA,LL,TE,AG,FYI,SE
Ala 8 1 4 BL, MA, LI,TE
Al5 2,17 2 5 BL, MA,LI, TE,SE
Al6 6 1 5 BL,FE,LI,TE,AG
Al7 14 1 5 BL,LI,TE,AG,SE
Al8 23 1 4 BL,LI,TE,AG
Al9 20 1 3 BL,AG,SE

BL: Beta-Laktamlar, FL: Florokinolon grubu, MA: Makrolid grubu, FE: Fenikol grubu, LI:
Linkosamidler, TE: Tetrasiklin grubu, AG: Aminoglikozidler, FYI: Folat yolu inhibitorleri,
SE: Sefalosporinler.

040 0.50 0.60 070 0.80 0.90 1.00

izolat No. Antibiyotip
20 ATA
T 27 ATB1
0.40 1082 2 ATB2
- 16 ATC
i 21 ATD
054 10 AT
18 ATF
15 ATGL
. — o ATG2
0.49 i T 17 ATH1
10.82 n po
1 ATI
0.57 o e 19 ATIL
9 ATI2
0.72 6 ATI3
0.77 30 ATIS
0.58 252 5 ATI5
11 ATK1
049 i 13 ATK2
0.69 . 7 ATK3
23 ATLL
073 082 14 ATL2
oo 12 ATL3
_—_—— 3 ATLA

Sekil 4.3. Izolatlarm kantitatif antibiyotiplendirme sonuglart
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Serogrup A’ya dahil olan 17 izolatin % 44-91 oraninda (Sekil 4.4) ve
serogruplandirilamayan 7 adet izolatin da % 42-73 oraninda benzerlik gdsterdigi

belirlendi (Sekil 4.5).

0.44 0.50 0.60 070 0.80 0.90 1.00

izolat no. Antibiyotip
16  AAA
4{ 0.52 ‘ 27  AAB1
LiE 2 AMB2
AAC
0.44 10‘64 6
1 AAD
4 AAE
AL A AAF1
—0.73 15
: 8 AAF2
0.58 9 AAG
065 11 AAH1
LI 10 AAH2
0.61 12 AAl
091 . 4 AAI2
0.74 5 AAI3
0.77 14 AAl4
0.79 AAIS
0.85 13
7 AAIG

Sekil 4.4. Serogrup A igerisinde yer alan izolatlarin kantitatif antibiyotiplendirme sonuglari

042 050 060 070 080 0.90 1.00

izolat no. Antibiyotip
18 ANA
0.42 20 RHIE
21 ANC
0.47 -
q |74 AND
0.55
23 ANE
064 30  ANF1
0.73
19 ANF2

Sekil 4.5. Serogruplandirilamayan izolatlarin kantitatif antibiyotiplendirme sonuglari

izolatlar arasindaki antibiyotik duyarlilik fenotipi yoniinden iliski % 70
benzerlik katsayis1 géz ontline alinarak degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda P.
multocida izolatlarinin 6 tekli antibiyotip (ATA, ATC, ATD, ATE, ATF, ATI) ile
beraber 6 ¢oklu antibiyotipe (ATB, ATG, ATH, ATJ, ATK, ATL) sahip oldugu
belirlendi. ATB ¢oklu antibiyotipinde yer alan 2 adet izolatin % 82, ATG ¢oklu
antibiyotipinde yer alan 2 adet izolatin % 73, ATH coklu antibiyotipinde yer alan 2
adet izolatin % 82, ATJ coklu antibiyotipinde yer alan 5 adet izolatin % 72, ATK
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coklu antibiyotipinde yer alan 3 adet izolatin % 79 ve ATL ¢oklu antibiyotipinde yer
alan 4 adet izolatin da % 83 oranlarinda benzerlik gosterdigi goriildii.

Serogrup A’ya dahil olan izolatlarin 5 tekli antibiyotip (AAA, AAC, AAD,
AAE, AAQG) ile beraber 4 ¢oklu antibiyotipe (AAB, AAF, AAH, AAI) sahip oldugu
belirlendi. AAB coklu antibiyotipinde yer alan 2 adet izolatin % 82, AAF ¢oklu
antibiyotipinde yer alan 2 adet izolatin % 73, AAH coklu antibiyotipinde yer alan 2
adet izolatin % 73 ve AAI ¢oklu antibiyotipinde yer alan 6 adet izolatin da % 74
oranlarinda benzerlik gosterdigi belirlendi. Serogruplandirilamayan 7 adet izolatin da
5 tekli antibiyotip (ANA, ANB, ANC, AND, ANE) ile beraber 1 ¢oklu antibiyotipe
(ANF) sahip oldugu belirlendi. ANF ¢oklu antibiyotipinde yer alan 2 adet izolatin %

73 oraninda benzerlik gosterdigi saptandi.
4.3. Biyofilm Uretiminin in vitro Olarak Belirlenmesi

P. multocida izolatlarmin biyofilm olusturma durumlar1 in vitro olarak CRA
yontemi ile arastirildi. Incelenen 24 adet izolatin 14 (% 58,33)’ii CRA’da siyah
koloni olusturdu ve biyofilm olusturma o6zelligi yoniinden pozitif olarak
degerlendirildi (Sekil 4.6). Serogrup A’ya dahil olan 17 izolatin 10 (%58,82)’u ve
serogruplandirilamayan 7 adet izolatin da 4 (%57,14)’ii biyofilm iiretimi yoniinden

pozitif olarak bulundu (Tablo 4.5).

Sekil 4.6. P. multocida izolatlarinin CRA’da biyofilm olusturma durumlari. Biyofilm pozitif: siyah

koloniler; Biyofilm negatif: renksiz koloniler
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Tablo 4.5. P. multocida biyofilm sonuglari

izolat no. Serogrup Biyofilm

+
+

+

+

' >>P>P>>>>>>>P>>>>P>
+ +

Infeksiydz hastaliklarin patogenezinde mikroorganizmalarin
vejetatif/planktonik formlarinin  yan1 sira biyofilm yapilar1 da Onemli rol
oynamaktadir. Biyofilm kaynakli enfeksiyonlarmin goriilme sikliginda goriilen
artiglar, biyofilm olusumunun kontrolii ve engellenmesine yonelik arastirmalara
ilgiyi arttirmistir. Biyofilm olusumunun engellenmesi ve antibakteriyel direng
mekanizmalarimin anlagilmast i¢in biyofilm olusumunun belirlenmesi Onemlidir.
Giliniimiizde gelisen teknolojinin yardimiyla biyofilm olusumunu saptamada g¢ok
sayida farkli in vitro yontemden ve deney hayvanlarinda biyofilm enfeksiyonu
olusturulmasina dayali in vivo yontemlerden faydalanilmaktadir. CRA, tiip aderens,
Christensen ve mikroplak yontemleri biyofilm olusumunu saptamada sik kullanilan
yontemler olarak one ¢ikmaktadir. Biyofilmin konak¢ida P. multocida’nin hayatta
kalabilmesi acisindan Onemli bir virlilens faktorii oldugu diisiiniilmektedir
(Rajagopal et al., 2013). Bununla birlikte P. multocida’nin biyofilm iiretimi ile ilgili
yapilan caligmalar sayica azdir ve biyofilm olusturma kabiliyeti ile bakterinin
patojenitesi veya viriilensi hakkinda kiyaslama yapilmamistir. Saha vd. (2021)’nin
yaptig1 ¢alismada kanatli hayvanlardan izole edilen 22 adet P. multocida susunun %
81,82'sinin biyofilm olusturdugu bildirilmistir. Emery vd. (2017) tavuk kolerast
vakalarindan ve domuz akcigerlerinden izole edilen 94 P. multocida susunun

biyofilm olusturma kapasitesini arastirmislardir. Her iki hayvan kokenli suslarin
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%59,58’inin biyofilm pozitif oldugu belirlenirken, suslarin %40,42’sinin biyofilm
tiretmedigi rapor edilmistir. Tez ¢alismasinda P. multocida izolatlarmin biyofilm
olusturma durumlart in vitro olarak CRA yontemi ile incelendi ve bu izolatlarin %
58,33’ CRA yontemi ile biyofilm olusturma 6zelligi yoniinden pozitif bulundu. Bu
tez calismasinda tespit edilen biyofilm olusturma orani, literatiirde bildirilen
oranlarin ortalamalarinda yer almaktadir. Bu durum biyofilm olusumunun cesitli

faktorler tarafindan etkilendigini diisiindiirmektedir.

4.4. P. multocida Izolatlarmin Kapsiiler Tiplendirmesi

Kapsiiler tiplendirme amaciyla Townsend et al. (2001) tarafindan bildirilen
multipleks PCR  protokoliiniin optimizasyonu gergeklestirildi. Optimizasyon
sonrasinda 5 ul hedef DNA, 1X PCR tamponu, 2,7 mM MgCl3, 3,2 uM hyaD-hyaC,
echJ, fcbD, 1 uM bcbD ve 1,2 uM dcbF primerleri, 280 uM her bir ANTP, 1 U Taq
polimeraz ilave edilerek toplam 50 pl PCR karigiminin optimum sonug verdigi
belirlendi. Amplifikasyon kosullar1 95°C’de 5 dk 6n denatiirasyon, 30 siklus olmak
lzere 95°C’de 45 sn, 56 °C’de 45 sn, 72 °C’de 1 dk amplifikasyon ve 72 °C’de 5 dk
son uzama asamasi olacak sekilde ayarlandi.

Goriintiileme sonrasinda Serogrup A, Serogrup B, Serogrup D, Serogrup E ve
Serogrup F i¢in sirastyla 1044, 760, 657, 511 ve 851 bp’lik bant goriilmesi pozitif
olarak degerlendirildi (Sekil 4.7).

Degerlendirme sonucunda 17 izolat (% 70,83) Serogrup A olarak belirlenirken
izolatlardan 7°si (% 29,17) ise PCR’da sonu¢ vermedi ve tiplendirilemedi (Tablo
4.6).

4. 558 J6R /ARSI RIURSIN PN ISR/ 18" 19 20 21 22 23 24 M

1044 bp
G S ——— ) e — — — — -

Sekil 4.7. P. multocida kapsiiler tiplendirmesi igin yapilan PCR sonucu. M: marker; 1,3:
serogruplandirilamayan izolatlar; 2: serogrup A; 29: serogrup B; 12: serogrup D; 8:
serogrup E; 69: serogrup F
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Tablo 4.6. P. multocida kapsiiler tiplendirme sonuglari

izolat No  Serogrup

Boo~vwouhrwNrk

11
12
13
14
15
16
17
18 -
19 -
20 3
21 =
23 -
27 A

' >>>2>>>>>>>>>>P>>D

Bir¢ok farkli tiirden saglikli hayvanin {ist solunum yolu epitelinde bulunan
Gram negatif 6zellikte bir bakteri olan P. multocida, A, B, D, E ve F olmak lzere 5
serogrup altinda kategorize edilmektedir (Dagleish et al., 2010). Mohamed vd.
(2012) yapmis oldugu calismada kanatli hayvan izolat1 21 P. multocida susunun
serotiplendirilmesi sonucunda 12 izolat1 serotip A:1 (% 57,14) ve 4 izolat1 serotip
A:3 (% 19,05) olarak siniflandirilmis ve S'inin (% 23,8) ise tiplendirilemedigini
bildirmistir. Cin’de yapilan bir ¢alismada 6rdek ve kazlardan izole edilen 23 (%
13,4) P. multocida susunun 22’sinin (% 95,7) serogrup A ve 1’inin (% 4,3) serogrup
F oldugu belirlenmistir (Zhangcheng et al., 2018). Hindistan'in farkli cografi
bolgelerinden tavuklardan, 6rdeklerden, bildircinlardan, hindilerden ve kazlardan
izole edilen 123 P. multocida susunun kapsiiler serogruplarinin prevalansi
arastirtlmistir. Tim suglar benzer kiiltiirel ve morfolojik 6zellikler sergilemistir.
Izolatlarin 97'sinin (% 78) en yaygin serogrup olan A oldugu tespit edilirken, 4
izolatin serogrup D ve 2 izolatin serogrup F oldugu belirlenmistir. Yirmi izolat ise
serogruplandirilamamistir  (Shivachandra et al., 2006). Diger bir c¢alismada
tavuklardan (15/145, % 10) ve ordeklerden (5/75, % 6) elde edilen 20 P. multocida
izolatinin multipleks PCR kullanilarak yapilan kapsiiler tiplendirmesinde, tiim
suslarin A tipi (%100) oldugu rapor edilmistir (Shalaby et al., 2021). Elalamy vd.
(2020)‘nin yaptig1 calismada da goriinliste saglikli ve hastalikli tavuklarda P.
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multocida'nin kapsiiler tiplendirilmesi sonucunda tiim izolatlarin (24 izolat) serogrup
A oldugu bildirilmistir. Furian vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada P. multocida
suslarinin kapsiiler serogrup A, B ve D genleri de dahil olmak iizere viriilensle iligkili
22 geni PCR ile tespit edilmistir. Kus ve domuz orijinli suslarin sirastyla % 91 ve %
92'si serogrup A olarak bildirilmistir. Li vd. (2018a) tarafindan yapilan c¢alismada
ordek ve kazlarda goriilen 172 klinik solunum yolu hastalig1 vakasindan izole edilen
23 P. multocida izolatinin 22’si (% 95,7) Serogrup ve 1’i (% 4,3) de serogrup F
olarak tiplendirilmistir. Tiirkiye’de infraorbital slinuslar1 sismis olan hindiden izole
ve identifiye edilen P. multocida susunun A serogrubunda oldugu saptanmistir
(Aydin, 1988).

Tez calismasinda 24 adet P. multocida izolatinin degerlendirilmesi sonucunda
17 izolat (% 70,83) Serogrup A olarak belirlenirken, izolatlardan 7’si (% 29,17) ise
PCR’da sonu¢ vermemis ve herhangi bir serogruba dahil edilememistir. Literatiir
incelemesinde ise Serogrup A ortalama olarak % 90,15 ile en fazla belirlenen
serogrup olarak bildirilmektedir. Diger serogruplardan D’nin ortalama goriilme orani
% 3,25 ve serogrup F’nin ise % 5,92 olarak rapor edilmistir. izolatlarin ortalama %
16,351 de serogruplandirilamamistir. Degerlendirme sonucunda goriildiigii tlizere
tim Diinya’da en fazla rastlanan grup, bizim de bulgularimiza paralel olarak,
serogrup A’dir. Bunu takiben de serogruplandirilamayan izolatlarin yiiksek bir
oranda oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu durum da hali hazirda kullanilmakta olan
primerlerin serogruplar1 ayirmada yeterince basarili olmadig1 veya Tiirkiye’de yeni
bir veya birden fazla yeni serogrup olabilecegi ihtimali disiiniilebilir.
Serogruplandirilamayan izolatlarda primerlerinin baglandig1 bolgelerde mutasyonel
degisimlerin meydana gelmis olma olasiligt da serogruplandirma sonuglarini
etkilemis olabilir. Bu nedenlerden dolayr tiim genom sekanslama calismalar
yapilarak bu cografya iizerindeki izolatlarin evrimsel bir degisim gecirip
gecirmedigi, gecirdiyse nasil bir degisim gegirdigi ve diinya ¢apinda gecerli serogrup
siniflandirmasinda yer alan izolatlara hangi oranda genetik yakinlik teskil ettigi

arastirilmalidir.
4.5, izolatlarin Viriilens Genlerinin Belirlenmesi

P. multocida izolatlarinin bazi viriilens genlerinin belirlenmesi i¢in olusturulan
multipleks PCR protokolt optimize edildi. Multipleks PCR igin optimize edilen
protokol Tablo 4.7°de gosterildi. Goriintiileme sonrasinda fimA, fur, plpB, pmHAS ve
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sodA igin sirasiyla 866, 244, 282, 430 ve 365 bp’lik bant gortlmesi pozitif olarak
degerlendirildi.

Tablo 4.7. fur, sodA, pmHAS, plpB ve fimA genleri i¢in optimize edilen multipleks PCR protokolu

Reaktif Konsantrasyon
10xPCR buffer 1X
MgCl, 2,5mM
dNTP 0,2mM
imA 0,025 pm On denaturasyon ~ 94°C 5 dk 1 siklus
0,025 pum Denaturasyon 94°C  30sn
fur 0,025 uM Annealing 45°C  30sn 30 siklus
0,025 pum Uzama 72°C  30sn
Primer plpB 0,025 pm Son uzama 72°C 5 dk 1 siklus
0,025 pum
0,025 pum
pmHAS 0,025 um
0,025 pum
sodA 0,025 um
Taq polimeraz 1U
Template DNA 5ul
Toplam hacim 25 ul

Incelenen 24 adet izolatin 10 (% 41,67), 15 (% 62,5), 12 (% 50,0), 10 (%
41,67) ve 11 (% 45,83)’1 sirastyla fimA, fur, plpB, pmHAS ve sodA igin pozitif sonug

verdi. Izolatlarin viriilens gen profilleri Tablo 4.8”de sunuldu.

Tablo 4.8. P. multocida izolatlarinin fimA, pmHAS, soda, plpB ve fur gen profilleri

izolat o Virilens geni
© fimA pmHAS sodA plpB fur

1 - + + + -
2 + + + + +
3 + + + - +
4 + + + + +
5 + + + - +
6 - - - - -
7 + + + + +
8 + + + + +
9 - + - - +
10 - - - - -
11 - - + + +
12 - - - - -
13 + + + - +
14 - - + -
15 - - - + +
16 - - - -

17 + + - + -
18 + + - - .
19 - + - + +
20 - + + -
21 - + - - -
23 - - + - -
27 + + + - -
30 - - - - -
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Serogrup A icerisinde tiplendirilen izolatlar ile beraber tiplendirilemeyen

izolatlarn viriilens genlerini icerme say1 ve oranlar1 Tablo 4.9’da sunuldu.

Tablo 4.9. P. multocida serogruplarinin fimA, pmHAS, soda, plpB ve fur gen profilleri

Serogrup fimA  pmHAS  sodA plpB fur
_ n 8 10 10 8 10
A (n=17) % 47,06 58,82 58,82 47,06 58,82
Serotiplendirilemeyen  n 2 5 2 2 1
(n=7) % 28,57 71,43 28,57 28,57 14,29

n 10 15 12 10 11

Toplam (n=24) % 41,67 625 50,0 41,67 45,83

Tez calismasi kapsaminda incelenen 24 adet P. multocida izolatinin incelenen
5 geni (fimA, pmHAS, soda, plpB ve fur) icerme durumlarina gore

virulotiplendirilmesi yapildi. Virulotiplendirme sonucu Tablo 4.10’da gosterildi.

Tablo 4.10. P. multocida izolatlarinin virulotiplendirilmesi

Virulotip zolat no Serogrup izolat sayis1 Virilens genleri Viriilens geni sayisi

4 2 pmHAS fimA,sodA,
V1 4 plpB, 5
W A fur
8 A
3 A
V2 5 A 3 pmHAS, fimA,sodA,fur 4
13 A
V3 27 A il pmHAS,fimA, sodA 3
V4 17 - 1 pmHAS,fimA,plpB 3
V5 18 - 1 pmHAS, fimA 2
V6 1 A 1 pmHAS,sodA,plpB 3
V7 9 A 1 pmHAS, fur 2
V8 19 - 1 pmHAS,plpB,fur 3
V9 20 - 1 pmHAS,sodA 2
V10 21 - 1 pmHAS 1
V11 11 A 1 sodA,plpB,fur 3
V12 14 A 1 plpB 1
V13 15 A 1 plpB,fur 2
V14 23 - 1 sodA 1
6 A
10 A
V15 12 A 5 - -
16 A
30 -

Zhangcheng vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada 23 P. multocida izolatinin
18 viriilens gen bolgesi arastirilmustir. Tlgili genlerden prevalansi en az olan toxA (%
0) iken tonB geni ise %100 olarak belirlenmistir. Demir edinme faktérleri (tonB, fur,
hgbA ve hgbB), adezinleri kodlayan (ptfA ve fimA), superoksit dismutazlar (sodA ve

sodC), porin ve dis zar proteinleri (plpB ve ompH), néraminidaz (nanB ve nanH) ve
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hiyaliironan sentaz (pmHAS) genleri de izolatlarin %82,6'sindan fazlasinda tespit
edilmistir. toxA, tadD, hsf-1, pfhA ve ompA genleri izolatlarda % 0-73,9 arasinda
belirlenmistir. Furian vd. (2016) kapsiiler serogrup A, B ve D genleri de déahil olmak
tizere virlilensle iligkili 22 gen PCR ile tespit etmisler ve kiimes hayvanlar1 ve
domuzlardan elde edilen P. multocida suslarinin antimikrobiyal duyarliligi
degerlendirmislerdir. Her iki konak¢idan elde edilen suslarinin %90'indan fazlasinda
ompH, oma87, plpB, psl, exoD-tonB, fur, hgbA, nanB, sodA, sodC, ptfA genleri tespit
edilmistir. Li vd. (2018a) tarafindan yapilan ¢alismada 6rdek ve kazlarda goriilen 172
klinik solunum yolu hastaligi vakasindan izole edilen 23 P. multocida izolat1 15
antibiyotige duyarliliklar1 ve viriilens faktorleri i¢in 18 genin varlig1 agisindan analiz
edildi. PCR sonuglart kanatli orijinli P. multocida suslarinin ¢ogunda ptfA, fimA,
tonB, fur, hgbA, hgbB, sodA, sodC, pmHAS, nanH, nanB, plpB ve ompH genlerinin
bulundugunu gosterdi. toxA, tadD, hsf-1, pfhA ve ompA virlilens genlerinin her biri
suslarin ortalama % 73,9'unda mevcut olarak saptanmistir. tonB geninin de 23 klinik
P. multocida susunun tamaminda bulundugu rapor edilmistir. Misir'in Sharkia
Valiligi'nde tavuklar, 6rdekler, bildircinlar ve hindilerden elde edilen 30 P. multocida
izolat1 ile yapilan ¢alismada Oma87, sodA ve ptfA virllens genleri bulunma
oranlar1 % 100 olarak bildirilmistir (El-Demerdash et al., 2023). Shirzad-Aski ve
Tabatabaei (2016) tarafindan yapilan c¢aligmada da kiimes hayvanlarindan izole
edilen 15 P. multocida susunun fimA, pmHAS, soda ve plpB genlerinin bulunma
oranlarini sirasiyla % 93,33, % 73,33, % 100 ve % 100 olarak saptanmustir.
Ghadimpour vd. (2017) tarafindan Iran’da yapilan galismada tavuk, hindi, kaz
ve ordeklerden alinan 701 trakeal siirlintiisiinden izole edilen 14 adet P. multocida
izolatinin % 57,1’inde SOdA geni bulundugu bildirilmistir. Haghnazari vd. (2016)
[ran'daki kiimes hayvanlarindan elde edilmis olan 30 P. multocida izolatinda ompH,
ptfA, pfhA, hsf-1 ve fimA genlerinin % 100, tadD geninin % 50 ve toxA geninin % 70
oraninda bulundugunu rapor etmislerdir. Varga vd. (2013) kazlardan elde edilen 42
adet P. multocida izolatinin fenotipik ve genotipik Ozellikleri arastirmislar ve
izolatlarin timunun pmHAS ve fimA genleri agisindan pozitif olarak belirlemislerdir.
Karthik vd. (2021) tarafindan Haziran 2017-Ocak 2021 tarihleri arasinda farkli kus
tiirlerini igeren ve Pasteurellosis siiphesi olan toplam 45 vakadan izole edilen P.
multocida Uzerinde yapilan ¢alismada fimA, pfhA, hsf-2 ve pmHAS genleri suslarin
%100'inde tespit edilmistir. OmpH, omp87, ompA, plpB, sodA, sodC, ptfA, hsf-1,
exbB, fur, hgbA, hgbB gen varliklart da % 90 olarak bildirilmistir. Cin'in
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giineybatisindaki Rongchang, Yongchuan, Dazu, Neijiang ve Longchang’dan Ocak
2016'dan Agustos 2017'ye kadar farkl: ciftliklerden hastalikli 6rdek, kaz ve tavuga ait
283 karaciger orneginden 45 adet P. multocida izolat1 biyokimyasal ve molekiiler-
biyolojik yontemlerle karakterize edilmistir. P. multocida izolatlarinda toxA ve tbpA
genleri tespit edilememistir. tonB geni suslarin tamaminda bulunurken, fur geni %
97,8, hgbA geni % 97,8, ompH geni % 95,6, sodA geni % 93,3, sodC geni % 93,3 ve
ptfA geni % 91,1 oraninda rapor edilmistir (Li et al., 2018b).

Literatiirde yer alan ¢alismalarda fimA, fur, plpB, pmHAS ve sodA genleri
suglarin ortalama olarak % 98,33, % 90,1, % 90,65, % 88,98 ve % 87,57 sinde rapor
edilmistir. Tez ¢aligsmasi kapsaminda incelenen 24 adet P. multocida izolatinin fimA,
fur, plpB, pmHAS ve sodA genlerini sirastyla % 41,67, % 62,5, % 50,0, % 41,67 ve
% 45,83 oranlarinda igerdigi belirlenmistir. Bu bulgular ilgili genlerin diinya
genelinde bildirilen ¢alismalardan oransal olarak daha diisiik oldugu gosterse de,
virlilens genlerinin kiimes hayvanlarindan elde edilen P. multocida izolatlar1 arasinda

olduke¢a yaygin oldugunu gostermektedir.

4.6. izolatlarin Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Belirlenmesi

P. multocida izolatlarinin antibiyotik direncinde rol oynayan bazi genler PCR
ile arastirildi. P. multocida izolatlariin sahip olduklari tetH, bla, aphA1, sullve dfrA
antibiyotik direng genlerinin belirlenmesi icin multipleks PCR protokolu optimize
edildi (Bedier et al., 2022).

Multipleks PCR icin optimize edilen protokol Tablo 4.11°de gosterildi.
Gorilintiileme sonrasinda tetH, bla, aphAl, sullve dfrA genleri igin sirasiyla 1076,

685, 489, 433 ve 425 bp’lik bant goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi.
Tablo 4.11. tetH, bla, aphAl, sullve dfrA genleri icin optimize edilen multipleks PCR protokoli

Reaktif Konsantrasyon
10xPCR buffer 1X
MgCl, 2,5mM
dNTP 0,2 mM
tetH 0,125 pm On denaturasyon ~ 94°C 5 dk 1 siklus
0,125 pm Denaturasyon 94°C  30sn
bla 0,125 pm Annealing 57°C  45sn 35 siklus
0,125 pm Uzama 72°C  45sn
. 0,125 pm Son uzama 72°C 5 dk 1 siklus
Primer aphAl 0.125 um
0,125 pm
sull 0,125 um
0,125 pum
dfrA 0,125 um
Taq polimeraz 05U
Template DNA 2,5 ul
Toplam hacim 25 ul
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P. multocida izolatlarinin antibiyotik diren¢ genlerini igerme durumlari
Tablo 4.12°de sunuldu. Incelenen 24 adet izolatin 17 (% 70,83), 13 (% 54,17), 12 (%
50,00), 16 (% 66,67) ve 10’u (% 41,67) sirasiyla tetH, bla, aphAl, sull ve dfrA igin

pozitif sonug verdi.

Tablo 4.12. P. multocida izolatlarinin antibiyotik direng gen profilleri

Izolatno tetH sull dfrA aphAl bla

1 + + - + -
2 + + - + -
3 + + - + +
4 + + + + +
5 + + - + -
6 + - - + +
7 + + - + -
8 + + - + +
9 + + + + -
10 - + + + -
11 - + - + +
12 + o+ - - -
13 - + - + +
14 + + + - -
15 + = + + +
16 - - - - -
17 & - + - -
18 - = + + +
19 + e + + +
20 it - + - -
21 1 - + - -
23 - - - - +
27 + . + + .
30 - - + - -

Serogrup A igerisinde tiplendirilen izolatlar ile beraber tiplendirilemeyen
izolatlarin antibiyotik direng genlerini igerme sayr ve oranlart Tablo 4.13’de

gosterildi.

Tablo 4.13. P. multocida serogruplarinin tetH, bla, aphAl, sull ve dfrA antibiyotik diren¢ gen

profilleri

Serogrup tetH bla aphAl  sull dfrA

_ n 13 13 6 14 7
A (n=17) % 7647 7647 3529 8235 41,18

Serotiplendirilemeyen n 4 0 6 2 3
(n=7) % 57,14 0 8571 2857 42,86

_ n 17 13 12 16 10
Toplam (n=24) % 7083 5417 50 66,67 41,67

Misir'in Sharkia Valiligi'nde tavuklar, 6rdekler, bildircinlar ve hindiler arasinda
yapilan bir c¢alismada elde edilen 30 P. multocida izolati ile yapilan g¢alismada
antibiyotik direng genleri olarak ErmX  (eritromisin), blaROB-1 (B-laktam) ve

mcr-1 (kolistin) diren¢ genleri izolatlarin sirasiyla % 60, % 46,6 ve % 40'inda tespit
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edilmistir (El-Demerdash et al., 2023). Haziran 2018 ile Aralik 2019 arasindaki
donemde P. multocida izolasyonu i¢in Misir'm El-Gharbia ve Kafr EI-Sheikh
valiliklerindeki yumurtact ve pili¢ siirlilerinden 250 hastalikli tavuktan akciger,
karaciger ve dalak Ornekleri toplanmistir. Antimikrobiyal diren¢ genleri PCR
kullanilarak tespit edilmis ve tiim izolatlarin B-laktam diren¢ geni olan bla-ROB-1
(%100) barindirdigr bildirilmistir. Suslarin % 50’sinde siilfonamid diren¢ geni olan
sull, % 33,3’0nde tetrasiklin direng geni olan tetH ve %16,6’sinda dfrA direng geni
bildirilmistir (Bedier et al., 2022). Cin'in giineybatisindaki Rongchang, Yongchuan,
Dazu, Neijiang ve Longchang vilayetlerinde bulunan farkli ciftliklerden hastalikli
ordek, kaz ve tavuga ait 283 karaciger orneginden 45 adet P. multocida izolati
biyokimyasal ve molekuler-biyolojik yontemlerle karakterize edilmistir. P. multocida
izolatlarmmin amoksisilin, stlfametazin, tetrasiklin, doksisiklin, florfenikol ve
streptomisin antibiyotiklerine direng¢ oranlar1 sirasiyla % 82,2, % 71,1, % 53,3, %
48,9, % 46,7 ve % 44,4 olarak bildirilmistir. Tetrasikline diren¢li 24 P. multocida
izolatindan 18'inin tetB'yi, 3'U ise tetH'yi igerdigi saptanmistir. Diger 3 izolat ise bu 2
gen bakimindan negatif bulunmustur. Amoksisiline direngli 37 izolattan 11'inde TEM
geni bulunurken, florfenikole direng gosteren tim izolatlar floR geni agisindan pozitif
olarak tespit edilmistir. Ayrica streptomisine direngli tiim izolatlarin StrA geni
acisindan pozitif oldugu ve siilfametazin direngli 32 izolattan 30'unun sul2 genini
igerdigi rapor edilmistir (Li et al., 2018b). Elalamy vd. (2020) tavuklardan izole
ettikleri 24 P. multocida izolatinda tetrasiklin direnci (tetH), ampisilin ve penisilin
direnci (BlaROB1), tilmikosin (ermX) ve neomisin (aphl) direnci ile iliskili
antimikrobiyal diren¢ genlerinin varligi belirlenmistir. Tiim izolatlarda tetH geni
(%100) bulunurken, aphl geni %70,83 ve BlaROB1 geni %8,3 oraninda rapor
edilmistir. izolatlarda ermX geni tespit edilememistir.

Tez calismasi kapsaminda incelenen 24 adet P. multocida izolatinin tetH, bla,
aphAl, sull ve dfrA genlerini sirasiyla % 70,83, % 54,17, % 50,00, % 66,67 ve %
41,67 oranlarinda igerdikleri goriildii. Incelenen simirli sayida literatiir bulgularinda
ise tetH, bla, aphAl, sull ve dfrA genlerinin belirlenme ortalamalar1 sirasiyla %
46,67, % 51,63, % 70,83, % 50 ve % 16,6 olarak bildirilmistir. Bulgularin
degerlendirilmesi ile her ne kadar antibiyotik diren¢ fenotiplerinden elde edilen
bulgular ortalamalarin iizerinde yer alsa da, antibiyotik diren¢ gen varliklar1 benzer

olarak goriilmiistiir. Bu durum da ilgili gen-fenotip iliskilerinden farkli bazi
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degiskenlerin antibiyotik direnglilifinde rol oynadigini ve tek basina antibiyotik

direng¢ gen varliklarinin degerlendirilmesinin yeterli olmadigin1 gostermistir.
4.7. Genotiplendirme

P. multocida izolatlarimin filogenetik yakinliklarinin belirlenmesi amaciyla
yapilan RAPD-PCR ile genotiplendirme sonucunda izolatlarin % 22-89 oraninda
benzerlik gosterdikleri saptandi (Sekil 4.8). Serogrup A’ya dahil olan izolatlarn %
40-94 ve serogruplandirilamayan 7 adet izolatin da % 25-55 oraninda benzerlik
gosterdigi saptandi (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).

Suslar arasindaki genetik iliski % 70 benzerlik katsayis1 gz Oniine alinarak
degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda P. multocida izolatlarinin 21 tekli genotip
(RTA-RTU) ve 1 ¢oklu genotipe (RTY) sahip oldugu belirlendi. RTY ¢oklu
genotipinde yer alan 3 adet izolatin % 84-89 oranlarinda benzerlik gosterdigi
saptand1. Serogrup A’ya dahil olan izolatlarin 6 tekli genotip (RAA, RAB, RAC,
RAD, RAE, RAF) ile beraber 4 coklu genotipe (RAE, RAG, RAJ, RAK) sahip
oldugu belirlendi. RAE ¢oklu genotipinde yer alan 2 adet izolatin % 73, RAG coklu
genotipinde yer alan 2 adet izolatin % 71, RAJ ¢oklu genotipinde yer alan 2 adet
izolatin % 72 ve RAK coklu genotipinde yer alan 5 adet izolatin % 70 -94
oranlarinda benzerlik gosterdigi goriildii. Serogruplandirilamayan izolatlarin ise 7

tekli genotipe sahip oldugu saptandi.
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Sekil 4.8. P. multocida izolatlarinin filogenetik benzerlik analizi
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Sekil 4.10. Serogruplandirilamayan P. multocida izolatlarinin filogenetik benzerlik analizi

Enfeksiyonlardan korunma igin etkili kontrol stratejilerinin olusturulmasi igin
patojenlerin dagilimi ve yakinliklart ile beraber bakteriyel enfeksiyonlarin
epidemiyolojisinin belirlenmesi temel bir hedef olarak gosterilmektedir (Nazik et al.,
2007). Bakterilerin tiplendirilmesinde antibiyotiplendirme, serotiplendirme, faj
tiplendirme, bakteriyosin tiplendirme ve biyotiplendirme gibi fenotipik metotlar
cevresel faktorlerden daha cok etkilendigi i¢in, son yillarda molekiiler yontemler

tercih edilmektedir. Molekiler analizler fenotipik yontemler ile kiyaslandiginda, P.
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multocida'nin epidemiyolojisini anlamak agisindan daha aydinlaticidirlar. Polimorfik
DNA'min rastgele amplifikasyonu (RAPD) teknigi, tekli veya coklu amplikonlar
olusturmak i¢in gelisigiizel kisa primerler (8-12 nikleotit) ile amplifiye edilebilen
polimorfik DNA'nin agaroz jel iizerinde fragmanlarinin profilleri nin karsilagtirmasi
prensibine dayanmaktadir. Cesitli tiirlerden hayvanlar1 kapsayan, iran’da yapilan bir
calismada 131 P. multocida izolatt RAPD-PCR ile karakterize edilmistir. Yapilan
RAPD-PCR analizi sonucunda 63 genotip ve 9 tiplendirilemeyen izolat oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 hayvandan veya cografyadan koken alan P. multocida izolatlarinda
dahi dikkate deger bir seviyede genetik cesitlilik oldugu goriilmiistiir. izolatlarin
bolge ve konak spesifik bir profilde seyretmedigi tespit edilmistir (Shirzad-Aski and
Tabatabaei, 2016). Ulkemizde Elazig’da 30 sigir, 15 koyun ve 1 kegiden izole edilen
P. multocida izolat1 ile yapilan RAPD-PCR analizi sonucunda sigirlardan 2,
koyunlardan 3 farkli ayirt edici profil tespit edildigi ve bunun sonucunda izolatlar

icerisinde ¢ok az miktarda heterojenite oldugu bildirilmistir (Ozbey vd., 2004).
4.8. Bulgularin Toplu Sunumu

Elde edilen bulgular dogrultusunda (Tablo 4.14), Samsun ve c¢evre illerde A
serogrupuna ait P. multocida suslarinin baskin (% 70,83) oldugu goriildii.

Serogrup A’ya ait 4 ve 8 no’lu izolatlar antibiyogram, biyofilm varligi, viriilens
genleri, antibiyotik diren¢ genleri icermeleri yoninden virtlensi yuksek olarak
degerlendirildi. izolat 4 biyofilm pozitif olmasi, 5’er virlilens ve antibiyotik direng
geni igermesi ve 6 smif antibiyotige direncli olmasi; izolat 8 ise biyofilm pozitif
olmasi, 5 virlilens geni ve 4 antibiyotik direng geni igermesi ve 4 sinif antibiyotige
direngli olmasi yonleri ile as1 gelistirme c¢alismalarinda kullanilabilir olarak
degerlendirildi. izolat 4 ve 8 in filogenotipik olarak % 45 ve filofenotipik olarak da
%068 oraninda  benzerlik  gosterdikleri  belirlendi. Ayni zamanda
serogruplandirilamayan 19 numarali izolat da biyofilm pozitif, 3 virllens - 4
antibiyotik direng geni igermesi ve 8 sinif antibiyotige direncli olma yonleri ile

kombine as1 ¢alismalarinda yer alabilir olarak degerlendirildi.
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Tablo 4.14. P. multocida izolatlari i¢in ¢aligma kapsaminda elde edilen bulgularin toplu sunumu

izolat | Serogrup Biyofilm Antibiyotik Diren¢ Genleri ' Virilens Genleri Antibiyotik Diren¢ Durumlari
No. A tetH | sull | dfrA | aphAl | bla | fimA | pmHAS | sodA |plpB |[fur | AM |ENR | E |FFC | L | N | T | P | FUR | SPT XT | CEP | CTX | TE
1 + + + + 3 + - - + + + - S S R R R|R [ R S S S [ R S
2 + + + + - + - + + + + |+ | | R [ R|IS|R]|R R S S [ [ S
3 + - + + - + + | + + + - |+ | S R S R|IR|R|R R R S R R R
4 + + + + + + + | + + + + |+ | R S R R R [ R|R [ S S [ R R
5 + - + + 3 + i + + + - |+ R S R R R|IR|R|R S R S [ R |
6 + + + = - + + = - - = - S S S R R [ R|R S R S [ S R
7 + = + + - + - + + + + |+ R S R S R|IR|R|R R R R R R R
8 + + + + - + + | + + + + |+ ]| R S R S R|S|R|R [ | I I I S
9 + + + + + + - - + - - |+| R R R R R [ R | R S R R S S R
10 + + - + + + - - - - - - R R R S R [ [ R R R I R R S
11 + - - + - + + - - + + |+ ]| R R R [ R|IR|R|R R R I R R R
12 + - + + - - - - - - - - | | R S RIR|R|R R R S R R R
13 + - - + - + + | + + + - |+| R S R R R|IR|R|R R R I R R R
14 + - + + + - - + - R S [ S R|IR|R|R R R S R R S
15 + + + - + + + - - - + |+ ]| R S R [ R [ R|R [ R I I R S
16 + + - - - - - - - - - - R R S S R|S|S|R R S R R R R
17 - - + - + - - + + - + - R S R [ R [ R|R R S S I R R
18 - + - - + + + | + + - - - R R R R S|S|R]|R [ R I I R S
19 - + + - + + + - + - + |+ ]| R R R R R|S|R|R S R S S R R
20 - - + - + - - - + + - | S S S S I Il | R S R S S R S
21 - - + - + - - - + - - - R R I S R I R|R R | S [ R S
23 + - - - - + - + - - R S S S RIR|R|R S R S S S S
27 + + + - + + - + + + - - | R R [ R | S [ R R S S R R S
30 - + - - + - - - - - - - | S R R R [ R | R S R S S R S

AM: ampisilin, P: penisilin G, ENR:
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enrofloksasin, E: eritromisin, FFC: florfenikol, L: linkomisin, T: oksiterasiklin, TE: tetrasiklin, N: neomisin, SPT: spektinomisin, SXT:
sulfametoksazole/trimetoprim, CEP: sefoperazon, CTX: sefotaksim, FUR: seftiofur, S:duyarli, I: orta derecede direngli, R:direngli




5. SONUC VE ONERILER

Tavuk kolerasi, tim kanath tiirlerini etkileyebilen ve diinya ¢apinda yaygin
olarak goriilen bir hastaliktir. Tavuk koleras: salginlari, kronik veya subklinik
enfeksiyonlar meydana getirse de o6zellikle yetiskin kuslarda siklikla akut 6limciil
septisemi olarak kendini gosterir. Tim kanatli tiirlerini etkileyebilen, genellikle
Olimciil olan ve yaygin olarak goriilen kanathi kolerasi, 6zellikle perakut formda
kiimes hayvanlarinin en 6ldiiriicli ve bulasici hastaliklarindan biridir. Teshis, hastalik
belirtilerini gosteren hayvanlardan izole edilen P. multocida bakterisinin
tanimlanmasina veya spesifik molekiiler analizlerle organizmanin dogrudan tespitine
baghdir. Olasi1 tani, tipik belirtilerin ve lezyonlarin gozlenmesinin yaninda kan,
karaciger veya dalak gibi doku yaymalarinda bipolar boyanan bakterilerin
mikroskobik olarak gdsterilmesine dayanabilir. Tavuk kolerasindan elde edilen P.
multocida suslarinin zoonotik potansiyele sahip oldugu diisiiniilmemektedir.

Asilama, kiimes hayvanlarinin saglik ve refahini iyilestirmede ve hayvanlardan
insanlara bulasmay1 6nlemede dnemli bir rol oynar ve bdylece 6nemli bir halk saglig
stratejisi de olusturur. Ulkemizde ticari olarak Tavuk koleras: igcin P. multocida
suslarmi igeren asilar bulunmamaktadir. Etkili bir as1 gelistirmek i¢in de ulusal
diizeyde elde edilen izolatlarin ayrintili karakterizasyonunu da igeren as1 gelistirme
ve validasyon c¢alismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Tez calismast sonucunda Tavuk
koleras1 izolati P. multocida suslari biyofilm iiretme durumlari, filogenotip ve
antibiyotip yakinliklari, antibiyotik diren¢ durumlar1 ve viriilens genleri agisindan
fenotipik ve genotipik olarak karakterize edildi. Elde edilen bulgular Samsun ve
cevre illerde A serogrubuna ait P. multocida suslarinin baskin oldugunu gosterdi
Serogrup A’ya ait 4 ve 8 no’lu izolatlar antibiyogram, biyofilm varligi, viriilens
genleri, antibiyotik diren¢ genleri icermeleri yoninden virtlensi yuksek olarak
degerlendirildi. Izolat 4 biyofilm pozitif olmasi, 5’er viriilens ve antibiyotik direng
geni icermesi ve 6 smif antibiyotige direngli olmasi; izolat 8 ise biyofilm pozitif
olmasi, 5 viriilens - 4 antibiyotik diren¢ geni icermesi ve 4 siif antibiyotige direngli
olmas1 yonleri ile as1 gelistirme caligmalarinda kullanilabilir olarak degerlendirildi.
Aynm zamanda serogruplandirilamayan 19 numarali izolat da biyofilm pozitif, 3
virtllens - 4 antibiyotik direng geni igermesi ve 8 simif antibiyotige direncgli olma
yonleri ile kombine as1 g¢aligmalarinda yer alabilir olarak degerlendirildi. Tez

calismas1 sonucunda elde edilen bulgularin Karadeniz Bolgesi’nde Tavuk Kolerasi

o1



icin bolgesel ve ulusal diizeyde etkili koruma ve kontrol &nlemlerinin alinmasi
konusunda yardimc1 olabilecegi ve calisma kapsaminda karakterize edilen suslarin
yerli/milli as1 gelistirme calismalarinin yapilabilmesine olanak saglayabilecegi

kanaatine varildi.
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