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OZET

Kiitahya Ilindeki Mezbahalarda Kesilen Sigirlarda Pasteurella spp.
zolasyonu, Identifikasyonu ve Antibiyotik Duyarhbklarinin Tespit

Edilmesi

Yapilan bu tez ¢alismasinda Sigir pnomonilerine sebep olan en &nemli
bakteriyel etkenlerden biri olan Pasteurella tiirlerini izole ve identifiye
ederek tedavide en dogru yaklasim olarak antibiyotik duyarliliklarini
belirlemek amaglanmistir. Bu sebeple Kiitahya ilindeki mezbahalarda

kesilen sigirlardan 210 akciger 6rnegi alindi.

Elde edilen 6rneklerden yapilan Gram boyama ile 89 (%42) Gram negatif
bakteri izole edildi. Bu bakteriler gesitli biyokimsayal testlere tabi tutuldu.
Pasteurella tiirlerinin &zelliklerini gosteren 17 6rnek otomatize Vitek 2
cihazinda identifiye edildi. Identifikasyon sonucu 2 (%0,95) susun

Pasteurella multocida oldugu tespit edildi.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda izole ve identifiye edilen 2 (%0,95) adet P.
multocida suslarmin antibiyotik duyarliliklari tespit edildi. P. multocida
suglarinin  amoksisilin klavulanik asit, enrofloksasin, siprofloksasin ve
seftiofura %100 oraninda duyarli, danofloksasin’e ise %50 duyarli %50
artirilmis  dozajda duyarli oldugu gozlemlenirken, siilfametaksazol-

trimetoprim ve tetrasikline %100 oraninda direngli oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Sigir, Pasteurella, Antibiyotik Duyarlilik
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SUMMARY

Pasteurella spp. In Cattle Slaughtered in Slaughterhouses in Kiitahya Province

Determination of Isolation, Identification and Antibiotic Sensitivity

In this thesis study, it was aimed to isolate and identify Pasteurella species, one of
the most important bacterial agents that cause bovine pneumonia, and to determine
the antibiotic sensitivity as the most accurate approach in treatment. For this reason,
210 lung samples were taken from cattle slaughtered in slaughterhouses in Kiitahya

province.

89 (42%) Gram negative bacteria were isolated by Gram staining from the samples
obtained. These bacteria were subjected to various biochemical tests. Identification
of 17 samples showing the characteristics of Pasteurella species was performed on
an automated Vitek 2 device. As a result of the identification, 2 (0.95%) strains were

found to be Pasteurella multocida.

Antibiotic susceptibilities of 2 (0.95%) P. multocida strains isolated and identified
were determined as a result of the studies. It was observed that P. multocida strains
were 100% sensitive to amoxicillin clavulanic acid, enrofloxacin, ciprofloxacin and
cefthiofura, and 50% sensitive to danofloxacin at 50% increased dosage, while 100%

resistant to sulfamethaxazole-trimethoprim and tetracycline.

Key words: Cattle, Pasteurella, Antibiotic Susceptibility



ONSOZ

Pasteurella enfeksiyonlar1 gerek iilkemizde gerek diinyada ekonomik olarak
biiyiilk bir 6neme sahiptir. Hastaligin ortaya ¢ikisinda bakteri, viriis ve
parazit gibi etiyolojik ajanlar ile beslenme noksanligi, iklimsel degisiklik,
olumsuz barinak sartlari, nakil gibi gesitli ¢evresel etkenlerde

bulunmaktadir.

Pasteurollozis, hem diinyada bir¢ok iilkede goriilmekte hem de konakgi
cesitliligi ¢ok genistir. Solunum yolu enfeksiyonlarinda Pasteurella
tirlerinin  yaygin sekilde izole edildigi arasgtirmacilar tarafindan

bildirilmistir.

Tez konumun belirlenmesinde ve yiiriitiilmesindeki katkilarindan dolayi
danigman hocam Prof. Dr. Beytullah KENAR’a ve Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Bagkan1 Prof. Dr. Esra SEKER’e, bilgi ve tecriibesiyle destek olan
Bayat Meslek Yiiksek Okulu Ogretim Uyesi Dr. Ogr. Uyesi Selahattin
KONAK’a, c¢aligmalarimda yardimlarimi1 esirgemeyen  Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Arastirma Gorevlisi Oguz Kagan TUREDI’ye ve
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calismalarimda yardimci olan kuzenim Uzman Veteriner Hekim Gizem
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1.GIRIS
1.1. Pasteurella Tiirlerine Genel Bakis
1.1.1. Tamim

Pasteurella kavrami, Louis Pasteur tarafindan tavuklardaki kolera hastagina neden
olan etmenler iizerine ¢alismalar referans alinarak ortaya ¢ikmistir. Pasteur kanath
hayvanlarda koleraya karsi bagisiklik kazanimi ile sonuglanan bu calismalarinda
yinelenen pasajlar yontemiyle hastaliga sebep olan etkenin attenuasyonunu

saglamistir (Mutter vd., 1989; Kubatzky, 2012).

Pasteurella multocida ise siit ve besi hayvanlarindan sigirlarin solunum sistemleri
tizerinde ¢ogunlukla izole edilen, ploropndmoni ve bronkopnomoniye sebep olan bir
etkendir. Ayrica bu etken bir¢ok stres kaynakli sartlarda ve o6zellikle Shipping
fever (pasterelloz)’ 1 olusmasinda baslatici sebeplerdendir. Bunun yaninda
Pnomonik pastorelloz hastaginda c¢ogunlukla Serogrup A’nin  izole durumda
birakildigi belirtilmistir (Okay vd., 2011). P. multocida sigirlarin solunum yollari
enfeksiyonlarinda  goriilmekle  birlikte, sigir ve mandalarda septisemik
pasteurellozisis olusumunun en 6nemli etkenlerinden olan ve hemorajik septisemiye
sebep olan bir etkendir. P. multocida ilk olarak tarihte 1880’ lerde Malezya’da
ortaya ¢ikmistir (Bain vd., 1982). Genellikle yabani hayvanlarda ¢ogunlukla Serotip
B:2 ve B:5 goriilmekle birlikte, serotipler Asya kitasinda B:2 ve Afrika kitasinda ise
E:2 seklinde gozlemlenmektedir. Hastalifin perakut seklinde seyretmesi ve hizl
oliimlere yol agmasi nedeniyle, tedavi ¢ogunlukla yetersizdir (Bain vd., 1982; OIE,
2008).

Ayrica, domuzlarda konka atrofisi olarak tanimlanan ve gelisimi engelleyen Atrofik
rinitis ve bronkopndmoni enfeksiyonlar1 goriilmektedir. Bu enfeksiyonlar Diinya
ekonomisine 6nemli kayiplar vermektedir (Lax ve Chanter, 1990). Bunun yani sira
tavuk koleras1 da sonuglar itibariyle diinya ekonomisini olumsuz olarak etkileyen,
kronik sekliyle ilerleyen, evcil ya da yabani kanatli hayvanlarda perakut, akut ve
septisemik olarak da devam eden, yiiksek oranda mobidite ve fatalite nedeni olarak
bilinen enfeksiyondur. Bu enfeksiyonun perakut ya da akut olarak ortaya cikan

vakalarmin tedavisinde kemoterapi olduk¢a sinirlidir. Bu nedenle bu enfeksiyonlar



icerisinde rezervuar enfeksiyonlarin ortaya ¢ikarilmasi ve bunlarin eliminize edilmesi
son derece 6nemlidir (Christensen ve Bisgaard, 2000). Bu enfeksiyonun genellikle
kanatli hayvanlarda goriilmesinin yani sira insanlarda da az da olsa goriilmektedir.
Insanda goriillen bu nadir pastdrellozis durumlar1 genellikle etcil hayvanlarin

tirmalamasi ve 1sirmalart neticesinde agiga ¢iktigi belirtilmistir (Khan vd., 2012).

1.1.2. Pasteurella Tiirlerinin Tarihgesi

Pasteurella ilk olarak Louis Pasteur tarafindan 1800’lerde tavuk kolerasina sebep
oldugu gerekgesiyle tanimlanmustir. Pasteur ard arda pasajlama uygulamasinin
bakteri kaynakli suslarda viriilens etkisini azalttig1 ve bu suslarin inokiile edilmesi ile
kanatli hayvanlarda hastaliga karsi koruyucu bagisiklik kazanildigint belirlemistir
(Dabo vd., 2007). Pasteur tarafindan temelleri atilan bu ¢alismadan yaklasik elli yil
sonrasinda biyokimyasal ve morfolojik yapilari baz alinarak Pasteurella septica ve
nihayetinde 1939 yilinda Pasteurella multocida seklinde adlandirilmistir (Dabo vd.,
2007).

Louis Pasteur tarafindan ortaya konulan g¢alismalarin akabinde pastorelloz kavrami;
Gram negatif, fakiltatif anaerofilik ozellikte, hareketsiz, kokobasil veya ¢omak
morfolojisini igeren etkenlerin evcil hayvanlar {izerinde sebep oldugu enfeksiyon
tirlerini belirtmek i¢in kullanilmistir. Bunun yani sira Pasteurella uzunca bir zaman
Ozellikle ruminantlarla birlikte cogu evcil hayvanda gozlemlenen pulmoner, sistemik
ve septisemik kaynakli enfeksiyonlar igin de baglantili olan bir cins seklinde
kullanilmistir. Ancak zamanla molekiiler biyolojide meydana gelen gelismelerin de
yardimiyla uygulanan DNA hibridizasyonu ve 16 S r-RNA gen sekans analizlerinin
neticesinde aslinda tek bir cins altinda tanimlanan bu etkenlerin, ortak 6zellikler
acisindan oldukga benzer olan ama farkl tiirleri de kapsadig diistiniilerek yeni bir

siiflandirma yolu izlenmistir (Mohamed ve Abdelsalam, 2008).

Nihai smmiflandirma neticesinde Pasteurellacea familyasinda Actinobacillus,
Avibacterium, Mannheimia, Pasteurella, Haemophilus, Histophilus ve Bibersteinia
cinsleri veteriner hekimlik yoniinden olduk¢a Onemli oldugu diisiiniilmektedir
(Quinn vd., 1994). Yapilan yeni siniflandirmada 6nceden Pasteurella haemolytica

biyotip A seklinde tanimlanan tiir Mannheimia granulomatis, Mannheimia varigena,



Mannheimia ruminalis ve Mannheimia glucosida tiirlerinin de i¢inde bulundugu
Mannheimia cinsi igerisinde smiflandirilarak Mannheimia haemolytica olarak
yeniden isimlendirilmistir (Angen vd., 1999; Mohamed ve Abdelsalam, 2008). P.
haemolytica biyotip T Oncelikle Pasteurella trehalosi olarak ve daha sonra ise
Bibersteinia trehalosi seklinde yeniden adlandirilmistir (Harper vd., 2007). Ayrica
kanatli hayvanlarda enfeksiyona yol agan Pasteurella paragallinarum, Pasteurella
volantinium ve Pasteurella gallinarum’da  Avibacterium cinsi igerisine dahil
edilmistir (Blackall vd., 2011). Pasteurellaceae familyasina dahil edilen ve oldukg¢a
onemli patojenik tiirler olan P. multocida, M. haemolytica ve B. trehalosi
hayvanlarda st solunum yolu igerisinde de goriilebilmektedir (Mohamed ve
Abdelsalam, 2008).

M. haemolytica’nin sigir, kegi ve koyunlarda gbzlemlenen pnomoni vakalarinda
birincil veya ikincil etken olarak goriilebildigi, sigirlarda pndmonik pastorelloz
sekliyle gozlemlenen ve shipping fever olarak isimlendirilen ve koyunlarda ise
septisemi ve gangrenli mastitis ve evcil hayvanlarda ise non-spesifik yangilar
seklinde lezyon olusumunda etkili oldugu belirtilmistir. Bununla beraber B.
trehalosi’nin ise 5 ile 12 aylik koyunlar arasinda gozlemlenen septisemi ve akut
sistemik enfeksiyonlarla iligkili oldugu degerlendirilmistir (Mohamed ve
Abdelsalam, 2008; Quinn vd., 1994).

Mutters ve ekip arkadaslar tarafindan 1985 yilinda DNA hibridizasyonu ¢alismalari
neticesinde P. multocida’nin P. multocida, P. gallicida ve P. septica olmak iizere ii¢
farkli alt tiire ayrildigi belirtilmistir (Mutters vd., 1985). Bu calismanin akabinde
Bisgaard ve ekibi tarafindan ortaya konulan diger bir ¢alismada P. multocida alt
tiirlerinin trehaloz, sorbitol ve dulsitol fermantasyon testleri sonuglarina gore
identifiye edilebilecegi ve ayrica P. multocida’nin trehaloz, sorbitol ve dulsitol
pozitif, P.septica’nin dulsitol ve sorbitol negatif ve trehaloz pozitif oldugu, P.
gallicida’nin ise dulsitol ve sorbitol pozitif, trehaloz negatif olarak gozlemlendigi
belirtilmistir (Christensen vd., 2005). Buna ilaveten yapilan diger bir calismanin
sonucunda P. gallicida’nin NCTC 10204 susunun dulsitol negatif olarak bulundugu
belirtilmistir (Fegan ve Vanderline, 1995).



Yapilan ¢alismalar neticesinde P. gallicida’nin kanatli hayvanlardan izolasyonunun
daha fazla oldugu gozlemlenirken, P. septica’nin ¢ogunlukla kedi ve kopekten izole
edildigi belirtilmistir (Dabo vd., 2007). Bununla beraber 2002 yilinda Captini ve
ekibinin ortaya koydugu c¢alismada kaplan 1sirmasindan elde edilen izolatlarin
fenotip ozelliklerinin 16 S rRNAgen sekans analizi ile kiyaslanmasi sonucu elde
edilen bu izolatlarin farkli dordiincii bir alt tiir olarak oldugu ifade edilmis ve bu tiir

P. multocida subsp. tigris olarak adlandirilmistir (Stanek vd., 2002).

1.1.3. Pasteurella Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Pasteurella tiirleri Gram negatif, kii¢iik kokoid ¢omak seklinde, hareketsiz ve spor
olusturmayan tiirlerdir. Ayrica kan veya serum igeren besiyerinde olduke¢a iyi bir
sekilde tireme Ozelligine sahip olan ve agarda birkag giin canli olarak kalabilen,
fakiiltatif anaerofilik, oksidaz ve katalaz pozitif 6zellikleri sahiptir (Markey vd.,
2004). Etkenlerin izole edilmesinde ¢ogunlukla tercih edilen besiyerleri nutrient agar,
cikolata agar ve kanli agar olarak belirtilmistir (Dziva vd., 2008). Bununla beraber
2000 yilinda Lee ve galisma arkadaslar1 tarafindan ortaya konulan bir ¢alismada,
%10 koyun kani, dekstroz, thallous acetate, cycloheximid, kristal violet ve nisasta
eklenmesi ile hazirlanan besiyerinin kanatli hayvanlarda sindirim sisteminden

Pasteurella tiirlerinin izolasyonunda kullanilabilecegi belirtilmistir (Lee vd., 2000).

Pasteurella tiirleri morfolojik olarak kanli agarda mukoid veya mukoid olmayan
koloniler meydana getirmektedir. Mukoid koloniler sigir, tavsan ve domuzlarda
pnomonik akciger lezyonlarindan izole edilebiliyor iken, mukoid olmayan koloniler
ise ¢ogunlukla kanatli hayvanlardan izole edilebilmektedir (Dziva vd., 2008). Kati
besiyerlerinde yuvarlak, parlak, gri ve hemolitik olmayan koloniler meydana
getirirler. Etkenler, dokulardan yapilan Giemsa boyamada bipolar olarak

goriintiilenirler.

Pasteurella tiirleri safra tuzlarina karsi duyarli oldugundan MacConkey agarda

tireyememektedir.

Etkenler laktoz ve maltozu fermente edemezken, glikoz ve sukrozu

kullanmaktadirlar. Ureaz negatif etkenler, ornitin dekarboksilaz ve indol pozitif



etkenledir (Markey vd., 2004). Buna ilaveten, D-trehaloz, D-ksiloz ve L-arabinoz
fermentasyon testleri birbirinden farklilik géstermektedir (Markey vd., 2004).

Pasteurella tiirleri 0.5-1.5 pm uzunlugu 0.2-0.4 um genislige olan oval, kisa, kokoid,
kisa kiigiik ¢gomak ve az da olsa flament bigimdedir. Gram negatif 6zelliklere sahip
bu tiirlerin boyanmasi en iyi genellikle toluidin mavisi, metilen mavisi ve
Giemsa’dir. Enfekte edilmis dokuyla kan kullanilarak hazirlanan preparatlar bipolar
gorliiniime sahip olmanin yani sira sporsuz, hareketsiz ve kapsiillidiirler. Kapsiil
ozellikle A ve D tiplerinde net olarak goriilmektedir. Fosfataz, oksidaz ve katalaz
reaksiyonlar1 bakimindan pozitif 6zelliktedir. P. multocida 'nin laktoz, maltoz, dulsite
ve arabinoz etkileri farklhidir. Ayrica ramnoz, dekstrin, inulin ve salisine etkisi
goriilmemektedir. Nitratlar1 nitrite indirger ve indol pozitiftir. Buna karsilik B -
galaktosidaz, VVoges Proskauer (VP) ve Metil Red (MR) negatif olup, P. multocida
aerob ya da fakiiltatif anaerofilik olarak optimum 37 °C’de 24-48 saat arasi 7.2-7.8
pH’da iireyebilmektedirler (Aydin, 2006).

1.1.4. Pasteurella Tirlerinin Virulens Faktorleri
1.1.4.1. Kapsiil

Pasteurella suslarinin kapsiil temelli antijenleri goz oniine alindiginda, tiirler bes
farkli serogruba ayrilmakta olup, bunlar A, B, D, E ve F tip kapsiillerdir (Harper vd.,
2006). Bu kapsiil tiplerinden, tip A ve tip D’nin kanath hayvanlarda koleraya sebep
oldugu bilinmektedir. Bu kapsiillerden tip A suslar1 domuz kaynakli pnomoni
vakalarindan izole edilmektedir. Ayrica tip F suslari, genellikle hasta olan kanath
hayvanlardan 6zellikle de hindi ve buzagilarda Sliimciil fibrinli peritonitlerden izole
edilmekte olup, tip D suslar1 ise domuzlarda goériilen kuru burun (atrofik rinit-6zena)
vakalarindan izole edilmektedir. Bunun yani1 sira tip B ve E suslarinin ise, Asya ve
Afrika kokenli tropikal bolgede yasayan sigir ya da su bufalolarinda bulunan
hemorajik septisemi vakalartyla baglantili oldugu disiiniilmektedir ( Dabo vd.,
2008).

Diinya ¢apinda sigirlarda solunum yollar1 hastaliklarinin birincil sebebinin P.
multocida kapsiil tip A oldugu disiiniilmektedir (Dabo vd., 2007). Ayrica kapsiil

yapilar1 gbz Oniine alindiginda, kapstl tip A’ nin yapist hyaluronan, tip D’ nin



yapisinin heparosan ve tip F’ in kapsiil yapisinin ise kondroitinden meydana geldigi
gozlemlenmektedir. Ancak yalnizca kapsiil tip B suslarmin hyaluronidaz enzimi
icerdigi bilinmekte olup, bu yapilarin konakg¢i hiicrelerinin bir kisminin yapisal
olarak glikozaminoglikanlar ile benzer yapida oldugu goriilmektedir. Bu benzerlik
sayesinde bakterinin kapsiiliine yonelik meydana gelen karsi antikor tepkisi ve
komplement aktivasyonu yeterli olmamakta ve bu durum mikroorganizmanin

konakg1 hiicre karsisinda baglanma (adhezyon) giiciiniin artmasina yol agmaktadir

(Harper vd., 2006; Dabo vd., 2008).

Genellikle kapsiile sahip olan mikroorganizmalarin fagositoz karsisinda daha fazla
direng sahibi oldugu ve ayrica kapsiile sahip olan suslarin viriilensinin, kapsiile sahip

olmayan suglarin viriilenslerine gore daha direncgli oldugu diistiniilmektedir (Dabo

vd., 2007).

1.1.4.2. Fimbria (Pilus)

Fimbria, konake1 hiicre yiizeylerine tutunma ve kolonizasyon agamalarinda oldukga
onemli bir rol oynamaktadir. Pasteurellaceae familyasinda fimbrialar tip IV pilus
adezinleri, tip V protein ve Flp pilus olmak iizere ii¢ farkli gruba farklilagmislardir
(Kuhnert ve Christensen, 2008).

Tip IV Ozellikli fimbrialar hakkinda yapilan bir calismada, bu fimbrianin P.
multocida’nin serogrup A, B ve D’ lerinde viriilens etkisi oldugu bildirilmistir. Bu
fimbrialarin sahip oldugu ptf A geni 18 k Da’ lik bir protein olup, ¢esitlilik agisindan
varyanslarda oldukga etkili oldugu ifade edilmistir (Doughty vd., 2000).

1.1.4.3. Dis Membran Proteinleri (OMB)

Hiicrenin igi ile hiicrenin diginda tagsinan molekiillerin segici bir sekilde gegislerinde
hayati oneme sahip olan dis membran proteinlerinin ayrica adezyon sirasinda da
kritik rol aldigi bilinmektedir. Ayrica Pasteurella’da bulunan dis membran
protenlerinin birbirinden farkli yetmis iki protein igerdikleri ve bu yapi itibariyele de

olduk¢a kompleks bir yapida oldugu belirtilmistir (Hatfaludi vd., 2010).

Pasteurella tiirlerinde bulunan gesitli agirliklarda ki dis membran proteinleri ile

tavsanlarda  Pastorellozise karsisinda koruyucu immun etkisi verme esikleri



arastirilmis ve bilhassa 37.5 kDa agirligma sahip protein bandi karsisinda
monoklonal antikor seviyesinin artma gosterdigi tespit edilmistir (Lu vd., 1988).
Ayrica bu agirliktaki dis membran proteininin Gram negatif bakterilerde bulunan
protein H (porin proteini) olarak bilindigi ve sahip oldugu immunojenik o6zellikle

birlikte as1 aragtirmalari igin de kullanilabilecegi ifade edilmistir (Luo vd., 1999).

Bununla beraber P. multocida’da bulunan OmpH dis membran proteinin 32 kDa ila
39 kDa arasinda birbirinden farkl kiitle agirliginda bulundugu saptanmistir (Marandi
ve Mittal, 1997). Bu sayede adi gecen protein ile hazirlanmis olan rekombinant
astlarin  fareler {izerinde de koruyucu seviyede bagisiklik olusturabilecegi
belirtilmistir (Tan vd., 2010). Her ne kadar OmpH dis membran proteininin fareler
tizerinde de koruyucu seviyede bagisiklik olusturabilecegi tespit edilmis olsa da, ayn1
durumu OmpA proteini igin soylemek miimkiin degildir. Ayrica N- terminal lipid
katmani1 ve C- terminal alan1 periplasmic alan ile peptidoglikan arasinda karsilikli
iliski igindedirler (Nikaido, 2003). Bu sebeplerden dolayt OmpA proteini dahil
edilerek hazirlanmis olan monoklonal antikorlar fareler igin yeterli seviyede
korumaya sahip olmasa da (Mittal ve Marandi, 1997), en onemli gorevlerinden
birisinin  P. multocida ve hedef hiicre arasinda adezyon saglamak oldugu
bildirilmistir (Hatfaludi vd., 2010).

P. multocida’nin 16 serovarinda yer alan 87 kDa agirligina sahip protein digerleri ile
kiyaslandiginda koruyucu immun o6zellige sebep oldugu ve yapisal olarak
Haemophilus influenzae D15 proteiniyle aralarinda yakinlik oldugu ifade edilmistir
(Adler ve Ruffolo, 1996).

1.1.4.4. Lipopolisakkarit

Lipopolisakkaritler, Gram negatif bakterilerin hiicre duvari yapisinda bulunan temel
viriilens faktorlerindendir. Ayrica lipopolisakkaritler iic ana kisimdan meydana
gelmekte ve Pasteurella suslar1 igerisinde birbirinden farkli 16 somatik serotip
meydana gelmesinde etkin olmaktadir. Bunlar, endotoksik faaliyetlerde gorevli olan
lipid A kismi, O spesifik oligosakkarit kismi1 ve merkez polisakkaritler kismidir

(Harper vd., 2011).



Lipopolisakkaritlerin yapisi glukoz-galaktoz ile birlikte 4-2-3 oraninda ve L-glisero-
D-manno-heptose’dan olusmaktadir. Az miktarda N asetil galaktozamin ve N asetil
glukozamin tespit edilmistir. Olusan yap1 2 keto 3 deoksioktulosonic asit ile birlikte
Lipit A ile bag yapar (Harper vd., 2007). Lipopolisakkaritlerin yapisinda olduk¢a
onemli bir viriilens etkisi olusturan fosfokolin (PCho), antimikrobiyel dirence kars,
bakteri adezyonunda ve de komplementin olusumunda da etken bir faktordiir. Ancak
P. multocida Pm 70 susu gen sekans analizi durumunda bahsedilen fosfokolin
lipopolisakkarit yapisinda olmadigi, bunun yaninda P. multocida VP161 ve X 73
suslarin lipopolisakkaritte galaktoz tasidigi tespit edilmistir (Harper vd., 2007).

Lipopolisakkaritlerin antijeniteleri iizerine yapilan calismalarda onemli sonuglara
ulagilmistir. Ornegin fareler iizerinde yapilan koruma testleri sonucunda sadece
homolog serotip karsisinda korunma saglandigi bildirilmistir (Wijewardana vd.,
1990). Mandalarda ise intravendz yollardan enjekte edilen P. multocida serotip B2
iceren lipopolisakkarit antijenlerinin klinik olarak hemorajik septisemiye neden
oldugu bildirilmistir. Tavuklarda ve farelerde yapilan calisma sonucunda P.
multocida serogrup A lipopolisakkarit antijeninin 6liimciil etkilerine karsi son derece
direng gosterdigi, ayrica hindilerde de durumun bundan ¢ok fazla geri olmadigi
yoniinde bulgular elde edilmistir (Hatfaludi vd., 2010).

1.1.4.5. Toksinler

Pasteurella spp. toksinleri, serovar D ve belirli bir serovar A suslari tarafindan
olusturulan protein yapida, genellikle domuzlarda atrofik rinitis vakalarinda etkili
toksinlerdir. Yaklasik agirligt 146 kDa olan saflastirilmis dermonekrotik toksin
molekiilii, fareler iizerinde dalak atrofisi ve mukoid ishale, sigirlarin akciger
hiicrelerinde sitotoksite, tavsan, ke¢i, domuz ve sicanlarda burun atrofisine ve

karacigerde vaskiiler endotelyal sorunlara neden olmaktadir (Lee vd., 2012).

1.1.5. Pasteurella Enfeksiyonlarinin Epidemiyolojisi

Diinyanin bir¢ok iilkesinde gozlemlenmenin yani sira olduk¢a genis bir konakgi
cesidini i¢inde barindiran sigir pastorellozu, hastalia etki ettigi diisliniilen
etkenlerin, hasta olmayan hayvanlarin {ist solunum yolunda ve ozellikle de yutak

kisimlarinda fakiiltatif patojen seklinde yerleserek olusturdugu ve bu etkenlerin



hayvanlarda direnci zayiflatici etkisi sebebiyle de hastaliga yakalanma riskini arttirdi

belirtilmistir (Aydin, 2006).

Pastorellozis c¢ok cesitli ortam ve sartlarda goriilebilmektedir. Belirli bir cografi
bolgenin iklimi ve gesitli stres faktorleri ile degisken hava durumu olaylari
hayvanlari pastorelloza acik hale getirir (Kumar vd., 2015). Ozellikle bahar aylarinda
mera ve ahirlarda beslenen hayvanlar arasinda yaygindir. Bunun yaninda, soguk ve
rutubetin fazla oldugu sartlarda, gecici mevsim degisikliklerinde uzun ve yorucu
etkiye sahip hareketlerde, iyi beslenemeyen ve hasta olan hayvanlarda ve de hijyenik
acidan yetersiz ortamlarda bakimi yetersiz olan hayvanlarda goriilmekte olup, bu
sektoriin ekonomisinde son derece Onemli dezavantajlar saglamaktadir. Hastalik
genellikle sporadik ve enzootik 6zellikte devam eder. Hastalik belli bir yas ile sinirh

olmaksizin genellikle deri yaralari, solunum ve sindirim yolu ile bulagmaktadir

(Aydin, 2006).

Pnomoni hastaligina yakalanma durumunu belirlemek amaciyla ay ve mevsim
kriterlerine gore ortaya konulan bir ¢aligma sonucunda, bu hastaligin genellikle %16
oraninda yaz aylarinda goriilmekte iken, yaklasik %22 oraninda yagisin yiiksek
oldugu aylarda ve %23’ likk oranda da kis mevsiminde oldugu sonucuna varilmistir
(Maity ve Deb, 1991). Bununla beraber en yiiksek oranin yaklasik %28 ile Kasim ay1
olurken, en diisiik oran yaklasik %14 ile Haziran ayr oldugu tespit edilmistir
(Bowland ve Shewen, 2000).

1.1.6. Pasteurella Tiirlerinin Neden Oldugu Enfeksiyonlar Ve Klinik Bulgular

Pasteurella tiirleri genis bir konak¢i spektrumuna sahiptir. Etkenler kanath
hayvanlarda kolera, sigirlarda solunum yollar1 kompleksitesi, hemorajik septisemi,
shipping fever (pastorelloz) ve enzootik pnomoni, domuzlarda atrofik rinitis ve
tavsanlarda rinitis vakalarindan primer ya da sekonder patojen olarak izole edilmekte
(Dziva vd., 2008), ayrica kedi ve kopek isirmalari ile insanlara da bulagmaktadir
(Christensen vd., 2005). Gida yoluyla insanlarda P. multocida enfeksiyonu
olusumuna dair bir ¢alisma yoktur (Dryden vd., 1996; Godey vd., 1999; Ryan vd.,
2019).



P. multocida, M. haemolytica ile birlikte bronkopndmonideki etkisi sigirlarin
solunum sistemi enfeksiyonlarinda birgok arastirmada bildirilmistir (Miller vd.,
2011; Taylor vd., 2015). Olumsuz ¢evre sartlari, uygun olmayan hayvan transportu,
bakteriyel ve viral etkenler sebebiyle olusan stres, ruminantlarda solunum sistemi

enfksiyonlarinda etkin faktorlerdir (Garcia-Alvarez, 2018)

Sigirlarin solunum sistemi hastaligit kompleksi (BRD), sigirlarda hastalik ve
Oliimlerin baglica sebebi olarak buzagi ishallerinden sonra ikinci siradadir. Hastaligin
olusumunda birden ¢ok faktorle birlikte 6zellikle P. multocida semptomlardan etkin
olarak sorumludur (Dubrovsky vd., 2019) ve siklikla hastagin etkeni olarak
tanimlanmistir (Lubbers ve Turnidge, 2015; Mates vd., 2016; Stanford vd., 2020; )

Si1gir ve bufalolarin bas-boyun ekseninde gozlemlenen ddemlerle bilinen hemorajik
septisemi, cogunlukla kapsiil serotip B:2 ve E:2 suslarinin sebep oldugu akut ve
fatalitik bir enfeksiyondur (Quinn vd., 1994). Bu hastalik Giiney Dogu Asya’da
cogunlukla endemik ve sporadik karakterdedir. Ayrica inkiibasyon siiresi kisaligi ve

perakut seyretmesi sagaltim cabalarini gecersiz kilmaktadir (Dziva vd., 2008).

Pnomonik pastdrellozis belirtileri alt1 aylik ve asagis1 buzagilarda enzotik pneumont,
sigirlarda bronkopneumoni seklinde belirti gostermektedir. Genellikle bu tip
hastaliklarda solunum sistemi ile ilgili boliimlerinde serogrup A’nin yaygin oldugu
gozlemlenmistir. Gilineydogu Asya iilkelerinde ise sigir ve mandalarda serogrup B ve
E kaynakli hemorajik septisemi goriilmekte olup, ekonomik olarak olduk¢a fazla
kayiplara yol agmaktadir. Bunun yaninda, geyiklerde de ayni tiirde salginin oldugu
belirtilmistir (Soike vd., 2012 ).

Pastorellozis farkli hayvanlarda farkli ozellikler gostermektedir. Ornegin sigir va
mandalarda akut, kronik ve subakut sekliyle devam edebilir. Akut olarak meydana
gelen vakalar genellikle kisa siirede Oliimle sonuglanmakta oldugu icin, hastalik
belirtisi semptomlari tespit etmek ¢ok miimkiin olmamaktadir. Boyle bir durumda
hayvanlarda istahsizlik ve durgunluk goriilebilir. Sulu diskiyla beraber, kanli olarak
devam ettigi gozlemlenebilir. Kas kasilmalariyla birlikte epistaksis ve hematiiri
yaygindir. Subakut vakalarda ise, enfekte olmus hayvanin bas, boyun ve gogiis

kisminda yayilma tiirii 6demler gozlemlenebilmektedir. Meydana gelen 6demler
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aniis, genital bolgeler, eklemler, bacak ve dil bolgesinde yogunlagmaktadir. Bu
durumda hayvanlar asfeksi yada kanli ishal sebepleri ile Sliimler yasarlar. Kronik
vakalarda ise hayvanda genel durum bozuklugu gézlemlenmekte olup, solunum
kesik kesik ve hizli sekilde seyreder. Ayrica enfekte olmus hayvanda bu duruma kuru
ve acili Oksiirlik eslik eder. Hayvanin burnundan baslangigta mukoz ve devaminda
mukopurulent ile birlikte kanamali akinti gelir. Akcigerlerinde oskiiltasyonda

Krepitasyon sesleri duyulmaktadir (De Alvis, 1999).

Koyunlarda ise solunum sistemi enfeksiyonunun temel etkenleri olarak M.
haemolytica, Bibersteinia trehalosi, P. multocida ve Mycoplasma ovipneumoniae
tiirleri bulunur (Wood vd., 2017; Politis vd., 2019).

Ayrica tavsanlarda goriilen pndmoni ve rinitis tabanli enfeksiyonlar serotip A temelli
oldugu ve genellikle hayvanim bakimi ve bir yerden bir yere gotiiriilmesinin 6nemli

bir etki yaptig1 bildirilmistir (Quinn vd., 1994).

Domuzlarda goriilen pastorellozis atrofik rinitis ve bronkopnomoniye sebep olur.
Yapilan ¢aligmalarda atrofik rinitis enfeksiyonlarmin bilhassa P. multocida serogrup
D ile baglantili oldugu ve nadir olarak ta serogrup A ile Bordetella bronchiseptica
tarafindan i1zole edilebilecegi belirtilmistir. Domuzlarda gelisimde gerileme belirtileri
ile Ozdeslestirilen atrofik rinitis, konka atrofisi ile benzer tiirde 6nemli sonuclar
doguran hastalifa sebep olmaktadir. Enfeksiyonun ortaya cikardigi gozlemler ise
genellikle nazal akintilari, gozyasi akintilari, nazal konka atrofisi, hemoraj ve
burunda kasilma seklindedir (Horiguchi, 2012). Bu enfeksiyonda mortalite orani
diisiik olmakla birlikte, ekonomik olarak verim kaybi gozlemlenmektedir (Harper

vd., 20086).

Kanatlilarda goriilen kolera hastaligi, kapsiil tip A ve Tip F suslari tarafindan evcil ya
da yabani kanatlilarda olusturulan akut ya da kronik bir sekilde siiren bir enfeksiyon
¢esididir (Quinn, 2011). P. multocida serogrup A ile izole edilen tavuk kolerasinin
akut olanlarinda klinik semptomlar gézlemlenememektedir. Genellikle septisemi ile
birlikte siiregelen ve kapsiil tip A suglar tarafindan olusturulan akut tip enfeksiyonlar
mortalite orani en yiiksek enfeksiyonlardir (Rimler ve Rhodas, 1989). Enfeksiyonun

son boliimiinde durgunluk, ates, depresyon, ibikte sararma, solunum sayisi
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hizlanmas1 ve mukoid akmtilar goriilebilmektedir. Perakut ve akut olan
enfeksiyonlarda teshis ve tedavi yapabilmek olduk¢a zordur. Bu sebepten otiirii
rezervuar olanlarin izole edilmesi tavsite edilmektedir. Kronik yapida ise fatalite
orant diisiik olmasina karsin, enfeksiyon bazi doku ve organlara niifuz ederek

lokalize enfeksiyon olugsmasina neden olur (Mohamed vd., 2012).

1.1.7. Pasteurella Enfeksiyonlarinin Patogenezisi

Pasteurella enfeksiyonlarinda viral etkilerin yani sira stres kosullari da hastaligin
ortaya ¢ikmasini hizlandirici faktorlerdir (Quinn vd., 1994). Pasteurella kaynakli
enfeksiyonlarda, etkenler genellikle enfekte ettigi bolgede gogalmalari sonucunda
dolasim sistemine dahil olurlar. Kan damarlari civarinda ¢gogalan mikroorganizmalar,
nispeten daha hizli ¢cogaldiklar1 i¢in, enfekte ettigi hayvanin 12 ile 24 saat arasinda
hemorajik septisemi kaynakli Gliimiine neden olabilir. Bu enfeksiyonun siiresi
uzadik¢a i¢ organlarda ve mikroorganizmanin ¢ogaldigi kisimlarda nekrotik

durumlar gézlemlenir (Othman vd., 2012).

Bu enfeksiyonun gelismesinde, hedef bakterinin mukozal ceperlere yapisabilme
yetenegi ile kapsiil yapisi geregi fagositozdan etkilenmeme o6zelliklerinin etkin
oldugu distiniilmektedir. Buna ilaveten P. multocida’nin konak¢i canlidan demir
alabilmeyi saglayan genlere de sahip oldugu belirtilmektedir. Ayrica kapsiil tip D
suslarinin  temel virlilens etkeninin toksin iretebilme kabiliyeti oldugu

bildirilmektedir (Quinn vd., 1994).

Akut olarak gelisen bronkopnémoninin ¢ogunlukla P. multocida’dan kaynaklandig:
belirtilmis olsa da (Dungworth vd., 1985), gerek besi gerekse siit sigirlarinda goriilen
P. multocida, gerekse baska bakteriyel patojenlerin etkisi ile ortaya ¢ikan pnomonide
hastaligin tam olarak teshisini yapabilmek oldukg¢a zordur (Dabo vd., 2007). Bu
konuda ortaya konulan c¢aligmalarda P. multocida’nin farkli bakteri veya viral
patojenler ile beraber pnomoni vakalarindan izole edildigi (Autio vd., 2007) ve
birincil patojen olup olmadigi hakkinda kesin bir sey sdylenemeyecegi belirtilmistir
(Lopez, 2007). Bunun yanisira, sozii edilen bakterinin gerek dogal gerekse deneysel
enfeksiyonlarda izole edilebilmesi, bunun birincil patojen olabilecegi hususunu

desteklemektedir (Dabo vd., 2007). Bu bakterinin akciger iizerinde meydana getirdigi
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patolojik lezyonlar, s6zii edilen hastaligin inkiibasyon siiresi de géz Oniine alinmak
kosuluyla bazi aragtirmacilarca da farkli olarak yorumlanmistir. Bunlardan bir kismi1
(Haritani vd., 1989; Mathy vd., 2002; Ewers vd., 2006; Lopez, 2007) enfeksiyonun
basit olarak bronkopnémoni semptomlar1 ile devam ettigini belirtirlerken, bazi
arastirmacilar da fibrinosupuratif akut (Gagea vd., 2006), fibrinli ve fibrinopurulent
(Dungworth, 1985), subakutkronik fibrinopurulent (Mosier, 1997), supuratif ve
fibrinonekrotik (Tegtmeier vd., 1999) lezyonlar1 hatirlattigi hususunda goriis
bildirmislerdir.

Tavuk kolerasinin birincil etkeni olan P. multocida serotip A:1, 3 ve 4 kiimes
hayvanlarinda ya da yabani kanatlilarda goriilmektedir. Bu hastalik akut seyreden
septisemi ile ayn1 Ozellikler tagimaktadir ve genellikle intravaskiiler koagiilasyon,
fibrinéz pneumoni, multifokal nekrozis ve ekimotik hemoraji bigimlerinde

goriilmektedir (Christensen ve Bisgaard, 2000).

1.1.8. Pasteurella Enfeksiyonlarimin Teshisi

Identifikasyon kelime manast itibariyle tamimlama anlamma gelmekte olup,
mikrobiyolojik agidan anlami ise izole edilen bir mikroorganizmanin cins ve tiirliniin

ortaya ¢ikarilmasi amactyla yapilmaktadir (Ayhan, 2000).

Identifikasyon uygulamalarinda temelde ii¢ asama vardir. Bu asamalar morfolojik ve
fizyolojik ozelliklerin ortaya koyulmasi, biyokimyasal testler ve tiglincii olarak da
ihtiya¢ duyulursa serolojik ya da toksin belirleme testleridir. Bu testler sonucunda
elde edilen izolatlar eldeki materyalin ne oldugu ya da hangi kategoride yer aldigi
gibi O6nemli bilgileri tespit etmede son derece 6nemli rol oynamaktadir (Ayhan,
2000).

Pasteurella tiirlerinin identifikasyonunda genellikle ti¢ farkli yontem kullanilmakta
olup, bunlar sirastyla geleneksel teknikler, polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PZR) ve
serolojik testler olarak adlandirilmaktadir. Geleneksel yontemler sebep olan
mikroorganizmanin besiyerlerinde ¢ogaltilmasi ve buna dayali biyokimyasal test
yapimint igermektedir. Hazirlanan Kkiiltlirlerden glivenilirlik olarak ilk 6nce
gelenlerden olup, uzun zamanda sonug alinmasi ve de saf kiiltiir meydana getirmenin

kolay olmamas1 yoniiyle dezavantajlidir. Bu yontemdeki zamanin fazla uzun olmasi
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nedeniyle ¢esitli farkli yontemler gelistirilmis olup, molekiiler yontemler bunlarin

basinda gelen yontemlerdendir (Dziva vd., 2008).

Pasteurella tiirlerinin izolatlarinda ¢esitli 6n identifikasyon yontemleri bulunmakta
olup bunlar; Gram boyama yontemi, Kkatalaz-oksidaz reaksiyonlari, kanli agar
ortaminda hemoliz olusmama, MacConkey agarda lireme gozlemlenmemesi ve bazi
karbonhidratlar1 fermente etme yontemleridir. Bununla beraber, ¢esitlilik gosteren
doku ve konakgilardan saglanan izolatlarin biyokimyasal 6zellikler yoniinden
farkliliklar gosterdigi, bu nedenle konvansiyonel bakteriyolojik metodlar kullanilarak
yapilan teshislerin ¢ok giiven vermedigi ve mutlaka molekiiler yontemlerle de

desteklenmesi gergegi unutulmamalidir (Dziva vd., 2008).

Pastorellozis identifikasyon arastirmalar1 ¢ercevesinde yapilan incelemelerde hedef
bakteriden olusan izolatlarin 6n identifikasyon uygulamasi i¢in, Colombia blood agar
(kanl1 agar) base besiyerlerinde siipheli koloniler kullanilarak hazirlanan preparatlar,
oncelikle Gram boya metodlar1 ile boyamasi yapilmigtr. Gram negatif ile oval
goriiniimlii  kokobasillerin, oksidaz ve katalaz tepkimeleri sonucu bakteri
kolonilerinde sonucun pozitif oldugu belirlenmis ve bunun sonucunda saf kiiltiir elde
etmek icin BHI broth ve Colombia blood agar base besiyerlerinde pasajlama iglemi
yapilmustir. Uretilen saf kiiltiirler arasindan MacConkey agarda iireme gelisimi
gostermeyen, TSI agarda uygulama sonucunda dip kisminda asit olusumu gézlenen
ve SIM mediumda hareketsiz oldugu ve yapilan indol testinde pozitif yada negatif

olarak gozlemlenen izolatlar stipheli kategorisinde kabul edilmistir (Giiler vd., 2013).

Ayrica P. multocida izolatlarinin teshis edilmesinde bazi bilim adamlari tarafindan
bakteri identifikasyon kitleri (APl 20NE) kullanmanin fazla giivenilir olmadig ileri
striilirken (Boot vd., 2004), baska c¢alismalarda ise bu Kkitlerden elde edilen
sonuglarin konvansiyonel karbonhidrat fermante testleri ile uyumlu sonuglar verdigi

belirtmektedir (Samuel vd., 2003).

Ayrica ortaya konulan farkli bir ¢alisma sonucunda pnémoni tasiyan domuzlardan
alinan ve PZR yontemi kullanilarak identifiye edilen 60 P. multocida izolatlarinin
API 20NE Kiti ile %95, API 20E kiti kullanildiginda ise %60’ min uyumlu oldugu

belirtilmistir. Buna ilaveten arastirmaya konu olan izolatlarda API 20E
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kullanildiginda 3; API SOCHB/E kullanildiginda 6 ve API ZYM kullanildig1 zaman
ise 2 farkli biyotip olustugu, 6 biyotip olusturan API SOCHB/E kitinin identifikasyon
icin giivenilir olmadigi, ama biyotip belirleme icin yerinde bir teknik olabilecegi

bildirilmistir (Lizarazo vd., 2008).

Solunum yolu enfeksiyonlar1 gosteren sigir ve koyunlar {iizerinde yapilan
biyokimyasal deneyler sonucunda, bu hayvanlardan nazal svap ve akciger
numuneleri alinarak bakteri acisindan incelenmis, bu c¢alisma sonucunda hasta
goriiniim sergileyen sigirlarda ¢ogunlukla Pseudomonas aeroginosa, P. haemolytica
(M. haemolytica) ve Actinomyces spp bakterilerinin izole edilebildigi, ayrica
akcigerlerinden aliman numunelerinde ise P. haemolytica, Actinomyces pyogenes,
Erysipelothrix spp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve P. Ureae
izole edildigi, ayn1 belirtilerin koyunlarda ise Moraxella spp., Erysipelothrix spp.
Pseudomonas pseudomallei ve P. multocida oldugu belirtilmistir. Ayni arastirmada
hasta olmayan hayvanlardan elde edilen P. multocida izolatlarina ait trehaloz
negatiflik oran1 %0 iken, hasta olanlarda ise bu oranin %47,1 olarak tespit edildigi

ifade edilmistir (Barbour vd., 1997).

Yine solunum yolu patojenlerinin siit sigircig1 lizerine yapilan bir arastirmada, P.
Multocida’ nin sigirlarin solunum yollarinda en ¢ok izole edilen patojen yap1 oldugu
ve bu hasta buzagilarda trake-bronsiyal lavaj oranmin %43,3’liik kismindan izole
edildigi, siipheli buzagilarda bu oranin %36,6 oldugu ve saglikli buzagilarda ise
%26,4 oldugu ifade edilmistir. Ayrica c¢alisma neticesinde P. multocida
izolatlarindan % 75’1 indol negatif olarak belirlenmis ve bu durumun solunum yolu
hastaliklarinin 6nlenmesi hususunda calismalar yapilmasinin 6nemi vurgulanmistir

(Autio vd., 2007).

Ayrica 2004 yilinda Christensen ve ¢aligma arkadaslar tarafindan ortaya konulan bir
calismada sigirlarin solunum yolu araciligiyla izole edilen P. multocida suslari
icerisinde indol, ornitin dekarboksilaz negatif ve mannitol olabilecegi belirtilmistir

(Christensen vd., 2005).

Buna ilaveten sigirlarin solunum yolu kullanilarak olusturulan 31 P. multocida

izolatinin laktoz, sorbitol, ornitin dekarboksilaz ve ksiloz testleri sonucu farklilik
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gosterdigi gozlemlenmis olup, Ozellikle dulsitol ve arabinoz testlerinin biitiin
izolatlar1 negatif bulundugu bildirilmistir. Ayrica, ¢alisma sonucunda elde edilen
izolatlarin a-glikozidaz aktivitesinin trehaloz fermantasyonu ile aralarinda anlamli

bir iliski oldugu tespit edilmistir (Sellyei vd., 2015).

Klasik yontemler genellikle standart mikrobiyolojik analizlarin yapilmasinda ve

mikroorganizmalarin gelistirilmesi maksadiyla yapilmaktadir. (Mutter vd., 1989).

Polimeraz zincir reaksiyonlar1 yontemi ise, belirli kromozomal gen alanlarindaki 6zel
birincil hedefleri baz almaktadir. Bu yontemin en Onemli avantaji, geleneksel
yontemlere nispeten mikroorganizmalarin daha kisa siire icerisinde ve dogrulugu
daha yiiksek bir oranda teshis edilebilmesindendir (Townsend vd.,1998). Ancak,
bircok yontemde oldugu gibi avantajlarinin yani sira bazi dezavantajlar1 da vardir.
Ornegin, kontaminasyon ya da 6lii mikroorganizmalarm DNA” larinin da saptanmasi
buna 6rnek olarak verilebilmektedir. Bunun yaninda kan, diski ve idrar v.b. maddeler
kullanilarak calismalarin yapilmasi, numuneler arasinda kros kontaminasyon
bulundugu ve ayrica bu maddeler igerisinde bulunan substratlarin Polimeraz zincir

reaksiyonlarini inhibe edici 6zellikte oldugu belirtilmistir (Cetinkaya, 1998).

Serolojik yontemler kullanmanin rutin bir sekilde yapilan teshislerde normalden daha
az kullanmildig1 bildirilmistir. Pasteurella enfeksiyonlari g6z Oniine alindiginda,
bunlarda ki antikor seviyesi serolojik ac¢idan ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) ile tespit edilebilmektedir. Ozellikle atrofik rinitis hastaligina
sebep olan toksin etkisindeki suslarin (De Jong, 1999) ve P. multocida nin dis
membraninda bulunan proteinler araciligiyla hemorajik septisemi olaylarinda
enfeksiyonun sebep oldugu antikor seviyeleri tespit edilebilmektedir (Prado vd.,

2006).

Identifikasyon igin bir diger ara¢ ise Vitek 2 cihazidir. Bu cihaz antibiyotik
karsisinda mikrobiyolojik direncin zamanla artmasinin verdigi olumsuz durumun
ortadan kaldirilmasi maksadiyla, direncin tespitinin yapilmasi1 ve dogru bir sekilde
bilgi sahibi olmak i¢in O6nemli bir cihaz olup, vitek bakteriyel identifikasyon
duyarhiliklarin1  test etmek i¢in de kullaniir (Winn vd., 2006). Genellikle

tiplendirilmek istenen mikroorganizmanin bulundugu koloniden belirli  bir
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yogunlukta (genelde 0,5 Mc Farland) bakteri siispansiyonu sistem kartuslar
tizerindeki belirli alanlara yerlestirilmektedir. Cihaz igerisinde bulunan kartuslar:
okumasi ve de sonuglar1 analiz etmesi ile tiplendirme yapmis olur. Vitek-2 kart
testleri, “BD Phoenix” otomatize sistemleri, MicroScan otomatize sistemlere 6rnek

olarak gosterilebilir. ( Ocal D, 2012)

1.1.9. Pasteurella Enfeksiyonlarimda Sagaltim

Sigirlarda goriilen Pasteurella kaynakli bircok hastaligin tedavisinde antibiyotiklerin
kullanim1 kagmilmazdir. Veteriner hekimlik sahasinda sigirlarin bu hastaliklari
karsisinda etki edecek ¢esitli antibiyotikler bulunur. Bu antibiyotiklerden bazilari

Cizelge 1.1°de 6zetlenmistir:
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Cizelge 1.1: Sigirlarin tedavisinde kullanilan antibiyotikler ve 6zellikleri ( Giireli, 2009 )

Kullanilan
Antibiyotikler

Ozellikleri

Siilfonamidler ve
kombinasyonlari

Kullanim yerleri: Ust solunum yolu enfeksiyonlarinda gézlemlenir.
Hazirlamsi: Trimetoprim, ormetoprim ve baquiloprim ile 5 kisim siilfonamid + 1 kisim DAP tiirevi

Diren¢ durumu: Coklu antibiyotik edilerek kullanilmasi etki ¢apint daha da genisleterek, direng gelisimini azaltmaktadir.
Dezavantajlari: Enfekte olmus bolgede nekrotik yikintilar olugmasi, o bolgede bulunan bakterilere folik asit olugturmalarini

saglar ve siilfonamid etkililigini inhibe eder. Bu sebepten dolay1 solunum sistemi enfeksiyonlarinin siddetli oldugu hallerde
oncelikli olarak kullanilabilecek ilag degildir.

Tiirevleri: Penisilinler, Sefalosporinler

Kullanim yerleri ve etkisi: Bakterilerin hiicre duvarinin olusumunu inhibe eder. Etki ettigi yer ve etki alan1 goz 6niine
alindiginda akut vakalarda ve ¢ogunlukla tist solunum yollart enfeksiyonunda kullanilmaktadir. Bununla beraber bazi
antibakteriyel ilaglarla birlikte birlestirilerek alt solunum yollarinda da kullanilmaktadir

Penisilinler
5 Etki Alanlari: Etki alanlar1 nispeten daha dar olmasinin yaninda ana molekiil baz alinarak ortaya konulan ¢aligmalar
€ sonucunda ampisilin, karbenisilin ve amoksisilin gibi etki alanlari genis olan oldukga fazla miktarda yar1 sentetik penisilinler
E bulunmustur
= Penisilinin 6zellikle kullanilmaktadir. Penisilinlerin 6zellikle de amoksisilin ve gentamisinle beraber kullaniminda
,q_.‘f bronkpnomonilerde etkisinin fazla oldugu belirtilmistir
o Kullanim Yerleri: Sigirlarin solunum sistemi enfeksiyonlarinin tedavisinde
Tiirevleri: Penisilin G, ampisilin, penisilin G prokain, amoksisilin, Penisilin G benzatin
Sefalosporinler
Etki Alani: Genis Spektrumlu
Kullanim Yerleri: Sigir hastaliklarindan solunum yollar1 enfeksiyonlarinda kullaniimaktadir.
Tiirevleri: I., 11, l11. ve IV. Nesil sefalosporinler
Kullamim Yerleri: Sigirlarda Pasteurella kaynakli solunum sistemi hastaliklar1 karsisinda uzun siire etkili olan
5 oksitetrasiklinler kullanilmaktadur.
2
X | Etki Alanlari: Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere, spiroketlere, mikoplazma tiirlerine, klamidiaya ve riketsia tiirleri
@ | tzerinde oldukea etkindir
E Kullanim $ekli: Uzun siire etkili olan oksitetrasiklinlerle birlikte yapilan tedavide, ilk 24 saatlik siire igerisinde enfekte olmus
hayvanlardan %5 ile %10 u arasinda bir iyilesme belirtisi gézlemlenmezse, bunun yerine tedavi tilmikosin veya florfenikol ile
stirdiiriilmelidir.
=
<
5 Etki Alanlari: Genis spektrumlu ilaglar olup, Gram negatif aerobiklere ayrica, Mikoplazmalara ve baz1 Gram pozitif
= bakterilere kars1 etkilidirler. Oksijenin olmadigi kosullarda ve anaerobik bakteriler karsisinda etkileri sinirlidir.
>
E Kullanim Alanlar: Sigirlarda SSH’da siprofloksasin, enrofloksasin ve danofloksasin kullanilmaktadir.
=
% Dezavantajlari: Florokinolonlar beta-laktamlar ile es yonlii etki gosterirler. Makrolidler ve fenikollerle antagonist etki
§ gosterirler. Biiyiimekte olan hayvanlarda kikirdak doku gelisimi ve eklemsel bozukluklara yol agabilirler. Bu sebepten biiyiime
o doneminde hayvanlar iizerinde kullanmamalidir.
o
[
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1.1.10. Pasteurella Enfeksiyonlarinda Korunma

Ik olarak 1880 yillarinda kanatli hayvan kolerasindan P. multocida izole etmeyi
basaran Pasteur, bunlar in vitro pasajlar kullanarak attenue etmesi sonucunda tarihte
ilk as1 kullanilmaya baslanmistir. Gegmisten giiniimiize evrilen agilar, bugiin inaktif
ya da canl1 attenue asilar olarak kullanim alani bulmaktadir. inaktif asilar, cogunlukla
daha fazla kullanilmaktadir, fakat belirli homolog serotip karsisinda immunite
gelistirmesi, etki ettigi siire goz Oniine alindiginda kisa olmasi ve de immunitenin
farklilik gostermesi bu asilarin dezavantajlarindandir. Canli asilar ise, heterolog
suslar karsisinda immunite gelistirebilmekte olup, kullanim kolayligi acisindan
avantajlidir. Bununla beraber, as1 suslarinda viriilens 6zelliklerini tekrar kazanmasi

6liim oranlarinda artisa sebebiyet vermektedir (OIE, 2008).

Pasteurella enfeksiyonlarini 6nlemek amaciyla buzagilarin  asilanmasit  ve
hiperimmun serum takviyesinin, siitten kesilme déneminde ve tasima kosullarinin
vermis oldugu dezavantajlardan 15 giin 6nce yapilmasinin, koruma agisindan 6nemli
oldugu belirtilmistir (Aydin, 2006). Ayrica sigirlarda gozlemlenen bakteriyel ve viral
temelli solunum yolu enfeksiyonlarinin iistesinden gelmenim bilinen en iyi yolu
asilama olarak bilinmekte olup, enfeksiyon temelli hastaliklardan korunmak
maksadiyla uygulanacak asilamanin olusacak hastaligin biiyiikliiglinii ve insidensini

hafifletecegi belirtilmektedir (Quinn vd., 1994).

Bu tez ¢alismasinda Si1gir pndmonilerine sebep olan en dnemli bakteriyel etkenlerden
biri olan Pasteurella tiirlerini izole ve identifiye ederek tedavide en dogru yaklagim

olan antibiyotik duyarliliklarini belirlemek amaglanmastir.
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2.GEREC VE YONTEM
2.1. Gereg

2.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu c¢alismada Kiitahya ilindeki kesimhanelerde kesilen sigirlarin
akcigerlerinden Pasteurella spp.’nin izolasyonu igin 210 &rnek toplandi
(Cizelge 2.1). Toplanan ornekler steril numune kaplarinda soguk zincirde
Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Veteriner Teshis ve Analiz

Laboratuvarina getirildi. (Resim 2.1.)

Resim 2.1 : Steril numune kaplarinda akciger doku 6rnekleri
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Cizelge 2.1 :

Alman o6rneklerin yasa ve cinsiyete gére dagilimi

Klinik Disi Erkek
. goriiniim lyasali 1-4yay 5-8yay 1yasals 1-4yas 5-8yas
Ornek ve lizeri ve iizeri
Saghkh Hasta  (n) (%) M) M) M%) () (%) (1) (%)
Akciger 210 - - - - - 50 238 - - 150 71,43 10 4,77

2.1.2. Antibiyotik Diskleri

Sigirlardan

izole edilmis olan P. multocida izolatlarinin antibiyotik

duyarliliklarini tespit etmek igin, Amoksisilin-Klavulanik Asit (30 pg,
Oxoid), Tetrasiklin (30 pg, Oxoid), Danofloksasin (5 pg, Oxoid),
Siprofloksasin (5 pg, Oxoid), Seftiofur (30 pg, Oxoid), Enrofloksasin (5

pg, Oxoid), Sulfametoksazol-Trimetoprim (20 pg, Oxoid) antibiyotik

disklerinden yararlanildu.

2.1.3. Besiyerleri Ve Solusyonlar

Kanh Agar Base (Fluka 70133)

Meat extract 100¢

Peptone 100¢

NaCl 509

Agar 10,0 g

Distile su 1000 ml

(25 °C pH 7,340,2)

Karisim 40 g/L seklinde hazirlanip 121 °C’de 1 atmosferik basingta 15

dakika otoklavda sterilize edildi. Sterilizasyon islemi sonrasinda 50 °Cye

kadar sogutuldu. Karigimin igerisine %7 oraninda koyun kani eklendi. Steril

petri kutularina dokiiliip, +4 °C de muhafaza edildi.
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MacConkey Agar (Merck 1.05465)

Peptone 20,09
Lactose 10,09
Bile salts 159
NaCl 5049
Agar 1359
Neutral red 0,039
Crystal violet 0,001 g
Distile su 1000 ml
(25 °C pH 7,4+0.2)

Karigim 52 g/L seklinde hazirlanip karisim 121 °Cde 1 atmosferik basingta 15
dakika otoklavda sterilize olmasi1 saglandi. Sterilizasyon isleminden sonra 50
°C’ye kadar sogutulup, 12 cm ¢apindaki steril petri kutularma dokiilerek +4 °C

de muhafaza edildi.

Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck 1.05459)

Pancreatic digest of casein 17,09
Enzymatic digest of soya bean 3,09
NaCl 5090
Na;HPO, 259
Glucose 250
Distile su 1L

(25 °C pH 7,3 £0,2)

Karisim 30 g/L olarak hazirlandi. Her tiipte 5 ml olarak hazirlanip 121°C’de

1 atmosferik basingta 15 dakika otoklavda sterilize olmas1 saglandi.
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Nutrient Soy Broth (NB) (Merck 1.05443)

Peptone 5049
Meat extrat 300
Distile su 1L

(25 °C pH 7,0 +0,2)

Karisim 8 g/L olarak hazirlandi. Her tiipte 5 ml olarak hazirlanip 121 °C’de

1 atmosferik basingta 15 dakika otoklavda sterilize olmasi saglandi.

Eozin Metilen Blue (EMB ) Agar ( Oxoid, CMO0069 )

Peptone 10,09
Laktoz 10,09
Dipotassium hydrogen phosphate 20¢
Eozin Y 049
Metilen Blue 0,065 g
Agar 159
Distile su 1L

(25 °C pH 6,8+0,2)

Cozelti 37,5 g/L olarak hazirlandi. Hazirlanan karigimm 121 °C’de 1
atmosferik basingta 15 dakika otoklavda sterilize olmasi saglandi. Sterilizasyon
isleminden sonra 50 °C’ye kadar sogutulup, 12 cm ¢apindaki steril petri

kutularina dokiilerek +4 °C de muhafaza edildi.
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Cozelti Ve Ayiraclar

Fizyolojik Tuzlu Su (FTS): 8.76 gr NaCl, distile su i¢inde ¢ozdiirildi ve 1
It’ye  tamamlandi (Lenette vd., 1985).

Oksidaz Test Kiti: Bakteri izolatlarinda oksidaz reaksiyonunu saptamak igin
MicrobactTM Oxidase Strips (Oxoid, MB0266A) kullanild:.

Katalaz Test Kiti: izole edilen suslarin katalaz reaksiyonlarinin
belirlenmesinde  %3’liik hidrojen peroksit (H,O;) kullanild:.

2.1.4. Otomatize Sistemler

Elde edilen izolatlarin identifikasyonu i¢in ve konfirmasyonu amaciyla Afyon

Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Teshis ve Analiz Laboratuvarindaki

otomatize VITEK 2 sistemi kullanild1 (Resim 2.2).

Resim 2.2 : Otomatize Vitek 2 sistemi
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2.2. Yontem

2.2.1. Izolasyon Ve identifikasyon

Akciger doku orneklerinden kanli agarlara ekimler gerceklestirildi ve 37
°C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyonu saglandi. Ureyen kolonilerin
morfolojik 6zellikleri ve hemoliz 6zellikleri incelendi. Elde edilen koloniler
Gram boyama ile boyandi. (Aydin, 2006; Garrity vd., 2004; Quinn vd.,
2004).

Resim 2.3 : Doku 6rneklerinden ekim yapilmis bir kanli agar ornegi
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2.2.1.1. Eosin Methylene Blue Agarda Ureme

Akciger doku 6rneklerinden EMB agara ekimler yapildi ve 37 °C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakildi. Inkubasyondan sonra iireyen kolonilerin &zellikleri

degerlendirildi (Mutter vd., 1989).

2.2.1.2. MacConkey Agarda Ureme

Akciger doku 6rneklerinden MacConkey agara ekimler yapildi ve 37 °C’de 24-
48 saat inkiibasyona birakildi. Inkubasyondan sonra MacConkey agardaki
koloni durumu degerlendirildi (Mutter vd., 1989).

2.2.1.3. Gram Boyama

Lam {izerine bir damla FTS damlatilip kiiltiirden bir bakteri kolonisi alind1 ve
lam {izerinde yayildi. Hazirlanan preparat kurutulup tizerine kristal viyolet
dokiildii ve 3 dk bekletildi. Preparat distile su ile yikanip iizerine lugol
soliisyonu dokiildi ve 1 dk bekletildi. Tekrar distile su ile yikanan preparat etil
alkol ile dekolorize edildi. Preparat tekrar yikanip iizerine safranin soliisyonu
dokiildii ve 10 sn bekletildi. Siire sonunda preparat distile su ile yikandi,
kurutuldu ve sedir yagi konularak immersiyon objektifte incelendi. Pembe

renkli goriinen bakteriler Gram negatif olarak belirlendi (Arda, 2011).

2.2.1.4. Oksidaz Testi

Bakterilerde oksidaz aktivitesini saptamak amaciyla oksidaz diskinden
(Bacto, 1633-35-2) yararlanildi. Kanli agarda iireyen kolonilerden 06ze
yardimiyla oksidaz test striptine yayildi. Test striptinin 10-15 saniye siire

igerisinde kirmizi-mor renk olmasi pozitif (Resim 6), rengin degismemesi
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“negatif” olarak yorumlandi (Arda, 2006).

2.2.15. Lamda Katalaz Testi
Mueller —Hinton agarda iireyen kolonilerden 6ze yardimiyla lam {izerine
konuldu ve {izerine bir damla H,O, (hidrojen peroksit) damlatildi.

Kabarciklarin olusmasi pozitif olarak belirlendi (Arda, 2006).

2.2.1.6. Vitek 2 Sistemi ile identifikasyon

Kanli agarda inkiibasyondan sonra iireyen kolonilerin hemoliz 6zellikleri
incelendi. Gram negatif, Pasteurella siipheli koloniler oksidaz ve katalaz
reaksiyonlar1 ile MacConkey agar ve EMB agarda tireme durumlarina gore
secilerek, siipheli izolatlarin kesin identifikasyonlart Vitek 2 cihazi Gram

negatif identifikasyon kiti (Resim 2.4) kullanilarak gergeklestirildi.

Resim 2.4 : Vitek 2 cihaz1 Gram negatif identifikasyon kiti
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2.2.2. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Izolasyonu ve identifikasyonu saglanilan P. multocida suslarinimn antibiyotik
duyarhiliklarinin tespiti Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisi (CLSI) ve
Avrupa Birligi Antimikrobiyal Duyarliik Test Komitesi (EUCAST)
standartlar1 kapsaminda kanli agarda Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle
yapildi (CLSI, 2018; EUCAST, 2020).

Kanli agarda inkiibasyon sonucu olusan koloniler Mac Farland Tiip No.5
bulanikliginda FTS ile hazirlandi. Karisimdan 0,1 ml olarak kanli agara
aktarildi. Antibiyotik diskleri steril pens ile agara yerlestirildi ve 37 °C'de
18-24 saat inkiibasyon icin birakildi. Inkiibasyondan sonra disklerin
cevresindeki zon ¢aplart mm cinsinden Olgiilerek, CLSI ve EUCAST

standartlarina gére yorumlanda.
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3.BULGULAR

3.1. Izolasyon Ve identifikasyon Bulgular

Mezbahada kesilen sigirlardan elde edilen 210 akciger 6rneginin 89’undan
Gram negatif bakteri izolasyonu gerceklestirildi. izole edilen bu bakterilere
oksidaz ve katalaz testleri uygulanirken, bakterilerin kanli agarda hemoliz

ozellikleri ile MacConkey ve EMB agarlarda iireme 6zellikleri test edildi.

Buna gore 89 Gram negatif bakteriden 17’si Pasteurella tiirleri yoniinden

siipheli olarak degerlendirildi.

Cizelge 3.1: Sigir akcigeri 6rneklerinden P. multocida identifikasyonu

izole edilen Pasteurella multocida suslari

Ornek Klinik goriiniim Disi Erkek Genel
Toplam
Saghkh Hasta 1yas 1-5 5-8yas lyas 15 5-8yas (n) (%)
alti yas  veiizeri alti yas  veiizeri
Akciger 2 - - - 2 - - - 2 100
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3.2. P. multocida Suslarinin Biyokimyasal Ozellikleri

Elde edilen P. multocida suslar1 kanli agarda hemoliz gostermedi. Katalaz
pozitif ve oksidaz pozitif olarak bulundu. P. multocida suslarinin MacConkey
agarda tliremedigi, EMB agarda ise iireme oldugu ancak metalik yesil renk
vermedigi gézlemlendi. Elde edilen P. multocida suslarinin ¢esitli 6zellikleri

Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Resim 3.1 : Ekim yapilmis petriler
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Cizelge 3.2 : Identifiye edilen P. multocida biyokimyasal dzellikleri

Biyokimyasal P. multocida
Ozellikler

Gram Boyama -
Oksidaz +
Katalaz +
Hemoliz (Kanl Agar) -
MacConkey Agar -

EMB Agar =

Resim 3.3a : Mikroskopta Gram negatif kokoid ¢omaklar
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Resim 3.3b : Mikroskopta Gram negatif kokoid ¢comaklar
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3.3. Vitek Identifikasyon Bulgulari

Klasik kiiltiirel yontemler kullanilarak siipheli olarak belirlenen 17 Pasteurella
izolatin kesin identifikasyonu Vitek 2 otomatize sistem kullanilarak
gergeklestirildi. Buna goére 17 siipheli izolatin 2°si P. multocida olarak
identifiye edildi.

AKU VETERINER FAKULTES| GIDA KONTROL LAB

bioMerieux Misterisi:

blkjera Laboratuvar Raporu  30.Tem.2019 21:35 GMT+02:00 sayfa yazdinidi
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fir ; Son Kullanim  21.Tem.2020 12:00
. Kart: GN Lot No: 2410968103 : ;
|dentiﬁkasyop.8jjg ! Tarihi: GMT+02:00
'.(_i!}‘ JL‘ Tamamland:: éoM‘;ngzg(;s 2La78 Ouim e Analiz Zamani: 10,25 saat
Set;ilen Organizma 98% Olasilik Pasteurella multocida
Biy 0000010110040001 Uyum: Dk aynm
SRF
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Low Discrimination Organism
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F toci TOL(89),
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- |44 [acaL |- |45 [PHOS +
- |s6 |cmT - |57 [Bur |
+ |64 iata | [
S Terapdtik Yorum Rehberi:
~ AES Parametresinin Son Degistiriime Tarihi:

Sayfa1/1

Resim 3.4: Vitek 2 sistemi ile identifikasyon sonucu
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3.4. P. multocida Suslariin Antibiyotik Duyarhhiklari

Identifiye edilen 2 P. multocida susunun antibiyotik duyarliliklarinin tespiti
Kirby-Bauer disk difiizyon yontemiyle yapildi. Suglarin  Amoksisilin
klavulanik asit, Enrofloksasin, Siprofloksasin ve Seftiofur’a %100 oraninda
duyarl, Danofloksasin’e %50 duyarli ve %50 artirtlmis dozajda duyarh
oldugu gozlemlenirken, Siilfametaksazol-trimetoprim ve Tetrasiklin’e %2100
oraninda direngli oldugu tespit edildi. izolasyonu ve identifikasyonu
saglanan P. multocida suslarinin antibiyotik duyarliliklart Cizelge 3.3.’de

gosterilmistir.

Resim 3.5 : Disk difiizyon yontemi ile Antibiyotik duyarliliklarin tespit edilmesi
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Cizelge 3.3 : izole edilen Pasteurella multocida suslarinim antibiyotik duyarliliklari

Antibiyotikler Antibakteriyel Duyarhlik Dereceleri

(n) (%) (n) (%) (n) (%)

Amoksisilin-Klavulanik

Asit 2 100
Danofloksasin 1 50 1 50
Enrofloksasin 2 100
Siprofloksasin 2 100
Seftiofur 2 100

Sulfametaksazol-

. . 2 100
Trimetoprim
Tetrasiklin 2 100
* R: Direngli I: Duyarli, Artmig maruziyette S: Duyarli
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4. TARTISMA

Pasteurella enfeksiyonlar1 gerek iilkemizde gerek diinyada ekonomik olarak
bliyiik bir O0neme sahiptir. Ruminantlarin solunum sistemi hastaliklari;
yetistiriciler i¢in fiziksel gii¢ ve verim kaybiyla birlikte Oliimlere ve tedavi
masraflar1 sebebiyle biiylik ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (De Alvis,
1999). Amerika Birlesik Devletleri’nde sigirlarin solunum sistemi hastaliklari
nedeniyle hayvan bagsi tedavi masrafinin 15,57 dolar (Snowder vd., 2006) ve
yilda 640 milyon dolardan fazla ekonomik kaybin oldugu bildirilmistir
(Bowland ve Shewen, 2000). Hayvancilik sektoriinde onemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir (Jesse vd., 2019). Hastaligin ortaya ¢ikisinda
bakteri, viriis ve parazit gibi etiyolojik ajanlar ile beslenme noksanligi, iklimsel
degisiklik, olumsuz barinak sartlari, nakil gibi c¢esitli ¢evresel etkenler de
bulunmaktadir (Jesse vd., 2019).

Enfeksiyonlarin hizli ve dogru bir sekilde teshis edilmesi hem tip hem de
veteriner hekimlik alaninda kritik oldugu kadar enfeksiyonu kontrol etmede

daha iyi 6nlemlerin alinmasi i¢in de 6nemlidir (Kessel, 2015).

Pasteurollozis, diinyada bir¢ok tilkede goriilen konake1 ¢esitliligi ¢ok genis
bir infeksiyondur. Ruminantlarin solunum sistemi enfeksiyonlarindan
oldukga yiiksek oranda P. multocida ve M. haemolytica’nin izole edildigi
baz1 c¢alismalarda (Yates, 1982; Davies, vd., 2004; Boyce vd., 2010)
bildirilmistir.

Ulkemizde yapilan bir calismada ( Karahan vd., 2020 ) pndmoni
semptomlar1 gosteren 100 adet sigirdan akciger ornekleri alinmis olup;
orneklerin identifikasyonu klasik yontemler ve Vitek cihazi ile saglanmistir.
Izolasyonu ve identifikasyonu saglanan 58 &rnegin %13’iinde P.multocida

identifiye edilmistir.

Elaz1g’da yapilan bir ¢alismada (Kilig vd., 2004) 8222 adet sigirdan alinan

akciger oOrneklerinden 500’tinde pnomoni tablosu tespit edilmis olup;
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bakteriyolojik ve biyokimyasal yontemler sonucu 30 (%6) Ornekte
P.multocida identifiye edilmistir.

Pnoémonili buzagilarin akcigerlerinden yapilan bir arastirmada izole edilen
Pasteurella tiirlerinin oranim1 %18 olarak rapor etmislerdir (Girgin
vd.,1989). Baska bir ¢alismada pnémoni lezyonlu 100 buzagi akciger doku
orneginin 8’inde P. multocida izole edilebildigini bildirmislerdir (Haziroglu
vd.,1997).

Erzurum’da tatbik edilen bir ¢aligmada pnomoni semptomlu sigirlardan
%4,5 oraninda P. multocida izolasyonunun saglandigi bildirilmistir (Dinler,
1998). Baska bir arastirmadan elde edilen sonuglarda P. multocida

izolasyonu %15,9 olarak bildirilmistir (Giindiiz ve Erganis, 1998).

Baska bir ¢alismada 61 adet pnomonili buzagi akcigerinin 18 (%29,5)’inde
P. multocida tespit edildigi bildirilmistir (Madsen vd., 1985). Yine bir
aragtirmada pnomoni tablolu sigirlarin  akcigerlerinden P. multocida
izolasyonun orani %6 olarak bildirilmistir (Houghton ve Gourlay, 1984). Baska
bir ¢alismada pnomoni sebebiyle Olmis ya da kesilmis buzagilarin
akcigerlerinden %15,8’inde P. multocida tespit edildigi bildirilmistir (Allan
vd., 1985). Danimarka’da yapilan bir ¢alismada (Tegtmeier vd., 1999) pnémoni
tablosuna sahip buzagilarda 72 doku 6rneginin 10 (%13,8)’undan P. multocida

izolasyonunun saglandigi bildirilmistir.

1994-2002 yillar1 arasindaki bir ¢alismada pnomonili buzagilardan P.
multocida izolasyonun %34,7 oldugu ve bu izolasyon oraninin yillar bazinda
degisiminin %20-%47,4 olarak bildirmislerdir (Welsh vd., 2004). Solunum
sistemi enfeksiyonu semptomlar1 gosteren 99 adet buzagida yapilan bir
calismada P. multocida izolasyon oraninin %19,1 oldugu bildirilmistir
(Gagea vd., 2006).

Bu arastirmada mezbahalarda kesilen klinik olarak saglikli goriiniimlii

sigirlardan alinan 210 akciger orneklerinden 2 P. multocida susu identifiye
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edildi. Bu oran (%0,95) diger arasgtirmacilarin elde ettikleri sonuglarla
karsilastirildiginda oldukca diisiiktli. Pastdrellozisin yayilmasi genellikle
bolgesel farkliliklar gostermektedir. Bunun sebebi olarak iklimsel
degisiklikler, mevsim donemleri, transport, yas ve 1wk farkliliklari,
kemoterapotik kullanimi, stres faktorleri, bireysel direnglilik, beslenme
durumu ve ortamin hijyen sartlart gibi faktorlerle iligskili oldugu
diistiniilmektedir. P. multocida izolasyonunun yiiksek oldugu arastirmalarda
(Tegtmeier vd., 1999; Welsh vd., 2004; Catry vd., 2006; Gagea vd., 2006;
Nikunen vd., 2007; Autio vd., 2007) 6rnek sayilariin genelde diisiik olup,
caligmalarin belirli sayida populasyonda yapildigi goriilmektedir. Ayrica
diger c¢aligmalarda Ornekler genellikle pnomonili hayvanlara aitken, bu

calismada Ornekler klinik olarak saglikli goriiniimlii hayvanlara aitti.

Hayvanlarda P. multocida’dan ileri gelen hastaliklarin tedavisinde en ¢ok
kullanilan veteriner hekimlik firiinleri antibiyotiklerdir. Solunum sistemi
hastaliklarinin tedavisinde kullanilan baslica antibiyotikler arasinda birinci
kusak antibiyotiklerin yaninda florokinolonlar gibi kritik ©neme sahip
antibiyotikler de yer almaktadir (Evira, 2018).

Fransa’da 2012-2017 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismada (Bourély vd.,
2019) sigirlardan elde edilen P. multocida izolatlarinin antibiyotik
direngliliklerinin zamana gore degisimi izlenmis; (Resim 4.1) tetrasiklin,
tilmikosin, flumekuin ve enrofloksasin direng egilimlerinin dénem boyunca
arttig1, ancak siilfametaksazol-trimetoprim, amoksisilin ve florfenikol direng

oranlarinin degigsmedigi gozlemlenmistir.
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40%

35% 1 ~——Tetracycline
30% 1 —Tilmicosin
25% + ~—Flumequine
20% 1 ——Enrofloxacin

~—Trimethoprim-
sulfamethoxazole

Proportion of resistance

15% 1

~—Gentamicin

——Amoxicillin

~—Florfenicol

Resim 4.1 : Uger aylik zaman periyodlarinda (dénem basina en az 25 izolat) 2012-
2017 yillar1 arasinda sigirlardan elde edilen P. multocida izolatlarinda antibiyotik
direng egilimleri. (Bourély vd., 2019)

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada (Giilaydin vd., 2019) 59 adet P. multocida
izolatimin ampisilin, sefotaksim, enrofloksasin, kloramfenikol, penisilin,
sefalotin ve gentamisine karsi duyarli oldugu gozlenirken, tetrasiklin,
eritromisin, stilfametaksazol-trimetoprim, siprofloksasin, streptomisin ve

tilmikosine kars1 antibiyotik direncinin gelistigi goriilmiistiir.

Bazi aragtirmalarda bilingsiz antibiyotik kullanim1 sonucu P. multocida’nin
beta-laktamlar, tetrasiklin, streptomisin, siilfonamidler, makrolidler ve
silfametazine karst c¢oklu ilag direnci gelistirdigi ortaya c¢ikmistir

(Kehrenberg vd., 2003; Anholt vd.,2017).

P. multocida’nin antibiyotik duyarliliginin belirlenmesi amaciyla yapilan
bazi arastirmalar ve sonuglar tabloda goriilmektedir. Cizelge 4.1°e gbre son
yillarda yapilan caligmalarda etkenin florokinolonlara, sefalosporinlere ve
etkisi giliglendirilmis penisilinlere karst duyarli oldugu, tetrasiklinlere,
aminoglikozitlere, makrolidlere ve penisilinlere diren¢li  oldugu
goriilmektedir. Bu yapilan ¢alismada ise P. multocida suslarinin Amoksisilin
klavulanik asit, Enrofloksasin, Siprofloksasin ve Seftiofur’a %100 oraninda
duyarli, Danofloksasin’e ise %50 duyarli ve %50 artirilmis dozajda duyarh
oldugu gozlemlenirken, Siilfametaksazol-trimetoprim ve Tetrasiklin’e %100

oraninda direngli oldugu tespit edilmis olup son yillardaki yapilan
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caligmalarla uyumlu oldugu goézlemlenmistir.

Cizelge 4.1: P.multocida’nin antibiyotik duyarliliklarin belirlenmesi igin yapilan

bazi ¢alismalar

DIRENC/
ARASTIRMACILAR ANTIBIYOTIK SONUC DUYARLILIK
El Garch vd., 2016 Enrofloksasin ve Tetrasiklin DIRENCLI
Siprofloksasin, Ko-trimoksazol,
. Doksisiklin, Enrofloksasin, Nitrofurantoin ve DUYARLI
Khamesipour vd., 2014 Tetrasiklinler
Ampisilin, Lincomisin, Penisilin, Rifampin,
Streptomisin, Amoksisilin, Eritromisin ve Florfeniol DIRENCLI
Seftiofur, Enrofloksasin, Trimethoprim-
Giiler vd.. 2013 sulfametoksazol, Florfenikol DUYARLI
Tetrasiklin, Tilmikosin, Eritromisin, Spektinomisin DIRENCLI
. Amoksisilin, Amoksisilin + Klavulanik asit, 100% DUYARLI
Ulker vd., 2012 Trimethoprim + Sulfametoksazol, Enrofloksasin ve
Penisilin-G
Rerat vd., 2012 Tylosin 83% DIRENCLI
Tilmikosin 56% DIRENCLI
Florfenikol 95% DUYARLI
Seftiofur 93% DUYARLI
Konak, 2012 Amoksisilin-Klavulanik Asit 91% DUYARLI
Gentamisin ve Tulatromisine 89% DUYARLI
Oksitetrasiklin 22% DIRENCLI
Penisilin G ve Eritromisin 20% DIRENCLI
Onat vd., 2010 Siilfametoksazol-Trimetoprim 92% DUYARLI
Enrofloksasin 85% DUYARLI
Oztiirk ve Civelek, amoksisilin-klavulanik asit, 100% DUYARLI
2007
ampisilin, oksitetrasiklin, amoksisilin, neomisin
Trimetoprim sulfametaksazol 80% DUYARLI
1 0,
Erbas, 2007 Florfenikol 93% DUYARLI
Enrofloksasin 61% DUYARLI
Eritromisin, Siilfametoksazol-Trimetoprim 82% DIRENCLI
Oksitetrasiklin 88% DUYARLI
Oztlirk ve Corlu, 2006 Ampicilin 94% DUYARLI
Enrofloksasin, Florfenikol DUYARLI
Yoshimura vd., 2001 Enrofloksasin ve Seftiofur DUYARLI
Dihidrostreptomisin ve Benzilpenisilin DIRENCLI
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5.SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasi sigirlarda Pasteurella spp. 'nin izolasyonu, identifikasyonu

ve antibiyotik duyarliliklarini tespit etmek igin yapilmistir.

Calismada sigirlardan toplanan 210 akciger 6rneginden Pasteurella spp.’nin
izolasyonu ve identifikasyonu amaciyla 89 adet Gram negatif bakteri izole
edildi. Kiiltiir ve biyokimyasal yontemler kullanilarak 17 6rnek Pasteurella
siipheli bulundu. Izolatlarin identifikasyonunda konvansiyonel y&ntemlerin
yani sira Otamatize sistemler kullanildi ve orneklerin 2 (%0,95)’sinden P.

multocida identifiye edildi.

Bu calismada elde edilen sonuglarin diger aragtirmalarla karsilastirildiginda
oldukga diisiik oranda oldugu gozlendi. Bu ¢alismada diger arastirmalardan
farkli olarak, kullanilan Orneklerin klinik olarak saglikli goriintimlii
sigirlardan toplanmasi en oOnemli sebep oldugu gozlemlendi. Ayrica
izolasyonun yiiksek oldugu bazi arastirmalarda kullanilan 6rnek sayilarinin

diisiik oldugu goriilmektedir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda izole ve identifiye edilen 2 P. multocida
susunun antimikrobiyal duyarliliklar1 Kirby-Bauer Disk Diffliizyon Yontemi
ile tespit edildi. P. multocida susunun Amoksisilin klavulanik asit,
Enrofloksasin, Siprofloksasin ve Seftiofur’a %100 oraninda duyarl,
Danofloksasin’e ise %50 duyarli %50 artirllmis dozajda duyarli oldugu
gozlemlenirken, Siilfametaksazol-trimetoprim ve Tetrasiklin’e %100 direngli
oldugu tespit edildi. Bu tez ¢alismasinda tespit edilen bulgularin Pasteurella
spp.’ne  yonelik yapilacak baska arastirmalara ve Pasteurella
enfeksiyonlarmin sagaltiminda kullanilacak antibiyotiklerin segiminde

katkida bulunabilecegi kanaatine varildi.
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