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Ozet

Bu ¢aligmada, sigir akciger orneklerinden Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica izolasyonu ve bu
izolatlarin antibiyotiklere karsi duyarliliklar1 belirlendi. Bu amagla, Antakya’da (Hatay) kesimhanede kesilen sigirlardan
alinan akcigerlerde bakteriyolojik incelemeler yapildi. izole edilen etkenlerin identifikasyonu PZR ile teyit edildi ve
identifiye edilen kiiltiirlerin ¢esitli antibiyotiklere karst duyarliliklar1 arastirildi. Calismada, 122 akciger 6rneginden 3
(%2.45) adet P. multocida izole edildi, ancak M. haemolytica ise izole edilmedi. izole edilen P. multocida suslari
amoksisilin, amoksisilin + klavulanik asit, trimethoprim + sulfametoksazol, enrofloksasin ve penisilin-G’ye %100,
eritromisin, oksitetrasiklin ve gentamisine de %66 oraninda duyarli bulundu. Calisma kapsaminda lisans 6grencilerinin
akademik bilgi ve becerilerinin gelismesine katki saglandi.

Anahtar Kelimeler: Akciger, Antibiyotik Duyarliligi, Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida

Isolation of Pasteurella multocida and Mannheimia haemolytica from Slaughtered Bovine
Lung in Hatay Region and Detection of Their Antibiotic Susceptibilities

Abstract

In this study Pasteurella multocida and Mannheimia haemolytica were isolated from cattle lung samples and
their susceptibilities were detected to some antibiotics. These bacteria were isolated and identified from slaughtered
cow’s lung in Hatay Region. The identification of microorganisms was confirmed by PCR. Antibiotic susceptibilities of
identified organisms were determined against different antibiotic groups. In the study, P. multocida were isolated from
3 (2.45%) of 122 Lung samples, but M. haemolytica was not isolated. The susceptibilities to antibiotics for P. multocida
were as follow: 100% to amoxycillin, amoxicillint+clavulonic acid, trimethoprim+sulphamethoxazole, enrofloxacin and
penicillin-G; 66% to erythromicin, oxytetracyclin and gentamycin. Isolation rate and detection of antibiotic
susceptibility of these organisms will provide useful knowledge for treatment of disease. And also, this Project attribute
to academic knowledge and skills of students in this project.

Key Words: Lung, Antibiotic Susceptibilities, Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida

Giris domuzlarda atrofik rinit ve pnémoni, koyunlarda pndmoni
ve laboratuvar hayvanlarinda da benzer enfeksiyonlara
neden oldugu bildirilmistir (1, 2, 3). M. haemolytica nin
ise koyun ve kuzularda pndmoni ve septisemilere,
sigirlarda ise pndmonilere neden oldugu belirlenmistir (1,
7). P. multocida ve M. haemolytica’ya bagli olusan

enfeksiyonlar sporadik olarak seyredebilecegi gibi,

Solunum sistemi hastaliklar1 sigir, koyun ve keci
gibi hayvanlarda siklikla goriilmekte, iilkemizde ve diinya
o6nemli  ekonomik olmaktadir.

memeli

neden
cogu
hayvanlar ve kanatli hayvanlarda {ist solunum yolu ve alt

kayiplara

Pasteurellaceae  familyasinin iyesi

genital kanal mukozasinin normal florasinda bulunurlar

ve firsatgr patojenler olarak bilinirler. P. multocida
hayvanlarda major patojenler arasinda gosterilirken, M.
patojeni
gosterilmistir (2, 5). P. multocida 'mn sigirlarda hemorajik

haemolytica  potansiyel  hayvan olarak

septisemi, pndmoni, meningoensefalitis ve mastitis (20),

koyunlarda salginlar rapor edilmistir (1, 15).

Pastorella enfeksiyonlarinin tanisi, klinik bulgular
ve mikroorganizmanin izolasyonuna dayanir. Hastaligin
etkeni olan mikroorganizmanin izolasyonu antibiyotik
duyarhiliklarinin belirlenmesi i¢in de gereklidir

* Bu calisma 2011 yilinda TUBITAK 2209 kodlu Universite 6grencileri yurt igi / yurt dis1 arastirma projeleri destekleme programi
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(19). Ancak klasik kiiltiir metodunun zaman almasi ve
etkenin  kesin  identifikasyonu amaciyla  hayvan
deneylerine ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle hizli ve giivenilir
bir teknik olarak identifikasyona yardimecir olmasi
amactyla molekiiler yontemlerin de kullanimi 6nerilmistir
(23). Cesitli galigmalarda bu teknikliklerin hem izole
edilen etkenlerin teyidinde hem de direkt klinik
materyallerde basartyla kullanildig1 bildirilmigtir (6, 12,
17).

Ciftlik hayvanlarinda siklikla hastalik yapmalarina
ve onemli diizeyde ekonomik kayiplara yol agmalarina
ragmen Hatay Yoresinde konuyla ilgili olarak yapilmis
bir calismaya rastlanilmamistir. Bu ¢alisma ile kesimhane
de kesilen sigirlarin pnomoni  belirtili  akciger
orneklerinden P. multocida ve M. haemolytica
izolasyonlar1 yapilmasi ve izole edilen bu etkenlerin
cesitli antibiyotiklere karst duyarliliklarinin belirlenmesi
amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Bu calismada Antakya ilinde bulunan 6zel bir
isletmeye ait kesimhane haftalik olarak ziyaret edilerek
toplam 122 adet pnomoni belirtili sigir akciger Ornegi
toplandi. Akcigerler soguk zincirde Mustafa Kemal
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali laboratuvarina getirildi. Akciger orneklerinden
bakteriyolojik kiiltiir amaciyla %7 koyun kani katilarak
zenginlestirilmis  Kanli  Agar’a  ekimler  yapildi.
Besiyerleri 37°C’de aerobik ortamda 24-48 saat siire ile
inkiibe edildi. Kanli Agarda iireyen bakterilerin koloni
morfolojileri, hemoliz 6zellikleri, Gram boyama, oksidaz,
katalaz, indol ve Mac Conkey Agarda iireme gibi
ozellikleri metotlara  gore

incelenerek  standart

identifikasyonlar1 yapildi (19, 11).

Konvansiyonel biyokimyasal testler kullanilarak
identifiye edilen bu etkenlerin teyidi amaciyla kaynatma
yontemi kullanilarak etkenlerden DNA ektraksiyonu
yapildi. Bu amagla, Triptic Soy Agar’da inkiibe edilen 24
saatlik kilttirlerden 1-2 koloni 6ze yardimiyla almip 100
ul steril distile suda siispanse edildi. Bakteri siispansiyonu
iceren 200 pl’lik plastik tiipler Thermal cycler (Techne
Genius TC 312) igine yerlestirildi. Bu sekilde 99°C’de 10
dakika tutularak 1 siklus tamamlatildi. Daha sonra ise
1000 devirde 2 dakika santrifiij edilip analizde
kullanilacak DNA kalib1 elde edildi. Bu soliisyondan 5ul
alinarak PZR karigiminda kalip DNA olarak kullanildi

(13).

[zolasyonu ve identifikasyonu yapilan etkenlerin
teyidi amaciyla PZR islemi yapildi. Pasteurella multocida
icin Townsend ve ark. (22) tarafindan uygulanan
protokolle KMT-1SP6 5'- ATC CCG CTA TTT ACC
CAG TGC -3' ve KMTIT1 5- GCT GTA AAC GAA
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CTC GCC AC -3 primerleri kullanilarak, Mannheimia
haemolytica igin ise Ryan ve Lo (21) tarafindan 6nerilen
protokole gore Rpt2 5'- GTT TGT AAG ATA TCC CAT
TT-3' ve Rpt2 rev 5'- CGT TTT CCA CTT GCG TGA-3’
primerleri kullanilarak PZR karigimlart hazirlandi (Tablo

1.

Tablo 1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan
Karisimlar
Karisim bilesenleri Pasteurella Mannheimia
multocida haemolytica
10XPZR Buffer 2.5 u 2.5 ul
dNTP karisimi 0.5 ul 0.5 ul
Primer F 0.2 ul 0.2 ul
Primer R 0.2 ul 0.2 ul
MgCl, 2 ul 2 ul
Taq polimeraz 0.2 ul 0.2 ul
Distile Su 14.4 ul 14.4 ul
Template DNA 5 ul Sul
TOPLAM 25 ul 25 ul
Amplifikasyon 460 bp 1022 bp
Uriinii(bp)
Amplifikasyon islemi arastiricilar (21, 22)

tarafindan Onerilen prosediire gore gerceklestirildi(Tablo
2).

Tablo2. PZR Amplifikasyon Kosullart

Amplifikasyon Pasteurella Mannheimia

kosullari multocida haemolytica

On Denatiirasyon 95°C’de 5 95°C’de 5 dakika
dakika

Denatiirasyon 94°C’de 30 94°C’de 1 dakika
saniye

Baglanma 55°C’de 30 48°C’de 1 dakika
saniye

Uzama 72°C’de 30 72°C’de 30 saniye
saniye

Siklus Say1st 30 siklus 30 siklus

Son uzama 72°C’de 5 72°C’de 5
dakika dakika

Yapilan amplifikasyon isleminden sonra PZR
irtinlerinin degerlendirilmesi amaciyla %1.5’lik Agaroz
jel kullanildi. Yiklenen PZR firtinleri agaroz jel
elektroforezinde 180 V’da 60 dakika boyunca kosturuldu.
Cikan sonuglar ultraviyole 1sik altinda incelenerek
fotograflar1 ¢ekildi. Degerlendirmede, marker (Vivantis,
100 bp plus) kullanildi. P. multocida i¢in 460 bp’lik, M.
haemolytica i¢in ise 1022 bp’lik bandlar arastirildi.

Izole edilen etkenlerin antibiyotik duyarhiliklar:
Kirby-Bauer Disk Diflizyon yontemi kullanilarak yapildi (4).
Buna gore, bir gece 37°C’de Nutrient Buyyonda iiretilen
suglardan 0.1 ml Mueller-Hinton Agara yayma tarzinda
ekilerek, tizerlerine gentamisin (CN-10mcg), eritromisin (E-
15 mcg), trimetoprim/sulfametoksazol (STX-25 mcg),
enrofloksasin (ENR-5 mcg), amoksisilin (AML-10 mcg),
oksitetrasiklin (T-30), amoksisilin/klavulanik asit (AMC-30
mcg), penisilin-G (P-10 mcg) ve doksisiklin (DO-30 mcg)
antibiyotik diskleri yerlestirildi. Besi yerleri 37°C’de 24 saat

inklibe edildikten sonra etkenlerin bu antibiyotiklere
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duyarlilik/direnglilikleri antibiyotik diskleri etrafinda olusan
inhibisyon zonlarin ¢aplar dlciilerek degerlendirildi (14).

Bulgular

Caligmada, 122 akciger 6rneginden 3 (% 2,45) P.
multocida izole ve identifiye edildi, ancak Orneklerin hig
birinden M. haemolytica izole edilmedi. Izole edilen P.
multocida suslarmim identifikasyonlart spesifik primerler
kullanilarak PZR analizi ile teyit edildi (Resim 1).

Resim 1: M: VC 100bp Plus DNA Ladder , PK: P.
multocida Pozitif Kontrol, 1, 2, 3: P. multocida olarak
identifiye edilen oOrneklere ait bandlar, NK: Negatif

P. multocida izolatlarmin antibiyotik duyarliliklar
amoksisilin, amoksisilint+klavulonik asit,
trimetoprim+sulfametoksazol, doksisiklin, enrofloksasin ve
penisilin-G’ye %100, eritromisin, oksitetrasiklin  ve
gentamisin’e %66 olarak belirlendi (Tablo 3).

Tablo 3. P. multocida izolatlarimn Antibiyotik
Duyarhhiklar:
R (%) 1(%) S (%)
Antibiyotik
CN 33 - 66
E 33 - 66
SXT - - 100
ENR - - 100
AML - - 100
oT 33 - 66
AMC - - 100
P - - 100
DO - 100

(R; Direngli, S; Duyarli, i; Orta derecede duyarli, CN
(Gentamisin-10 mcg), E (Eritromisin-15 mcg), STX
(Trimetoprim/Sulfametoksazol-25 meg), ENR
(Enrofloksasin-5 mcg), AML (Amoksisilin-10 mcg), OT
(Oksitetrasiklin-30 mcg), AMC (Amoksisilin/Klavulanik
asit-30 mcg), P (Penisilin-G -10 mcg), DO (Doksisiklin -30
meg)

http://www.adanavet.gov.tr/tr/e-dergi.php
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Tartisma ve Sonuc¢

Pasteurellaceae familyasinda yer alan P. multocida ve
M. haemolytica, hayvanlarin iist solunum kanali mukozasinin
mikrobiyal flora {iyeleridirler. Ancak ¢evresel stres faktorleri
ve ¢esitli  mikroorganizmalar tarafindan  olusturulan
infeksiyon durumlarinda firsatg1 patojenler olarak hastalik
yaparlar ve sartlara bagl olarak siddetli hastalik tablolarma
ve salginlara neden olabilirler. Olusturduklart bireysel veya
stirli bazinda hastalik tablolari ile 6nemli ekonomik kayiplara
neden olurlar. Hastaliklarin tedavisinde bilingsiz antibiyotik
kullaniminin fazla olmasina bagli olarak son yillarda artan
oranda antibiyotik direng sorunu ile karsilasilmaktadir (9, 12,
16, 22). Antibiyotiklere karsi diren¢ gelisimi nedeniyle
tedavi giiclesmekte, tedavi siiresi uzamakta ve olusan
ekonomik kaybin boyutu artmaktadir. Bu caligmada
kesimhaneden alinan pndmoni belirtili sigir  akciger
orneklerinden yapilan bakteriyolojik incelemeler ile 122 adet
ornegin 3’tinden (% 2.45) P. multocida izole edildi, ancak
orneklerin hig birinden M. haemolytica izole edilmedi. izole
edilen P. multocida suslarinin identifikasyonlar1 spesifik
primerler kullanilarak PZR analizi ile teyit edildi.

Giirbliiz ve Sahin (9) yaptiklart ¢aligmada 125 adet
sigir akciger Orneginin 32’sinden (%26) M. haemolytica
izole ettiklerini bildirmislerdir. Oztiirk ve Corlu (18) 150
adet koyun akciger 6rneginin 15’inden (%10) M. haemolitica
ve 2’sinden (%1.33) P. multocida izole ettiklerini rapor
etmislerdir.  Arastirmacilar  izole ettikleri  suslarda
amoksisilintklavulanik asit’e, enrofloksasin’e ve
florfenikol’e %100 oraninda duyarlilik saptadiklarmi ve
bunun  ardindan  ampisilin’e,  danofloksasin’e  ve
furazolidon’a %94.11 diizeyinde ve oksitetrasiklin’e %88.23
oraninda izolatlar1 duyarli bulduklarini bildirmislerdir. Onat
ve ark (16), ise 47 adet Holstein 1rk1 sigirdan aldiklart burun
svab Orneklerinden 5 (%10.63) adet M. haemolytica, 27
(%57.44) adet P. multocida izole ettiklerini bildirmislerdir.
Aragtiricilar  bu  ¢alismada izole ettikleri Pasteurella
multocida izolatlarmin florfenikol’e %100, enrofloksasin’e
%85.1, sulfametoksazol/trimetoprim’e %80, eritromisin’e
(%92.6) ve ampisilin’e %80 oraninda duyarli olduklarini
belirlemislerdir.

Kaoud ve ark (10), Misirda sigir akciger 6rneklerinde
yaptiklart ¢alismada M. haemolytica’y1 %3.6 oraninda izole
ettiklerini ~ bildirmislerdir. ~ Gabinaitiene ve ark (8),
Moycoplasma bovis infeksiyonu bulunan sigirlarin %5.7’sinde
P. multocida ve %2.9'unda M. haemolitica izole ettiklerini
rapor etmiglerdir. Kumar ve ark (12) ise 38 adet sigir orjinli,
34 adet manda orjinli ve 28 adet koyun orjinli olmak iizere
toplam 100 adet P. multocida izolat1 ve 17 farkli antibiyotik
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada %94 duyarlilik orani ile en
etkin antibiyotigin enrofloksasin oldugunu ve bunu %93 ile
ofloksasin, %93 ile kloramfenikol, %89 ile doksisiklin, %86
ile tetrasiklin ve %84’liik duyarlilik orantyla ciprofloksasinin
takip ettigini bildirmislerdir.
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Yapilan bu calismada M. haemolytica izolasyonu
olmazken, 122 adet 6rnegin 3’iinden (%2.45) P. multocida
izole edilmistir. Elde edilen bu izolasyon oranlar1 diger
caligmalar ile karsilagtinlldiginda disiiktir. Bu durum
bolgesel farkliliklardan kaynaklanabilecegi gibi ozellikle
iklim olanaklarina da bagli olarak Hatay’da yari agik
besiciligin  yaygin  yapilmasindan  kaynaklanabilecegi
distintilmistiir. Ayrica Hatay’da sigir kesiminin yaygin
olarak mahalli kasaplarda yapilmasindan dolay1 kesimhanede
hayvan kesiminin nispeten az olmasi materyal elde
edilmesinde giicliiklere neden olmustur.

Bu calismada izole edilen P. multocida izolatlarinda
cesitli antibiyotik gruplarini iceren diskler ile yapilan
antibiyotik duyarlilik testleri ile diger ¢aligmalarla benzer bir
sekilde enrofloksasin basta olmak iizere kinolon grubu,
amoksisilintklavulanik asit basta olmak iizere penisilin
grubu antibiyotiklere kars1 yiiksek oranda duyarlilik
belirlenmistir.

Alman Orneklerden etken izolasyonu amaciyla
kullanilan klasik kiiltiir yontemi ile PZR sonucu alinan
sonuclar birbirini teyit etti. Bu sonuglar direkt etkene yonelik
incelemelerde klasik yontemlere alternatif olarak PZR’nin de
kullanilabilecegini gostermektedir. Proje kapsaminda ayrica
lisans Ogrencilerinin akademik bilgi ve becerilerinin
geligsmesine katki saglandi.
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