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OZET

ERZURUM  YORESINDE SIGIR VE KOYUN PNOMONILI
AKCIGERLERINDEN PASTEURELLA MULTOCIDA VE MANNHEIMIA
HAEMOLYTICA ETKENLERININ iZOLASYONU, IDENTIiFIKASYONU,
ANTIBIYOTIK DUYARLILIKLARININ BELIRLENMESI VE OLASI
DIRENC GENLERININ ANALIZI

Heterojen bir yap1 sergileyen Pasteurellaceae familyasinin patojen iiyeleri genellikle
Pasteurella ve Mannheimia cinsi igerisinde yer almaktadir. Bunlar arasinda
Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica, sigir ve koyunlarda hemorajik
septisemi, enzootik pndmoni ve mastitis gibi enfeksiyonlara yol agarak hayvan
oliimleri, verim kayiplar1 ve tedavi-koruma-kontrol giderleri gibi 6nemli ekonomik
kayiplar olusturmaktadir. Bu g¢alismada, Erzurum yoresi mezbahanelerinden alinan
100 sigir ve 100 koyun pnomonili akciger ornekleri Pasteurella ve Mannheimia
etkenlerinin varlig1 yoniinden arastirildi. Izolatlarin identifikasyonu konvansiyonel
yontemler, VITEK 2 Compact identifikasyon sistemi, tir spesifik PZR ile
gerceklestirildi. Ayrica, izolatlarin antibiyotik duyarliliklar1 fenotipik olarak (VITEK
2 Compact sistemi) belirlendi ve direng genleri arastirilmasi molekiler yontemle
(PZR) belirlendi. Izolatlarm 16S rRNA sekans analizi ile identifikasyonlari teyit edildi
ve filogenetik analizleri gergeklestirildi. Pasteurella spp. kiiltiir pozitifligi %8
saptand1. Tiir dagilimi 7 adet Pasteurella multocida ve 9 adet Mannheimia haemolytica
olarak belirlendi. Sigirlarda P. multocida pozitifligi %4 ve M. haemolytica pozitifligi
%5 iken, koyunlarda P. multocida pozitifligi %3 ve M. haemolytica pozitifligi %4
olarak tespit edildi. Pasteurella tdrlerinin identifikasyonunda VITEK 2 Compact
identifikasyon sistemi ile PZR’nin tanisal uyumu %100 olarak saptandi. P. multocida
izolatlarmin tamami ampisilin, amoksisilin-Klavulonik asit ve trimetoprim-
sulfametaksazole direncli iken, seftiofur (%100) ve doksisiklin (%85,71) duyarliliklar
yuksek bulundu. P. multocida izolatlarinin en az %71,43’iinde ¢oklu antibiyotik
direncine rastlanildi. M. haemolytica izolatlarinin tamami ampisilin ve trimetoprim-
sulfametaksazole direncli iken, izolatlarin amoksisilin-Klavulonik asit (%100),
doksisiklin (%100) ve seftiofur (%88,89) duyarlilig1 yiiksek bulundu. M. haemolytica



izolatlarinin en az %44,44’iinde coklu antibiyotik direncine rastlanildi. Fenotipik
olarak saptanan yaygin antibiyotik direncine paralel olarak ilgili antibiyotiklere
direncten sorumlu olan gen pozitiflikleri de yiksek belirlendi. P. multocida izolatlari
arasinda %71,43 AaDA25, %42 AaDB, %42,86 Tet H, %85,71 Sul 2, %100 blaOXA58
ve %100 blaTEM pozitifligi; M. haemolytica izolatlar1 arasinda %66,67 AaDA25,
%77,78 AaDB, %77,78 Sul 2, %22,22, blaOXA58 ve %100 blaTEM pozitifligi
belirlendi. Ayrica, her iKi tlr bakteri izolatlar1 i¢in ¢oklu antibiyotik diren¢ gen varligi
ve farkli diren¢ gen kombinasyonlar1 belirlendi. 16S rRNA sekans analizi sonucu
olusturulan dendrogramda, P. multocida izolatlar1 2 ana kiime igerisinde yer aldi.
Monofiletik bir dagilim gosteren 4 sigir izolat1 ile 1 koyun izolatindan olugan kiime
yiiksek (%97) homolojiye sahipti. Dendrogramin diger kiimesini ise parafiletik
gdriiniimlii 2 koyun izolat: olusturdu. iki ana kiime icerisinde yer alan M. haemolytica
izolatlar1 ise oldukca heterojen bir dagilim sergiledi. Dendrogramin birinci kiimesinde
yer alan 3 si8ir ve 1 koyun izolatlar ile ikinci kiimesinde yer alan 2 sigir ve 3 koyun
izolatinin tiimii parafletik bir gérinimdeydi. Biyiikbas hayvan yetistiriciliginin yogun
bir sekilde yapildigi Erzurum yoresinde, sigir ve koyun pndmonilerinde etiyolojik
etken olarak P. multocida ve M. haemolytica’nin yayginliginin saptanmasi, elde edilen
izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinin ve mevcut antibiyotik direng genlerinin
belirlenmesi gibi lokal bakteri davraniglarinin yani sira ve evrensel bakida filogenetik
pozisyonlarmin belirlendigi bu caligmaya ait verilerin pastorelloz hastaliginin

eradikasyonunda fayda saglayacagi umulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, PZR, 16S

rRNA sekanslama



SUMMARY

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF PASTEURELLA MULTOCIDA AND
MANNHEIMIA HAEMOLYTICA FROM LUNGS OF CATTLE AND SHEEP
WITH PNEUMONIA IN ERZURUM REGION (TURKIYE) AND
DETERMINATION OF THEIR ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITIES AND
POSSIBLE RESISTANCE GENES

The pathogenic members of the heterogeneous Pasteurellaceae family are generally
included in the genera Pasteurella and Mannheimia. Among these, Pasteurella
multocida and Mannheimia haemolytica cause serious infections such as hemorrhagic
septicemia, enzootic pneumonia and mastitis in cattle and sheep and cause significant
economic losses such as animal mortality, yield losses and treatment-protection-
control expenses. In this study, 100 cattle and 100 sheep pneumonic lung samples
collected from slaughterhouses in Erzurum region (Turkiye) were analyzed for the
presence of Pasteurella spp. by culture method. Identification of the isolates was
performed by conventional methods, VITEK 2 Compact identification system and
species-specific PZR. In addition, antibiotic susceptibilities of the isolates were
determined phenotypically (VITEK 2 Compact system) and molecular bases (PZR).
Identification and phylogenetic analysis of the isolates were confirmed by 16S rRNA
sequencing. Pasteurella spp. culture positivity was obtained 8%. The species
distribution was 7 for P. multocida and 9 for M. haemolytica. P. multocida positivity
was 4% and M. haemolytica positivity was 5% in cattle, whereas, P. multocida
positivity was 3% and M. haemolytica positivity was 4% in sheep. The diagnostic
concordance of PCR with VITEK 2 Compact identification system was 100%. All P.
multocida isolates were resistant to ampicillin, amoxicillin-clavulonic acid and
trimethoprim-sulfamethoxazole, while ceftiofur (100%) and doxycycline (85.71%)
susceptibilities were high. Multiple antibiotic resistance was found in at least 71.43%
of P. multocida isolates. While all M. haemolytica isolates were resistant to ampicillin
and trimethoprim-sulfamethoxazole, all isolates had high susceptibility to amoxicillin-
clavulonic acid (100%), doxycycline (100%) and ceftiofur (88.89%). Multiple

antibiotic resistance was found in at least 44.44% of M. haemolytica isolates. In



parallel with the phenotypically widespread antibiotic resistance, gene positivity
responsible for resistance to related antibiotics was also high. Among the P. multocida
isolates, 71.43% AaDA25, 42% AaDB, 42.86% Tet H, 85.71% Sul 2, 100% blaOXA58
and 100% blaTEM positivity was detected. Among the M. haemolytica isolates,
66.67% AaDA25, 77.78% AaDB, 77.78% Sul 2, 22.22% blaOXA58 and 100% blaTEM
positivity was detected. In addition, the presence of multiple antibiotic resistance genes
and different resistance gene combinations were determined for both bacterial isolates.
In the dendrogram generated by 16S rRNA gene sequencing, P. multocida isolates
were included in 2 main clusters. The cluster consisting of 4 bovine isolates and 1
sheep isolate with a monophyletic distribution had a high homology (97%). The other
cluster of the dendrogram consisted of 2 sheep isolates with paraphyletic appearance.
M. haemolytica isolates in the two main clusters showed a very heterogeneous
distribution. All 3 cattle and 1 sheep isolates in the first cluster of the dendrogram and
2 cattle and 3 sheep isolates in the second cluster had a paraphyletic appearance. It is
hoped that the data of this study, which determined the local bacterial behaviors such
as prevalence, antibiotic susceptibility and antibiotic resistance genes as well as the
phylogenetic positions in the universal perspective of the P. multocida and M.
haemolytica as the etiological agents of cattle and sheep pneumonia in Erzurum region,
where cattle and sheep pneumonia are intensively farmed, will be useful in the

eradication of the disease.

Keywords: Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, PCR, 16S rRNA

sequencing
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1. GIRIS VE AMAC

Ciftlik hayvanlarinda solunum sistemi enfeksiyonlart her yas doneminde
ortaya ¢ikabilen ve yiiksek morbidite ve mortalite ile hayvan yetistiriciliginde 6nemli
ekonomik Kkayiplara yol agan hastaliklara sebep olmaktadir. Solunum sistemi
enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikisinda; kalabalik yetistiricilik, hayvan hareketleri, iklim
kosullari, bakim ve besleme hatalar1 gibi ¢esitli predispoze faktorlerin yani sira
bakteriyel, viral, mikotik ve paraziter enfeksiy6z etkenler de etkili olmaktadir. Ciftlik
hayvanlarinda rinit, laringit, trakeit, bronkopnémoni ve pnémoni gibi solunum sistemi
enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikisinda; Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica,
Histophilus somni ve Mycoplasma spp. gibi bakteriyel etkenler 6n plana ¢ikmaktadir.
Bu etkenler igerisinde 0zellikle Pasteurella tlrleri sigir ve koyunlarda pastorelloz ve
hemorajik septisemi gibi enfeksiyoz hastaliklara neden olarak ciddi ekonomik

kayiplara yol agmaktadir (Radostitis ve ark. 1995, Karahan ve ark. 2010).

Pastorelloz, ¢iftlik, evcil ve vahsi hayvanlarin bulasict bir hastaligidir. Akut
olgularda septisemi, krup6z yangi, pulmoner ddem ve plorezi ve kronik olgularda ise
nekrotizan pndémoni, artrit, mastit, keratokonjonktivit, endometrit ve bazen enterite
neden olmaktadir. Uzun bir sure Pasteurella multocida ve P. haemolytica hastaligin
patojenleri olup daha sonra, Mannheimia spp.'nin ayr1 bir grup olarak yeniden
siniflandirilmasi nedeniyle yeni bir nozoloji Mannheimiyoz’u ayirt etme gerekliligi
ortaya ¢ikmistir. Mannheimiyoz, bir patojen olan M. haemolytica'nin neden oldugu,
cogunlukla gevis getiren hayvanlarda goriilen pastorelloz benzeri bulasici bir hastalik
olup solunum sisteminde hemorajik ve yaygin bir hasara neden olmaktadir
(Laishevtsev 2020).

Bu ¢alismada, Erzurum ili mezbahanelerinde kesilen pnémonili 100 sigir ve
100 koyun akciger materyali P. multocida ve M. haemolytica etkenlerinin kilturel
yontemlerle arastirilmasi  hedeflendi. Elde edilen izolatlarin antibiyotik

duyarhiliklarinin belirlenmesi, antibiyotik direnci sergileyen izolatlarin olas1 ve yaygin



direng genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile tespiti ve izole edilen suslarin

16S rRNA sekans tabanli filogenetik pozisyonlandirilmas: amaglandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica’nin Genel Ozellikleri
2.1.1 Tarihce

Pasteurella etkenleri ilk olarak 1880°1i yillarda kanatli kolerasi, sigir ve diger
hayvanlarin hemorajik septisemisi ile iliskilendirilerek tanimlanmigtir (Mutters ve ark.
1985). P. multocida'nin kanatli hayvanlarda koleraya neden oldugu ilk kez 1881'de
Louis Pasteur tarafindan bildirilmistir. O zamandan beri, bu Gram-negatif bakteri, cok
cesitli konakgilarda ekonomik agidan 6nemli diger bircok hastaligin yapict etkeni
olarak tamimlanmistir (Harper ve ark. 2006). Pasteur, tavuk kolerasi etkeni olan P.
multocida 'min seri pasajlarla attenuasyonunu gergeklestirmistir (Mutter ve ark. 1989,
Kubatzky 2012).

Kitt, etiyolojik etkenin ilk defa 1885'de kulttrinu hazirlamistir (Mutters ve ark.
1985). Bu bakterilerin ilk isimlendirilmesinde Micrococcus gallicidus adi
kullanilmigtir (Burrill 1883). Daha sonra bu bakteri, “Bacterium”, “Octopsis”,
“Coccobacillus” ve “Eucystia” gibi gesitli cinslere atanmistir (Trevisan 1885, Kitt
1885, Gamaleia 1888, Ferry ve ark. 1920). Trevisan, 1887 ‘de, Pasteur‘un ¢alistig1 bu
bakteri cinsinin bilimsel adin1 Pasteurella olarak 6nermistir (Trevisan 1887). Takip
eden yillarda, cesitli tiir adlarina sahip birgok mikroorganizma, bipolar boyanma
ozelligi veya izole edildigi konakei tiirline gore Pasteurella cinsine dahil edilmistir
(Hussaini 1975). 1893 yilinda Kitt’in ilk kullandigi Bacterium bipolare multocidum
kombinasyonuna 1899 yilinda Lehman ve Neumann Bacterium multocidium; 1939
yilinda Rosenbusch ve Merchant ise multocida ifadesini kullanmistir (Kitt 1893,
Rosenbusch ve Merchant 1939). P. multocida’nin ilk adlandirilmasi 1883 yilinda
Burrill tarafindan “Micrococcus gallicidus” olarak gerceklestirilmistir. Etken, sirasiyla
1887 yilinda Trevisan tarafindan “Pasteurella cholerae-gallinarum”, 1889 yilinda
Lehmann ve Neumann tarafindan "Bacterium multocidum", 1893 yilinda Kitt
tarafindan “Bacterium bipolare multocidum” ve 1939 yilinda Rosenbusch ve Merchant
tarafindan P. multocida seklinde adlandirilmistir. Burrill tarafindan 1883'te kullanilan
“gallicida” sifat1 oncelikli gibi goriinse de P. multocida'nin en uygun isim olarak

kalmasi onerilmistir (Burrill 1883, Sneath 1982). Tdrlerin izole edildigi hayvanlara



gore adlandirilmast 1929 yilinda Topley ve Wilson tarafindan Pasteurella olarak
kullanilmasi ile son bulmustur (Topley ve Wilson 1929).

Pasteurella cinsinde 1932 yilina kadar sadece P. multocida turd
bulunmaktaydi. Daha sonra bu cinse Newsom ve Cross (1932) tarafindan, sigir ve
koyunlarda saptanan M. haemolytica dahil edildi. Sonraki yillarda Pasteurella cinsine
Pasteurella pneumotropica, Pasteurella gallinarum, Pasteurella urea ve Pasteurella
aerogenes tdrleri ilave edildi (Rosenbusch ve Merchant 1939, Sneath 1982, Mutters
ve ark. 1985). Muteakip yillarda Pasteurella cinsi, Newsom ve Cross tarafindan
Pasteurella haemolytica, Jawetz tarafindan Pasteurella pneumotropica, McAllister ve
Carter tarafindan Pasteurella ureae ve Pasteurella aerogenes'i igerecek sekilde
genisletilmistir (Mc Allister ve Carter 1974).

Bununla birlikte, Pasteurella cinsinin Uyeleri ile Actinobacillus cinsinin
iyeleri arasinda ayrim yapmanin zorunlulugu ortaya ¢ikmistir. Bir¢cok arastirmaci, bu
iki cins arasindaki fenotipik farklilasma sorunlarini ele almistir (Mutters ve ark. 1985).
1920’lere kadar insan enfeksiyonlarin da belirlenen ve izole edilen bu
mikroorganizmalar birbirlerine benzer nitelikte degildir (Regamey 1939, Teissier ve
ark. 1922).

Kapstler serotiplendirme ile 1962'de 17 serogrup belirlenmistir (Biberstein ve
ark. 1960, Angen ve ark. 1999). Bu mikroorganizmanin Actinobacillus cinsine
fenotipik benzerligi nedeniyle “Actinobacillus haemolyticus” olarak adlandirmistir
(Mraz 1969).

P. haemolytica, 1985 yilinda, DNA-DNA hibridizasyon verilerine dayali
olarak Pasteurella cinsinden g¢ikarilmistir (Mutters ve ark. 1985). P. haemolytica
arabinoz veya trehalozu fermente etmesiyle A ve T olmak Uzere iki biyotipe
boliinmistiir (Smith 1959). DNA-DNA hibridizasyonu, 16S rRNA dizilemesi ve
biyokimyasal tiplendirmenin bir kombinasyonu kullanilarak, biyotip A
mikroorganizmalarindan 12 tanesi (serotip Al, A2, A5-9, Al12-14, 16 ve Al7) M.
haemolytica olarak yeniden simiflandirilmistir. Bu suslarin hicbiri L-arabinozu

fermente edememektedir (Angen ve ark. 1999). Bu o6zellik, M. haemolytica'yi,



Pasteurella senso stricto'dan ayirmakta olup Mannheimia cinsini, en yakin akrabalari
olan Pasteurella trehalosi, Actinobacillus capsulatus ve Haemophilus parainfluenzae
olan Proteobacteriamin gama alt bolimii icinde filogenetik agacin bir dalina

yerlestirmistir (Highlander 2001).

2.1.2 Taksonomi ve Siniflandirma

Pasteurella etkenleri, Gammaproteobacteria sinifi, Pasteurellales takimu,
Pasteurellaceae ailesi icerinde yer alan bakterilerdir. Son yillarda sekans analizleri ve
molekdler tekniklerin yayginlasmasi ile bu aile icerisinde bir¢ok cins tanimlanmigtir
(Christensen ve Bisgaard 2004, Catry ve ark. 2007). Guncel olarak Pasteurellacea
ailesi icerisinde 27 bakteri cinsi bulunmaktadir. Bunlar arasinda veteriner hekimlik
alaninda 6nemli hastaliklara yol acan Actinobacillus, Avibacterium, Haemophilus,
Histophilus, Mannheimia, Pasteurella ve Bibersteinia gibi cinsler ve bu bakteri

cinslerine ait ¢ok sayida tiir bulunmaktadir (Quinn ve ark. 2011, Olsen ve ark. 2015).

P. multocida, P. sensu stricto kompleksi icerisinde yer alir. Bu kompleksin en
patojen uyesidir. Bu kompleks icerisinde P. canis, P. stomatis ve P. dagmatis gibi
tirler de yer alir (Markey ve ark. 2013). P. multocida, birgok alt tip barindirmaktadir.
Bunlar daha ¢ok antijenik yap1 farkliliklarina gére ortaya ¢ikan serotiplerdir. ilk defa
Cornelius tarafindan 1929 yilinda yapilan tiplendirmede P. multocida igin I, 11, 111, IV
serotip belirlenmistir. Roberts, 1947 yilinda, pasif fare koruma testi ile I, I, 11, IV
serotiplerini belirlemistir. Sonrasinda, Hudson tarafindan bu serotiplere serotip V ilave
edilmistir (De Alwis 1999). P. multocida’nin kapsul antijenik 6zelligi esas alinarak 5
serogrup (A, B, D, E ve F) belirlenmistir (Carter 1955, Boyce ve ark. 2000a, b). Ayrica
LPS antijenlerine gore 16 serotip (1-16) bildirilmistir (Heddleston ve ark. 1972, Rimler
ve ark. 1984).

P. multocida metabolik aktivite ve genetik altyapisina gore de alt turlere
ayrilmistir. DNA hibridizasyonu ile P. multocida subsp. multocida, P. multocida
subsp. septica ve P. multocida subsp. gallicida olmak (zere 3 alt tire ayrilmistir
(Mutters ve ark. 1985). Bisgaard ve ark. (1991), P. multocida‘y dulsitol, sorbitol ve



trehaloz fermentasyon yeteneklerine gére P. multocida subsp. multocida (dulsitol
negatif, sorbitol ve trehaloz pozitif); P. multocida subsp. septica (dulsitol ve sorbitol
negatif, trehaloz pozitif) ve P. multocida subsp. gallicida (dulsitol ve sorbitol pozitif,

trehaloz negatif) olarak tiplendirmistir.

Mannheimia cinsi icerisinde birgok tir yer almaktadir (NCBI Taxonomy
2020). Bunlardan en dnemlisi ruminantlarin solunum sistemi enfeksiyonlarina yol
acan M. haemolytica’dir. Bu bakteri cinsinin diger lyeleri ise M. glucosida, M.
varigena, M. granulomatis ve M. ruminalis’dir (Angen ve ark. 1999). Mannheimia
cinsine Christensen ve ark. (2011) tarafindan M. caviae ve Hadjadj ve ark. (2015)

tarafindan M. massilioguelmeansis adli iki yeni tiir daha eklenmistir.

M. haemolytica’nin kapsiler antijen yapilari ve DNA-DNA hibridizasyon
teknikleri ile 12 serotipi (1, 2, 5, 6, 7, 8, 9, 12, 13, 14, 16, 17) saptanmistir. Bunlardan
serotip 11, M. glucosida olarak yeniden adlandirilmistir (Younan 1995, Angen ve ark.
1999, Omaleki 2012).

2.1.3 Morfolojik, Kiiltiirel ve Biyokimyasal Ozellikleri

2.1.3.1 Morfolojik Ozellikleri

Pasteurellaceae ailesine ait mikroorganizmalar sporsuz, hareketsiz, Gram
negatif bakterilerdir. Bunlar igerisinde P. multocida, 0.2 x 1-2 um boyutunda, kuguk
comak ya da kokobasil sekilli bakteridir (Quinn ve ark. 2011, Markey ve ark. 2013).
M. haemolytica ise 0.5 x 1.2 um boyutunda, kapsiillii, comak ya da kokobasil sekilli
bir bakteridir. Her iki tur de dokudan hazirlanan preparatlarda Giemsa ile boyandigi
zaman bipolar boyanma 6zelligi gostermektedir (Quinn ve ark. 2002, Mutter ve ark.
2015, Nefenchenko ve ark. 2019).



2.1.3.2 Kultirel Ozellikleri

Pasteurella turleri, aerobik veya fakiltatif anaerobik bakterilerdir. Kan veya
serum ilaveli besiyerinde oldukca iyi Urerler. Cesitli 6rneklerden etken izolasyonunda
nutrient agar, ¢ikolata agar ve kanli agar gibi besiyerleri tercih edilmektedir (Dziva ve
ark. 2008). P. multocida, bu besiyerlerinde optimum 37 °C’de 7.2-7.8 pH’da ve 24-48
saat arasi siirede tireyebilmektedir (Markey ve ark. 2004, Aydin 2006). Besiyerlerine
%10 koyun kani, dekstroz, thalium asetat, siklohekzimit, kristal violet ve nisasta
ilavesi  0Ozellikle sindirim sisteminden Pasteurella tdrlerinin izolasyonunu
kolaylagtirmaktadir (Lee ve ark. 2000). Safra tuzlar1 hassasiyeti nedeniyle Pasteurella

etkenleri MacConkey agarda urememektedir (Kalhoro ve ark. 2015).

P. multocida, kati besiyerlerinde mukoid (M), smooth (S), iridesans (I) ve
rough (R) olmak iizere 4 farkli koloni olusturur (Garrity ve ark. 2004, Quinn ve ark.
2004, Aydm 2006). M koloni, kapsiillii suslardan ibaret olup daha g¢ok kronik
olgulardan izole edilmektedir. Bu koloniler kati besiyerinde parlak diizenli, yuvarlak
ve yapiskan karakterdedir. S koloni, M koloniye benzer sekilde diizgun ve parlak
koloniler olup daha gok akut olgulardan elde edilmektedir. | koloni formu da gerek
yapist gerekse bulunusu yoniinden S koloniye benzemektedir. R koloni, kapsilsiiz,
zayif patojen veya apotojen suslar tarafindan olusturulur (Carter 1962, Bisping ve
Amtsberg 1995, Aydin 2006).

M. haemolytica, fakiltatif anaerobik veya mikroaerofilik (%5-10 COy) Ureme
ozelligine sahiptir. Etken, 37 °C’de ve kan veya serum ilaveli besiyerlerinde rahat trer
(Quinn ve ark. 2002, Mutter ve ark. 2015, Nefedchenko 2019). Neomisin, novobiosin
ve aktidione ilavesinin besiyerine selektivite kazandiracagi bildirilmistir (Morris
1958). %5-7 defibrine kan eklenmis besiyerinde 24-48 saatlik inkiibasyon sonras1 1-2
mm ¢apinda S koloniler olusturmaktadir (Mutter ve ark. 2015). Etken, siv1 besiyerinde
bulaniklik ve dipte tortu olusturur. M. haemolytica’nin geneli kanli agarda hemoliz

olusturur (Tomassini ve ark. 2009, Taunde ve ark. 2019).



2.1.3.3 Biyokimyasal Ozellikleri

P. multocida, metabolik olarak aktif bir mikroorganizmadir. Oksidaz, katalaz
ve glukoz reaksiyonlar1 pozitif olup, laktoz, maltoz, dulsit ve arabinoz etkinlikleri
farklilik gosterir. Nitratlari nitrite indirgeyen etkenler indol pozitiftir. B- galaktosidaz,
Voges Proskauer ve Metil kirmizis1 reaksiyonlari negatiftir. Ureaz negatif olan bu
etkenler, ornitin dekarboksilaz pozitiftir. D-trehaloz, D-ksiloz ve L-arabinoz
ozellikleri farklilik gosterir (Markey ve ark. 2004, Aydin 2006) (Tablo 1).

M. haemolytica, oksidaz ve katalaz pozitif bir bakteridir. D-sorbitol, D-ksiloz,
D-mannitol, maltoz ve dekstrini fermente ederler. Glukoz, laktoz ve siikroz pozitif olan
etkenler Ha2S olusturmazlar. Alkalin fosfataz pozitif olup nitrat: indirgerler. Ornitin
dekorboksilaz, L-arabinoz, B-glukosidaz ve Ureaz reaksiyonlar: negatiftir (Quinn 2002,
Mutter ve ark. 2015, Nefedchenko ve ark.2019) (Tablo 1).

Tablo 1: P. multocida ve M. haemolytica'nin biyokimyasal 6zellikleri (Quinn 2002, Mutter ve ark. 2015,
Nefedchenko ve ark. 2019).

Biyokimyasal Testler M. haemolytica P. multocida
Hemoliz + -
MacConkey Agarda lireme
Katalaz

Oksidaz

Indol -
Ureaz - -
Laktoz
Siikroz
Glukoz
Maltoz
Mannoz
Arabinoz
Mannitol
Trehaloz - -

+ [+ [+

+ [+ [+ [+ [+ |+ |+
]




2.1.4 Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica’mn Virtlens Faktorleri

2.1.4.1 Kapsul

Bakteri kapsuli, polisakkarit yapida olup etkenin notrofil fagositozu ve
komplement aracili lizisine kars1 koymada fonksiyon goéren yapidir (De Angelis ve
Padgett-McCue 2000, Harper ve ark. 2007). P. multocida, kapsulli bir bakteri olup
kapsil 6zelligine gore serolojik yontemlerle A, B, D, E ve F olarak adlandirilan bes
grupda siniflandirir (Harper ve ark. 2006). P. multocida serotipleri A, D ve F'de
bulunan kapsiiler materyalin bilesimi ve yapisi, memeli glikozaminoglikanlarina ¢ok
benzer ve esas olarak sirasiyla hyaluronan, heparosan ve siilfatlanmamis
kondroitinden olusur (Pandit ve Smith 1993, Rimler 1994, De Angelis 1996,
DeAngelis ve Padgett-McCue 2000). Bu kapsiiler tiplerin sentezi ve taginmasi igin
gerekli olan genler, genom iizerinde tek bir bolge iginde kodlanmustir (Townsend ve
ark. 2001). Bununla birlikte, son zamanlarda, A, D ve F tipi suslarda, bilinen kapsiil
biyosentez bolgesinin disinda bir heparosan sentezi kodlayan ek bir gen
tanimlanmustir. HSSB (eski adiyla pgla) olarak yeniden adlandirilan bu gen tarafindan
kodlanan sentez, kapsiil operonu i¢indeki sentezden 10 kat daha az kopyalanir, farklh
bir alic1 kullanir ve daha kii¢lik molekiiler agirlikli polimer iirlinlerine yol acar. Bu
genin ekspresyonunun kapsiiler varyasyona yol acabilecegi One siirlilmiistiir

(Deangelis ve White 2004).

Genel olarak, kapsiile sahip suslar kapsilsiiz olanlardan daha patojendir
(Heddleston ve ark. 1964, Snipes ve ark. 1987, Tsuji ve Matsumoto 1989). Kapsulin
P. multocida patogenezindeki 6nemli roli, genetik olarak agikca gosterilmistir (Boyce
ve Adler 2000a, b, Chung ve ark. 2001). A serogrup akapsuler mutantin tavuklarda
avirlilent oldugu ve tavuk kasinda tiremedigi gosterilmistir (Chung ve ark. 2001).
Ilging bir sekilde, kalic1 olmamasina ragmen, tavuklarin bu akapsiiler mutantin yiiksek
dozlar1 ile asilanmasi, koruyucu bagisikligi uyarmistir (Chung ve ark. 2005). Kapstler
yapilara bagli enfeksiyon olgulart ile ilgili olarak, Tip A ve tip D kanatlilarda kolera,
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Tip F kanatlilarda ve buzagilarda fibrinli peritonit olgularindan siklikla izole edilen
suglarda bildirilmistir. Tip D kapsiillii suslar domuzlarda atrofik rinit ve tip A pnémoni
olgularindan tanimlanmustir. Tip B ve Tip E kapsiiler suslar ise daha ¢ok tropik
bolgelerde sigir ve bufalolarda hemorajik septisemiden sorumlu etkenlerdir. Tip A
kapsiil yapisina sahip suslar sigirlarin solunum sistemi enfeksiyonlarinin primer

etkenidir (Dabo ve ark. 2008).

M. haemolytica’nin kapsiilli polisakkarit yapida olup, p-1-4 bag ile bagl N-
asetilmannozamindronik asit ve N-asetilmannozamin’in olusturdugu tekrarli
disakkarit yapidan ibarettir (Adamu 2007). Etkenin solunum sistemine
kolonizasyonunu kolaylagtirmasinin yani sira antifagositik 6zelligi ve komplement
lizisini engellenmesiyle bakteriye yasama imkan1 sunar (Lo ve ark. 2001b, Yavrucu
2008). Kapsuler antijenik yapisina gére M. haemolytica nin 12 serotipi (Al, A2, A5,
A6, A7, A8, A9, Al12, Al13, Al4, A16 ve Al7) bildirilmistir. Serotip Al, A2 ve A,
sigir ve koyunlarda tist solunum yollar1 enfeksiyonlarin da yaygin olarak bulunur (Al-
Ghamdi ve ark. 2000, Hauglund ve ark. 2015, Klima ve ark. 2017). Bu serotipler ayrica
saglikli hayvanlarda da bildirilmistir. Serotip A7, A9 ve A12’nin neden oldugu vakalar
bildirilse de sigirlarin solunum yolu hastaliklarinda serotip A1 ve A6 en 6nemli
serotipler olarak kabul edilmektedir (Yavrucu 2008, Klima ve ark. 2017, Garcia-
Alvarez ve ark. 2018). Koyunlardaki yaygin serotip A2’dir. Ayrica, bu hayvanlarda
A5, A6 ve A7 serotiplerine bagl infeksiyonlar da bildirilmistir (Rice ve ark. 2008).

2.1.4.2 Lipopolisakkarit (LPS)

P. multocida’nin lipopolisakkarit (LPS) yapisi, hastaligin patogenezinde kritik
bir rol oynar. LPS, hiimoral bagisiklig1 uyarir, ayrica koruyucu bir antijen olarak kabul
edilir (Wijewardana ve ark. 1990). P. multocida suslar1 arasinda 16 farkli somatik
serotipin (1-16) ortaya ¢ikmasinda etkilidir ve ti¢ 6nemli kisimdan olusur. Lipid A,
merkez polisakkarit ve O spesifik oligosakkaritten olusan LPS, Pasteurella tlrlerinde
tekrarli “O” antijeninden yoksun oldugu igin rough karakterindedir (Boyce ve ark.
2010, Harper ve ark. 2011).
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Tablo2: P. multocida ve M. haemolytica'nin ana viriilans faktorleri (Markey ve ark. 2013).

Bakteri Virilans belirleyicileri Fonksiyonlar
PMT toksin (serotip A ve D) Hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini uyaran sitotoksik protein
DnaK, DnaJ, DjlA, HscA, HscB, HtrA, GrpE, HslV, HslU, GroES, | Ist sok proteinleri
GroEL
Kapstler polisakkarit Fagositozu dnleme, komplemente direng, adezyon
P. multocida

SodA, SodC, Tpx, HktE, TsaA, ThdF D

Detoksifikasyon

Demir alim sistemi genleri tonB, exbD ve exbB, HemB, HemE,
HemH, HemL, HemU, Fur, RsgAl, RsgA2

Demir alim1

SurA, Surg

Sabit faz hayatta kalma

Filament6z hemaglutininler (PfhB1 ve PfhB2), ylzey fibrinleri
(Hsf_1 ve Hfs_2), ve firin altuniteleri (PtfA, FimA, Flp_1, Flp_2)

Konak hiicrelere yapigma, kemotaksis

M. haemolytica

LPS

Endotoksik aktivite, salinimini uyarir, proinflamatuar sitokinler, mikrovaskiiler
nekroz ve tromboz

Lokotoksin (gozenek olusturan sitolizin)

Lokositler icin sitotoksik

Kapsiil Fagositozu 6nleyen, hiicre yuzeyini maskeleyen, tamamlayiciya direng, baglilik
Fibrin Yapisma

Siderofor Demir alimi

Noraminidaz Siyalik asit kalintilarinin konaktan uzaklastirilmasi glikoproteinler, boylece

yapigmay1 tesvik eder

Metalo-endopeptidaz (sialoglikoproteaz)

Sialoglikoproteinin pargalanmasi epitel hiicrelerinin, makrofajlarin veya
I6kositlerin

Superoksit dismutaz (metallo-enzim)

Serbest radikallerin detoksifikasyonu
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M. haemolytica min LPS’si, polisakkarid yan zincir (O antijen), lipid A ve
oligosakkarit yapidan olusur. M. haemolytica rough (¢ekirdek oligosakkarit ve Lipid
A) ve smooth (cekirdek oligosakkarit, Lipid A ve O antijen) yapili LPS’ye sahiptir
(Adamu 2007). LPS, hiicre lizisi, koagulasyon, sitokin sentezinde artis ve 1okosit
infiltrasyonuna yol acarak yangiy1 kuvvetlendirir (Highlander 2001, Singh ve ark.
2011).

2.1.4.3 Fimbria

Fimbria ya da pilus bakterinin konak hiicre ylizeyine tutunmasini saglayan
yapidir. Pasteurellaceae ailesi icerisinde ototransporter protein (tip V protein), Flp
pilus ve tip IV pilus olmak Gzere (¢ tir fimbria bulunur (Kuhnert ve Christensen 2008).
Tip IV fimbrialar, P. multocida’nin baz1 serogruplarinin 6nemli virtlens faktorleridir
(Ruffolo ve ark. 1997, Doughty ve ark. 2000).

M. haemolytica fimbrialari, konak¢inin nazofarinks ve tonsillerine
kolonizasyonunu saglamaktadir (Adamu 2007). P. multocida’da oldugu gibi tip 1V
piluslar virulenste énemli rol oynar. Bu pilus adhezyon disinda bakterinin hareketi ve

DNA aktariminda da rol oynar (Hounsome 2012).

2.1.4.4 Dis Membran Proteinleri

Bakteri dig membran proteinleri (OMP) konak savunmasinda antikor yanitina
neden olan koruyucu antijen 6zellikli yapilardir (Adamu 2007). Bu yapilarin ayrica
bakteri adezyonunda rol aldiklar1 da bilinmektedir. OMP’ler ¢ok sayida protein igeren
kompleks yapilardir (Lin ve ark. 2002, Hatfaludi ve ark. 2010).

P. multocida’nin 27 kDa, 37,5 kDa, 49,5 kDa, 58,7 kDa, 64,4 kDa agirligindaki
OMP’leri immunite agisindan ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bunlardan ozellikle
37,5 kDa agirligindaki protein immunojenik olup asi ¢alismalarinda kullanilmistir

(Vasfi Marandi ve Mittal 1997, Luo ve ark. 1999).
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Koruyucu bagisiklik saglayacak yetenekte olan diger bir yapt OmpH’dir ve as1
denemelerinde kullanilmigtir (Luo ve ark. 1997). Diger bir yap1 olan OmpA, P.
multocida’nin konak hiicresine adezyonunu saglar (Dabo ve ark. 2003, Hatfaludi ve
ark. 2010).

P. multocida suslarinda, bakteri iiremesi igin elzem olan demiri baglamak
amaciyla TbpA ve TbpB protein reseptorleri de bulunmaktadir (Gray Owen ve
Schryvers 1996). Sigir ve koyunlarda TbpA proteini demir alimini kolaylastirarak
bakterinin enfeksiyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Fuller ve ark. 2000, Bosch ve
ark. 2002b).

M. haemolytica’nin patogenezinde rol oynayan lipoprotein yapili 5 OMP
bildirilmistir (Highlander 2001). Bunlardan (gl plpABC operonunun kontroli
altindadir. PIpA bakterinin epitelyal hiicrelere baglanmasinda gorev alir (Kisiela ve
Czuprynski 2009). plpABC operonunun haricinde plpD geni 31 kDa’luk lipoproteini
sentezler. pIpE geni ise 45 kDa’luk bir OMP’nin Uretiminden sorumludur (Hounsome
2012). Bunlarin disinda M. haemolytica enfeksiyonlarinda koruyucu bagisiklik
olusturabilecek antikor yanitina yol acan gs60 OMP’si bildirilmistir (Lee 2008,
Hounsome 2012, EI Dokmak ve ark. 2015). Etkenin, serotip spesifik antijen 1 olarak
bilinen ve hiicre adezyonunda gorev alan baska bir OMP’si de bildirilmistir (Lo ve
ark. 1991). Ayrica, M. haemolytica demir baglayan OMP’lere de sahiptir (Adamu
2007).

2.1.4.5 Bakteri Toksinleri

Toksinler, tip D ve baz tip A kapstle sahip P.multocida suslar1 tarafindan
uretilen yapilardir. Bu toksinler domuzlarda atrofik rinit, sigir akcigerlerinde
sitotoksisite, farelerde mukoid ishal ve dalak atrofisi, domuz, sican ve tavsanlarda
nazal konka atrofisine neden olmaktadirlar (Pullinger ve ark. 2004, Wilson ve Ho
2005).
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M. haemolytica’nin en ©6nemli toksinleri I6kotoksinlerdir ve bunlar
ruminantlarda pnoémonik lezyonlarin gelisimine neden olurlar (Shewen ve Wilkie
1988, Rice ve ark. 2008, Singh ve ark. 2011). Lokotoksinler, por olusturarak alveolar
makrofaj, l16kosit ve monositlerin lizisine yol acar (Yavrucu 2008). Bu toksinlere kars1
salgilanan sitokinler ile doku hasari sekillenir ve alveollerde nekroz meydana gelir.
Ayrica, lokotoksinler trombositleri lize ederek trombus olusturur (Mohamed ve
Abdelsalam 2008, Yavrucu 2008).

2.1.4.6 Ekstraselliiler Enzimler

P. multocida enfeksiyonlarinin patogenezinde rol alan 6nemli enzimatik
yapilar lipaz (Pratt ve ark. 2000) ve hyaluronidaz enzimleridir (Carter ve Chengappa
1980, Rimler ve Rhoades 1994). Bunlarin haricinde, nérominidaz ve sialik asit

enzimleride (sialidaz) bulunmaktadir (Mizan ve ark. 2000).

M. haemolytica’nin ekstraselliiler enzimleri arasinda yer alan ndérominidaz
konak mukozasina kolonizasyonda goérev alir (Adamu 2007, Hounsome 2012).
Glikoproteaz enzimi, mukozal sialoglikoproteinleri yikimlar ve IgG1°i hidrolize eder
(Mohamed ve Abdelsalam 2008, Singh ve ark. 2011).

2.1.4.7 Bakteri Plazmidleri

Pasteurella tiirleri arasinda yayginliklar1 ve boyutlar1 farkli olan birgok
plazmid bildirilmistir (Hunt ve ark. 2000). Bu plazmidlerin toksin dretimi ve
antibiyotik direncine neden oldugu ve bakteriyel mutasyonlarda rol oynadigi
bildirilmistir (Garrity ve ark. 2004).

2.2 Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica Enfeksiyonlarinin

Epidemiyolojisi

P. multocida ve M. haemolytica hem kiiresel yayginligi hem de genis konak

cesitliligi ile ruminantlarin 6nemli patojenleridir (Aydin 2006). Her iki etken de
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saglikli hayvanlarin iist solunum yollarinda ve yutaklarinda fakiltatif olarak yer
almaktadir. Disaridan fazla miktarda alindiginda veya hayvanlarda bagisikligin
zayifladigi durumlarda bu etkenler hastaliga yol agmaktadir (Bisping ve Amtsberg
1995, Quinn ve ark. 2004).

P. multocida ve M. haemolytica tirleri farkli c¢evresel ortamlarda
bulunabilmekde cografi bolge, iklim ve c¢esitli stres faktorlerine bagli olarak
enfeksiyonlara sebep olmaktadir (Kumar ve ark. 2015). Enfeksiyonlari genellikle
bahar aylarinda meralarda ve kapali isletmelerde yogun bir sekilde barindirilan
hayvanlarda yaygindir. Enfeksiyonlar, soguk ve rutubetli alanlarda, uzun stiren hayvan
transportunda, bakim ve beslemenin yetersizliginde ortaya ¢ikmaktadir. Enfeksiyonlar
biiyiik ve kiigiik ruminantlar arasinda ¢ogunlukla sporadik seyretmekle beraber
enzootik boyuta da ulasabilmektedir. Enfeksiyonlar, bu hayvanlarda her iki cinsiyeti
ve tlim yas gruplarini etkilemektedir. Enfeksiyoz etkenlerin bulast daha ¢ok solunum

sistemi, sindirim sistemi ve deri yoluyla gerg¢eklesmektedir (Aydin 2006).

2.3 Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica Enfeksiyonlarinin
Patogenezi

Pasteurella ve Mannheimia tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar endojen
veya ekzojen kaynakli olabilir. Etkenin giris yeri genellikle solunum sistemi olup
pnomonik pastorellozda oldugu gibi viriilans hayvandan hayvana bulagsma ile
artabilmektedir. Ust solunum yollarinin dogal florasinda da yer alan Pasteurella
trleri, 6zellikle immun sistemi baskilanan hayvanlarda ¢ogalma, patojenite kazanma
ve dokulara yayilma imkan bularak infeksiyonlara yol acgar (Quinn ve ark. 2011).
Solunum sisteminin siliar yapisina ait hiicre hareketleri ve iirettigi mukus salgisi ile
kommensal etkenler rumene dogru hareket ettirilerek mide asidi ile inaktif hale
getirilir. Fakat gesitli predizpoze faktorler nedeniyle bu eleminasyon mekanizmasi
bozuldugunda enfeksiyon riski artar. Bakteri, OMP ve ylzey lipoproteinleri sayesinde
akcigerlerde brons epitellerine kolonize olur. Kapsiliin antifagositik 6zelligi sayesinde
notrofil ve makrofaj fagositozundan kurtularak, nazo-farinksden akcigere geger ve

pnomoni olusturur (Ahmet 2003, Yavrucu 2008).
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P. multocida enfeksiyonlarinda patolojik tablolar, inkiibasyon stiresine gore
degisir. Hastalik yalin bir bronkopénmoni ile seyredebildigi gibi (Mathy ve ark. 2002;
Ewers ve ark. 2006), akut fibrinosupuratif (Gagea ve ark. 2006), fibrinli ve
fibrinopurulent (Dungworth 1985), supuratif ve fibrinonekrotik (Tegtmeier ve ark.
1999) lezyonlarla da seyredebilmektedir.

M. haemolytica enfeksiyonlar1 akut kranio-ventral fibrindz ve fibrinopurulent
pléra pndmoni tablosu ile seyretmektedir (Confer 2009). Makroskobik bakida
akcigerlerin kesit yiizeyi mermerimsi yapidadir. Akciger loblarinda hemoraji ve
koagulasyon nekrozu ile birlikte gri-kirmizi renkte bir gériintii mevcuttur. Interlobuler
septumda genellikle fibrinden zengin 6dem mevcuttur. Histolojik bakida, alveollerde
notrofil ve makrofaj infiltrasyonu ve fibrinli eksudat birikimi vardir (Aitken 2007,
Rice ve ark. 2008).

2.4 Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica Enfeksiyonlarinda Klinik

Bulgular

Pasteurella tiirleri, koyun, sigir, domuz, kanatli hayvanlar, lagomorflar ve
yabani hayvanlar gibi ¢ok ¢esitli hayvan tiirlerinde hastaliga neden olabilmektedir. M.
heamolytica’ya kiyasla P. multocida ¢ok daha fazla konaga adaptasyonu ile daha
avantajli gozikmektedir. Pasteurella spp. enfeksiyonlari arasinda kanatlilarda kolera,
sigirlarda hemorajik septisemi ve enzoonotik pnémoni, domuzlarda atrofik riniti gibi

ekonomik agidan 6nemli hastaliklar sayilabilir (De Alwis 1992).

P. multocida kapsiiler antijen tipine gore sahip oldugu serotiplerle sigir ve
koyunlarda farkli klinik tablolara yol agabilmektedir. Tip A, sigirlarda uzun sureli
transportlar sonras1 hayvanlarda ortaya ¢ikarak seyahat atesi (shipping fever) ve
enzootik pndmoni ve mastitise yol agmaktadir (Okay 2011, Markey ve ark. 2013).
Koyunlarda ise pléyrapndmoni ve mastitis etkeni olarak rol oynar. Tip B ve Tip E,
ozellikle sigirlar olmak iizere manda, bizon ve yak gibi gevis getirenlerde epizootik
hemorajik septisemi etkenidir (Soike ve ark. 2012). Koyun ve sigirlarda Tip D ve Tip
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F kaynakli enfeksiyonlar yaygin degildir. M. haemolytica, sigirlarda hemorajik

septisemi ve nakliye atesinin bir parcast olup, pndmoniye de yol agmaktadir.

Koyunlarda ise enzootik pndmoni, gen¢ hayvanlarda septisemi ve erginlerde gangrenli

mastitis olusturabilmektedir (Christensen ve ark. 2005, Dziva ve ark. 2008, Markey ve
ark. 2013) (Tablo 3).

Tablo 3: P. multocida ve M. haemolytica'nin neden oldugu baslica hastaliklar (Markey ve ark. 2013).

P. multocida |Konakgel Hastahklar
Sigir Nakliye atesi kompleksinin ve
enzootik pnOmoninin bir pargasi,
buzagilarda kompleks
(pnémoniler), ara sira fakat siddetli
mastitis
) Koyun Pleuropndmoni, mastit
TipA Domuz Pnomoni ve atrofik rinit
Tavsan Ploropndmoni, apseler, orta kulak
iltihab1, konjunktivit ve genital
enfeksiyonlar
Kiimes Hayvanlari Kanatli kolerasi
Vahsi hayvanlar Pnomoni
Tip B S1g1§, mandq, bizqn, yak | Epizootik hemorajik septisemi
ve diger gevis getirenler
. Domuz Atrofik rinit
TipD Kiimes Hayvanlar1 Kanatli kolerasi
TipE Sigir ve bufalo Epizootik hemorajik septisemi
Kiimes Hayvanlari Kanatli kolerasi
TipF Tavsan Fibrinopirilan pnémoni veya

diffuz hemorajik pnémoni

M. haemolytica

Sigir Nakliye atesinin bir parcasi
kompleks, pnémoni (birincil veya
ikincil)

Koyun Enzootik pnémoni, kuzular da

septisemi, gangrenli mastit

Pasteurella tiirleri

tarafindan olusturulan hastalik pastorelloz olarak

adlandirilmakta olup si1gir, koyun ve mandalarda akut, kronik ve subakut sekilde ortaya

cikmaktadir. Akut olgular genellikle kisa siirede 6liimle sonuglanir. Bu hayvanlarda

genel durum bozuklugunu takiben ishal ve kanli digskilama gorilmektedir. Kas



18

kasilmasi, epistaksis ve hematiiri yaygindir. Subakut olgularda, hayvanlarda bas,
boyun ve gogiis bolgesinde deri alt1 6demler yaygindir. Akciger 6demi sonrasi olusan
asfeksi veya kanli ishal nedeniyle hayvan olumleri ger¢eklesmektedir. Kronik
olgularda genel durum bozuklugu haricinde hizli solunum, agrili kuru okstiriik ve

farkli karakterde burun akintis1 gbzlenmektedir (De Alwis 1999).

2.5 Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica Enfeksiyonlarinin Teshisi

2.5.1 Klinik Teshis ve Ayiric1 Tam

Pasteurella infeksiyonlarinda klinik bulgularin spektrumu, etkilenen tirlerin
yasina ve isletmelerdeki hayvan popiilasyonuna gore degisir. Geng hayvanlar daha ¢ok
etkilenir ve kolay farkedilir iken, yine laktasyondaki bireysel bir hayvanda st
veriminde ve yem tuketiminde azalma kolay fark edilebilir. Yine bireysel vakalarda,
hastaligin fiziksel olarak yakindan takibinin yani sira oskultasyonla solunum
sistemindeki degisiklikler izlenebilir. Pndmonik pasteurelloziste solunum sayisinda
artig, yiiksek ates ve solunum giicliigii ve nazal ve okiiler akint1 yaygin klinik bulgular
arasindadir. Ancak bu bulgular hastaligin kesin tanisi i¢in yeterli degildir. Pastorelloz
ile klinik olarak siklikla karisabilecek birgok infeksiy0z ve non-infeksiy6z hastalik sz
konusudur. Bunlar arasinda kontagiydz bovine pldyrapnémoni, Infeksiydz bovine
rhinotracheitis, Vermindz pnémoni, Haemophilus somnus ve Dictyocaulus viviparous
enfeksiyonlari, akciger apseleri ve aspirasyon pndmonisi basta gelir (Griffin 1998,

Radostitis ve ark. 2007).
2.5.2 Laboratuvar Teshisi
Pasteurella enfeksiyonlariin teshisinde, etkenin kdlturunin yapildig:

konvansiyonel teknikler, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) esasli molekiiler teknikler

ve serolojik yontemler yaygin sekilde kullanilmaktadir (Aydin 2006).
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2.5.2.1 Konvansiyonel Teshis

Konvansiyonel yontemler, etiyolojik etkenin ¢esitli besiyerlerinde Uretilmesi
ve takiben biyokimyasal olarak identifikasyonuna yonelik testlerdir. Bircok bakterinin
teshisinde altin standart olarak kullanilan kiltlir yontemi zaman almasi ve zahmetli
olmasina ragmen teshiste halen en guvenilir ydntem olarak kabul edilmektedir (Aydin
2006, Dziva ve ark. 2008).

Kiiltiirel analiz amaciyla genellikle nazal svap, tonsil svabi, transtrakeal
aspirasyon igerigi, bronkoalveolar lavaj ve nekropsi sonrasi trake, akciger ve bolgesel
lenf nodiillerine ait doku Ornekleri kullanilmaktadir. Bunun haricinde, kan ve siit
ornekleri de degerlendirilmektedir. Doku orneklerinden hazirlanan preparatlarin
Giemsa ile boyanmasini takiben Pasteurella spp. etkenlerinin tipik bipolar gorunttleri

tanida avantaj saglamaktadir (Aydin 2006).

Pasteurella spp’nin ilk izolasyonu genellikle %35 kan (koyun-sigir) ilaveli
Kanli agarda yapilmaktadir. Bunun haricinde, Cikolata agar, Dextrose Starch agar ve
Casein Sucrose Yeast agar gibi besiyerleri de kullanilmaktadir (De Alwis 1999,
Garrity ve ark. 2004, Quinn ve ark. 2004). Pasteurella tirlerinin selektif izolasyonu
amaciyla besiyerlerine klindamisin, neomisin, gentamisin, vankomisin, potasyum
tellurit, amfoterisin gibi antimikrobiyaller katilmaktadir (Knight ve ark. 1983, Avril
ve ark. 1990). Aerobik kosullarda 37°C’de 24 saat inkiibasyonu takiben P. multocida
kanli agarda diizgiin, yuvarlak, gri renkli, nonhemolitik mukoid veya nonmukoid
koloniler olusturmaktadir (Dziva ve ark. 2008). M. haemolytica kolonileri ise 1-2 mm
capinda, diizgun, grimsi ve f-hemolitik S-tipli koloniler seklindedir. M. haemolytica,
laktoz pozitif olduklari i¢in MacConkey agarda kigik, kirmizi koloniler olustururlar
(Winn ve ark. 2006).

Kiiltiir sonras1 P. multocida ve M. heamolytica nin ilk identifikasyonu Gram
boyanma Ozellikleri, oksidaz ve katalaz reaksiyonlari, hemoliz yetenekleri,
MacConkey agarda treme durumu ve ¢esitli biyokimyasal testler ile yapilmaktadir
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(Mutters ve ark. 1989, Dziva ve ark. 2008). Teshiste, identifikasyon kitleri (AP1 20NE)

kullanilmasina ragmen giivenilirligi sorgulanir niteliktedir (Samuel ve ark. 2003).

Son donemlerde fenotipik identifikasyon temeline dayanan ve teshiste hem
zaman tasarrufu saglayan hem de daha giivenli sonuglar veren otomatize
identifikasyon sistemleri de gelistirilmistir. Bunlar arasinda BD Phoenix, Vitek 2 ve
MicroScan otomatize identifikasyon sistemleri bir¢ok laboratuvarda kullanilmaktadir.
Bu sistemler ile Gram negatif ve Gram pozitif bircok bakteri ve mayalarin
identifikasyonu  yapilabilmektedir. ~ Bu  sistemler ayrica test edilen
mikroorganizmalarin antibiyotik duyarliliklarini da ortaya koyabilmektedir (Abubakr
ve ark. 2020).

2.5.2.2 Serolojik Teshis

Serolojik yontemlere Pasteurella enfeksiyonlarinda enfekte veya portor
ayiriminda kullanilmaktan ziyade daha ¢ok elde edilen ve tanimlanan izolatlarin
varyantlarinin arastirilmasinda basvurulmaktadir. P. multocida izolatlarinin kapsiil
tiplerinin belirlenmesinde ¢abuk lam aglutinasyon testi, indirekt hemaglutinasyon
(IHA) (Namioka ve Murata 1961), counter immunoelectrophoresis (CIE), agar jel
immunodiffuzyon (AGID), koaglutinasyon testi ve ELISA gibi bircok ydntem
kullanilmaktadir (Fillion ve ark. 1985). Ayrica etkene ait bu kapsul tipleri PZR ile de
belirlenebilmektedir (Towsened ve ark. 2001).

Pasteurella enfeksiyonlarinda dogal antikorlarin veya asilama sonrasi antikor
diizeyinin belirlenmesinde ve 6zellikle domuzlarin atrofik rinitisinde ELISA yaygin
olarak kullanilmaktadir (De Jong 1999).

2.5.2.3 Molekiiler Teshis
Kiiltiirel] yoOntemlerin zahmetli olmasi, zaman almasi ve izolatlarin

biyokimyasal 6zelliklerinin degiskenlik gostermesi, serolojik yontemlerin capraz

reaksiyonlardan dolay1 kullanimlarinin sinirli olmasi Pasteurella enfeksiyonlarinda
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molekdler yontemlerin kullanimini zorunlu kilmistir (Hassan ve ark. 2016, Rawat ve
ark. 2019).

P. multocida ve M. haemolytica etkenlerinin molekuler identifikasyonunda
Pulsed-field gel electrophesis (PFGE), Restriction endonuclease analysis (REA),
Multilokus sekans tiplendirme (MLST), Random-amplified polymorphic DNA
(RAPD) ve PZR fingerprint gibi bircok yontem kullanilmaktadir (Dziva ve ark. 2008).
Bunlar arasinda PZR fingerprint ¢esitli konaklardan elde edilen P. multocida
izolatlariin tanimlanmasinda yaygin kullanim alani bulmustur (Dabo ve ark. 1999,
Dziva ve ark. 2004, Taylor ve ark. 2010).

PZR yontemi, tur spesifik korunakli genlerin in vitro kosullarda
amplifikasyonunu gergeklestirerek teshis imkani saglar (Townsend ve ark. 1998).
Kolay ve ucuz uygulanabilen bu yontemin tanisal dogrulugu yuksektir. PZR, solunum
sistemi temsili 6rnekleri, kan, idrar, digki gibi birgok klinik materyalden direkt teshis
saglayabilecegi gibi bakteri kiiltiir ve izolatlarinin tanimlanmasina da imkan verir
(Townsend ve ark. 1998, Miflin ve Blackall 2001). PZR, P. multocida kapsuler
tiplerini (A, B, D, E, F) belirleyerek alternatif bir tiplendirme ydntemi olarak da
kullanilmigtir (Townsend ve ark. 2001).

2.6 Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica Enfeksiyonlarimin

Sagaltimi

Pasteurella enfeksiyonlarinin sagaltiminda antibiyotikler 6nemli bir yer
tutmaktadir. Hizli, yeterli ve dogru uygulanan antibiyotik sagaltimi ile enfeksiyonlar
kontrol altina alinabilmektedir. Pasteurella enfeksiyonlarmin sagaltiminda yaygin
kullanilan antibiyotikler, betalaktamlar, tetrasiklinler ve kinolonlardir. Ayrica
sagaltimda sulfonamid kombinasyonlarina da yer verilmektedir (Gureli 2009).
Pasteurella enfeksiyonlarinin basta Mycoplasmalar olmak UGzere birgok viral
etkenlerle de beraber seyretmesi antibiyotikle tedavide basarisizliklara Yol
acabilmektedir (Erbas ve Kaya 2008). Bu nedenle 6zellikle solunum sistemi
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enfeksiyonlarin sagaltiminda dokuya yiiksek penetre olan, genis etki sepektrumuna

sahip antibiyotik secimi gerekmektedir (Mike 2006, Erbas ve Kaya 2008).

Pasteurella enfeksiyonlarmin sagaltiminda antimikrobiyallerin yanisira
Okstriuk kesici olarak antitlissifler de kullanilmaktadir. Bu amagla sigirlarda amonyum
kloriir kullanilabilmektedir. Ancak eksudat ve amfizem varliginda kullanimlarina
dikkat edilmelidir (Perino ve Apley 1999). Tedavide bronslardaki spazmlarin
azaltilmasi amaciyla antihistaminikler, agr1 ve atesin azaltilmasi amaciyla
Nonsteroidal antiinflamatuvar ilaclar (NSAID) ve bronkodilatatorlere de
bagvurulmaktadir (Friton ve ark. 2005). Destekleyici tedavi olarak vitamin A ve

vitamin C kullanimina 6zen gosterilmelidir (Giines ve ark. 2013).

Pasteurella turleri icerisinde antimikrobiyal diren¢ daha ¢cok M. haemolytica
izolatlar1 arasinda gozlenmektedir (Katsuda ve ark. 2009). Bu direng ¢ogunlukla
bakteri plazmid ve transpozonlari ile bagintilidir (Zecchinon ve ark. 2005, Klima ve
ark. 2010). Hayvan yemlerine profilaktik veya biiylimeyi tesvik etmek amaciyla
kontrolsuiz ve uzun sure antibiyotik katilmasi mevcut antibiyotik direncinin en énemli
nedeni olarak bilinmektedir (Schwarz ve ark. 2004, Katsuda ve ark. 2009).

2.7 Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica Enfeksiyonlarinda

Korunma

Pasteurella spp. kaynakli solunum sistemi enfeksiyonlarinda korunmada en
yaygin uygulanan yontem asilamadir. P. multocida kaynakli tavuk kolerasi asisi
diinyada ilk olarak kullanilan asilardan biridir. Pasteurella asilar1 daha ¢ok bakterinin
I6kotoksini, LPS’si, kapsil polisakkaridi ve OMP yapilarini icermektedir. Pasteurella
enfeksiyonlarinda inaktif ve canl attenue asilar kullanilmaktadir. Inaktif asilar,
giivenilir olmalarina ragmen homolog bir serotipe karsi kisa siireli koruma saglamasi
nedeniyle yaygin kullanilmaktadir. Canli asilar, farkli suslara karsi bagisiklik
saglayarak enfeksiyonun siddetini ve insidensini azaltabilmektedir (Quinn ve ark.
2004, Sentiirk 2020).



23

Pastorelloza karsi asilama ergin hayvanlarda yilda bir kez ve genellikle
ilkbahar aylarinda gerceklestirilmektedir. Geng hayvanlarda asilamanin ve
hiperimmun serum kullaniminin siitten kesim sonras1 dénemde ve hayvan naklinden
en az 15 giin 6nce yapilmasi tavsiye edilmektedir (Aydin 2006). Maternal bagisikliga
sahip gen¢ hayvanlarin 2-3 aylikken 14 giin ara ile iki kez asilanmalar1 yeterli
koruyuculuk saglamaktadir. Gebe hayvanlarin dogumdan 3 - 6 hafta 6nce agilanmalari
serum ve kolostrumda yiiksek noétralizan antikor titresi olusturarak pasif bagisiklik
saglamaktadir (Sentiirk 2020).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsma Izni

Bu c¢alisma, T.C. Tarim ve Orman Bakanhigi, Gida ve Kontrol Genel
Midirligi’'niin E-71037622-929-1243362 sayili 20.04.2021 tarihli yazili izni ile
gerceklestirildi.

Calismanm etik kurul izni, Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulunun €“26.05.2021” tarihli ve “99” numaral karar ile alind.

Calismanm bir kism1 Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gerceklestirilirken, bir kismi1 da T.C. Tarim ve

Orman Bakanlig1 Erzurum Veteriner Kontrol Enstitiisii’nde gergeklestirildi.

3.1.2 Calisma Alam ve Materyali

Bu calismanin materyalini, Mayis 2021 ile Mayis 2022 tarihleri arasinda
Erzurum Ili mezbahanelerinde kesimi yapilan 100 adet sigir ve 100 adet koyun

pnomoni siipheli akciger 6rnekleri olusturdu.

3.1.2.1 Calisma Alam

Erzurum ili, 39° Kuzey — 41° Dogu boylamlar1 arasinda yer almaktadir.
Erzurum, genel olarak yiiksek ve plato 6zelligi gostermektedir. Erzurum, Tiirkiye' nin
en yiiksek rakima sahip olan (1900 m) illerinden biridir. Yiikseltisinden dolayz,
Tirkiye’nin en nadir iklimlerinden olan sert karasal iklim goriilmektedir. Erzurum,
25.066 km? yiiz 6l¢timiine sahiptir. Tiirkiye’nin en genis yiizol¢limiine sahip dordiincii

ilidir. Erzurum ili’nin 20 ilgesi ve 1184 mahallesi vardir (Dengiz ve ark. 2019).
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3.1.2.2 Hayvan Kaynagi ve Calisma Plani

Calismadaki hayvan kaynagin1t Mayis 2021 ve Mayis 2022 tarihleri arasinda
Erzurum ili merkez mezbahanelerinde kesimi yapilan makroskobik olarak pnémoni
stipheli s1g1r ve koyun akcigerleri olusturdu. Belirtilen tarihler arasinda mezbahaneye
gidilerek kesim sirasinda alinan pnémoni siipheli akciger érneklerinin P. multocida ve
M. haemolytica yOnlinden arastirilmasi amaciyla yapilan bu c¢alisma modifiye bir

kesitsel ¢aligma seklinde yiiriitiildii.

3.1.3 Pnémonili Akciger Orneklerinden Etken izolasyonu ve Identifikasyonu

icin Gerekli Materyaller

3.1.3.1 Besiyerleri

Alman akciger 6rneklerinden P. multocida ve M. haemolytica izolasyonu ve
on identifikasyonu icin Blood agar base (Oxoid, CM0271) ve MacConkey agar
(Oxoid, CMO0007) kullanildi. Bakteri izolatlarinin saklanmasi i¢in CryoBank
kullanildi.

MacConkey agar besiyeri {iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda 52 gr
besiyeri 1 litre distile suda suspansiyon haline getirilip tamamen ¢6zunmesi igin
wsiticili manyetik karigtiricida kaynatildi. 121°C'de 15 dakika otoklavlanarak steril
edildi. Steril edildikten sonra besiyeri 45-50°C’ye kadar sogutulup petri kutularina
dokiildii. Besiyeri tamamen donduktan sonra kullanilincaya kadar +4°C buzdolabinda

muhafaza edildi.

Kanli agar hazirlamak i¢in, Blood agar base besiyeri iretici firmanin talimatlari
dogrultusunda 40 gr besiyeri 1 litre distile suda stispansiyon haline getirilip siticili
manyetik karistiricida kaynatilarak besiyerinin ¢dzinmesi saglandi. Daha sonra
121°C'de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Steril edildikten sonra besiyeri 45-
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50°C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine %5-7 oraninda defibrine koyun kani
eklenip yavasca karistirilip petri kutularina dokiildii. Besiyeri tamamen donduktan
sonra kullanilincaya kadar +4°C buzdolabinda muhafaza edildi.

3.1.3.2 Cozelti ve Ayiraclar

Oksidaz test seritleri; bakteri izolatlarinin oksidaz aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla Bactident Oxidase Test Stripleri (Merck, 1.00181) kullanild:.

Katalaz test ayiraci; bakteri izolatlarinin katalaz aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla %3’liik hidrojenperoksit (H202) (Merck, 108597) kullanild:.

Fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS); bakteri izolatlarindan inokiilum ve

diliisyonlarmin hazirlanmasi amaciyla ticari PBS tabletleri (Sigma, P4417) kullanild:.

3.1.2.3 identifikasyon I¢in Gerekli Malzemeler

Bu calismada bakteriyel izolatlarin identifikasyonu amaciyla VITEK 2
Compact sistemine ait identifikasyon kartlar1 (VITEK 2 GN ID) kullanildi.

Bakteriyel izolatlarin VITEK 2 Compact cihazina yiiklenebilmesi ve bakteriyel

slispansiyonlarinin hazirlanmasi igin %0,45 saline solusyonu kullanildi.
3.1.2.4 Cihazlar

Eppendorf otomatik pipet; Sivi hacimleri 6l¢mek igin kullanildi.

Biyolojik Gulvenlik Kabini - Thermo Scientific Class 2; Butin analiz
islemlerinde kontaminasyonu onlemek icin filtre ve havalandirma sistemine sahip

biyogiivenlik kabini igerisinde calisildi.

Vorteks cihazi; Materyallerin homejenizasyonunu saglamak igin kullanildi.
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VITEK 2 Compact System; bakteriyel izolatlarin identifikasyonu igin
kullanildi.

DensiCHEK™ PLUS (McFarland cihazi); bakteriyel izolatlardan hazirlanan

siispansiyonlarin McFarland degerini 6l¢mek i¢in kullanildi.

Qiagen Qiacube ekstraksiyon cihazi; bakteriyel izolatlardan total nikleik asit

izolasyonu i¢in kullanildi.

Thermo Scientific NanoDrop 2000; izole edilen total nikleik asitdeki DNA

miktarim1 6lgmek icin kullanildi.

SensoQuest labcycler PZR cihazi; bakteriyel izolatlardan elde edilen DNA

miktarini gogaltmak ve 16S rRNA sekans islem asamalarinda kullanildi.

Labnet Power Station 300 Jel Elektroforez cihazi; saflastirilmis DNA’nin

fragment uzunlugunu belirlemek icin kullanildi.

Geneline ImageSCI goriintiileme cihazi; jel elektroforez cihazinda yiiriitiilen

DNA fragmentlerini goriintiilemek i¢in kullanildi.
Qiagen Qiaxcel Advanced Goruntuleme Sistemi; kapillar elektroforez
sisteminde antibiyotik diren¢c genlerine ait DNA fragmentlerini gorintilemek igin

kullanildi.

Qubit4 fluonometer; sekans islemi 6ncesi DNA yogunlugunu dlgmek icin
kullanildi.

Oxford Nanopore MinlON Mk1C; 16S rRNA dizileme islemi i¢in kullanildi.
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3.1.4 izolatlarin Antimikrobiyal Duyarhhklarmn Belirlenmesi icin Gerekli
Materyaller

P. multocida ve M. haemolytica izolatlarinin antibiyotik duyarliliklari, VITEK
2 Compact sistemi esliginde VITEK 2 AST GN97 kart1 kullanilarak analiz edildi.

3.1.5 Molekiiler Analiz icin Gerekli Materyaller

3.1.5.1 Tir PZR Analizleri icin Gerekli Malzemeler

Qiagen Cador Pathogen Kit; bakteriyel niikleik asit izolasyonu igin kullanildu.

Qiagen HotStarTaq Master Mix Kit; PZR uygulamalarinda yuksek spesifitede

amplifikasyon saglamak i¢in kullanildi.

Agaroz jel; amplifiye iriinlerin elektroforez analizi i¢in %2’lik agaroz jel

kullanildi.

DNA Ladder H3 RTU; DNA fragmentlerinin boyutunu belirlemek igin
kullanilda.

1x TBE buffer; %2’ lik agaroz jel hazirlamak i¢in kullanild.

RedSafe Nucleic Acid Staining Solution; DNA fragmentlerinin goriiniirligiini

saglamak i¢in kullanildi.

P. multocida ve M. haemolytica primerleri; Tablo 4‘de yer alan primer giftleri

molekiler identifikasyon i¢in kullanildi.
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Tablo 4: P. multocida ve M. haemolytica’nin identifikasyonunda kullanilan tiir spesifik primerler

Bakteri ismi Gen Primer Primer Dizilimi (5°—3°) Bant Kaynak
bélgesi ismi Biiyiikliigii
Garcia-
MHIktA-F TGTGCATGCGTTTGA 1145 bp Alvareza
AGAAGG
ve ark.
M. kA 2018
haemolytica Garcia-
MHIktA-R 2?21(;((33CTTTGAGGTG 1145 bp Alvareza
ve ark.
2018
GGCTGGGAAGCCAA
PM23 F ATCAAAG 1432 bp Klima ve
ark. 2014
P. multocida | Pm23
CGAGGGACTACAATT
PM23 R ACTGTAA 1432 bp Klima ve
ark. 2014

3.1.5.2 Antibiyotik Diren¢ Genlerinin PZR Analizleri icin Gerekli Malzemeler

Qiagen HotstarTaqg Master mix; antibiyotik direng genlerinin PZR ile

amplifikasyonu i¢in kullanildi.

Qiagen DNA High Resolutin Kit; kapiller elektroforez sisteminde antibiyotik

direng gen varligi tespit etmek icin kullanildi.

Marker (QX Size- QX Alignment); DNA fragmentlerinin boyutunu belirlemek
i¢in kullanildz.

Antibiyotik direng gen primerleri; Tablo 5°’de yer alan primer giftleri

antibiyotik direng genlerininin varligini tespit etmek icin kullanildi.
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Tablo 5: Antibiyotik diren¢ genlerinin amplifikasyonu igin kullanilan primer giftleri

bla CTXR

CGATATCGTTGGTGGTGCCATA

Antimikrobiyal Gen Primer Dizilimi (5°—3°) Bant (bp) | Baglanma (°C) | Kaynak
AadB F TTACGCAGCAGGGCAGTCGC
551 66 Sahay ve ark. 2020
Amikasin AadB R GCGGCACGCAAGACCTCAAC
Gentamisin AadA25 F GCAGTGGATGGCGGCCTGAA
503 66 Klima ve ark. 2014
AadA25 R TCGGCGCGATTTTGCCGGTT
TetB F CCTTATCATGCCAGTCTTGC
774 55 Vu-Khac ve ark. 2020
Tetrasiklin TetBR ACTGCCGTTTTTTTCGCC
Doksisiklin TetHF ATACTGCTGATCACCGT
1076 60 Vu-Khac ve ark. 2020
TetHR TCCCAATAAGCGACGCT
Trimetoprim/ Sul2 F CCAATACCGCCAGCCCGTCG
489 64 Sahay ve ark. 2020
Sulfametaksazol Sul 2R TGCCTTGTCGCGTGGTGTGG
bla CMY-2 F GACAGCCTCTTTCTCCACA
Seftiofur 1000 55 Zhao ve ark. 2003
bla CMY-2 R TGGAACGAAGGCTACGTA
bla ROB-1 F CATTAACGGCTTGTTCGC
856 55 Vu-Khac ve ark. 2020
bla ROB-1R CTTGCTTTGCTGCATCTTC
bla TEM F ATGAGTATTCAACATTTCCGTG
Ampisilin- 861 57 Hosoglu ve ark. 2007
bla TEMR TTACCAATGCTTAATCAGTGAG
Amoksisilin/
bla OXA-58 F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG
Klavulanik Asit 599 52 Rodriguez-Martinez ve ark. 2009
bla OXA-58 R CCCCTCTGCGCTCTACATAC
bla CTX F TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA
544 57 Edelstein ve ark. 2003




31

3.1.5.3 16S rRNA PZR Analizi icin Gerekli Malzemeler

Qiagen HotstarTag Master mix; 16S rRNA geninin amplifikasyonu igin

kullanildi.

16S rRNA sekans primerleri; Tablo 6’da yer alan primer ciftleri 16S rRNA

PZR islemi i¢in kullanildi.

Tablo 6: 16S rRNA geninin amplifikasyonu i¢in kullanilan primer gifti

Primer | Primer dizisi (5°—3) Hedef gen Bant boyutu (bp) | Kaynak
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
27F
16S rRNA 1465 Lane, 1991
GGTTACCTTGTTACGACTT
1492R

3.1.5.4 Sekans icin Gerekli Materyaller

Oxford Nanopore MInlON Rapid Barkoding kit; 16S rRNA PZR islemi

sonucunda elde edilen amplikonlar1 kimliklendirilerek kiitiiphane olusturulup 16S

rRNA gen dizilime islemi i¢in kullanildu.

MinlON Flow Cell; hazirlanan kiitiiphane akis hiicresine eklenerek dizileme

islemini baglatmak i¢in kullanildi.

3.2.Metot

3.2.1 Ornekleme

Calismada, Erzurum ili mezbahanelerinde kesimi yapilan 100 adet sigir ve 100

adet koyun pnomonili akciger érnekleri kullanildi. Ornekler pndmonili akcigerlerin

lezyonlu bolgelerinden steril numune kaplarina alinarak soguk zincir altinda

laboratuvara inceleme igin getirildi.
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3.2.2 Pnémonik Akcigerlerden Etken izolasyon ve Identifikasyonu

3.2.2.1 Etken Izolasyonu

Pnomonili sigir ve koyun akciger orneklerinden etken izolasyonu in vitro
kiiltiir yontemi ile gergeklestirildi. Pnomonili akciger 6rnekleri ekim yapmadan 6nce
organin ylizeyi Bek alevinde 1sitilan spatill ile daglandi. Daglanan bolge iizerinde,
steril bir bistliri ile ensizyon yapildi. Ensizyon yapilan bolgeden organin i¢ kismindan
10 pl’lik tek kullanimlik 6ze yardimu ile alinan 6rneklerin Kanli agar ve Mac Conkey
agara ekimleri gergeklestirildi. EKim yapilan besiyerleri acrobik ortamda 37 °C’de 24-
48 saat sureyle inklibasyona birakildi (Garrity ve ark. 2004, Quinn ve ark. 2004, Aydin
2006).

Inkiibasyon sonunda Ureyen bakterilerin koloni morfolojileri ve hemoliz
Ozellikleri incelendi. Kanli agarda 1-2 mm ¢apinda gri renkli diizgiin, yuvarlak veya
mukoid 6zelikte ve hemolitik olmayan koloniler Pasteurella spp. siipheli olarak kabul
edildi ve identifikasyon islemleri gerceklestirilmek {izere saf kiiltiirleri hazirlandi

(Dziva ve ark. 2008, Onat ve ark. 2010, Giiler ve ark. 2013).

Inkiibasyon sonunda iireyen 1-2 mm capinda grimsi, seffaf, diizgin, yuvarlak
veya mukoid 6zellikteki hemolitik koloniler ise Mannheimia spp. stipheli olarak kabul

edildi ve identifikasyon islemlerinde yapilmak iizere saf kiiltiirleri hazirland1 (Onat ve
ark. 2010, Quinn ve ark. 2011).

Taze ve saf kilturlerden 6ze ile alinan M. haemolytica siipheli tek bir bakteri
kolonisi MacConkey agara ekildi ve 37C’de 24-48 saatlik inkibasyon sonunda
besiyerinde iireme olmas1 M. haemolytica siiphesini giiclendirdi (Onat ve ark. 2010,
Quinn ve ark. 2011).
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3.2.2.2 izolatlarin Identifikasyonu

Gram boyama ile boyanan preparatlarda pembe/kirmizi renkli goriinen
bakteriler Gram negatif olarak degerlendirildi (Lenette ve ark. 1985).

[zolatlarda oksidaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla oksidaz test stripleri
kullanildi. Testte, tiretici firmanin protokoliine gore, saf bakteri kilturinden 6ze ile
alinan tek bir koloni oksidaz stripe siiriildii ve 15-30 sn sonra suriinti yerinde mavi-
mor rengin goriilmesi pozitif, renk degisiminin goriilmemesi negatif olarak

degerlendirildi (Quinn ve ark. 2011).

Izolatlarda katalaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla lam iizerine bir damla
%3’lik H20; soliisyonu damlatildi. Daha sonra kanli agardaki taze ve saf bakteri
kiltirinden bir 6ze dolusu bakteri kolonisi alinip %3’liik H2O> sollisyonuna
degdirildiginde gaz kabarciklarinin olusmasi pozitif, gaz kabarciginin olusmamasi ise

negatif olarak degerlendirildi (Lenette ve ark. 1985).

Siipheli izolatlarin kesin identifikasyonlar1 VITEK 2 Compact sistemine ait
identifikasyon kartlar1 (VITEK 2 GN ID) kullanilarak ger¢eklestirildi.

Vitek 2 Compact cihazina identifikasyonu gergeklestirmek tizere bakteri saf
kolonileri, %0,45’lik NaCl> i¢eren 3 ml’ lik tiip igerisinde siispanse edildi. Sonrasinda
bakteri yogunlugu DensiChekTM cihazinda McFarland 0.5-0.63 standardina gore
ayarlanarak VITEK 2 GN ID kart ile Vitek 2 Compact cihazina yiikleme yapildi.
Yiikleme yapilan izolatlara ait bilgiler cihazdaki VITEK 2 Software yazilim programi
ile tanimlandi. Vitek 2 Compact sistemi tarafindan bakteriler biyokimyasal olarak P.

multocida ve M. haemolytica olarak dogrulandi.
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3.2.3 Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica izolatlarmn Antibiyotik
Duyarhhlik Testleri

P. multocida ve M. haemolytica olarak tanimlanan suslarin antibiyotik
duyarliliklar1 Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) ve Avrupa Birligi
Antimikrobiyal Duyarlilik Test Komitesi (EUCAST) standartlar1 kapsaminda VITEK
2 AST GNO97 kartiyla analiz edildi (CLSI 2020, EUCAST 2021).

VITEK 2 kartlari, tanimlama substratlar1 veya antimikrobiyaller iceren 64
mikrokuyuya sahiptir. Organizmalarin tanimlanmasi ve antibiyotik duyarlilik testi i¢in
kapsamli bir altyapr sunar. VITEK 2 test kartlar1 kontaminasyonu en aza indirecek
sekilde tasarlanmistir. VITEK 2 AST GN97 kart1 sadece veteriner teshisine spesifik
olarak iiretilmistir. VITEK 2 AST GN97 kart1, mikrodiliisyon yontemiyle belirlenen
MIK 'ler igin iki kat diliisyon teknigini kullanarak diisiik seviyeli direncin saptanmasini

saglamak icin genisletilmis MIK arali§1 sunmaktadur.

P. multocida ve M. haemolytica olarak tanimlanan suslarin antibiyotik
duyarliliklarini tespit etmek igin saf kiltirlerden 3 ml %0,45 NaCl, iceren tip
icerisinde siispanse edildi. Sonrasinda bakteri yogunlugu DensiChekTM cihazinda
McFarland 0.5-0.63 standardina goére ayarlandi. McFarland ayarlanan tiipten 145 pl
pipetle alinarak 3 ml %0,45 NaCl: iceren tiip igerisine aktarildi. VITEK 2 AST GN97
kart ile Vitek 2 Compact cithazina yiikleme yapildi.

3.2.4 Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica Izolatlarinin PZR ile

Identifikasyonu

Fenotipik yontemlerle P. multocida ve M. haemolytica olarak tanimlanan

izolatlarinin konfirmasyonu tiir spesifik PZR ile gerceklestirildi.
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3.2.4.1 DNA Eldesi

[zolatlardan genomik DNA eldesi i¢in bakterilerin uygun kati besiyerinde taze
ve saf kiiltiirleri hazirlandi. PZR analizleri i¢in 2 ml’lik mikrosantrifiij tUpu icerisinde
(200 pl) fosfat tamponlu tuz (PBS) ¢ozeltisi birkag koloni ile homojen hale getirilerek
ekstraksiyon surecine kadar -20°C’de muhafaza edildi. 200ul PBS igerisinde
hazirlanmis olan bakteri siispansiyonundan DNA ekstraksiyonu igin ticari otomatize
ekstraksiyon cihazi (Qiacube, Qiagen). DNA ekstraksiyonu ticari kit (Cadorpatogen

kit, Qiagen) esliginde iiretici firmanin talimatlart dogrultusunda gergeklestirildi.

Elde edilen DNA’larin konsantrasyon, kalite ve saflik kontrolleri Thermo
Scientific NanoDrop 2000 cihaz1 ile Olgillerek gerceklestirildi. Kalip DNA’lar
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.2.4.2 Tur Spesifik PZR

P. multocida ve M. haemolytica’nin konfirmasyonu tiir spesifik PZR ile
gerceklestirildi. Bu amagla P. multocida igin PM23 ve M. haemolytica’igin IktA gen
bolgelerinin amplifikasyonunu saglayan PM23-F ve PM23-R primer ¢ifti ve MHIktA-
F ve MHIktA-R primer ¢ifti kullanildi1 (Tablo 4).

PZR islemi, Sensequet Labcycler Thermalcycler cihazinda gerceklestirildi.
PZR reaksiyonu total hacim (25 ul) olacak sekilde; (12,5 ul) HotstarTaq Master mix,
(8 wul) nikleaz ari su, (1 ul) forward primer, (1 ul) revers primer ve (2,5 ul) kalip
DNA’dan olusturuldu. PZR, 95 °C’de 15 dk ilk denatirasyonu takiben 94 °C’de 1 dk
denatiirasyon, 56 °C’de 1 dk primer baglanmasi ve 72 °C’de 1 dk sentezden olusan 35
dongulik amplifikasyon ve 72 °C’de 8 dk son uzama termal basamaklarindan

olusturuldu.
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3.2.4.3 Elektroforez

Amplifiye Urinlerin elektroforez analizi %2’lik agaroz jelde gergeklestirildi.
Agaroz jel, 2 g agaroz, 100 ml 1x TBE buffer ve 5 ul RedSafe Nucleic Acid Staining
Solution esliginde hazirlandi. Hazirlanan jele PZR firtinleri (10 pl), 5 ul DNA Ladder
H3 RTU esliginde yiiklendi. Power station (Labnet 300) elektroforez cihazi 90
volt/saat 90 miliamper ve 45 dakika sabit akimda gergeklestirildi. Elektroforez
sonucunda PZR urdnlerine ait bantlar bilgisayarli UV transilliminatér (Geneline
ImageSCI) cihazinda goriintiilendi ve fotograflanarak kaydedildi. 1432 bp ve 1145 bp
boyutlu Grlnler IktA ve PM23 gen varligina ve dolayisiyla M. haemolytica ve P.

multocida pozitifligine yorumlandi.

3.2.5 Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica izolatlarin Antibiyotik
Direng Genlerinin PZR ile Tespiti

Fenotipik olarak (VITEK 2 AST GNO97 aracilig: ile) antibiyotik duyarlilik
aktiviteleri belirlenen P. multocida ve M. haemolytica suslari arasinda direncli
olanlarin olas1 ve yaygin direng genleri PZR ile analiz edildi. Bu amagla Tablo 5’te
bildirilen direng gen primerleri kullanildi. PZR islemi, Sensequet Labcycler
Thermalcycler cihazinda gergeklestirildi. PZR reaksiyonu total hacim (25 ul) olacak
sekilde; (12,5) ul Hotstart Taq Master mix, (8 ul) niikleaz ari su, (1 ul) forward primer,
(1 pl) revers primer ve (2,5 ul) kalip DNA’dan olusturuldu. PZR termal dongusu, 95
°C’de 15 dk ilk denatiirasyonu takiben 94 °C’de 1 dk denatiirasyon, 56 °C’de 1 dk
primer baglanmasi ve 72 °C’de 1 dk zincir uzamasindan olusan 35 dongiiliik
amplifikasyon ve 72 °C’de 8 dk son uzama asamalarindan oOlusturuldu. PZR
urinlerinde AadB, AadA25, Tet B, Tet H, Sul 2, blaCMY ve blaROB i¢in olusturulan
amplikonlar Qiagen Qiaxcel Advanced (30226) kapillar jel elektroforez sistemi
kullanilarak QIAxcel ScreenGel Software programinda gorintilendi. PZR urunlerinde
blaOXA58, blaTEM ve blaCTX gen bélgeleri icin olusturulan amplikonlar jel
elektoroforez kullanilarak goriintiilendi. Tablo 5°de bildirilen bant buyukliklerinin

saptanmasi ilgili direng geni yoniinden pozitif kabul edildi.
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Kapiller Jel Elektroforezinde Fragment Analizi: Lokus buyukluklerinin
tespitinde QIAxcel DNA High Resolution Kit (929002), QX DNA Siz Marker ve QX

Alignment marker kitleri kullanildi.

QIAxcel DNA High Resolution Kit Kalibrasyon Asamasi: QIAxcel DNA High
Resolution Kit (+4) oda sicakligina ¢ikarildi ve 1 saat siiresince oda sicakligina
diismesi i¢in beklendi. Mavi kapakli kartus standinda kartusun yerlestirilecegi
kuyucuga 6nce QX Wash Buffer eklendi ve daha sonra tistiine 2 ml mineral yag
eklendi. Kartus igerisine yerlestirildigi jel iginden ¢ikartilip pegete ile ucu temizlendi.
Kartusun arkasinda yer alan yapiskan bant ¢ikartildi. Buffer tray’de yer alan WP ve
WI pozisyonlarint 8 ml QX Wash Buffer ile dolduruldu. Buffer tray’de yer alan
BUFFER pozisyonunu 18 ml QX Separation Buffer ile dolduruldu. WP ve WI
pozisyonlarinin tizerine 2 ml, Buffer pozisyonunun iizerine 4 ml mineral eklendi.
Buffer tray, Buffer tray holder’a yerlestirildi. 12’li striplerin yerlestirilecegi kisimlar
one gelecek sekilde yerlestirildi. QIAxcel DNA High resolution kitin igerisinden ¢ikan
QX 0.2 ml 12-Tube Strip’ lerin, 12 kuyucuguna da 15 pl Alignment marker eklendi
(Alignment marker +4). Her kuyucugun iizerine Alignment marker’ in ugmamasi igin
bir damla mineral yag eklendi. Bu 12’li strip MARKERI1 pozisyonuna yerlestirildi.
QIAxcel DNA High resolution kitin igerisinden ¢ikan QX Colored 0.2 ml 12-Tube
Striplerin her kuyucuguna 15 pl Intensity Calibration Marker eklendi. Uzerlerine bir
damla mineral yag eklenerek MARKER 2 pozisyonuna yiiklendi. ‘Service’

sekmesinden ‘Start calibration’ yapildu.

PZR Uriinlerinin QIAxcel (Kapiller Jel Elektroforez) Cihazinda Yiiriitiilmesi:
QIAxcel DNA High resolution kitinin kalibrasyonu bittikten sonra hazirlanan QX
Alignment marker 15bp/1kb 12’ 1i strip MARKER 1 pozisyonuna, Size Marker 0.2
ml’ lik PZR tliplinde EBA buffer ile 1:20 oraninda diliie edilerek birinci kuyucuga, 0.2
ml’ lik PZR tiipiinde bulunan amplikonlar ise diger kuyucuklara yerlestirilip; ‘OMS500-
20 sec’ protokolii kullanilarak analiz islemi baslatildi. Calisma bitince ‘Analysis’
ekrani segildi. Kapillar jel elektroforez cihazinda elektroforez sonucu elde edilen bant
blyutklukleri tespit edildi. Bant buyukliiklerine gore antibiyotik direng genleri
degerlendirildi.
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3.2.6 Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica izolatlarimin 16S rRNA
PZR Analizi

P. multocida ve M. haemolytica suslarinin filogenetik analizlerinin yapilmasi
amaciyla gerceklestirilecek sekans analizi dncesi 16S rRNA geni amplifikasyonunu
gerceklestirildi. Bu amagla Tablo 6’ daki primer ¢ifti kullanildi. 16S rRNA PZR, MJ
Mini Gradient Thermalcycler (Bio-Rad) cihazinda gergeklestirildi.

PZR testi total hacim 25 ul olacak sekilde; (12,5 ul) HotstarTag Master miks,
(7,5 wl) nikleaz ari su, (1 ul) forward primer, (1 ul) revers primer ve (3 ul) kalip
DNA’dan olusturuldu. PZR’nin termal dongiisii, 95 °C’de 5 dk ilk denatlrasyonu
takiben 35 siklustan olusan 94 °C’de 30 sn denatiirasyon, 59 °C’de 30 sn primer
baglanmasi, 72 °C’de 45 sn zincir uzamasindan olusan amplifikasyon ve 72 °C’de 7
dk son uzamasi asamalarindan olusturuldu. 16S rRNA gen boélgesinin PZR Grtnlerinin
%1,5’lik agaroz jel elektroforezi sonucu 1465 bp boyutundaki amplifiye drunlerin

varligt 16S rRNA gen varligini gosterdi.

3.2.7 Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica izolatlarimin 16S rRNA

Sekans Analizi

P. multocida ve M. haemolytica suslarinin sekans analizi, 16S rRNA PZR
sonrasi elde edilen amplifiye {riinlerin Oxford Nanopore MinlON cihazinda
sekanslanmasi ile gerceklestirildi. Sekanslama, 16S rRNA PZR’de kullanilan 27F ve
1492R primerleri esliginde, Oxford Nanopore MinlON Rapid Barkoding kit ve 16S
rRNA sekans analizi kiti kullanilarak gerceklestirildi.

16S rRNA sekans isleminde SQK-RBK110.96 Kiti kullanildi. DNA
konsantrasyonlar1 ortalama olarak 30 ng/ml olarak tespit edildi. Kiitiiphane hazirligi
i¢gin Thermalcycler cihazi 30 °C 2 dk, 80 °C 2 dk’ ya ayarlandi. Rapid Barkoding kiti
oda sicakligina getirildi. 1.5 ml hacimli tiipler icerisine 1 ul DNA konuldu, hacim 9 pl

su ile tamamland: ve pipetasyon yapildi. Takiben 0.2 ml hacimli tlp icerisine 9 pl
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template DNA ve 1 pl Rapid Barkod ilave edildi (her numune igin bir barkod
kullanildi). Pipetasyon ile karistirildiktan sonra her numune 30 °C de 2 dk ve 80 °C’de
2 dk tutulup sogumaya birakildi. Toplam hacime dikkat edilerek tiim barkodlu
numuneler havuzlanip 1.5 ml hacimli tlipte SPRI beadsleri vorteksleyerek homojen
hale getirildi. Numune havuzu esit hacimde SPRI beads ile karistirildi ve 5 dk boyunca
calkalandi. En az 3 ml olacak sekilde %80’ lik etanol hazirlandi. Manyetik stand
tizerinde birakilan tuplerde siipernatant pipetle uzaklastirildi. Manyetik kaset tizerinde
boncuklar 1.5 ml taze %80’lik etanol ile yikandi. Pelet bozulmadan ethanol
uzaklastirildi. TUp hafifce dondarildikten sonra tekrar manyetik kaset tizerine alindi.
Ethanol kalintis1 tamamen uzaklastirildi ve 30 sn kurumaya birakildi. Tlp manyetik
kasetten alinip 15 mikrolitre Ethanol Buffer (EB) ile karistirldi. 10 dk oda sicakliginda
inkube edildi. Olusturulan eliisyonda beadslerin pelet olmamasi i¢in tekrar manyetik
standa yerlestirildi. Temiz ve renksiz goriintii olusana kadar 1 dk inkiibe edildi. 15 pl
hacimli 6rnek 1.5 ml hacimli tiip icerisine aktarilip 6rnegin 1.5 pl’lik kismi1 nanodopla
Olglldd. 1.5 ml hacimli tiip igerine havuzdan 11 pl aktarilip tizerine 1 pl Rapid Adaptor
(RAPF) aktarildi. Karisim hafifge karistirildi ve 5 dk inkibe edildi.

Flowcell’e yiikleme islemi 6ncesi kit i¢erisinde bulunan Sequencing Buffer II
(SBII), Loading Beads Il (LBII) ya da Loading Solutions (LS), Flush Tetter (FLT),
Flush Buffer (FB) oda sicakligina getirildi. SBII, FB ve FLT hafifce vortekslendi.

Flowcell’e yiiklemek tizere 30 pl FLT, 1,17 ml FB ile karistirip priming miks
hazirlandi. Hava kabarcig1 olusmayacak sekilde 800 pl priming miks priming porttan
yuklendi. Loading Beadsler kullanimdan 6nce pipetasyon ile homojen hale getirildi.
Yeni bir tipte 37.5 pl SBII, 25.5 pl LBII ve 12 pl DNA karistirildi. Spot On kapagi
acilip 7.5 ul 6rnek damla damla yiiklendi. Spot On kapatilip flowcell galistirildi ve

okuma islemi gerceklestirildi.
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3.2.8 istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS Version 21.0 ile
gerceklestirildi. Kategorik degiskenler arasindaki iliskileri belirlemede Ki-kare testi
kullanildi. P <0,05 degerler anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 izolasyon ve Identifikasyon Bulgulari

Bu ¢alismada, Erzurum ili mezbahanelerinde kesimi yapilan 100 koyun ve 100
sigir pnomonili akcigeri olmak iizere toplam 200 o6rnek P. multocida ve M.
haemolytica yoniinden kiiltiirel yontemlerle incelendi. Pnémonili akciger 6rneklerinin
kiltirel analizi sonucu 16’ sindan (%8) P. multocida ve M. haemolytica siipheli kiiltiir
pozitifligi elde edildi. Kiiltiir pozitifligi koyun pndmonili akciger 6rneklerinde %7

(n=7) ve s1g1r pndmonili akciger dérneklerinde ise %9 (n=9) olarak saptandi (Tablo 7).

Tablo 7: Akciger 6rneklerinde izole edilen bakterilerin dagilimi

Hayvan | Numune sayisi P. multocida M. haemolytica Toplam
Tird izolasyon sayis1 izolasyon sayis1
Sigir 100 4 (%4) 5 (%5) 9 (%9)
Koyun 100 3 (%3) 4 (%4) 7 (%7)
Toplam 200 7 (%3,5) 9 (%4,5) 16 (%8)

Kultir pozitif Orneklere ait kolonilerin kanli agar besiyerinde 37°C'de
subkiiltiirleri yapilarak saflagtirildi. Saf koloniler mikroskobik ve makroskobik
morfolojileri ve bazi fenotipik ozelliklerine gére tanimlandi. Bu kapsamda; Kanli
agarda hemoliz olusturmayan, Mac Conkey agarda tiremeyen, oksidaz ve katalaz
pozitif Gram negatif kokobasil morfolojili 7 (%3,5) izolat P. multocida siipheli; kanli
agarda B-hemolitik koloni olusturan, MacConkey agarda iireme yetenegine sahip,
oksidaz ve katalaz pozitif Gram negatif kokobasil morfolojili 9 (%4,5) izolat ise M.

haemolytica siipheli olarak degerlendirildi (Resim 1).
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Resim 1: Pndmonik akciger drneklerinin kiiltiirel analiz bulgulari. A) Kanli agarda P. multocida’nin
koloni morfolojisi B) P. multocida’nin Gram boyama sonrast mikroskobik morfolojisi C) Kanli agarda
M. haemolytica’nin koloni morfolojisi D) M. haemolytica’nin Gram boyama sonras1 mikroskobik
morfolojisi

P. multocida (n= 7) ve M. haemolytica (n= 9) siipheli izolatlarinin
identifikasyonu, Vitek 2 Compact sistemi GN ID karti ile gergeklestirildi. Bu
kapsamda 7 adet P. multocida siipheli izolatin tiimii P. multocida ve 9 adet M.
haemolytica siipheli izolatin tiimii ise M. haemolytica olarak dogruland: (Tablo 8 ve

Tablo 9).

Tablo 8: P. multocida izolatina ait VITEK 2 Compact biyokimyasal testler
Organizma Kaynagi VITEK 2

99% Olasilik Pasteurella multocida

Segilen Organi
eglien Drganizma Biyonumara: 0001410100040001 Uyum: Mitkemmel identifikasyon

Ayrilacak Analiz Organizmalari ve Testler:

Analiz Mesajlar:

Uyumsuz Olan Tipik Biopattern(ler)

Biyokimyasal Detaylar

2 |APPA - |3 |ADO - |4 |PyrA - |5 [IARL - |7 |dCEL - |9 |BGAL

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

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

23 |ProA - |26 |UP - |27 |PLE - |29 |TyrA + |31 |URE - |32 |dSOR

33 |SAC - |34 |dTAG - |35 |dTRE - |36 (a7 - |37 |MNT - |39 |5KG

40 |ILATK - |41 |AGLU - |42 |sucT - |43 NAGA |- |44 |AGAL - |45 |PHOS +
46 |GlyA - |47 |oDC - |48 |LDC - |53 |IHISa - |56 |CMT - |57 |BGUR

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

P. multocida izolatlarinin 4 (%4)’4 sigir ve 3 (%3)’0 koyun pndmonili
akcigerlerine ait iken, M. haemolytica izolatlarinin 5 (%5)’i sigir ve 4 (%4)’i koyun
pnomonili akcigerlerine aitti. Dolayistyla siir pndmonili akcigerlerinden 4 (%4) adet

P. multocida ve 5 (%5) adet M. haemolytica olmak (zere toplam 9 (%9) adet
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Pasteurellaceae familyas1 iiyesi bakteri kiiltire edilirken, koyun pnomonili
akcigerlerinden 3 (%3) adet P. multocida ve 4 (%4) adet M. haemolytica olmak (izere

toplam 7 (%7) adet Pasteurellaceae familyasi tiyesi bakteri kilttre edildi (Tablo 7).

Tablo 9: M. haemolytica izolatina ait VITEK 2 Compact biyokimyasal testler
Organizma Kaynag VITEK 2

999% Olasilik Mannheimia haemolytica
Biyonumara: 0001600410040001 Uyum: Mikemmel identifikasyon

Ayrilacak Analiz Organizmalarn ve Testler:

Segilen Organizma

Analiz Mesajlan:

Uyumsuz Olan Tipik Biopattern(ler)

Biyokimyasal Detaylar

2 APPA - 3 ADO - 4 PyrA - 5 IARL - 7 dCEL - 9 BGAL

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

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

23 [ProA - 26 |LP - 27 |PLE - 29 |TyrA - 31 |URE - 32 |dSOR +
33 |[SAC + |34 |[dTAG - 35 |dTRE - 36 |CIT - 37 |MNT - 39  [5KG

40 |[ILATK - 41 |AGLU - 42 |suCT - 43 |NAGA - 44 |AGAL - 45 |PHOS +
46 [GIlyA - 47 |oDC - 48 |LDC - 53 |IHISa - 56 |CMT - 57 |BGUR

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

4.2 Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica izolatlarimin PZR ile

Identifikasyon Bulgular

Vitek 2 Compact sistemiyle tanimlanan 7 P. multocida izolatinin tiimii PZR
sonucu 1432 bp’lik bant elde edilmesiyle P. multocida olarak teyit edildi (Resim 2).

3000 bp

1500bp
1000 bp

500 bp

100 bp

Resim 2: P. multocida tlr spesifik PZR’de elde edilen amplikonlarin agaroz jel goriintiileri (1432 bp)
(M: 100 bp DNA marker; PK: P. multocida Pozitif Kontrol; 11-17: P. multocida izolatlari; NK: Negatif
Kontrol).
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Vitek 2 Compact cihazi ile tanimlanan 9 M. heamolytica izolatinin tamaminin
M. heamolytica oldugu PZR ile de teyit edildi (Resim 3).

3000 bp

1500 bp

1145 bp
1000 bp

500 bp

100 bp

Resim 3: M. haemolytica spesifik PZR’de elde edilen amplikonlarin agaroz jel goriintiileri (1145 bp)
(M: 100 bp DNA marker; PK: M. haemolytica Pozitif Kontrol; 11-19 M. haemolytica izolatlar;; NK:
Negatif Kontrol).

4.3 Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica Izolatlarimin Antibiyotik

Duyarhliklar:

Tanimlanan P. multocida ve M. haemolytica izolatlarinin antibiyotik
duyarhiliklar1 VITEK 2 Compact sistem AST GN97 karti ile test edildi ve sonuglar
MIK degeri olarak sunuldu. Tespit edilen MIK degerlerinin yorumlanmasi, Klinik
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI, 2020) ve Avrupa Birligi Antimikrobiyal
Duyarlilik Test Komitesi (EUCAST, 2021) standartlarina gore yapildi.
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Tablo 10: P. multocida ve M. haemolytica izolatlarinin AST-GN97 Kkart ile belirlenen MiK degerleri

Antibiyotik fzolatno

S105P | S3P S19M | S29M | S71M | S102M | S79M | S88P | K83M | K15P | K73M | K24P | K38M | S63P | K69M | K17P
Ampisilin <2 <2 >32 >32 >32 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 >32 <2
Amoksisilin/Klavulonik asit <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
Seftiofur <l <l <1 2 <l <1 <l <l <l <l >32 <1 <1 <1 <1 <l
Imipenem <0,25 05 | 0,25 | <0,25 | <0,25 | <0,25 | <0,25 | <0,25 | <0,25 | <0,25 | <0,25 | <0,25 | <0,25 | 0,25 | <0,25 | <0,25
Amikasin >64 >64 16 16 32 32 16 >64 32 16 16 <2 16 >64 32 32
Gentamisin 8 8 4 4 4 4 4 8 4 4 <1 <1 4 8 4 4
Enrofloksasin 0,5 <0,12 | 05 025 | <0,12 | <0,12 | <0,12 0,5 <0,12 | <0,12 0,5 <0,12 | <0,12 0,5 0,5 <0,12
Doksisiklin 1 <0,5 1 1 1 <0,5 <0,5 1 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 2 1 1
Tetrasiklin >16 8 8 4 8 <1 <1 >16 <1 <1 <1 <1 <1 >16 4 >16
Trimetoprim/Sulfametoksazol 40 40 <20 <20 <20 <20 <20 40 <20 <20 <20 <20 <20 40 <20 40
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EUCAST’a gore yapilan yorumlamada P. multocida izolatlariin tamaminin
ampisilin, amoksisilin-klavulonik asit ve trimetoprim-sulfametaksazole ve 1
(%14,29)’inin doksisikline direngli oldugu saptandi. P. multocida i¢gin EUCAST’da
amikasin, enrofloksasin, gentamisin, imipenem, seftiofur ve tetrasiklin referans
araliklar1 olmay1p, bu antibiyotiklerin MiK degerleri sirastyla <2 - >64 ug/ml, <0,12 -
0,5 ug/ml, <1 - 8 ug/ml, <0,25 - 0,5 ug/ml, <1 ug/ml ve <I - >16 ug/ml arasinda
degismekteydi. CLSI’ye gore yapilan yorumlamada ise ampisilin ve amoksisilin-
klavulonik asite P. multocida izolatlariin tamami direngli iken, enrofloksasine 3
(%42,86)’ii ve tetrasikline 5 (%71,43)’i direncliydi. Izolatlarm tamaminin ise
seftiofura duyarl oldugu saptandi. P. multocida i¢in CLSI’da amikasin, doksisiklin,
gentamisin, imipenem ve trimetoprim-sulfametoksazol referans araliklart olmayip, bu
antibiyotiklerin MIK degerleri sirastyla <2 - >64 ug/ml, <0,5 - 2 ug/ml, <1 - 8 ug/ml,
<0,25 - 0,5 ug/ml ve <0,20 — 40 ug/ml arasinda degismekteydi. Her iki manuele gore
direngli saptanan izolatlarin ampisilin, amoksisilin-klavulonik asit ve trimetoprim-
sulfametoksazol MIK degerleri sirasiyla <2 - >32 ug/ml, <2 ug/ml ve <20 - 40 ug/ml
arasinda degismekteydi (Tablo 10 ve 11). EUCAST’a gore P. multocida izolatlarinin
7 (%100)’sinda G¢lu antibiyotik direnci (ampisilin, amoksisilin-klavulonik asit ve
trimetoprim-sulfametoksazol) ve 1 (%14,29)’inde dortlii  antibiyotik direnci
(ampisilin, amoksisilin-klavulonik asit, doksisiklin ve trimetoprim-sulfametoksazol)
gozlenirken, CLSI’ye gore izolatlarin 3 (%42,86)’tinde dortlii antibiyotik direnci
(ampisilin, amoksisilin-klavulonik asit, enrofloksasin ve tetrasiklin) ve 2
(%28,57)’sinde ikili antibiyotik direnci (ampisilin ve tetrasiklin) saptandi (Tablo 11).
P. multocida izolatlarinin EUCAST ve CLSI’ye gore tamaminda en az ikili olmak

Uzere coklu antibiyotik direnci mevcuttu (Tablo 11).



47

Tablo 11: P. multocida ve M. haemolytica izolatlarmin AST-GN97 karth ile belirlenen MIK
degerlerinin EUCAST ve CLSI’ye gore antibiyotik duyarlilik sonuglari.

S
N
L
©
= o
2 g
E S
N - 2
E c .% = c g
=|lc|s £
N HE R THEHEEE
c g elgl2|l2|(l=|s|3|B]| gl|@
5 g s |E|E|2|2|2|5|E|E|&]|E
o =) @ © =
2| g 0 S |g|l2|Z|8|S|S|E|IS|E|E
_ EUCAST[R |- [R |S [- |- [- |- |- |R
1 |S105P |P. multocida CLSI R1- IRI- IRT-1- Is Ir I-
EUCAST |R R[S |- [-]- |- |- |R
2 P |P. multoci
S3 multocida CLSI R1- IRI1- Is - [- Is IR I-
. |BucAST|R [- IS [s |- |- |- |- |- IR
3 | S19M | M. haemolytica CLS| R1- Is |- IR I-[- Is IrR I-
__|EUCAST|R |- |S s |- [- |- |- |- IR
4 |S29M | M. haemolytica CLS| R I1- Is - Is |- |- s [T |-
EUCAST[R |- [s |s [- |- [- |- |- |R
71IM [M.h lyti
5 |S aemolytica CLSI R |- s |- s |- i s R |-
. |eucAsT|S |- [s (s |- |- |- |- [- [R
6 |S102M | M. haemolytica CLSI R 1- |s s [- |- Is Is |-
. |eucAsT|S [- |s [s |- |- |- |- |- |R
7 |S79M | M. haemolytica CLSI R1I1- Is |- Is |- |- [s Ir |-
_ EUCAST[R |- [R |S [- |- [- |- |- |R
8 |S88P [P.multocida CLSI R |- RI1- IRI-I- [s IR I-
. |eucAsT|S [- |s [s |- |- |- |- |- |R
9 |K83M [ M. haemolytica CLS| R1- Is I- Is |- |- [s Is |-
EUCAST|R |- |[R [s - |- - [R
10 |K15P |P. multoci
0 5 multocida CLSI R1- IRI- Is - [- Is Is I-
EUCAST([S |- [s |s [- |- [- |- |- |R
11 |K73M [M.h Iyti
aemolytica CLS| R |- S R |- _ R |Is |-
_ EUCAST|R [- |[R [S |- |- |- |- [- [R
12 | K24P | P. multocida CLSI R |- R |- Is |- |- Is [s |-
EUCAST([S (- |S [S |- |- |- |- [- [R
13 |K38M [M.h Iyti
3 |K38 aemolytica CLSI R I1- Is - Is [-1- 1Is Is |-
_ EUCAST|R |- |R [R [- [- |- |- |- |R
14 |S63P [P. multocida CLSI R1- IRI- IRT-1- Is Ir |-
EUCAST[R |- [s |s [- |- [- |- |- |R
15 |K69M [ M. h lyti
5 69 aemolytica CLSI R |- s |- R |- i s | -
_ EUCAST[R |- |R [S |- |- [- - |R
16 |K17P [P. multocida CLS| R |- IR s [- |- Is [r |-

R: Direngli S: Duyarli I: Orta dercede duyarli “-*
i¢in veri bulunmamaktadir.

: CLSI ve EUCAST veri tabaninda ilgili antibiyotik
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EUCAST’a gore yapilan yorumlamada M. haemolytica izolatlarinin tamaminin
trimetoprim-sulfametaksazole ve 4 (%44,44)’iniin ampisiline direngli oldugu
saptandi. Izolatlarn tamaminin amoksisilin-klavulonik asit ve doksisikline duyarli
oldugu saptandi. Iki izolat ise tetrasikline orta derecede duyarliydi. M. haemolytica
icin EUCAST’da amikasin, enrofloksasin, gentamisin, imipenem, seftiofur ve
tetrasiklin referans araliklar1 olmay1p, bu antibiyotiklerin MIK degerleri sirastyla 16 -
32 ug/ml, <0,12 - 0,5 ug/ml, <1 - 4 ug/ml, <0,25 ug/ml, <1 - >32 ug/ml ve <1 - 8 ug/ml
arasinda degismekteydi. CLSI’ye gore yapilan yorumlamada ise ampisiline M.
haemolytica izolatlarmin tamami direngli iken, enrofloksasine 3 (%33,33)’1,
tetrasikline 3 (%33,33)’1 ve seftiofura 1 (%11,11)’1 direngliydi. M. haemolytica i¢in
CLSI’da amikasin, amoksisilin-klavulonik asit, doksisiklin, gentamisin, imipenem ve
trimetoprim-sulfametoksazol referans araliklar1 olmayip, bu antibiyotiklerin MIK
degerleri sirasiyla <2 - >64 ug/ml, <2 ug/ml, <0,5 - 2 ug/ml, <1 - 8 ug/ml, <0,25 - 0,5
ug/ml ve <0,20 — 40 ug/ml arasinda degismekteydi. Her iki manuele gore direngli
saptanan izolatlarin ampisilin, amoksisilin-klavulonik asit ve trimetoprim-
sulfametoksazol MiK degerleri sirasiyla <2 - >32 ug/ml, <2 ug/ml ve <20 ug/ml olarak
degismekteydi (Tablo 10 ve 11). EUCAST’a gore M. haemolytica izolatlarinin 4
(%44,44)’inde ikili antibiyotik direnci (ampisilin ve trimetoprim-sulfametoksazol)
gozlenirken, CLSI’ye gore izolatlarin 1 (%11,11)’inde Ucli antibiyotik direnci
(ampisilin, enrofloksasin ve tetrasiklin), 1 (%11,11)’inde farkl tiirde tiglii antibiyotik
direnci (ampisilin, enrofloksasin ve seftiofur), 2 (%22,22)’sinde ikili antibiyotik
direnci (ampisilin ve tetrasiklin) ve 2 (%22,22)’sinde farkli tiirde ikili antibiyotik
direnci (ampisilin ve enrofloksasin) saptandi. M. haemolytica izolatlarinin EUCAST ’a
gore 4 (%44,44) tinde ve CLSI’ye gore 5 (%55,56)’inde en az ikili olmak izere ¢oklu
antibiyotik direnci mevcuttu (Tablo 11).

Pasteurella tiirleri arasinda genel ¢oklu antibiyotik direngliligi EUCAST a
gore %68,75 (n= 11) ve CLSI’ye gore %62,5 (n= 10) olarak degismekteydi (Tablo
11).
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4.4 Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica Izolatlarimin Antibiyotik

Direng Genleri

P. multocida ve M. haemolytica izolatlarinin VITEK 2 AST GN97 kartiyla
belirlenmis olan antibiyotik diren¢ profillerine paralel olarak ilgili antibiyotik
direncinden sorumlu olan en yaygin direng genlerinin PZR analizleri gergeklestirildi.
Bu kapsamda; ampisilin, amoksisilin/klavulonik asit ve seftiofur antibiyotiklerine
direncliligi temsilen blaROB-1, blaOxa58, blaTEM, blaCTX ve blaCMY-2 genleri,
trimetoprim/sulfametaksazole direnci temsilen Sul 2 geni, doksisiklin ve tetrasikline
direnci temsilen Tet B ve Tet H genleri, amikasin ve gentamisine direnci temsilen
AaDB ve AaDA25 genleri analiz edildi.

Tablo 12: P. multocida ve M. haemolytica izolatlarinin antibiyotik direng gen profilleri

No | Kod Konak Etken
tard 0 Orbi >< g ;E\_' S
AR HEEEIEEIE
| Q|- || ®Hh|lOo|lo|lo|l o| o
1 | S105P | Sigir P. multocida + | - S I R + | - |+
2 | S3P Sigir P. multocida + |+ |+ |-+ ] - -+ -]t
3 | SI9M | Sigir M. haemolytica | + | + | - | - | + | - e N
4 | S29M | Sigir M. haemolytica | + | + | - | - | + | - | - | + | - | +
5 | S7TIM | Sigir M. haemolytica | + | + | - | - | + | - | - | + | - | +
6 | S102M | Sigir M. haemolytica | + | + | - | - | + | - e N
7 | STOM | Sigir M. haemolytica | + | + | - | - | + | - e N
8 | S88P Sigir P. multocida + |+ |+ |-+ ] - -+ -]+
9 | K&83M | Koyun | M. haemolytica + | + | - - - - - - - |+
10 | K15P Koyun | P. multocida + |+ |+ ] -]+ - -+ -]+
11 | K73M | Koyun | M. haemolytica S I I B B e O
12 | K24P Koyun | P. multocida + - - - -1 -]+]-]+
13 | K38M | Koyun | M. haemolytica -] - -] - - - e N
14 | S63P Sigir P. multocida -] - - -+ - -+ -]+
15 | K69M | Koyun | M. haemolytica -] - - -+ - T
16 | K17P Koyun | P. multocida -l - -]+ - -+ -]+

“+” direng geni tespit edilen, “-* direng geni tespit edilmeyen.
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P. multocida izolatlarinin 5 (%71,43)’inde AaDA25, 3 (%42)’iinde AaDB, 4
(%57,14)tinde Tet H, 6 (%85,71)’sinda Sul 2, 7 (%100)’sinde blaOXA58 ve 7
(%100)’sinde blaTEM antibiyotik diren¢ genleri tespit edildi (Tablo 12).

P. multocida izolatlarinin 3 (%42,86)’iinde (S3P, S88P ve K15P) AaDA25,
AaDB, Tet H, Sul 2, blaOXA58 ve blaTEM; 1 (%14,29)’inde (S105P) AaDA25, Sul 2,
blaOXA58 ve blaTEM; 1 (%14,29)’inde (K24P) AaDA25, blaOXA58 ve blaTEM; 1
(%14,29)’inde (S63P) Sul 2, blaOXA58 ve blaTEM; 1 (%14,29)’inde (K17P) Tet H,
Sul 2, blaOXA58 ve blaTEM coklu antitibiyotik dire¢ genleri tespit edildi (Tablo 12)
(Resim 4).

B)

599 bp

Resim 4: P. multocida ve M. haemolytica izolatlarinin antibiyotik diren¢ gen PZR analizlerine ait
elektroforez: (A): blaTEM gen spesifik PZR drunlerinin elektroforezi. S1-S3: Saha suslari, PK: Pozitif
kontrol, NK: Negatif kontrol M: DNA ladder (HyperLadder 1 kb DNA ladder, BIO-33053, Bioline),
(B): Oxa58 gen spesifik PZR iiriinlerinin elektroforezi. S1: Saha suslar1, PK: Pozitif kontrol, M: DNA
ladder (GeneRuler 100 bp plus DNA ladder, SM0321, ThermoFisher Sci.)

M. haemolytica izolatlarmin 6 (%66,67)’sinda AaDA25, 7 (%77,78)’sinde
AaDB, 7 (%77,78)’sinde Sul 2, 2 (%22,22)’sinde blaOXA58 ve 9 (%100)’unda
blaTEM antibiyotik direng genleri tespit edildi (Tablo 12).
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M. haemolytica izolatlarindan 2 (%22,22)’sinde (S29M ve S71M) AaDA25,
AaDB, Sul 2, blaOXA58 ve blaTEM; 3 (%33,33)’iinde (S19M, S102M ve S79M)
AaDA25, AaDB, Sul 2 ve blaTEM; 1 (%11,11)’inde (K83M) AaDA25, AaDB ve
blaTEM; 1 (%11,11)’inde (K73P) AaDB, Sul 2 ve blaTEM; 1 (%11,11)’inde (K69M)
Sul 2 ve blaTEM coklu antitibiyotik dire¢ genleri tespit edildi (Tablo 12) (Resim 5).

A) M S1 S2 PK NK B) M S3 S4 PK NK

ool [tol

551 bp™—

Vosx 320

NK PK S5 S6 M 1076bp M S7 S8 PK NK

9l - — ——

o0
0
0

s s ~— 4,89

C) S D) L

Resim 5: P. multocida ve M. haemolytica izolatlarinin antibiyotik direng gen PZR analizlerine ait
elektroforez: (A): AaDA25 (503bp) gen spesifik PZR Grunlerinin elektroforezi. S1-S2: Saha suglari, PK:
Pozitif kontrol, M: QlAxcel DNA Size Marker, (B): AaDB (551 bp) gen spesifik PZR urtinlerinin
elektroforezi. S3-S4: Saha suslari, PK: Pozitif kontrol, M: QIAxcel DNA Size Marker, (C): Tet H (1076
bp) gen spesifik PZR Urdnlerinin elektroforezi. S5-S6: Saha suslari, PK: Pozitif kontrol, M: QlAxcel
DNA Size Marker, (D): Sul 2 (489 bp) gen spesifik PZR Urunlerinin elektroforezi. S7-S8: Saha suslart,
PK: Pozitif kontrol, M: QIAxcel DNA Size Marker
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4.5 Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica izolatlariin 16S rRNA
PZR Analiz Bulgular:

Universal primerler (27F ve 1492R) ile gerceklestirilen PZR analizi sonucu, 16
izolatin tamaminda 1465 bp bant varligi ile 16S rRNA gen bodlgesinin basarili bir
sekilde amplifikasyonu gergeklestirildi (Resim 6).

M1 i1 2 i3 ia

Resim 6: P. multocida ve M. haemolytica izolatlarinin 16S rRNA PZR analizine ait iiriinlerinin %1,5°1ik
agaroz jel elektroforez gorintisi. M: DNA Marker: GeneRuler 1 kb DNA Ladder, SM0311 (M1);
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, SM1331 (M2), Thremo Fisher Sci. i1-i16: P. multocida ve M.
haemolytica saha izolatlar

4.6 Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica izolatlarimin 16S rRNA

Sekans Analiz Bulgular:

Elde edilen dizilerin analizi Metrichor v.2.42.2 program esliginde
gerceklestirildi ve veriler NCBI GenBank’ daki Pasteurella multocida ve Mannheimia

haemolytica 16S rRNA gen dizileri ile karsilastirildi.

Oxford Nanopore MinION sekans cihazinda, Oxford Nanopore MinlON Rapid
Barkoding kit ve 16S rRNA sekans analizi kiti kullanilarak gergeklestirilen sekans
islemi sonucunda alinan veriler gen bankasina yiliklenmis olup NCBI kayit numarasi

Tablo 13’de sunuldu.



53

Tablo 13: P. multocida ve M. haemolytica izolatlarin NCBI erisim numaralar1

No Kod | Konak Etken NCBI NCBI Kayit NCBI
tard Gonderim Kodu Erisim No
kodu

1 S105P | Sigir P. multocida SUB12441343 | S1I05PASTMUL | 0OQ064059.1
2 S3P Sigir P. multocida SUB12441343 | S3PASTMUL 0Q064060.1
3 SI19M | Sigir M. haemolytica | SUB12441343 | SIOMANNHEM | 0OQ064061.1
4 S29M | Sigir M. haemolytica | SUB12441343 | S29MANNHEM | 0OQ064062.1
5 S7IM | Sigir M. haemolytica | SUB12441343 | STIMANNHEM | 0OQ064063.1
6 S102M | Sigir M. haemolytica | SUB12441343 | S1I02MANNHEM | 0Q064064.1
7 S79M | Sigir M. haemolytica SUB12441343 | STOMANNHEM | 0Q064065.1
8 S88P Sigir P. multocida SUB12441343 | SB8PASTMUL 0Q064066.1
9 K83M | Koyun | M. haemolytica | SUB12441343 | KB3MANNHEM | OQ064067.1
10 | K15P | Koyun | P. multocida SUB12441343 | KISPASTMUL 0Q064068.1
11 | K73M | Koyun | M. haemolytica | SUB12441343 | KT3MANNHEM | 0Q064069.1
12 | K24P Koyun | P. multocida SUB12441343 | K24PASTMUL 0Q064070.1
13 | K38M | Koyun | M. haemolytica | SUB12441343 | K38MANNHEM | 0Q064071.1
14 | S63P Sigir P. multocida SUB12441343 | S63PASTMUL 0Q064072.1
15 | K69M | Koyun | M. haemolytica | SUB12441343 | KEOMANNHEM | 0Q064073.1
16 | K17P Koyun | P. multocida SUB12441343 | K17PASTMUL 0Q064074.1

16S rRNA gen bolgesinin dizilerine gore analiz edilen 21 P. multocida ve 21
M. haemolytica izolatlarinin MEGA 11 programinda Neighbor joinning yontemiyle
filogenetik dendrogrami olusturuldu (Sekil 1 ve Sekil 2).
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AY0789991

AY289306.1
100% 100% A 000640591

97% 89% A OC064060.1
99% |: A& 000640741

99%

100%

A 000640721
100% A 0Q0G64066.1
ME537108.1

— AY299307 1

ﬂ': MG597102.1
100% KPO23466.1

MR 1151371

ﬁ: MG597104.1
MG597077.1

97%

— AY2093081

92% AF294410.1

100% { KUS25900.1

100%: 98% KU5855899.1
—|: A 0Q064068.1

A 000640701
MG597101.1

100%

Sekil 1: P. multocida izolatlarinin global suslar ile karsilastirma dendrogrami (A : bu ¢alismada izole
edilen P. multocida’lara ait GenBank erisim numaralart)

P. multocida izolatlarinin 16S rRNA gen bdlgesine ait sekans verileri
kullanilarak MEGA 11 programinda Neighbor joinning yontemiyle yapilan filogenetik
analiz sonucu olusturulan dendogramda mevcut ¢alismaya ait suslarin 2 ana kiime
igerisinde yer aldig1 goriildii. Mevcut caligmaya ait 4 sigir ve 1 koyun izolat1 olmak
Uzere toplam 5 izolat (OQ064059.1, 0Q064060.1, OQ064074.1, OQ064072.1,
0Q064066.1) kendi icerisinde yiksek (%97) benzerlik gostermis olup elde edilen
dizilimlerde farkli taksonlarda yer aldi. Bu izolatlar icerisinde 4’ (OQ064060.1,
0Q064074.1, 0OQ064072.1, 0Q064066.1) %99 benzerlikle monofiletik bir dagilim
gosterirken, 1’1 (0Q064059.13) parafiletik bir dagilim gosterdi. 0Q064060.1 kodlu
sigir izolat1 ile OQ064074.1 kodlu koyun izolat1 %89 benzerlikle ayni bransta yer ald.
Dendrogramin diger kiimesini olusturan 2 koyun izolati (OQ064068.1 ve
0Q064070.1) ise kendi arasinda parafiletik bir gériniim sergiledi (Sekil 1).
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92% NR 037060.1
95% KC542327 1
99% 0P297388.1
a0 KU598687.1
94% 8% M75063.1
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MF417605.1
A 00Q064069.1
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98%

96%

99%

92%

MHO68780.1
99% ABB21551.1
A OQ064067.1

96%

Sekil 2: M. haemolytica izolatlarinin global suslar ile karsilastirma dendogrami1 ( A : bu ¢alismada izole
edilen M. haemolytica ’lara ait GenBank erisim numaralar1)

M. haemolytica izolatlarinin 16S rRNA gen bdlgesine ait sekans verileri
kullanilarak MEGA 11 programinda Neighbor joinning yontemiyle yapilan filogenetik
analiz sonucu olusturulan dendogramda mevcut ¢alismaya ait suslarin 2 ana kiime
icerisinde oldukga heterojen bir dagilim gosterdigi saptandi. Dendrogramin birinci
kiimesini, 0Q064065.1, 0Q064073.1, 0Q064062.1 ve 0Q064063.1 erisim numarali
3 sigir ve 1 koyun izolatlart olusturup, bu izolatlar parafiletik bir dagilim gosterdi.
Dendogramin diger kiimesini ise 0Q064061.1, 0Q064071.1, 0Q064064.1,
0Q064069.1 ve OQ064067.1 erisim numaral1 2 adet sigir ve 3 adet koyun izolatlar

olusturdu. Bu izolatlar arasinda da parafletik bir baginti mevcuttu (Sekil 2).
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5. TARTISMA VE SONUC

Sigir ve koyunlarda solunum sistemi hastaliklar1 gerek ulkemizde gerekse
dunyanin diger iilkelerinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Hastaligin
ortaya ¢ikisinda bakteri, virlis ve parazit gibi biyolojik etkenlerin yan1 sira, yetersiz
beslenme, iklim degisikligi, yetersiz barmnak sartlari, tasima gibi cesitli ¢evresel

faktorler ve stres etkili olmaktadir (Horwood ve Mahony 2011, Jesse ve ark. 2019).

Sigir ve koyunlarin solunum yollarinda firsatgr patojen olarak bulunan P.
multocida ve M. haemolytica, konak¢i immun sisteminin zayifladigi durumlarda
primer ve sekonder bakteriyel etkenler hastalik meydana getirebildigi gibi ayrica sigir
ve koyunlarda enzootik pnédmoni, septisemi, pnémonik pastorelloz (shiping fever) ve
mastitise neden olmaktadir (Harper ve ark. 2006, Dziva ve ark. 2008, Quinn ve ark.
2011, Ermilio ve ark. 2011, Castillo ve ark. 2017, Jesse ve ark. 2019).

Diinyanin bir¢ok tilkesinde ve Ulkemizde sigir ve koyunlarda solunum sistemi
infeksiyonlarina sebep olan P. multocida ve M. haemolytica’nin konvansiyonel ve
molekdler yontemlerle identifikasyonuna yonelik ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir
(Dinler 1998, Saglam ve ark. 1999, Giirbiiz 2003, Kili¢ ve Muz 2004, Kirkan ve Kaya
2005, Tel ve Keskin 2010; Konak 2012, Ulker ve ark. 2012, Tolera ve ark. 2019, Eser
ve ark. 2020, Ashrafi ve ark. 2022).

Ashrafi ve ark. (2022), Iran’da yaptiklar1 ¢alismada kesimevlerinden aldiklari
enfekte ve saglikli goriintimlii 120 si1g1r akciger 6rneginden kiiltiirel ve PZR yontemleri
sonucu 14 (%11,6)’tinde P. multocida ve 22 (%18,3)’sinde M. haemolytica olmak
Uzere 36 (%30)’sinda pozitiflik tespit etmislerdir. Tolera ve ark. (2019), Etiyopya’da
gerceklestirdikleri bir caligmada, 176 koyun ve sigir pndmonik akciger orneginin
%13,07’sinde M. haemolytica ve %6,83’tiinde P. multocida pozitifligi elde ederlerken,
bu oranlar koyunlarda %14,46 ve %38,43 ve sigirlarda %11,83 ve %5,38 olarak
belirlenmistir. Bakteri izolasyon oranlar1 0zellikle genclerde yuksek olmak uzere

hayvanlarin yasi, pndmoni varligi ve entansif yetistiricilikte daha yaygin olmak iizere
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yetistiricilik sekli ile iligkili oldugunu ileri surmiislerdir. Kili¢ ve Muz (2004), Elaz1g
yoresinde gercgeklestirdikleri bir caligmada 500 sigir pnémonili akciger 6rneklerinin
kiltirel analizi sonucu 30 (%6)’unda P. multocida ve 9 (%1,8)’unda M. haemolytica
pozitifligi elde etmislerdir. Tel ve Keskin (2010), Sanliurfa ilinden topladiklari 240
adet pnomonik koyun akciger 6rneginden kultirel yontemlerle 76 (%31,6)’sinda P.
multocida ve 30 (%12,5)’ unda M. haemolytica pozitifligi elde etmislerdir. Kirkan ve
ark. (2005), Aydin yoresinde mezbahanelerden aldiklar1 pndmoni semptomu gosteren
200 adet koyun akciger orneginin 24 (%12)’iinde M. haemolytica kompleksi izole
ettiklerini bildirmislerdir. Gurbuz (2003), Kars yoresinde inceledigi 231 pndmonik
akciger orneklerinden, sigirlarda 32 (%26), koyunlarda ise 29 (%37,3) olmak tizere
toplam 61 P. haemolytica saptamisdir. Ulker ve ark. (2012), Hatay yoresinde kesimi
yapilan sigirlardan alinan pnomonik 122 akciger Orneginin 3’linden (%2,45)
bakteriyolojik ve PZR yontemleri ile P. multocida izole ve identifiye ettiklerini
bildirilmiglerdir. =~ Arastirmacilar, aynm1 Orneklerden M. haemolytica izole
edemediklerini bildirmislerdir. Konak (2012), Afyonkarahisar yoresinde, sigirlardan
alian 650 akciger, nazal svap ve trakeal yikant1 6rneginin 48 (%7,4)’inden fenotipik
yontemler, serolojik yontemler ve PZR ile P. multocida identifiye etmistir. Calisma
yoresi olan Erzurum ilinde de koyun ve sigir pastorellozisi lizerine bir¢ok aragtirma
gerceklestirilmistir. Dinler (1998), Erzurum yoresinde, pnomonili si8ir akciger
orneklerinden kdlttrel yontemlerle %5,9 M. haemolytica, %4,5 P. multocida izole
ederken, Saglam ve ark. (1999), 1993-1995 yillar1 arasinda inceledikleri 47 pnomonili
kuzu akciger 6rneginden P. haemolytica ve P. multocida pozitifligini sirasiyla %40,42
ve %2,12 olarak bildirmislerdir. Sonraki yillarda bu pozitiflik kuzu pndmonilerinde
M. haemolytica icin %16 ve %56,14 olarak bildirilmistir (Ulgen ve ark. 1997, Orug
2006, Yiizbasigil 2010). Yorede, Pasteurella spp. kaynakli koyun pnémonilerinde en
guncel veriler Eser ve ark. (2020)’na ait olup arastirmaclar Erzurum’da bir
mezbahaneden aldiklar1 pnémonik 100 koyun akciger orneginden bakteriyolojik
yontemlerle %17 Pasteurella spp. izole etmislerdir. Bu ¢alismada, in vitro kalturd
gerceklestirilen 200 adet pnomonili koyun ve sigir akciger orneklerinde toplam
Pasteurella spp. izolasyonu %8 olup, bu oran koyun pnémonili akciger 6rneklerinde
%7 ve s1g1ir pndmonili akciger 6rneklerinde ise %9 olarak degismekteydi. Pasteurella

etkenleri igerisinde tiir dagilimi1 P. multocida igin %3,5 ve M. haemolytica igin %4,5
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olarak degismekteydi. P. multocida izolatlarinin 4 (%4)’i sigir ve 3 (%3)’t koyun
pnomonili akcigerlerine ait iken, M. haemolytica izolatlarinin 5 (%5)’1 sigir ve 4
(%4)’t koyun pnomonili akcigerlerine aitti. Mevcut caligmadaki identifikasyon
bulgular1 bir¢ok arastirma bulgulari ile benzerlik gosterirken (Dinler 1998, Kilig ve
Muz 2004, Kirkan ve ark. 2005, Konak 2012, Ulker ve ark. 2012, Tolera ve ark. 2019,
Ashrafi ve ark. 2022), diger bir¢ogunda elde edilen pozitiflikten daha diisiik kalarak
farklilik arz etmektedir (Ulgen ve ark. 1997, Saglam ve ark. 1999, Giirbiiz 2003, Orug
2006, Tel ve Keskin 2010, Yiizbasigil 2010). Bu durum, ¢alismalarin yapildig
cografya, iklim, sezon ve yil farkliliklari; ¢aligmalarda kullanilan materyal sayisi,
orijinleri ve turd, materyalin pnémonik olgular temsil etme durumu, materyallerin
elde edildigi konagin tiirii, yasi, bakim ve beslenme sekli gibi farkliliklar; ¢aligmalarda
kullanilan  yontem  cesitliligi  gibi  birgok  faktérden kaynaklanabilecegi
diistindurmektedir. Ancak, mevcut ¢alismada, yorede 1998’den beri bildirimleri
baslayan ve farkli zaman dilimlerinde dalgali bir seyir (pozitiflik oran1 %2,12 ile
%56,14 degismektedir) izlenimi veren Pasteurella spp. varligi bildirilen simirlar

icerisinde bir oran gostermistir.

Pasteurella etkenlerinin tanimlanmasinda kiiltiirel yontemlerin yani sira,
korunakli gen bélgelerinin amplifikasyonunu saglayan PZR yontemleri de yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Diger bakterilere kiyasla in vitro kulltiri daha zahmetsiz olan
Pasteurella etkenlerinin teshisinde kiiltir ile PZR yontemlerinin uyumu daha
yuksektir (Deressa ve ark. 2010, Kumar ve ark. 2015, Gulaydin ve Gurturk 2018,
Tabatabaei ve Abdollahi 2018). Mevcut ¢alismada fenotipik yontemlerle P. multocida
(n=7) ve M. haemolytica (n=9) 6n tanis1 konulan izolatlarin tiimii tiir spesifik PZR ile
dogrulandi. Fenotipik yontemlerle PZR yonteminin tanisal uyumu diger ¢alismalara
(Gller ve ark. 2013, Kumar ve ark 2015) benzer sekilde oldukga yiiksekti. Cok sayida
metabolik aktiviteyi es zamanli olarak kisa siirede test ederek yuksek tanisal dogruluk
saglayan otomatize identifikasyon sistemlerinin veteriner hekimlik alaninda kullanimi
heniiz yayginlik kazanmamistir (Alarawi ve Saeed 2021). Ancak, uygulandig: takdir
de otomatize identifikasyon sistemlerinin elde edilen izolatlarin antimikrobiyal
aktivitelerini belirleme gibi 6nemli bir avantaji bulunmaktadir. Bu sistemlerin

veteriner hekimlik alaninda az sayida kullanimi tanisal yeterlilikle ilgili kiyaslamalari
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da sinirlamaktadir. Yine de bu caligmada, fenotipik ve molekuler ydntemlerle
identifikasyonu gergeklestirilen 7 adet P. multocida ve 9 adet M. haemolytica
izolatlarinin tamami Vitek 2 Compact identifikasyon sistemi ile benzer sekilde
dogruland1. Bu veriler, VITEK 2 Compact otomatize identifikasyon sisteminin, kiltur
ve PZR yontemleri ile benzer ve yiiksek tanisal dogruluga sahip oldugunu

gostermektedir.

Pasteurella spp. kaynakli koyun ve sigir pnomonilerinde enfeksiyonun
kompleks seyri hastalikla miicadelede etken spesifik antibakteriyel tedaviyi zorunlu
kilmaktadir. Tedaviye baslama zamani ve antibiyotigin yeterli doz ve siirede
kullaniminin yani sira uygun antibiyotik secimi tedavi basarisini olumlu yonde
etkilemektedir. Pasteurella etkenlerinden ileri gelen enfeksiyonlarda daha cok
betalaktam, tetrasiklin ve florokinolon gibi antibiyotikler ve sulfonamidler gibi
antimikrobiyaller kullanilmaktadir (Gureli 2009). Ancak yaygm kullanilan bu
antimikrobiyallere karsi hem P. multocida hem de M. haemolytica tirlerinin yaygin
ve guncel antimikrobiyal direng gelistirdigi bildirilmistir. Ashrafi ve ark. (2022),
[ran’da enfekte ve saglikli sigir akciger 6rneginden elde ettikleri 14 P. multocida ve
22 M. haemolytica izolatinin tiimiinii tulatromisin duyarli saptarken, penisilin ve
eritromisine yiiksek direnclilik belirlemistir. Katsuda ve ark. (2013), Japonya’da
saglikli ve enfekte buzagilardan elde ettikleri 378 P. multocida izolatinin 102
(%27)’sinin test edilen 9 antimikrobiyalden en az birine direngli oldugunu, bunlar
arasinda oksitetrasiklin direnci en yaygin (%21,7) olmak Uzere thiamfenikol,
ampisilin, kanamisin, florfenikol direnci sirasiyla %13,2, %5,8, %9 ve %0,5
saptamigtir. Sefazolin, seftiofur, sefquinom ve enrofloksaine karsi tiim izolatlarin
duyarl oldugu belirlenmistir. Ulker ve ark. (2012), Hatay yoresinde, sigir pndmonik
akciger Orneklerinden elde ettikleri 3 P. multocida izolatinin, amoksisilin, amoksisilin-
klavulanik asit, trimethoprim-sulfametoksazol, enrofloksasin ve penisilin-G’ye
duyarli oldugunu, eritromisin, oksitetrasiklin ve gentamisine ise %34 tiniin direngli
oldugunu saptamiglardir. Konak (2012), Afyonkarahisar yoresinde, sigirlarda solunum
yollarindan elde ettikleri 48 P. multocida izolatinin %95,8’inin florfenikole,
%93,8’inin seftiofura, %91,7’sinin amoksisilin-klavulanik aside duyarli oldugunu,

izolatlar arasinda oksitetrasiklin direncini %22,9, penisilin G ve eritromisin direncini
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ise %20,8 oldugunu bildirmistir. Tel ve Keskin (2010), pndmonik koyun
akcigerlerinden elde ettigi 76 P. multocida izolatinin 72 (%95)’sinin ampisilin ve
amoksisilin, 74 (%97)’inin norfloksasin ve tetrasiklin, 70 (%92)’inin
sulfametaksazol-trimetoprim ve 66 (%87)’simnin eritromisin, streptomisin  ve
gentamisin duyarlt oldugunu bildirmislerdir. Aynmi ¢alismada, M. haemolytica
izolatlarinin tamami sulfametaksazol-trimetoprim ve norfloksasine, 29 (%97)u
gentamisin ve streptomisine, 27 (%90)’si eritromisine, 26 (%87)’s1 tetrasikline, 18
(%60)’1 ampisiline, 9 (%30)’u amoksisiline duyarli saptanmistir. Giilaydin ve ark.
(2021), sigirlarin solunum yollarindan izole ettikleri 59 adet P. multocida izolatinin E-
test yontemiyle MIK degerlerini belirlemis ve izolatlarin tamamini enrofloksasin,
kloramfenikol ve gentamisine duyarli, sefoksitine ise direngli saptamislardir. Ayrica
izolatlar arasinda ampisilin direnci %88,14, tilmikosin direnci %64,41, klindamisin
direnci %83,05 ve streptomisin direnci %59,32 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada,
EUCAST’a gore P. multocida izolatlarinin tamaminin ampisilin, amoksisilin-
Klavulonik asit ve trimetoprim-sulfametaksazole ve 1 (%14,29)’inin doksisikline
direngli oldugu, CLSI’ye gore ise izolatlarin tamaminin ampisilin ve amoksisilin-
klavulonik asite, 3 (%42.86)’liniin enrofloksasine ve 5 (%71,43)’inin tetrasikline
direncli oldugu saptandi. Her iki manuele gore direncli saptanan izolatlarin ampisilin,
amoksisilin-klavulonik asit ve trimetoprim-sulfametoksazol MiK degerleri sirasiyla
<2 - >32 ug/ml, <2 ug/ml ve <20 - 40 ug/ml arasinda degismekteydi. Calismada
EUCAST’a gore M. haemolytica izolatlarinin  tamamiin  trimetoprim-
sulfametaksazole ve 4 (%44,44)’linlin ampisiline direngli oldugu saptandi. CLSI’ye
gore ampisiline tamaminin, enrofloksasine 3 (%33,33)’linlin, tetrasikline 3
(%33,33)’liniin ve seftiofura 1 (%11,11)’inin direngli oldugu saptandi. Her iki manuele
gore direngli saptanan izolatlarin ampisilin, amoksisilin-klavulonik asit ve
trimetoprim-sulfametoksazol MIK degerleri sirastyla <2 - >32 ug/ml, <2 ug/ml ve <20
ug/ml olarak degismekteydi. Bakteri 06zelinde ve bireysel antibiyotik
duyarhlik/direncliliginde benzer oranlar ve MiK araliklar elde edilse de (Ulker ve ark.
2012, Katsuda ve ark, 2013, Giilaydin ve ark. 2021), diger c¢alismalarla
kiyaslandiginda (Tel ve Keskin 2010, Konak 2012) mevcut ¢calismada her iki etiyolojik
etken icin yuksek antimikrobiyal direncin saptanmasi, bolgesel antibiyotik kullanimin

farkliligt ve yaygmligindan kaynaklanabilecegi seklinde yorumlandi. Caligmada,
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EUCAST’a gore P. multocida izolatlarinin 7 (%100)’sinde U¢lu antibiyotik direnci ve
1 (%14,29)’inde dortlii antibiyotik direnci gozlenirken, CLSI’ye gore izolatlarin 3
(%42,86)’tinde dortlii antibiyotik direnci ve 7 (%100)’sinde ikili antibiyotik direnci
saptand1. P. multocida izolatlarinin EUCAST’ ve CLSI’ye gore 7 (%100)’sinde en az
ikili olmak (zere coklu antibiyotik direnci mevcuttu. Yine, EUCAST’a gore M.
haemolytica izolatlarinin 4 (%44,44)’inde ikili antibiyotik direnci gdzlenirken,
CLSTI’ye gore izolatlarin 1 (%11,11)’inde ii¢lii antibiyotik direnci, 1 (%11,11)’inde
farkli tlrde Ggl antibiyotik direnci, 2 (%22,22)’sinde ikili antibiyotik direnci ve 2
(%22,22)’sinde farkli tiirde ikili antibiyotik direnci saptandi. M. haemolytica
izolatlarinin EUCAST a gore 4 (%44,44)’tiinde ve CLSI’ye gore 5 (%55,56)’inde en
az ikili olmak uzere coklu antibiyotik direnci mevcuttu. Pasteurella tiirleri arasinda
genel coklu antibiyotik diren¢ pozitifligi ise EUCAST’ a gore %68,75 (n= 11) ve
CLSI’ye gore %62,5 (n= 10) olarak belirlendi. Bu oranlar hem bakteri 6zelinde hem
de test edilen antmikrobiyal madde 6zelinde yiiksek olup bunun yansimasi olarak
yaygin ¢oklu antibiyotik direng pozitifiligine yol agmistir. Ayrica ¢oklu antibiyotik
direngliligin yuksek olusu bu direngliligin tanimlamasinda hesaba katilan direngli
antibiyotik sayis1 ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir ki, mevcut ¢calismada iki ve
izeri antibiyotige direng gelisimi ¢oklu antibiyotik direnci olarak ele alinmistir. Yine
de coklu antibiyotik direng pozitifligi birgok arastirmaci tarafindan bildirilen (Klima
ve ark. 2020, Bahr ve ark. 2021; Giilaydin ve ark. 2021) direngli antibiyotik

tiir/kombinasyonuna ve direng oranlarina benzer niteliktedir.

Pasteurella  enfeksiyonlarmin  sagaltiminda  penisilin,  tetrasiklin,
sulfametoksazol-trimetoprim, aminoglikozid ve makrolidler gibi antibiyotikler yaygin
kullanilmakta olup bu antibiyotiklere direngten sorumlu olan yaygin direng genleri
arasinda sirasiyla blaROB-1, tet H, sul Il, str A/aphA 1 ve erm 42 bulunmaktadir
(Klima ve ark. 2011, Giilaydin ve ark. 2021). Penisilinlerin haricinde, sefalosporinler,
karbapenemler, monobaktamlar ve beta laktamaz inhibitérleri gibi beta-laktam
antibiyotiklere dirence yol acan CTX-M, TEM, SHV ve OXA diren¢ genleri de
tanimlanmstir (Michael ve ark. 2012, Elsayed ve ark. 2021). Giilaydin ve ark. (2021),
sigirlardan izole edilen fenotipik olarak penisilin ve ampisilin direncliligi bulunan 4

adet P. multocida izolatinin 3 (%75)’iinde blaROB-1, tetrasiklin direngliligi bulunan
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21 adet izolatin 20 (%95,24)’sinde Tet H ve 1 (%4,76)’inde Tet B ve trimetoprim-
salfemetoksazol direngliligi bulunan 23 izolatin tamaminda Sul Il direng geni
bildirmistir. Sahay ve ark. (2020), koyun solunum sisteminden elde ettigi M.
haemolytica ve P. multocida izolatlar1 arasinda blaOXA-2, blaROB-1 ve Sul 2 direng
gen varlhigini sirasiyla %11,11 ve %0, %3,7 ve %0, %22,22 ve %42,86 saptamiglardir.
Izolatlar arasinda Tet H ve AaDB gen pozitifligine rastlanilmamigtir. Susmitha ve ark.
(2020) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada pnomonik koyun akcigerlerinden elde
ettikleri P. multocida izolatlari arasinda %42,8 Tet B pozitifligi saptanirken, izolatlar
Sul 2 yoniinden negatif bulunmustur. Mevcut ¢alismada, P. multocida izolatlarinin 5
(%71,43)’inde AaDA25, 3 (%42)’inde AaDB, 4 (%57,14)’iinde Tet H, 6
(%85,71)’sinda Sul 2, 7 (%100)’sinde blaOXA58 ve 7 (%100)’sinde blaTEM
antibiyotik direng genleri tespit edildi. M. haemolytica izolatlarinin 6 (%66,67)’sinda
AaDA25, 7 (%77,78)’sinde AaDB, 7 (%77,78)’sinde Sul 2, 2 (%22,22)’sinde
blaOXA58 ve 9 (%100)’'unda blaTEM antibiyotik diren¢ genleri tespit edildi.
Pasteurella tiirleri arasindaki antibiyotik direnci, cografi konum, profilaktik veya
sagaltim amagl antibiyotik 6n tedavisi varligi, alinan antibiyotik dozu ve alis siiresi
gibi dig faktorlerin yani sira, izolatlarin gen havuzunda diren¢ genlerini barindirma
yetenekleri ve bunlarin saptanabilirligine de baglidir. Dolayisiyla diger ¢alismalarla
kiyaslandiginda antibiyotik diren¢ gen varligindaki bu oransal farkliliklar normal
karsilanmaktadir. Yine de her iki etiyolojik etken i¢in bilinen antibiyotiklere karsi
fenotipik olarak yliksek oranda ve ¢oklu bir sekilde saptanan direng varligina paralel
olarak direng gen cesitliligi ve frekanslar1 da yiiksek saptandi. Bu durum, genellikle
plazmid kaynakli olan ve kolay aktarilabilir 6zelligi ile solunum sistemi yerleskesi
olan diger bakterilere yatay yolla transferi olasiligi endisesini de beraberinde

getirmektedir.

16S rRNA prokaryotik mikroorganizmalarda oldukga korunakli bir gen
bolgesidir. 16S rRNA dizileme, yeni bakterilerin tanimlanmasinda, taksonomik
caligmalarda ve epidemiyolojik arastirmalarda ve filogenetik analizinde degerli
sonuglar saglamaktadir (Janda ve Abbott 2007). 16S rRNA sekanslama, Pasteurella
tirlerinin tanimlanmasinda, filogenetik analizlerinde, genetik ¢esitliliklerinin ortaya

konulmasinda ve taksonomik arastirmalarda yaygin bir sekilde kullanilmistir (Angen
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ve ark. 1999; Davies, 2004; Dey ve ark. 2007; Hassan ve ark. 2016; Narcana ve ark.
2020). 16S rRNA sekanslamanin Pasteurella tiirleri i¢in ilk kullanim1, P. haemolytica
olarak tamimlanan susun M. haemolytica olarak yeniden Klasifikasyonun
gerceklestirildigi taksonomik ¢alisma olmustur (Angen ve ark. 1999). Takiben, Dey
ve ark. (2007), bufalo, sigir, domuz, koyun ve kegiden elde ettigi P. multocida B:2
izolatlarinin 16S rRNA sekans analizi sonucu izolatlar arasinda yiiksek homoloji
saptamislardir. Hassan ve ark. (2016), benzer sekilde, koyun, sigir ve bufalo P.
multocida izolatlar1 arasinda varyasyonu belirlemek amaciyla gerceklestirdikleri
calismada 16S rDNA ve KMTI gen sekansi sayesinde sigir ve koyun izolatlar
arasindaki yakin iligkilerden ziyade, manda ve sigirlardan izolatlar1 arasinda daha
yiiksek bir benzerlik saptamiglardir. 16S rRNA sekanslama, ayni konak tiirii igerisinde
sirklle olan P. multocida izolatlar1 arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in de kullanilmigtir
(Taylor ve ark. 2014). Mevcut ¢calismada, identifiye edilen 7 adet P. multocida ve 9
adet M. haemolytica izolatinin filogenetik benzerlikleri, 16S rRNA gen sekanslarinin
MEGA 11 programinda Neighbor joinning yOntemiyle analizi sonucu olusturulan
dendrogramlar esliginde yorumlandi. Ortak atadan geldigi disiiniilen 4 sigir ve 1
koyun izolat1 (0Q064059.1, 0Q064060.1, 0Q064074.1, 0Q064072.1, 0Q064066.1)
dendrogramin birinci kiimesinde yer aldi. Kendi igerisinde yiksek (%97) benzerlik
gosteren bu kiimeye ait izolatlar, GenBank'tan elde edilen dizilimlerine gore farkl
taksonlarda yer aldi. Bu 5 izolat, Ingiltere ve Galler’de 1987-1999 yillar1 arasinda
cogunlukla enfekte hayvanlardan elde edilen Ingiliz sus koleksiyonuna ait bir adet
pnémonili sigir P. multocida subsp. multocida PM564 susu (AY299306.1) (Davies,
2004) ile kardes taksonda yer aldi. Dendrogramin diger kiimesini olusturan 2 adet
koyun P. multocida izolati (0Q064068.1 ve 0Q064070.1) ise kendi arasinda
parafiletik bir gorinum sergilemis olup, 0Q064068.1 kodlu izolat, Hindistan’da 2015
yilinda pnomonik koyunlardan elde edilen P. multocida strain NIVEDI/PMS-4
(KU585899.1) (Swati ve ark. 2016) ile yakin taksonda yer aldi. OQ064070.1 kodlu
izolat ise ilgili kiimenin dis taksonunu olusturdu. M. haemolytica izolatlar1 da 2 ana
kiime icerisinde oldukga heterojen bir dagilim sergiledi. Birinci kiime, OQ064065.1,
0Q064073.1, 0Q064062.1 ve 0Q064063.1 kodlu 3 sigir ve 1 koyun izolatindan
olusmaktaydi ve bu izolatlar parafiletik bir dagilim sergiledi. 0Q064065.1 kodlu sigir

izolat1, Edinburgh Enstitiisii tarafindan 1968 yilinda kuzu nazofaringeal mukusundan
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saptanan M. haemolytica NCTC 10624 susu (M75063.1) (Dewhirst ve ark. 1993) ile
yakin taksonda yer alirken, OQ064073.1 kodlu koyun izolatt ve OQ064062.1 kodlu
s1g1r izolat1 ise dis taksonlar1 olusturdu. Dis taksonun diger bir iiyesi olan 0Q064063.1
kodlu s1gir izolat1 ise Kang ve ark. (2012) tarafindan bildirilen koyun akcigerine ait M.
haemolytica strain XINKY-125-YF1 susu ile ayni taksonda yer aldi. Dengrogramin
diger kiimesini ise 0Q064061.1, 0Q064071.1, 0Q064064.1, 0Q064069.1 ve
0Q064067.1 kodlu 2 adet s1igir ve 3 adet koyun izolat1 olusturdu. Bu izolatlar arasinda
da parafletik bir baginti mevcuttu. 0Q064067.1 kodlu koyun izolati, Katsuda ve ark.
(2012) tarafindan bildirilen M. haemolytica Th1405 susu ile ayni taksonda yer alirken,
diger 4 izolat oldukga uzak bir filogenetik pozisyon sergiledi. Genel olarak
bakildiginda, iki ayr1 filogenetik pozisyonda (kiime) yer almalarmma ragmen P.
multocida izolatlarinin birbirlerine olan yakinliklari, M. haemolytica izolatlarina
kiyasla daha fazla saptandi. 16S rRNA gen sekanslama, iilkeler arasi sinir
komsulugundan dolay1 olasi olan ortak ata epidemilerini ve farkli cografyalara ait sus
benzerliklerini ortaya ¢ikarabilmektedir. Ancak, 16S rRNA gen sekansi sonrasi
Pasteurella izolatlarinin ¢esitli kimelere taksimine yonelik bir tiniformite olmadigi
icin farkli ¢alismalardan elde edilen bakteri konumlar1 birbirleri ile tam olarak
ortismemekte ve ayri taksonlarda yer almaktadir. Uzak cografyalara ait sus
benzerlikleri ise genelde tesadiften ibarettir. Bu benzerliklerin bir nedeni de gen
bankalarinda {ilkeleri temsil eden sekans verilerinin ve standart taksonlarin
yetersizligidir. Mevcut ¢aligmada, bazi P. multocida ve M. haemolytica izolatlart,
Britanya ve Hindistan gibi iilkemize olduk¢a uzak cografyalarin izolatlar1 ile
benzestirilmeye ve filogenetik iliski kurulmaya calisilmistir. Ulkemizde koyun ve
sigirlarda solunum sistemi infeksiyonlarindan sorumlu Pasteurella tirlerine ait sekans
verileri oldukca eksiktir. Dolayisiyla, mevcut caligmada elde edilen izolatlarin,
ulkemize cografi olarak yakin olmayan iilkelerin izolatlar: ile filogenetik benzerlik
gostermesi sasirtict degildir. Ulkeye 6zgii sekans verilerinin artmasi ve yeni

taksonlarin olusturulmasi ile bu sus benzerlikleri yeniden yorumlanabilecektir.



65

Sonug olarak, bu ¢aligmada, Erzurum yoresinde mezbahanelerde kesimi
yapilan 100 adet sigir ve 100 adet koyun pnomonili akciger 6rneklerinden
Pasteurellaceae ’nin kiiltiir pozitifligi %8 saptandi. Fenotipik yéntemler, otomatize
sistem (Vitek 2 Compact sistem) ve molekiler yontemlerle (PZR) identifikasyon
sonucu Pasteurella tiirlerinin dagilim: 7 adet P. multocida ve 9 adet M. haemolytica
olarak belirlendi. Sigirlarda P. multocida pozitifligi %4 ve M. haemolytica pozitifligi
%5 iken, koyunlarda P. multocida pozitifligi %3 ve M. haemolytica pozitifligi %4
olarak tespit edildi. Mevcut ¢alismada, Erzurum yoresinde 1990’11 yillarin sonlarina
dogru bildirimleri baslayan sigir ve koyun Pasteurella infeksiyonlarinin yayginligina
benzer bir pozitiflik (%8) elde edildi. Hemorajik septisemi ve pndmoni basta olmak
Uzere hayvanlarda akut olgularda 6lum ve kronik olgularda verim disiikliigiine yol
acarak onemli ekonomik kayiplar olusturan Pasteurella enfeksiyonlarinin yayginligi
(%8), yorede asilama basta olmak Uzere predispozsiyon olusturacak faktorlerin
azaltilmast ve hayvan refahinin yiikseltilmesine yonelik programlarin uygulamasini
gerekli kilmaktadir. Pasteurella tirlerinin identifikasyonunda VITEK 2 Compact
identifikasyon sistemi ile PZR’nin tanisal uyumu %2100 olarak saptandi. Bu bulgular,
sigir ve koyunlarda pndmoni vakalariin hizli ve dogru tanisinda PZR ve VITEK 2
Compact otomatize identifikasyon sisteminin tanisal yeterliligini de ortaya

koymaktadir.

Bu ¢alismada, tanimlanan 7 adet P. multocida ve 9 adet M. haemolytica
izolatinin antibiyotik duyarliliklart VITEK 2 Compact sistemi ile gergeklestirildi ve
sonuclar EUCAST ve CLSI manuellerine gore yorumlandi. P. multocida izolatlar
arasinda ampisilin, amoksisilin-klavulonik asit ve trimetoprim-sulfametaksazol
direnci oldukca yuksek olup, izolatlarin seftiofur ve doksisiklin duyarliliklari ise
yuksekti. P. multocida izolatlarinin en az %71,43’linde ¢oklu antibiyotik direncine
rastlanildi. M. haemolytica izolatlar1 arasinda ampisilin ve trimetoprim-
sulfametaksazol direnci oldukga yiiksek olup, izolatlarin amoksisilin-klavulonik asit,
doksisiklin ve seftiofur duyarliligi yiiksekti. M. haemolytica izolatlarinin en az
%44,44’iinde ¢oklu antibiyotik direncine rastlanildi. VITEK 2 Compcat sistemi ile
fenotipik olarak yiiksek antibiyotik direnci saptanan P. multocida ve M. haemolytica



66

izolatlarinin bu bulgularma paralel olarak ilgili antibiyotiklere direngten sorumlu olan

gen pozitiflikleri de ytliksek saptandi.

Ayrica, izolatlar arasinda ¢oklu antibiyotik diren¢ gen varligi ve farkl direng
gen kombinasyonlarina da rastlanildi. Gelisgiizel ve uzun siire antibiyotik kullanimina
bagli olarak ortaya g¢ikan yiiksek antibiyotik direnci veteriner hekimlik alaninda
Pasteurella spp. kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek antibiyotik
seceneklerini sinirlandirmaktadir. Yine de bu ¢alismada da saptandigi gibi seftiofur ve
doksisiklin, Pasteurella kaynakli pnomonilerin tedavisinde hentiz ilk tercih
edilebilecek antimikrobiyaller olarak goriilmektedir. Ancak, farkli konaklardan
periyodik olarak elde edilecek izolatlarin karakterizasyonu, antibiyotik duyarlilik
profillerinin ortaya konulmasi ve dirence yol acacak genetik alt yapinin belirlenmesi
Pasteurella enfeksiyonlarinin eradikasyonuna katki saglayacak faydali uygulamalar
olarak yerine getirilmesi gerekmektedir.

Bu ¢alismada, fenotipik karakterlerine gére P. multocida ve M. haemolytica
olarak tanimlanan izolatlarin 16S rRNA sekans analizleri sonucu identifikasyonlari
yiiksek dogrulukla (%100) teyit edildi. Ayrica, bu lokal suslara benzer konaklardan
elde edilen mikroorganizmalarla kiyaslanarak filogenetik bir pozisyon kazandirildi.
Enfeksiy6z etkenlerin teshisi, varyant analizi ve taksonomik guincellemelerde biyuk
fayda saglayan sekans analizleri ve filogenetik gruplandirmalara yonelik arastirmalar
giderek yayginlagsmakta olup, mevcut ¢alismada da oldugu gibi tanisal basaris1 yiiksek,
ucuz ve kolay erisilebilen bu teknolojinin Pasteurella enfeksiyonlarin teshisine
entegre edilebilecegi ve hatta konvansiyonel yontemlere alternatif olabilecegi

ongorulebilir.

Sigir ve koyun pnoémonilerinde etiyolojik etken olarak P. multocida ve M.
haemolyitca’nin yayginligi, antibiyotik duyarliliklarinin ve mevcut direngliliklerine ait
genetik mekanizmalarin belirlenmesi gibi lokal davraniglarinin yani sira evrensel sus
koleksiyonundaki filogenetik yerlerinin belirlenmesi gibi kiresel davranislarinin da
belirlendigi bu ¢aligmaya ait verilerin, Pasteurella spp. kaynakli pnémoni olgularinin

eradikasyonunda fayda saglayacagi umulmaktadir.
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