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Mannheimia haemolytica suslarimin farkh besiyerlerinde iireme ve Research Article

lokotoksin olusturma ozelliklerinin incelenmesi

Investigations on growth and leukotoxin production of mannheimia Mehmet CELIK
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haemolytica strains growing in different culture media GURBILEK?

OZET " LTS BioPhotonic
Mannheimia haemolytica hayvanlarda pnomoniye sebebiyet veren en etkili Biyoteknoloji Sti.

bakterilerden biridir. Etkenin en 6nemli viriilans faktorii olan 16kotoksine karsi gelisen
antikorlar, hastaliga karsi direngte Onemli bir rol oynarlar. Bu nedenle asilama
caligmalarinda uygun miktarda I6kotoksin iiretecek susun ve besiyerinin se¢imi
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onemlidir. Bu amagla, calismada 4 ayr1 besiyeri ve 4 ayri sus test edildi. Test edilen Mikrobiyoloji ABD,
besiyerlerinde canlilik saymmi bakimindan RPMI besiyeri diger test edilen Eyylibiye Kampiisi,
besiyerlerinden onemli derecede farkli bulundu (P<0.001). Obiir taraftan BHIB, Sanlurfa

BHIB+ %5 serum ve BHIB+%]1 yeast extract besiyerleri canlilik sayimi agisindan
birbirlerinden istatistiki olarak farkli bulunmadi (P>0.05). Ancak, test edilen suslarin

tiimiiniin 24 saatlik kiiltiirleri en fazla canlilik sayimmi BHIB + %5 at serumu igeren ORCID-
besiyerinde gosterdiler. Suslar arasinda bakteriyel sayima iligkin istatistiki olarak L

onemli bir fark saptanmadi (P>0.05). 0000-0002-3541-9544
RPMI besiyeri iiretilen 16kotoksin agisindan diger besiyerlerine gore istatistiki olarak 20000-0002-0377-2650

onemli derecede farkli bulundu (P<0.001). Tiim test suslar1t RPMI besiyerinde diger 3
besiyerine gore ¢ok daha fazla miktarda l6kotoksin iiretti. Alinan sonuglara gore,
MHOS5 susu en yiiksek miktarda 16kotoksin iiretti ve bunu MHO06 susunun izledigi
belirlendi. MHO04 ve MHO03 suglar1 arasinda bu yonden anlamli bir farklilik
saptanmadi.  Test edilen kiiltiir besiyerlerinde iireyen mikroorganizma sayisi ile
iiretilen 16kotoksin arasindabir korelasyon olmayacag: diigiiniildii. Sonu¢ olarak, aclik Correspondence
ve k1s1t11' demir varlig1 gibi stris fakt.O.I.'leI‘IIlln M?nnh.elmla hae‘molytlca nmvdaha fazla Sevil ERDENLIG
16kotoksin ve muhtemelen diger viriilans faktorleri iiretmesine yol agtigi kanisina
varildi GURBILEK
Anahtar Kelimeler: Mannheimia haemolytica, pnomoni, 16kotoksin, viriilans. Dog. Dr. Mikrobiyoloji
ABSTRACT serdenlig@harran.edu.tr
Mannheimia haemolytica is one of the most effective bacteria causing pneumonia in
animals. Since antibodies against leukotoxin, which is the most important virulence
factor of the agent, play an important role in resistance to disease, selection of strain
and medium that produce leukotoxin is most important in vaccination studies. For this
purpose, 4 different strains were tested in 4 different culture media tested in the study.
Based on the viability counts in tested media, RPMI media was found significantly
different from the rest of media (P<0.001). On the other hand, BHIB, BHIB+5% serum Submission: 21-02-2020
and BHIB+%1 Yeast extract media were not found statistically different from each - 04-0F.-
other’s (P>0.05) for the viability counts. However, the viability counts measured after Accepted: 04-06-2020
24 hours of culture of tested strains were found to be highest in medium containing Online First: 07-08-2020
BHIB + 5% horse serum. There were no significant differences among strains related
to bacterial counts in tested media (P>0.05). RPMI media was significantly different
from the rest of media regarding to amount of produced leukotoxin in direct ELISA
(P<0.001). All the strains produced more leukotoxins in RPMI media compared to
other 3 tested media.

According to our results, the strain MHO5 produced the highest amount of leukotoxin e-1S5N: 2548-1150
followed by MHO06. There was no significant difference between MH03 and MH04 doi prefix: 10.31797/vethio
strains in this regard. It was thought that there could be negative correlation between
viability count of the bacteria and the produced leukotoxin amount in tested media. As
conclusion, it was assumed that stress factors like starvation or iron restriction might
cause Mannheimia haemolytica to produce more leukotoxin and possibly other
virulence factors.
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RIS

Sigirlarda Mannheimia
haemolytica’nin neden oldugu
solunum sistemi hastalig1

(Mannheimiosis, shipping fever,
pnomonik pastorelloz) sigirlarin en Onemli
solunum yollar1 hastaliklarindan biridir ve
diinya genelinde tiim sigir 6liimlerinin yaklagik
%30’undan (Adamu, 2007).
Mannheimiosis yemden faydalanamama, siit
verimliliginde azalma, canli viicut agirhiginin
diisiistine ayrica ila¢ ve bakim giderlerinin

sorumludur

artisina neden olmaktadir. Olusan zararin gesitli
stres etkileri ile ve/veya viriis ve bakteriler
sebebiyle ile daha da arttigi tespit edilmistir.
Bunlar, siitten kesme, kotii beslenme, nakliye,
normalden fazla sayida hayvan igeren ahirda
yasama ve ani iklim degisiklikleri gibi stres
faktorleri 6nemli rol oynamaktadir Ornegin
Amerika’da sigir endiistrisine verdigi zarar
yillik 3 milyar dolar1 astigi bildirilmektedir
(Singh, 2011).

M. haemolytica Proteobacteria’larin
Gammaproteobacteria smifi  Pasteurellales
takimi, Pasteurellaceae ailesi, Mannheimia
cinsi igerisinde yer alir. Mannheimia cinsinin
onemli bir tiiri olan M. haemolytica Gram
negatif, hareketsiz, sporsuz, kapsiillii, kokobasil
tarzinda, fermentatif, oksidaz pozitif, katalaz
pozitif, fakiiltatif anaerobik bir bakteridir

(Adamu, 2007).

M. haemolytica’min 12 kapsiiler serotipinden
Al ve A2’nin tiim diinyada yaygin oldugu ve
her ikisinin de sigir ve koyunlarin iist solunum
yollarinda  kolonize oldugu  belirtilmistir.
Hastaligin etyolojisinde A6, A7, A9 ve Al2
gibi diger serotipler bildirilse de, sigir
mannheimiozisinin en 6nemli etkeni Al olarak
kabul edilmektedir. Arastirmalar
sistemi hastaligi olan bireylerde serotip 1’in
%70,7 oraninda bulundugu bildirilmektedir
(Rice vd., 2008). Saglikli sigirlar siklikla tist
solunum kanalinda her iki serotipi tasimasina
takip eden stres veya hasta

solunum

ragmen,

hayvanlardan horizontal bulasma ile A2’nin
yerini  oncelikli  serotip olarak Al alir.
Nasofarengeal bolgenin selektif olarak Al
serotipi ile kolonizasyonu mannheimiosisin
baslamasi i¢in ©6n kosuldur. Bu durumun
sonucunda, bakteri iceren hava damlaciklarinin
trachea ve akcigerlere inhalale edilmesi
hastaligin baslamasina katkida bulunur. Tam
mekanizma ¢ok agik olarak bilinmemesine
ragmen cevresel stress faktorleri ve beraberinde
eslik eden wviral ve bakteriyel ajanlar Al
serotipinin list solunum yollarinda hizlica
artasmna neden olur (Rice vd., 2008; Singh,
2011). Davies ve digerleri (1997), Al ve A6
serotipinin sigir pndmonik mannheiminozisinin
hemen hemen tiim vakalarinin sebebi oldugunu
belirtmislerdir.

M. haemolytica, hastaligin patogenezinde
onemli rol tstlenen bir¢ok viriilans faktoriine
sahiptir (Jeyaseelan vd., 2002). M. haemolytica’
nin potansiyel viriilans faktorleri arasinda
l6kotoksin (Lkt), lipopolisakkarit (LPS), dis
membran proteinleri (outer membran proteins,
OMP), kapsiiler polisakkaritler, adhesinler,
fimbria, lipoproteinler, nérominidaz, siiperoksit
dizmutaz (metallo-enzim), sialoglikoproteaz ve
transferrin baglayici proteinler sayilabilir (Rice
vd., 2008; Zechinon vd., 2005). Bunlardan Lkt
pnomoninin  gelismesinde en Onemli role
sahiptir.  Lkt, 102-105 kDa'lilk bir M.
haemolytica ekzotoksinidir ve logaritmik iireme
fazinda bakterinin tiim serotipleri tarafindan

salgilanir. M. haemolytica' nin 6nemli bir
virulans  faktoriidir ve tiim lokositlerin
parcalanmasmna neden olur. Tim M.

haemolytica suslar1 Lkt {iretmesine ragmen,
aralarinda tretilen Lkt miktar1 ve aktivitesi ile
ilgili farklar mevcuttur (Rice vd., 2008; Saadati
vd.,, 1997). Sigir ve koyunlardaki M.
haemolytica suslarinin ¢ogu 1kt {iretmesine
ragmen bu suslarin hepsi esit miktarda lkt

tiretmezler ve benzer lokotoksik aktivite
gostermezler. M. haemolytica’nin  farkli
serotiplerinin  farkli tipte lkt sentezledigi
saptanmistir.  Ayrica retilen 1kt miktan
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degiskendir ve dolayisi ile hastaligin patogenezi
Lkt miktar1 ile dogrusal orantilidir (Davies ve
Baillie, 2003; Stevens ve Czuprynski, 1996).
Retzer vd., (1998), yayinladiklar1 g¢alismada,
demir elde etmede (TbpA ve TbpB) islev géren
M. haemolytica dis zar proteinlerinin
muhtemelen bir yapigma molekiilii olarak islev
gordiiglini belirtmistir. Bunun yan1 sira yapilan
calismalarda, ii¢ biiylik demir baglayict dis
membran proteini (IROMPs) identifiye edilerek
M. haemolytica’ min demir kisith ortamlarda da
kolayca tiredigi bulunmustur.

M. haemolytica iremek igin  besin
maddelerine olan gereksinimi ag¢isindan nazli
bir bakteri olarak kabul edilmektedir. Sivi
besiyerinde M. haemolytica’nin
ortamin asitligini artirmaktadir (Panciera ve
Corsvet, 1984). Oyleki iiretilen asetik asit bazen
uretilen total bakteri sayisimin  lizerine
cikmaktadir. Besiyerindeki karbonun biiyiik
kismi asetik asit birikimine yol agtigl i¢in
karbon smirli  besiyerlerinin  bu  yiizden
biyokiitlenin artigina neden olurken asetik asit
tretimini sinirlandirdigr ve 16kotoksin iiretimini
artirdigr  bildirilmektedir (Oppermann  vd.,
2017). Besi yeri bilseminin Lkt {iretiminde
etkili oldugunu bildiren caligmalar
bulunmaktadir. Bakterinin {iretimi i¢in en
yaygin olarak kullanilan besiyerleri igine
siklikla sigir fotal serum veya albiimin katilan
Brain heart infiizyon broth (BHIB) ve RPMI
1640  besiyerleridir. Ancak katilan bu
bilesenlerin lkt {lizerine bir etkisinin olmadig
bildirilmistir (Saadati vd., 1997; Urban-Chmiel
vd., 2004). Du perez vd., (2008), yaptig1 bir
calismada karbonun sinirlandirildigir vasatlarin
kullanim1 16kotoksin
maksimize ederken asetik asit

uremesi

konsantrasyonunu
liretimini
minimize etmistir. Genel olarak kabul edilen
goriise gore bakterilerin in vitro ortamlarda
trerken eksprese ettikleri antijenler in vivo
irerken gosterdiklerinden bir hayli farklhidir.

Ornegin baz1 viriilans faktorleri standard
laboratuvar  besiyerinde iireyen bakteriler
tarafindan salgilanmazken, bunlar konakg1
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icinde tirerlerken ya da demirin kisith oldugu
invitro besiyerlerinde salgilanabilirler (Smith,
1990).

Odendaal ve Ellis (1999), lkt'nin fazla
miktarda {retilmesinde M. haemolytica’yi
fermentorde %3,5 fotal buzagi serum iceren
RPMI 1640 besiyerinde iretmisler ve yiiksek
diizeyde toksin elde ettiklerini bildirmislerdir.

Lkt  toksoidini de kiiltiir
siipernatantindan elde edilen toksoid asilar
yarattigi  gl¢li  bagisikhik  ve  serotip
spesifikliginin  biiylik oOl¢lide olmayis1 ile
hastaliga karst bakterin agilar kadar etkili
bulunmustur. Bu asilar hastaligin 6nlenmesinde
% 50-70 oraninda basar1 gdstermislerdir
(Shewen ve Wilkie, 1988). Ancak, kiiltiir
slipernatant asinin Uretilmesinde karsilasilan en
bliylik dezavantaj lkt’nin in vitro ortamda ¢ok

iceren

diisiik konsantrasyonda salgilanmasi ile olusan
problemdi (Clinkenbeard vd., 1989).

Bu amacgla, bu c¢alismada daha Onceki
calismalarda sigirlarin pnomoni vakalarindan
izole edilmis olan 3 farkli M. haemolytica susu
referens M. haemolytia susu ile birlikte biri
minimal besi yeri ve {i¢li zenginlestirilmis
olmak {lizere toplamda 4 farkli besiyerlerinde
dretilmistir.  Test kiltiirlerinin {iremelerinin
cesitli sathalarinda alinan Orneklerinden canli
bakteri sayimlar1 yapilmis ve en iyi lireme
saglayan besiyeri belirlenmistir. Ayrica bu test
suslarinin  zenginlestirilmis ve minimal besi
yerinde iiretilmesi sonucu elde edilen kiiltiir
filtratlarinin =~ 1kt ELISA ile

karsilastirilmustir.

seviyeleri

MATERYAL VE METOT
Bakteriyel suslar ve kullamilan besiyerleri

Bu c¢alismada kullanilan 3  Mannheimia
haemolytica susu daha Once sigir hastalik
olgularindan izole edilmis ve kontrol sus ise
American Type Culture Collection BAA-410
Mannheimia haemolytica serotip 1 referans
susudur. Calismada kullanilan tiim
identifikasyon besi yeri ve soliisyonlar1 ve
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suslarin lretiminde kullanilan Brain heart
infusion broth (BHIB), BHIB+%1 Yeast
Extract, BHIB+%5 steril atserumu besiyerleri
klasik bakteriyel prosediirlere gore yapildi
(Winn vd., 2006). RPMI 1640 besi yeri ticari
olarak temin edildi. Calisma i¢in alinan
‘Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Karari’
2015/08 nolu kararla ve 23.03.2015 tarihinde
alinmustir.

Test besiyerlerinde test suslarinin iiretimi

Mannheimia haemolytica olarak tanimlanan
referens sus MHO03 ve test suslar1 MHO04/
MHO05/ MHO06 olarak adlandirildi. Kiiltiirlerin
MacConkey agarda iireme durumlari, kanli

agarda gosterdikleri hemoliz, indol
olusturmalari, oksidaz, tireaz ve Kkatalaz
aktiviteleri ve nitratlari indirgeyip

indirgemedikleri test edildi. Tespit edilen suslar
BHIA (Brain Heart Infusion Agar) ekilerek ve
37°C de 18 saat iiremeye birakilip, sonrasinda
agar ylizeyinden fizyolojik tuzlu su ile toplandi.
BHIB, BHIB+%1 Yeast Extract, BHIB+%5
Serum ve RPMI besiyerleri segilen besiyerleri
olarak hazirlandi. Erlenmayer i¢inde 250 ml
olarak hazirlanan bu besiyerlerinin her birine
FTS i¢inde toplanan bakteri soliisyonundan,
ekilecek hacmin %10’u kadar yani 25 ml esit
olarak ekildi ve ekilen besiyerleri 24 saat siire
ile 37 °C de inkiibatorde bir calkalayici
iizerinde iiremeye birakildi. Uremenin 6., 12.,
15., 18., 24. saatlerinde her bir test besiyerinden
steril sartlarda 2 ml numune alindi. Sonugta 4
besiyeri 4 sus kombinasyonundan dolay1 toplam
16 numuneden canlilik sayimi gerceklestirildi.
Denemelerin hepsi iki kez tekrarlandi.

Tests bakterilerinin canhhik sayim

Bu amagla klasik yontemlere gore bakteri
canlilik sayimi yapildi. Bu amagla i¢cinde 9 ml.
PBS bulunan 10 adet steril tiip alindi. Canlilik
sayimi yapilacak test Kkiiltlirlerinden 1 ml
almarak  birinci  tiipe  konuldu.  Tiip
karistirildiktan sonra bundan 1 ml alinarak
ikinci tiibe aktarildi ve bu islem onuncu tiipe
kadar ayn1 sekilde devam etti. BHIA agarlarin

yiizeyine son dort diliisyonundan 3’er agar
0.1’er ml. ekildi. Petriler 72 saat siireyle
37°C’de inkubasyona birakildi. Bu siire
sonunda petrilerdeki koloniler ayr1 ayr
sayilarak Once her diliisyonun kendi arasinda,
sonra ti¢ diliisyonun ortak aritmetik ortalamalari
almarak hesap edildi. Bu, 0.1 ml.’deki bakteri
sayisidir. Bunun 10 ile carpimi 1 ml.’deki
bakteri sayisin1 verdi.

Test besiyerlerin Kkiiltiir siipernatantlarinda
lokotoksin seviyelerinin karsilastiriimasi

Tiim test besiyerlerinde log fazinin sonlarina
dogru alian bakteri kiiltiirleri 5000X g. de 4 °C
de 10 dakika siire ile santrifiij edildiler.
Santrifiij sonrasinda siipernatant soliisyonlari
0.22 um filtre siringa kullanilarak filtre edilmek
sureti ile bakterilerden arindirilarak sterilize
edildiler. Filtre edilen 16 farkli kiiltir
slipernatant soliisyonu bekletilmeden direkt
ELISA da solid faz antijeni olarak kullanildilar.

Direkt ELISA

Direkt ELISA kullaniminda Winn vd., (2006),
tarif ettigi yontem modifiye edilerek kullanildi.
Filtre edilen kiiltiir slipernatantlarinin her biri
0.05M sodyum Kkarbonat (pH 9.6) antijen
kaplama tampon icinde
sulandirilarak 96 gozlii diiz tabanli polistiren
pleytlerin (NUNC 692620) her bir sirasmin 11
kuyucuguna 100 pl olarak taksim edildi. Siranin
12. kuyucugu blank olarak birakildi. Daha sonra
antijenle kaplanan pleytler 4 °C de 18-24 saat
inkiibe edildi. Daha sonra pleytler % 0.05
Tween 20 iceren PBS (PBS/T) ile 4 kez
yikandi. Pleytler %1 yagsiz siit tozunun (Sigma,
skim milked) PBS/T i¢indeki soliisyonu ile 2
saat sire ile bloklandilar. Pleytlerin 4 kez
yikanmasinin  ardindan pleytlerin  her bir
kuyucuguna Horse radish peroxidase (HRPO)
ile isaretlenmis M. haemolytica anti-l6kotoksin
antikorunun (Mannheimia haemolytica
leukotoxin antibody-HRPO conjugated
(Biorbyt, orb243804)) PBS/T i¢inde yapilan
calisma diliisyonunda 100 pl olarak taksim
edildi. Pleytler iistii kapali olarak oda 1sisinda 1

solusyonu
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saat siire ile inkiibe edildiler. Pleytler tekrar 5
kez yikandiktan sonra her bir kuyucuga 100 pl
kromojenik substrat (0.05 M sitrat tamponu
icinde o-Phenylenediamine Dihydrochloride
(OPD) 0.4mg/ml, pH 5.5) ilave edildi. Pleytler
oda 1sisinda 10 ila 15 dakika bekletildikten
sonra durdurmak i¢in  stop
solisyonu eklendi pleytler otomatik ELISA
okuyucusu (VERSAmax 3.13/B2573) ile 490
nm’de absorbans degerleri okundu. Her bir
besiyeri/sus kombinasyonunun okunan
absorbans degerlerinin ortalamas1 alindi ve

reaksiyonu

l16kotoksin iiretiminin en fazla oldugu besiyeri
ve sus kombinasyonlar1 belirlendi.

Etik Beyan

Bu ¢alisma Dollvet-HADYEK den alinan
2015/08 nolu izin ile gergeklestirilmistir

istatiksel Analiz

Dort farkli  besiyerinin 4 ayri sus igin
degerlendirilmesinde c¢oklu karsilastirmalarda

VetBio, 2020, 5(2), 33-42

varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Veriler
IBM SPSS Statistics 22.0,2013, release 22.0.0.0
kullanildi.

BULGULAR

Test besiyerlerinde test suslarinin iireme
sonuclan

Uretime  alman  bakteriler ~ Mannheimia
haemolytica BAA-410 referens susu (MH 03),
test suslart ise Mannheimia haemolytica 04
(MH 04), Mannheimia haemolytica 05 (MH
05), Mannheimia haemolytica 06 (MH 06)
olarak isimlendirildi. Test ve referens suslarin
1,2,3 nolu besiyerlerinde yapilan kiiltiirlerinin
belli zaman araliklarinda (6. 12. 15. 18. ve 24.
Saatlerinde) yapilan canlilik sayimlar1 Tablo 1
de verildi. Suslarin RPMI besiyerindeki canlilik
sayimlar1 Tablo 2 de verilmistir.

Tablo 1. M. haemolytica suslarinin farkh besiyerlerinde tireme sonuglari

6. Saat* 12. Saat 15. Saat 18. Saat 24. Saat
1*)MH 03  110x10° 135x10° 144x10°  155,5x10°  161x10°
2*)MH 03 123,5x10°  141,5x10°  161,5x10°  172x10°  180,5x10°
3*YMH 03  104,5x10°  125x10°  148,5x10°  155x10° 196x10°
1)MH 04 91x10° 101,5x10°  113x10° 125x10°  142,5x10°
2)MH 04 98x10° 149x10°  163,5x10°  185x10° 210x10°
3)MHO04  188,5x10°  215x10° 218x10°  220,5x10°  270x10°
1)MH 05 65x10° 88,5x10°  106,5x10°  135x10°  176,5x10°
2)MH 05 120x10° 134x10° 153x10° 167x10° 218x10°
3)MH 05  129,5x10°  142,5x10°  158,5x10°  180x10°  232,5x10°
1)MH 06 85,5x10° 117x10°  148,5x10°  190x10° 205x10°
2)MH 06 141x10° 178x10° 194x10° 225x10° 290x10°
3)MH 06  102,5x10°  136,5x10°  177,5x10°  200,5x10°  275,5x10°

* Sonuglar koloni olusturma birimi(KOB/ml) olarak verilmistir.
1* BHIB; 2*BHIB+%1 Yeast Extract; 3*BHIB+%5 Serum
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Tablo2. M. haemolytica suslarinin RPMI besiyerinde lireme sonuglar1

6. Saat* 12. Saat 15. Saat 18. Saat 24. Saat
R*MH03  32X10°  435X10° 445x10°  66,5X10°  82X10°
R-MHO04  20,5X10°  37,5X10°  45x10° 56X10° 73X10°
R-MHO05  46X10° 54X10° 55x10°  69,5X10°  83,5X10°
R-MHO06  36X10°  49,5X10° 555x10°  66X10°  78,5X10°

* Sonuglar koloni olugturma birimi(KOB/ml) olarak verilmistir.

R* RPMI besiyeri igin kullanildi.

Calismada bakterinin log fazindaki iireme
istenildiginden artisin oldugu dénemde iireme
sonlandirilarak l6kotoksinin en fazla
saptanabilecegi  bildirilen  kiiltiirler  elde
edilmege calisildi. Bulgulara gore besiyerlerinin
canli bakteri sayimi {lizerine etkileri agisindan
aralarindaki  farkliliklar  degerlendirldiginde
RPMI (R) besiyeri, BHIB (1), BHIB+%l
Yeast(2), BHIB+%5(3) besiyerlerinden
istatistiki acidan Onemli derecede farkli
bulunmustur (P<0.001). Bir nolu besiyeri olan
BHIB, R besiyerinden istatistiki olarak farkli
bulunurken 2 ve 3 nolu besiyerleri igin
istatistiki olarak farkli bulunmamistir (P>0.05).
BHIB+%1 Yeast besiyeri R besiyerinden
istatistiki olarak farkli bulunurken 1 ve 3 nolu
besiyerleri icin istatistiki  olarak  farkli
bulunmamistir (P>0.05). BHIB+%5 besiyeri R
besiyerinden istatistiki olarak farkli bulunurken
1 ve 2 nolu besiyerleri i¢in istatistiki olarak
farkli bulunmamistir (P>0.05). Bu bulgulara
gore canlilik sayisin1 destekleme yoniinde 2 ve
3 nolu besiyerleri benzer bulunmustur. Canlilik
sayisini en fazla artiran besiyeri
BHIB+%5serum besiyeri oldu. Caligmada
kullanilan suglar diizeyinde tiim besiyerleri
karsilastirildiginda  sonuglar MHO03, MHO04,
MHO05 ve MHO06 suslarinin besiyerlerideki
canlilik sayim sonuglar (iireme &zellikleri)
acisindan aralarinda istatistiki olarak bir fark
goriilmedi (P>0.05). Diger bir degisle canlilik

sayimlar1 iizerine besiyerlerinin etkisi olurken
suslarin herhangi bir etkisi olmamastir.

Test besiyerlerin kiiltiir siipernatantlarinda
lokotoksin  seviyelerinin  karsilastirilmasi
sonuclan

Dort farkli besiyerinde tireyen 4 farkli susun
kiiltiir filtratlart direkt ELISA da lokotoksin
miktari acisindan karsilastirildilar.
Karsilagtirmada 16 farkli kombinasyonun kiiltiir
filtratlarinin antijen olarak kullanildigi direkt
ELISA da elde edilen optik dansite (OD)
degerlerinin ortalamasi baz alinmistir. Sonuglar
Tablo 3. de gosterilmistir. Besiyerlerinin
lokotoksin  olusturma  Ozellikleri
istatistiki a¢idan onemli bir fark vardi. Buna
gore RPMI besiyeri, BHIB (1), BHIB+%]l

arasinda

Yeast(2), BHIB+%5(3) besiyerlerinden
istatistiki a¢idan Onemli derecede farkli
bulunmustur (P<0.001). RPMI besiyerinde

canliklik sayilar1 en az bulunurken 16kotoksin
en yksek seviyede bulundu. Tim test suslari
RPMI minimal besiyerinde diger besiyerlerine
gore daha fazla l16kotoksin salgiladilar. Yapilan
deneye gore en yiiksek lokotoksini MHOS ve
ikinci olarak MHO6 suslar tirettiler. MHO3 ve
MHO04 arasinda bu agidan Onemli bir fark
gozlenmedi. Her ne kadar suslar arasinda lkt
diizeyi arasinda bir fark gozlense de bu
istatistiki anlamda 6nemli bir farklilik degildi.
Suslar arasinda lkt iiretme kabiliyeti yoniinden
belirgin farklar olabilecegi belirtilse de

NEN-—




calismamizda kullanilan suglar arasinda belirgin
bir fark gozlenmedi.
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Tablo 3. Test besiyerlerin kiiltiir siipernatantlarinda 16kotoksin seviyelerinin direkt ELISA ile karsilagtirilmasi

Sus/besiyeri Optik dansite  Blank OD/- Sug/besiyeri  Optik dansite  Blank OD/-
kombinasyonu (OD)degeri kontrol OD kombinasyonu  (OD)degeri kontrol OD
ortalamasi ort. ortalamasi ort.
MH 03 BAA- 0.637 0.035/0.09 MH 05/ 0.792 0.05/0.09
410/BHIB BHIB
MH 03 BAA-410/ 0.541 0.04/0.09 MH 05/ 0.676 0.045/0.09
BHIB+%1 Yeast BHIB+%1
Extract Yeast Extract
MH 03 BAA-410/ 0.522 0.04/0.095 MH 05+ 0.6 0.055/0.12
BHIB+%5 serum %5 serum
MH 03 BAA-410/ 0.828 0.045/0.09 MH 05/ 1.286 0.05/0.095
RPMI RPMI
MH 04/ 0.523 0.04/0.09 MH 06/ 0.669 0.055/0.1
BHIB BHIB
MH 04/ 0.503 0.035/0.09 MH 06/ 0.608 0.045/0.09
BHIB+%1 Yeast BHIB+%1
Extract Yeast Extract
MH 04+ 0.489 0.04/0.1 MH 06+ 0.555 0.05/0.1
%065 serum %5 serum
MH 04/ 0.771 0.04/0.09 MH 06/ 0.948 0.055/0.13
RPMI RPMI
RPMI Besiyerinde
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
900 —m— —  , — — - —— =
6. Saat 12. Saat 15. Saat 18. Saat 24. Saat
B R-MHO3 B R-MHO04 [[OR-MHO5 ©ER-MHO6

Sekil 1. RPMI besiyerinde 4 farkli susun iireme durumlari (1. stitun MHO3, 2. siitun MHO04, 3. siitun MHOS, 4. siitun

MH06)

TARTISMA

M. haemolytica, hastaligin patogenezinde ¢ok
onemli role sahip birtakim virtilans faktorlerine
sahiptir. M. haemolytica’ nin potansiyel
viriilans faktorleri arasinda 16kotoksin (Lkt), ve
Lipopolisakkarit (LPS) en 6nemli olan viriilans
faktorlerindendir. Lkt, 102-105 kDa'lik bir M.

haemolytica ekzotoksini olup metabolik aktif
hiicreler 16kotoksini logaritmik faz boyunca en
fazla dretilirler ve lag fazi boyunca Lkt
azalmaya devam eder. Logaritmik iireme
fazinda bakterinin tiim serotipleri tarafindan
16kotoksinin salgilandigr  belirtilmektedir
(Shewen ve Wilkie, 1985). Lokotoksine dogal

NENL
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ya da deneysel yol ile maruz kalan sigir ve
koyunlarda lkt’a karst gelisen antikorlarin
hastaliga kars1 bagisiklikta koruyucu oldugu
gosterildikten sonra bu molekiile duyulan ilgi
artmis  ve M. haemolytica Al kiiltiir
siipernatanti, mannheimiosa karsi asilama ig¢in
kullanilmaya baslanmistir. Ancak 1kt geninin in
vitro ve in vivo expresyonu ve lkt’'nin iretim
diizeyleri suslar arasinda farklilik gostermekte
ve ayrica in vitro iiretimi oldukca azdir. Sigir ve
koyunlardan izole edilen M. haemolytica
suslarinin ¢ogu 1kt liretmesine karsin tiim suslar
esit olarak patojenik degildir. Ciinkii bu suslar
benzer 16kotoksik aktivite gostermezler iiretilen
l16kotoksin miktarlar1 degiskendir ve dolayisi ile
hastaligin patogenezi salgilanan Lkt miktar1 ile
dogrusal orantilidir (Rice vd., 2008: Saadati vd.,
1997).

Bu nedenlerle calismamizda 4 farkli M.
haemolytica susunun 4 degisik besiyerlerinde
16kotoksin {iretme yetenekleri karsilastirildi.
Ayrica endistriyel as1 tretimindeki hedef
karlilik oldugu i¢in birim besiyerinden alinan
bakteri sayisinin en fazla oldugu besiyerinin
kullanilmas1 amaclandi. Bakterinin liretimi i¢in
en yaygin olarak kullanilan besiyerleri igine
siklikla sigir fotal serum veya albiimin katilan
Brain heart infiizyon broth (BHIB) ve RPMI
1640 besiyerleridir (Saadati vd., 1997; Urban-
Chmiel vd., 2004). Test ve referens suslarin bu
besiyerlerinde kiiltiirlerinin 6. 12. 15. 18. ve 24.
saatlerindeki canlilik sayimlar1 yapilarak lkt’nin
en fazla tiretildigi log fazinda alinmasi saglandi.

M. haemolytica iremek i¢in  besin
maddelerine olan gereksinimi ag¢isindan nazh
bir bakteri olarak kabul edilmektedir. M.
haemolytica sivi besiyerinde iirerken fazla
miktarda asetik asit biriktirmekte ve bu da
ortamin asitligini etkilemektedir (Panciera ve
Corsvet, 1984; Winn ve ark, 2006). Oyleki
dretilen asetik asit bazen tiretilen biyokiitlenin
tizerine c¢ikmaktadir. Besiyerindeki karbonun
biiyiik kism1 asetik asit birikimine yol actig1 i¢in
karbon smirli besiyerlerinin bu yiizden asetik
asit Uretimini smurlandirdigt ve 16kotoksin

tiretimini artirdig1 bildirilmektedir (Oppermann
vd., 2017).

Bu calismada alinan sonuglara gore
besiyerlerinin canli bakteri sayimmi iizerine
etkileri agisindan aralarindaki  farkliliklar
degerlendirildiginde, RPMI besiyeri diger
besiyerlerinden  anlamli  derecede  farkli
bulunmugtur (P<0.001). Canlilik sayisini en
fazla artiran besiyeri BHIB+%5 serum besiyeri
olmasina karsin canli bakteri sayisinin en az
oldugu besiyeri RPMI olmustur. Bu sonucun
nedeni i¢inde bol miktarda karbon kaynagi,
vitamin ve amino asit bulunan kimyasal olarak
taniml1 olmayan BHIB ve bu besiyerine ekstra
vitamin kaynag1 olarak eklenen yeast extract ve
diger esansiyel besin 6geleri agisindan zengin
olan serumun da ile test
beklendigi gibi en iyi liremeyi RPMI haricideki
besiyerlerinde  gostermislerdir. RPMI
besiyerinde bakteriler karbon ve demir sinirh
bir ortamda tiremek zorunda kalmiglardir. Bu
bulgumuzu bir¢ok arastiricinin bu yondeki
bulgular1 da desteklemektedir (Du Preez vd.,
2008; Odendaal ve Ellis, 1999; Oppermann vd.,

2017; Shewen ve Wilkie, 1988).
Test edilen MHO03, MH04, MHO05 ve MH06

ilavesi suslari

Zira

suglarinin  besiyerlerideki ~ canliblk  sayim
sonuclart  (lreme  Ozellikleri)  agisindan
aralarinda  istatistiki  olarak  bir  fark

goriilmemistir (P>0.05). Gida maddelerinin bol
oldugu besiyerlerinde canlilik sayisinin fazla
olmasi ve tersi durumda az olmasi beklenen bir
durum olarak degerlendirilmistir.

Bu calismada 4 farkli besiyerinde iireyen 4
farkli susun kiiltiir filtratlar1 direkt ELISA da
16kotoksin salgilanmasi agisindan
karsilastirildilar.  Karsilastirmada 16 farkli
kombinasyonun kiiltiir filtratlarinin  antijen
olarak kullanildig1 direkt ELISA da elde edilen
optik dansite (OD) degerlerinin ortalamasi baz
alinmistir. Tiim suslar RPMI besiyerinde diger
besiyerlerine gore daha fazla 16kotoksin
olusturdular. Yapilan deneye gore en yiiksek
l6kotoksini MHO5 ve ikinci olarak MHO06

MEN—



suslar trettiler (Tablo 3. ve Sekill.) MHO3 ve
MHO04 arasinda bu agidan Onemli bir fark
gozlenmedi. Ancak burada 1kt
kabiliyetleri ag¢isindan ¢ok Onemli bir fark
goriilmedi. Oysa tiim. M. haemolytica suslarinin
farkl1 dilizeylerde 16kotoksin salgiladiklar
bilinmektedir. Muhtemelen bu ¢alismada fazla
sayida M. haemolytica izolat1 ile yapilsaydi,
belki de izolatlarin farkli lkt olusturduklar
gbzlenebilecekti. Besiyerleri lokotoksin {iretimi
acisindan  istatistiki  olarak  birbirilerinden
onemli derecede farkli idi (p<0.001). En fazla
l6kotoksin tiiretimi RPMI besiyerinde oldu.
Bakterilerin ekprese ettigi viriilans faktorlerinin
infekte konak¢ida ve standard laboratuvar
besiyerlerinde birbirinden oldukga farkli oldugu
bilinmektedir (Davies ve ark, 1992; Oppermann
vd., 2017; Singh, 2011; Smith, 1990). RPMI
besiyerinde oldugu gibi bakterinin maruz
kaldig1 aclik ve demir kisitli ortamlar, bakteriye
bir canli i¢cinde ¢ogalmaya calismayi taklit eden
bir gevre yaratabilir. Ornegin M. haemolytica
siderofor tiretmedigi i¢in demiri elde etmek i¢in
cesitli viriilans fatorleri saglamakta ve bunu

olusturma

demir saglamada 6nemli bir mekanizma olarak
kullanmaktadir (Singh vd., 2011).

Bu calismada canlilik sayimi ile lokotoksin
arasinda bir korelasyon gozlenmemistir. Zaten
yiiksek hiicre yogunlugunun yiiksek 16kotoksin
diizeyini  yansitmadigi  bircok  arastirici
tarafindan da bildirilmis bir konudur (Davies ve
ark, 1992; Du Preez vd., 2008; Odendaal ve
Ellis,1999; Oppermann vd., 2017). Sonug
olarak, aglik ve kisith demir varligi gibi stres
faktorlerinin Mannheimia haemolytica’nin daha
fazla demir ve diger besin 6gelerine ulagmak
icin daha fazla 16kotoksin {liretmesine yol agtig1
kanisina varildi. Bu durum muhtemelen diger
virulans faktorleri i¢in de gegerlidir. Zira aglik
ve diger stres faktorlerinin bakterinin in vivo
ortamda karsilastig1 giicliikleri taklit eden ve
dolayst ile virulans genlerinin ifade edilmesini
saglayan bir siire¢ oldugu bildirilmektedir.
(Singh vd., 2011).

VetBio, 2020, 5(2), 33-42
SONUC VE ONERILER

As1 iiretim asamalarinda veya endiistriyel
iretim amaciyla yapilan islemlerde amaca
yonelik etkin iiretim, sonu¢ alinmasi i¢in dnem
arzetmektedir. Dolayis1 ile 16kotoksin iiretimi
amaci ile optimal besiyerinin se¢ilmesi ve bu
besiyerlerinin  toksoid ast  iretiminde
kullanilmast son derce dnemlidir. Lokotoksinin
basta olmak iizere diger viriilans faktorlerinin
bulundugu kiiltiir siipernatantlarindan yapilan
asilarin koruyucu bagisiklikta Onemi
bulundugundan, M. haemolytica i¢in as1
iretiminde besiyeri secilirken canli bakterinin
sayisinin ~ ¢ok  olmasindan ise  viriilans
faktorlerin ¢ok olmasi oncelikli hedef olmalidir.
M. haemolytica sivi besiyerinde tirerken fazla
miktarda asetik asit biriktirmekte ve bu da
ortamin asitligini etkilemektedir. Asirt asitlik

l6kotoksin ~ miktarin1  azaltmaktadir. Bunu
kontrol  altina  almak i¢in  kontrollii
biyoreaktorlerin  kullanimi  pH  degerini

l16kotoksin i¢in optimal olan 7,3-8.0 araliginda
tumaga yardimci olacaktir. Lokotoksin iiretimi
normalde in vitro ortamda son derece az
oldugundan, besiyerinin RPMI ve tiirevleri gibi
kimyasal olarak tanimli besiyeri olmasi ve bu
besiyerlerinin  ortama  verilecek  ¢Oziilmiis
oksijen, hava, 1s1, karisim yogunlugu pH gibi
lireme parametreleri yoniinden siirekli takip
altinda olan fermentorlerde yapilmasi ekonomik

bir as1 tiretimine katki saglayacaktir
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