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KARS YÖRESİNDE SIGIR PNÖMONiLERİNDEN 
MİKOPLAZMALARIN 'iZOLASYONU, İDENTİFİKASYONU 

VE ANTİBİYOTİKLERE OLAN DUYARLILIKLARININ 
BELİRLENMESİ (*) 

THE ISOLA TION, IDENTIFICATION AND 
DETERMINATION OF SENSITIVITY TO ANTIBIOTICS OF 

MYCOPLASMAS IN CATTLE PNEUMONİA IN KARS DISTRICT 

Mitat ŞAHİN** 

ÖZET 

Bu çalışma Kars yöresinde, sığır pnömonilerinden mikaplazmaların 
İzolasyonu, identifikasyonu ve antibiyotiklere olan duyarlılıklarını saptamak 
amacıyla yapıldı. 

Araştırmada Kars Belediye Mezbahası'nda kesilen 896 sığıra ait akci­
ğerierin makroskobik incelenmesi sonucu pnömonili görülen 76 (%8.48) 
adet, KAÜ Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Laboratuvarına 
teşhis amacıyla getirilen, pnömonili 33 adet akciğer olmak üzere toplam 109 
pnömonli akciğer kullanıldı. Pnömonik akciğerlerden, mikaplazmaların İzo­
lasyonu amacıyla PPLO agar ve PPLO (Difco) huyyondan yararlanıldı. 

Pnömonili akciğerlerden toplam olarak 12 (% 11.00) mikaplazma suşu 
izole edildi. izole edilen mikaplazma suşları, digitonine duyarlılık, glikoz 
fermentasyonu, arginin hidrolizi, fosfataz testi, tetrazo1ium redüksiyonu, film 
ve spot oluşumu gibi biyokimyasal testler ve üreme inhibisyon testi ile iden­
tifiye edildi. izole edilen 12 Mikaplazma suşunun 6'sı (%50) M. bovis, 4'ü 
(%33.33) M. bovirhinis, 2'si (%17.67) M. arginini olarak identifiye edildi. 
izole edilen mikoplazmalardan 7'si Pasteurella multocida, P. haemolytica ve 
Staphylococcus sp. ile birlikte 5'i de yalnız izole edildi. 

İdentifiye edilen mikaplazma suşlarının, yapılan antibiyotik duyarlılık 
testinde tüm suşların enrofloksa~in, danofloksasin, tilmikosin, tetrasiklin ok-
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sitetrasiklin'e duyarlı, eritromisin ve gentamisine az duyarlı, streptomisine 
ise dirençli olduğu saptandı. Araştırmada ıo9 pnömonili akciğerin 43 'ünden 
(%39.44) rutin yöntemlerle, ı5 (%28.30) E.coli, ı ı (%20.75) Pasteurella ha­
emolytica, 8 (%15.09) P.multocida, 8 (%ı5.09) Staphylococcus sp ., 7 
(%13.20) Streptococcus sp. , 3 (%5 .66) Bacillus sp . ve 1(%1.88) Actiynomy­
ces sp., olmak üzere toplam 53 bakteri suşu identifiye edildi. 

Sonuç olarak, sığır pnömonilerinde mikroplazmaların primer etkenler 
arasında olabileceği ve pnömoni olgularında etiyolajik etkenler aranırken 
mikaplazmalar da göz önünde bulundurulmalıdır. 

SUMMARY 

In this study, the ai m w as to isoiate identificate and determine the an­
tibiotic sensitivity of mycoplasmas in catte pneumonia. The total 109 lun gs 
with pneumonia; 33 of them brought to examine in to the Microbiology labo­
ratory; 76 of them from 896 cattle slaughtered in the abottoire of Kars Muni­
cipality, w ere u sed in the research. The species tak en from the lugns w ith 
pneumonia were cultured for isolation of mycoplasmas into the PPLO agar 
and broth (Difco). 

The mycoplasma species were isolated using with the biochemical test 
such as digitonine sensitivity, glucose fermantation, arginine hyrolysis , 
phosphatase test, tetrazolium reduction, film and spot formation, Growt Inhi­
bition Test (Gl). The six (50 %) of isolated 12 (1 ı .00%) mycoplasma speci­
es as M.bovis, four (33.33%) as M.bovirhinis and two (17.67%) of themas 
M .arginini were identified. The seven mycoplasmas with Pasteurella multo­
cida, Pasteurela haemolytica, and Staphylococcus sp . and five of them wit­
hout any species were isolated . 

As a result of antibiotic sensitivity test, all isolated mycoplasma speci­
es were found sensitive to enrofloxacin, danofloxacin, tilmicocin, tetracycli­
ne, oxytetracycline , less sensitive to eritromycine and gentamycine , resİstant 
to streptomycine. 

Total 53 bacteria strains including, ı5 E.coli (28.30%), ı ıP .haemoly­

tica (20 .75%), 8 P.multocida (15 .09%), 8 Staphylococcus sp. (15 .09%), 7 
Streptococcus sp. (13.20%), 3 Bacillus sp . (5.66%), 1 Actinomyces sp. 
(1.88%) from the 43 (39.44%) of 109 pneumonic lungs were isolated by 
using rutin procedures. 
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This data suggest that the mycoplasmas should be searched separately 
from the other etiologic factor in the case of pneumonia. 

GİRİŞ 

Pnömoniler multifaktöriyel etiyolojiye sahip; bronş ve bronşiollein 
yangısıyla başlayıp, dispozisyon faktörlerinin de katkısıyla lober pnömoni ve 
plöropnömoni şekline de dönüşebilen, akut, subakut, kronik karakterde in­
feksiyonlardır (2 ,9). 

Değişik nedenlere bağlı olarak gelişen Pasleurella spp., Streptococcus 

spp., Staphylococcus spp., Pseudomonas spp . ve Mycoplasmalar gibi bakte­
riler (10 , 15), Parainfluenza tip-3 , İnfectious Bovine Rhinotracheitis virusu, 
Respiratory Syncitial virus ve Adenaviruslar gibi viruslarm da primer etken­
ler arasında yer alabileceği vurgiılanmaktadır (ı 3,20 ,25). 

Sığır pnömonilerinde Mycoplasma bovis, Mycoplasma dispar gibi ba­
zı mikroplazma türleri primer patojendirler (5, 6, ı o, 2ı). Bu yüzden özellik­
le pnömoni olgularında diğer etiyolajik ajanlarla birlikte mikroplazmaların 
da göz önünde bulundurulması gerekmektedir (6, 9, ı9). 

Mikaplazma genusu içinde yer alan ve ilk tanımlanan mikaplazma tü­
rü, Contagiosa Bovine Pleura Pneumonia (CBPP) hastalığının etkeni olan 
Mycoplasma mycoides subsp .mycoides'tir (24,29). CBPP etkenini Fransız 
bilim adamları Nocard ve Roux, ı 898 yılında izole etmeyi başarmışlardır (3, 
26, 29) . Sığırlarda M.mycoides subsp . mycoides'in İzolasyonundan sonra 
yaklaşık 50 yıl içerisinde başka mikaplazma türü izole edilemememiştir. 
(ı ,3 ,25 ,26). Daha sonra ı 950' li yıllarda mikoplazmalarla ilgili çalışmalar hız 
kazanmış ve günümüze kadar artarak devam etmiştir. Günümüze kadar yapı­
lan çalışmalarda sığırların solunum, sindirim ve genital sistemlerinden ı 8 'e 
yakın mikaplazma türü izole edilmiştir. Son yıllarda mikoplazmalarla ilgili 
çalışmalar oldukça genişlemiştir . Şimdiye kadar, evcil hayvanlardan, labora­
tuvar hayvanlarından , insanlardan, insektlerden, bitkilerden ve özel ekolojik 
ortamlarda izole edilen mikaplazma türü 80 ' i aşmıştır (9, 15, ı 7, 18, 23). Bu­
nunla birlikte; hücre duvarı olmayan bu prokaryotları üretmek ve identifiye 
etmek güçtür (1 1, 29, 34). 

Mikoplazmalar, Bergey's Manual of Systematic Bacteriology'nin 
ı984 yılı (Volume 1.) basımına göre; Tenericutes bölümünün , Mollicutes sı-
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nıfının Mycoplasmatales takımında yer alırlar. Bu takım Mycoplasmataceae, 
Acholeplasmataceae, Spiroplasmataceae olmak üzere üç familyadan oluş­
maktadır. Mycoplasmataceae familyasında, Mycoplasma ve Ureaplasma ol­
mak üzere iki genus yer alır. Bu familyaların üyeleri üremeleri için sterole ih­
tiyaç duyarlar. Mollicutes sınıfının genel ismini almış olan miko-plazmalar, 
hücre duvarından yoksun, en küçük, en basit, kendi kendine çoğaiabilen ve 
minimal hücre kavramına en yakın, canlı ve cansız ortamlarda üreyebilen 
mikrorganizmalardır (3, 10, 12). 

Mikaplazmaların konakçı dışı yaşam sürdürmeleri çok sınırlıdır (15, 
16). Konakçıya spesifik (sığır, koyun, keçi, kanatlı, insan) olan bu mikroor­
ganizmalar mukoza! yüzeylerde (16), saprofit ve patojen (1) olarak yaşarlar 
ve genellikle konjuktiva (2), nazal kavite (15), orofaringial kavite (19), la­
rinks (2), bağırsak ve genital sistemlerden (22) sıklıkla izole edilirler. İnfek­
siyonun mekanizmasında konakçı, mikaplazma ve çevre epidemiyolojik üç­
geni arasında sıkı bir ilişki vardır (5, 26, 33). Buzağı ve ergin sığırların pnö­
monik ve nonpnömonik akciğerlerinden çok sayıda (M. bovis, M. dispar, M . 
arginini, M. bovigenitalium gibi) mikaplazma türü izole edilmiştir (2, 6, 26). 
Sığırlarda hafif subklinik pnömoni oluşturan mikoplazmalar, infeksiyonun 
ilerlemesiyle kronik interstisyel pnömoni oluştururlar . (26, 33). Alien ve ark. 
(2), üst ve alt solunum yollarında klinik bulgular görülen 59 besi buzağısm­
dan aldıkları nazofaringial sıvap ve bronşoalveoler yıkantı sıvısının bakteri­
yolajik yoklamasında nazofaringial sıvaplardan 21 (%26) M.bovis, 13 (%21) 
M.bovirhinis, bronşioalveolar yıkantı sıvısından ise 24 (%36) M. bovis, 14 
(%19) M.bovirhinis izole ettiklerini bildirmişlerdir. Araştırıcılar diğer bakte­
riyel etkenlerden Pasleurella haemolytica, P. nıultocida, Haemophilus som­
nus, Streptomyces spp., Neisseria spp. ve Bacillus spp. izole ettiklerini pnö­
moninin hafif seyrettiğini ve ölüme sebep olmadığını, izolatlardan M.bovis'Ie 
P.multocida'nın prevalansının sık olduğunu belirtmişlerdir. Kim ve ark. (19), 
mezahada kesilen 871 sığırın 178 'inde n pnömoni lezyonları tesbit etmişler ve 
infekte lezyonlardan 17 M . bovirhinis ve 2 M.dispar izole etmişlerdir. Umla­
uft ve ark. (34), Almanya'da sığır pnömonilerinin etiyolojisi ile ilgili yaptık­
ları bir araştırmada, üç yetiştirme ünitesinde bulunan 2000 buzağıdan rasge­
le faringial sıvaplar almışlar ve bunların% 7.9'undan P.haemolytica,% 5'in­
den P .multocida, % 7 .9'undan M.bovis izole ve identifiye ettiklerini bildir­
mişlerdir. Jasper (18), 264 bronkopnömonili sığır akciğerinden 32 (%12) 
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mikaplazma suşu izole etmiş, bunların 18'i M.bovirhinis, 3'ü M.bovis 2'si 
M.bovigenitalium, 3 'ü de Acholeplasma laidlawii olarak identifiye etmişir. 
Altı suşu da klasifiye edememiştir. Araştırmacı mikaplazmaların sığırların 
solunum sistemi infeksiyanlarında etiyolajik etken olabileceğini belirtmiştir. 
Erdağı ve ark. (10), Trakya ve Marmara Bölgesinde, buzağı ve dana pnömo­
nilerinde bakteriyel ve mikoplazmal etkenlerİn İzolasyonu amacıyla yaptık­
ları çalışmada 80 pnömonili akciğerden 6 (%7.5) M. bovis, 56 (%70) P.ha­
emolytica, 24 (%30) E.coli, 34 (%42.5) Str. pnömonia, 24 (%30) Corynebac­
terium pyogenes ve 9 (% 11.5) Staph . aureus izole etmişlerdir. Mikoplazmal 
infeksi yonların başlıca yayılma yolu aktif veya portör hastalardan inhalasyon 
yoluyla olmaktadır. Doğal koşullar altında bulaşma direkt temas veya ot, 
yem, su luk gibi cansız vasıtalarla indirekt olarak meydana gelmektedir (3, 

10,21' 33). 

Kars yöresinde ilk kez yapılan bu çalışma ile, sığır pnömonilerinden, 
mikaplazmaların İzolasyonu, identifikasyonu ve antibiyotiklere olan duyarlı­
lıklarını saptamak amaçlanmıştır . 

MATERYAL VE METOT 

Pnömonik Akciğer Örnekleri: Bu araştırmada, Ocak-Aralık 1995 ta­
rihleri arasında Kars Belediye Mezbahası'nda kesilen 896 adet, 1-3 yaşları 
arasındaki sığırlara ait akciğerlerin, makroskobik olarak incelenmesi sonucu 
pnömonik bulunan (verminöz pnömoni hariç) 76 adet akciğer ile, KAÜ. Ve­
teriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Labaratuvarına teşhis amacıy­
la getirilen 33 adet olmak üzere toplam 109 adet sığır akciğer örneği araştır­
manın materyalini oluşturmuştur . 

Standart suşlar: Araştırmada kullanılan M. bovis (PG45), M. bovirhi­
nis (PG43) ve M. arginini (G230) standart suşları, Dr. J .G. TULLY'den 
(Mycoplasma Section, Frederick Canser Res. Dev. Center, Frederick,USA) 
temin edildi . Bu standart suşlar üreme inhibisyon testi antijeninin hazırlan­
masında kullanıldı. 

Besiyerler: Pnömonik akciğerlerden mikaplazmaların İzolasyonu 

amacıyla PPLO Agar ve PPLO Broth (Difco), diğer bakterilerin İzolasyonu 
için kanlı agar (% 7 defibrine koyun kanlı, Blood Agar Base- Oxoid). Mac 
Conkey Agar (Oxoid), EMBAgar (Oxoid), Nutrient huyyon ve Serumlu huy­
yon kullanıldı. 
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Antibiyotik Diskleri: Patolojik materyallerden izole edilen ınİkoplaz­
ma suşlarının antibiyotiklere olan duyarlılıklarının belirlenmesinde Enroflo­
xacin (5 mcg) (Bayer), Danvfloxacin (5 mcg) (Difco), Tilmycocin (10 mcg) 
(DİF) oxytetracycline (30 mcg), Tetracycline (10 mcg), Streptomycine (10 
mcg), Gentamicin (10 mcg) ve Erithromycine (15 mcg) (Etlik Veteriner 
Kontrol ve Araştırma Enstitüsü) diskleri kullanıldı. 

Antijen hazırlanması: Çalışmada kullanılan M. bovis (PG45), M. bo­

virhinis (PG43) ve M. arginini (G230) standart suşları , PPLO katı besiyerin­
de üretildikten sonra tek koloni alınarak PPLO sıvı besiyerine ekiidi ve 37 
°C' de 48-72 saat inkübe edildi . Daha sonra kültür 10.000 g de 60 dakika sant­
rifüje edildikten sonra üst kısım atılıp dipteki tortu PBS ile üç kez yıkanıp 
11100 oranında distile su ile sulandırılarak antijen hazırlandı. 

Antiserum elde edilmesi: Bu amaçla Senteıfit (3l)'in bildirdiği yön­
tem kullanıldı. 

Antiserum disklerinin hazırlanması: Disklerin hazırlanmasında 

Clyde (7) ın bildirdiği yöntem kullanıldı. Tavşanlardan elde edilen immun 
serumlar, 0.2 um'lik milipor filtrelerle sterilize edilerek 6 mm çapındaki 
Whatman (No: 40) filtre kağıdından hazırlanan diskiere emdirilerek kurutul­
du. Üreme inhibisyon testinde kullanılan bu diskler +4 °C'de saklandı 
(16 ,32). 

Taze maya ekstraktının hazırlanması: Bu amaçla hazırlanan maya 
ekstraktı O .2 um 'lik milipor filtrelerden geçirilerek sterilize edildikten sonra 
lO'ar ml olarak steril şişelere taksim edildi . Kullanılıncaya kadar -20 °C'de 
saklandı (16, 32) . 

At serumunun hazırlanması: At serumu su banyosuncia 56 °C'de 30 
dakika tutularak inaktive edildi (29) . İnaktive edilen serum 0.2 um'lik mili­
por filtrelerden geçirilerek sterilize edildikten sonra 20 ml'lik steril şişelere 
bölünerek -20 °C'de saklandı (27, 30). 

Talyum asetat solüsyonunun hazırlanması: Bir gram talyum asetat 
80 ml distile suyla kaynayan su içerisinde çözündürüldükten sonra 2 ıni'lik 
şişelere bölünüp 121 °C 'de 15 dakika süreyle otoklavda sterilize edilerek +4 
0 C'de saklandı (21) . 
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Besiyerlerinin hazırlanması: Mikoplazmaları üretmek amacıyla 
1000 ml katıbesiyeri hazırlamak için 35 g PPLO Agar (Difco) tartılarak 680 
ml distile su içerisinde çözdürüldü . Otoklavda sterilize edildi. Daha sonda be­
siyerine aseptik şartlarda, 200 ml steril at serumu, 100 ml steril taze maya 
ekstraktı, 500 lU/ml penisilin G, 20 ml talyum asetat (1/80) ilave edilip pH 
7.6 - 7.8 'e ayarlanarak 9 cm çapında petri kutularına döküldü. 

Mikaplazma sıvı besileri hazırlamak amacıyla 2.1 g PPLO Broth (D if­
co) 70 ml distile suda çözdürülerek otoklavda steril edildi. Besiyerine asep­
tik şartlarda steril at serumu 20 ml, taze maya ekstaktı 10 ml, penisilin G 500 
lU/ml, talyum asetat 2 ml aseptik şartlarda katılarak pH' sı 7.6-7.8 'e ayarla­
nıp steril tüplere 5'er ml miktarında taksim edildi. 

Mikaplazmalar dışındaki diğer bakterilerin izolasyonu amacıyla kulla­
nılan katı ve sıvı besi yerleri bilinen rutin yöntemlerle hazırlandı. 

Ekimler ve İzolasyon çalışmaları: Pnömonik akciğerlerden bir parça 
(lgram) alınarak steril havanda steril kum yardımıyla 10 ml sıvı besiyerinde 
(PPLO buyyon) iyice ezilerek süspanse edildi. Hazırlanan bu süspansiyondan 
0.1 ml alınarak PPLO katı ve sıvı besiyerine ve ayrıca kanlı agara ekimleri 
yapıldı. Ekim yapılan mikaplazma besiyerleri 2.5 litrelik jarlarda (Merck), 
nemli ve mikroaerofilik ortamda (Anaerocult C, Merck) 37 °C'de 5 gün sü­
reyle inkübasyona bırakıldı. Mikoplazmalar dışındaki bakterilerin İzolasyon­
ları amacıyla ekim yapılan besiyerleri ; 37 °C'de 3 gün süreyle aerobik ortatn­
da inkübe edilerek değerlendirildi. 

İdentifikasyon çalışmaları: izole edilen mikaplazma suşlarının iden­
fikasyonu amacıyla, dijitonine duyarlılık, glikoz fermentasyonu, arjinin hid­
rolozi, tetrazolium redüksiyonu, film ve spot oluşumu, fosfataz testi ile üre­
me inhibisyon testinden yararlanıldı (27, 29). 

Dijitonine duyarlılık: Bu test Tully (32)nin bildirdiği metoda göre ya­
pıldı. Bu amaça 30 mg dijitonin 2 ml % 95'1ik etil alkol içerisinde çözdürü­
lerek % 1.5'lik dijitonin solüsyonu hazırlandı. Solüsyon, Whatman (No: 40) 
filtre kağıdından hazırlanan 6 mm çapındaki diskiere her bir diske O .025 ml 
dijitonin emdiridi. Diskler kullanılıncaya kadar +4 °C'de saklandı. 

Glikoz fermentasyonu: Bu test, Razin ve Cirillo (28)nun bildirdiği 
yönteme göre% lO'luk glikoz solusyonundan 5 ıni'lik PPLO buyyonlara 0.5 
ml ilave edilerek % 1 glikoz içeren sıvı besiyerleri hazırlandı. Bu besiyerine 
indikatör olarak % O .02 oranında fenol red katıldı. 
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Anjinin hidrolizi: Bu test Razin (27)nin bildirdiği yönteme göre, 
%2'lik arginin solüsyonundan 5 ml'lik PPLO buyyonlara 0.01 ml ilave edi­
lerek% 0.2 arginin içeren ve pH'sı 7 olan sıvı besiyerleri hazırlandı. indika­
tör olarak da bu besiyerine % O .02 Oranında fen ol red ilave edildi. 

Tetrazolium redüksiyonu: PPLO agara steril2,3,5 -triphenyltetrazo­
lium chrorid'in% 0 .02 oranında katılmasıyla hazırlandı (30) . 

Film ve spot oluşumu: PPLO buyyon ve agara ekimi yapılan suşların 
37 °C'de, nemli ve mikroaerofilik ortamda 7 gün süreyle inkübasyonu sonu­
cu, buyyonun üst kısmında ince bir tabakanın (film), agarda ise siyah benek­
Ierin (spot) oluşması pozitif olarak oluşmaması ise negatif olarak, kabul edil­
di (33, 40). 

Fosfataz testi: Katı PPLO besiyerine steril phenolftalein diphosp­
hat'tan % 0.1 oranında katılarak hazırlandı. Ayıraç olarak 5 N NaOH kulla­
nıldı (27). 

Üreme İnhibisyon Testi: Bu test, Clyde (7)ın bildirdiği yönteme gö­
re yapıldı. Sıvı besiyerinde hazırlanan mikaplazma kültürlerinden 0.1 ml alı­
narak PPLO katı besiyerine silme ekimi yapıldı. Daha sonra standart antijen­
lerden hazırlanan immun serum diskleri ekim yapılan besiyeri üzerine kondu 
ve 37 °C'de, nemli ve mikroaerofilik ortamda 5 gün süreyle inkübe edildi. 

Antibiyoik duyarlılık testi: Çalışmada İzolasyonu yapılan mikaplaz­
ma suşlarının antibiyotiklere olan duyarlılıklarının belirlenmesinde Kırby­
Bauer (4) disk diffuzyon yöntemi kullanıldı. Test edilecek kültürden 0.1 ml 
alınarak steril bir baget yardımıyla PPLO Agar yüzeyine silme ekimi yapıl­
dı. Besiyeri nemli ve mikroaerofilik ortamda 37 °C'de 5 gün süreyle inkübe 
edildi. Bu süre sonunda diskler etrafında oluşan inhibisyon zon çapları ölçü­
lerek değerlendirildi. 

Diğer bakterilerin identifikosyonu: Patolojik materyallerden mikaplaz­
malar dışında izole edilen diğer bakterilerin identifikosyonları, makroskobik 
ve mikroskobik görünüm, karbonhidrat fermentasyon testleri, hareket, he­
moliz, oksidaz, katalaz, H2S testi gibi rutin yöntemlerle yapıldı. 

BULGULAR 

Mikaplazmaların İzolasyon ve identifikasyonu 

Bu çalışmada Kars Belediye Mezbahası'nda Ocak- Aralık 1995 tarih­
leri arasında kesilen, 1-3 yaşlı 896 sığıra ait akciğerierin makroskobik ince­
lenmesi yapılarak, pnömonik bulunan (paraziter pnömoniler hariç) 76 (% 
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8.48) akciğer örneği ile Kafkas Üniversitesi Veteriner Fakültesi, Mikrobiyo­
loji Anabilim Dalı Laboratuvarına teşhis amacıyla getirilen 33 pnömonili sı­
ğır akciğeri olmak üzere toplam 109 pnömonili sığır akciğerinnin 12' sinden 
(%11.00) mikoplazma izole edildi. Kalan 97 örnekten mikoplazma İzolasyo­
nu yapılamadı. Pnömonili akciğerlerden izole edilen mikoplazma suşları gli­
koz fermantasyonu, arginin hidrolizi, fosfataz testi, tetrazolium redüksiyonu, 
film ve spot oluşumu gibi biyokimyaal testler ve üreme inhibisyon (Growth 
Inhibisyon Gl) testi yardımıyla 6'sı (% 50) M. bovis, 4'ü (% 33 .33) M. bovir­

hinis ve 2'si (% 16.66) M.arginini olarak tanımlandı. izole edilen 12 mikop­
lazma suşunun 5'i (% 41.66) tek başına, 7'si (%58.34) diğer bakterilerle bir­
likte izole edildi. (Tablo-1). 

Tablo-1. Araştırmaya tabi tutulan pnömonik akciğer örneklerinin kay­
naklarına göre dağılımı ve etken İzolasyonu 

Kontrol edilen Pnömoni k 
Mikroplazma Bakteri izole 

Toplam izo-
Örneklerin alındığı yer 

akciğer sayısı akciğer sayısı o/o 
izole edilen örnek edilen örnek I asyon o/o 

sayısı o/o sayısı o/o 

Kars Belediye 
896 76 (8.48) 7 (%9.21) 28 (%36.84) 35 (%46.05) 

Mezbahası 

KAÜ . Veteriner 
33 33 5 (%15.15) 15 (%45.45) 20 (%60.60) 

Fakültesi 

TOPLAM 929 109 (%) 12 (%11.00) 43 (%39.44) 55 (%50.45) 

Kars Belediye Mezbahasından sağlanan 76 pnömonik sığır akciğerinin 
7'sinden (%9.21) mikoplazına suşu izole edildi. izole edilen bu suşların yu­
karıda bildirilen temel biyokimyasal testlerle yapılan identifikasyonlarında 
4'ünün (%57.14) M. bovis, 2'sinin (%28,57) M.bovirhinis ve 1'inin (14 .28) 
M . arginini olduğu belirlendi. Laboratuvara teşhis amacıyla getirilen 33 pnö­
monik akciğerin ise, 5'inden (%15.15) mikoplazma suşu izole edildi. izole 
edilen suşların, 2'si (%40) M. bovis, 2'si (%40) M. bovirhinis ve 1 'i (%20)de 
M. arginini olarak identifiye edildi. 

Kars Belediye Mezbahası'ndan alınan 76 pnömonik sığır akciğerinden 
izole edilen 7 mikoplazma suşunun 3'ü (%42.85) tek başına, 4'ü (%57.15) 
diğer bakterilerle birlikte, laboratuvara teşhis amacıyla getirilen 33 pnömo­
nik akciğerden izole edilen 5 mikroplazma suşunun 2'si (%40) tek başına, 
3'ü de (%60) diğer bakterilerle birlikte izole edildi. 
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Koloni Morfolojileri: Pnömonik akciğerlerden izole edilen M.bovis , 
M. bovirhinis, M. arginin suşlarının PPLO agarda, nemli ve mikroaerofilik 
ortamda 5 gün inkübe edildikten sonra steromikroskopla yapılan incelemele­
rinde (X40) "fried egg" diye tanımlanan tipik sahanda yumurta görünümün­
de, ortası düğmeli, kenarları yuvarlak 1 rom'den küçük kolaniler meydana 
getirdikleri gözlendi. M.bovis suşlarının kolonileri nispeten küçük ortası düğ­
meli ve kenarları düzgün, M. bovirhinis suşlarının kolonileri biraz daha geniş 
merkezleri küçük, M.arginini suşlarının kolonileri ise orta büyüklükte ve 
merkezlerinin belirgin olduğu görüdü . izole edilen tüm suşların PPLO buy­
yonda 37 °C' de nemli ve mikroaerofilik ortamda 5 günlük inkübasyon sonu­
cunda çok hafif bir bulanıklık oluşturarak ürediği, inkubasyon süresi uzadık­
ça çalkalandığında helezon şeklinde dipten yukarı yükselen az bir tortu oluş­
tuğu görüldü . izole edien mikaplazma suşlarının, katı ortamda oluşturdukla­
rı koloni morfolojileri ve sıvı ortamdaki üreme özelliklerinin birbirinden çok 
farklı olmadığı gözlendi . 

Biyokimyasal test sonuçları 

Digitonin duyarlılık testi: PPLO agarda yapılan digitonin duyarlılık 
testinde, izole edilen tüm suşların, digitonin emdirilmiş disk etrafında 3-5 
mm arasında duyarlılık zonu oluşturduğundan dolayı digitonine duyarlı ola­
rak belirlendi. 

Glikoz fermantosyonu: Glikozlu PPLO buyyonda yapılan glikoz fer­
mentasyon testinde M .bovirhinis suşlarının buyyonun rengini kırmızıdan sa­
rıya dönüştürüldüğü halde, M.bovis ve M . arginini suşlarında ve kontrol tüp­
lerinde renk değişimi gözlenmedi . 

Arginin hidrolizi: izole edilen suşlarla PPLO buyyonda yapılan argi­
nin hidrolizi testinde M .argininini suşları inkübasyondan 2gün sonra buyyo­
nun rengini koyu pembe renge dönüştürdüğünden pozitif olarak değerlendi­
rildi. M . bovis ve M. bovirhinis suşları ile yapılan testte ise bu süre sonunda 
renk değişikliği olmadığından dolayı bu suşların arginin hidrolizi negatif ola­
rak belirlendi . 

Fosfataz testi: Fenolfitalein difosfat ilave edilmiş selektif katı besi ye­
rine , suşların ekimi yapılıp 37 °C'de 5 gün inkübe edildikten, sonra üreyen 
kolonilerin üzerini kaplayacak kadar SN NaOH döküldü . M .bovis suşları bir­
kaç dakikada kırmızı renk meydana getirdiğinden fosfataz pozitif, M . bovir­
lı inis ve M . arginini suşları ise renk değişimi oluşturmadığından, fosfataz ne­
gatif olarak değerlendirildi . 
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Tetrazolium redüksiyonu: izole edilen mikaplazma suşları ile yapı­

lan tetrazolium redüksiyonu testinde, M .bovis ve M. bovirhinis suşlarının 

üreme hattında kırmızı renk oluşumu ile tetrazoliumu redükte ettiği, M. argi­

nini suşlarının ise selektif besiyerinde tetrazoliumu redükte etmediği belir­

lendi. 

Film ve spot oluşumu: izole edilen suşlar PPLO agar ve buyyona eki­

lip bir hafta 37 °C'de inkübasyona bırakıldı. inkubasyon sonunda M. bovis 

suşlarının sıvı ortamda film katı ortamdaspot oluşturduğu M . arginini ve M. 

bovis suşlarının ise film ve spot oluşturmadığı gözlendi. 

Tablo-3 izole edilen mikaplazma suşlarının biyokimyasal özellikleri. 

Digitonin Gl ikaz Arginin Fosfnıaz Tetrazoliuın 
Film ve 

izole ed ilen su ş l a r 
duyarlılı ğ ı femanıasyonu hidroli zi testi rcdüks iyoııu 

s pot 
o lu şuımı 

M. bo vis (6)* D + + + + 

M.bovirhinis (4) * D + - + -

M.arginini (2) • D + -

*: Test edilen suş sayısı D : duyarlı + : Pozitif . - : Neatif 

Üreme inhibisyon testi: izole edilen M.bovis, M. bovirlıinis ve M. ar­

ginini suşlarının PPLO agarda yapılan üreme inhibisyon testinde, standart an­

tijenlere karşı tavşanlardan elde edilen hiperİmınun serumlada inhibe olduk­

ları saptandı. Disk etrafında meydana gelen üreme inhibisyon zonunun 4-6 

mm arasında olduğu belir!endi. 

Antibyotik duyarlılık testi: izole edilen suşlar Kirby-Bauer disk dif­

fuzyon metodu ile yapılan antibiyotik duyarlılık testinde M .bovis ve M.argi­

ninini suşlarının tamamının enrofloksasin (% 100) , .danofloksasin (%100), 

tilmikasin (% 100), oksitetrasiklin (%100) ve tetrasikline (100), 4 M .bovis 

(%66.66), 3 M.bovirlıinis (%75), M . arginini (%50) suşunun gentamisine du­

yarlı olduğu saptandı. M. bovirhinis suşlarının 1 'i tetrasikline (%25), 3'üde 

eritromisine (%75) dirençli iken, M. bovis, M. bovirhinis ve M. arginini suş­

larının tamamının streptomisine (%100) dirençli olduğu belirlendi. (Tablo-

4). 
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Tablo-4. izole edilen mikaplazma suşlarının antibiyotiklere olan 
duyarlılıkları 

STANDART ANTİBİYOTİK DİSKLERİ 

En D n T o Tc E G s 
SUŞLAR D R (%D) D R (%D) D R (%D) D R (%D) D R (%D) D R (%D) D R (%D) D R (%D) 

M. bovis (6)* 6 o ıoo 6 o ıoo 6 o ıoo 6 o ıoo 6 o ıoo 3 3 50 4 2 66.6 o 6 o 

M.bovirhinis (4) * 4 o ıoo 4 o ıoo 4 o ıoo 4 o ıoo 3 ı ıoo ı 3 25 3 ı 75 o 4 o 

M.arginini (2) * 2 o ıoo 2 o ıoo 2 o ıoo 2 o ıoo 2 o ıoo 2 o ıoo ı ı 50 o 2 o 

*: Suş sayısı D: Duyarlı suş sayısı R: Rezistans suş sayısı %D: Du­
yarlılık oranı En: Enrofloksasin Te: Tetrasiklin Dn: Danofloksasin E: Eri­
tromisin T: Tilmikasin G: Gentamisin 0: Oksitetrasiklin S: Streptomisin 

Diğer Bakteriyel Etkenierin İzolasyon ve İdentifikasyon Sonuçları 

Bu araştırmada kullanılan ıo9 pnömonili sığır akciğerinin 43 'ünden 
(%39.44) rutin yöntemler kullanılarak ı5 (%28.30) E.coli, ı ı (%20 .75) P. 
haemolytica, 8 (%ı5.09) Staphpylococcus sp . 8 (%ı5.09) P .asteurella mul­
tocida, 7 (%ı 3 .20) Streptococcus s pp., 3(%5 .66) Bacillus sp., ı (%ı .88) An­
tinomyces sp. olmak üzere toplam 53 bakteri izole ve identifye edildi. 

TARTIŞMA ve SONUÇ 

Sığır yetiştiriciliğinin önemli problemlerinden biri olan pnömoniler; 
mikoplazmal, bakteriyel ve viral etkenler tarafından oluşturulan polifaktöri­
yel etiyolojiye sahip miks infeksiyonlardır (2, 6, 10, ı9) . Sığır pnömonileri­
nin önemli etiyolajik etkenlerinden olan mikoplazmalardan ileri gelen pnö­
moniler genellikle sığır ve buzağılarda solunum sayısında artış, iştahsızlık, 
sık olmayan öksürük, vücut ısısıda artış, durgunluk gibi genelde hafif klinik 
belirtilerle kronik olarak seyretmektedir (12, 20). Sığırlarda mikaplazmalar­
dan ileri gelen infeksiyon lar üzerine yapılan araştırmalar daha çok 1960' lı 
yıllarda yoğunluk kazanmış ve günümüze kadar artarak süregelmiştir (ı5, ı 7, 
21). Yapılan araştırmalar sığırlarda mikoplazmal infeksiyonların bütün dün­
yada yaygın olduğunu göstermektedir (2, 4, 20). Sığır yetiştiriciliğinde ciddi 
sorunlar yaratan ve önemli verim kayıplarına neden olan pnömonilerle müca-
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dele etmek amacıyla araştırmaların bu yöne de kaydınlması ve pnömoni et­
kenleri aranırken mikaplazmaların da göz önünde bulundurulması gerekmek­
tedir. Mikoplazmalardan ileri gelen infeksiyonlar sığırlarda sadece pnömoni 
ile sınırlı olmayıp , mastitis, artritis ve diğer sistemik infeksiyanları da kapsa­
makta (24) süt ve besi sığırcılığını olumsuz yönde etkilemektedir (2,23,24). 

Sığır yetiştiriciliğinin yoğun olduğu İskoçya, Almanya, İrlanda , İngil­

tere gibi ülkelerde (2,6,8,22), sık rastlanan mikoplazmal pnömoniler, İç Ana­
dolu (12), Trakya ve Marmara Bölgesinde (10), buzağı ve danalar üzerinde 
yapılan araştırmalar ile ülkemizde de bildirilmiştir . Bu çalışmada Kars yöre­
sinde oldukça yoğun olarak yapılan sığır yetiştiriciliğinin önemli problemle­
rinden olan pnömonilerde, mikaplazmaların ve diğer bakteriyel etkenierin 
önemi araştırılmıştır. 

Mikaplazmaların İzolasyonu diğer bakterilerden farklı ve güç olup. bu 
etkenler üretilmeleri için kompleks ve zenginleştirilmiş besiyerlerine ihtiyaç 
duyarlar. Mikaplazma türlerini diğer bakteri türlerinden ayırt eden en önem­
li üreme gereksinimi kolesteroldür (8, 27, 33). 

Mikaplazmaların katı besiyerlerinde üreyerek meydana getirdiği kolo­
niler, L formuyla karışabilmektedir (17, 19 , 26 , 34). Fakat L formları, daha 
büyük ve kenarları düzgün olmayan kolaniler oluşturmaktadır. Sık olarak 
ürediklerinde mikoplazmalarla kolayca karışabilmektedir (10, 30, 34) . Sıvı 
besiyerlerinde ise mikaplazmalar hafif bir bulanıklık oluşturmalarına rağ­
men, L formları daha fazla bulanıklık ve tortu oluşturduğu bilinmektedir (16, 
18). Bu nedenle çalışmada, şüpheli kültürlerin antibiyotik ve talyum asetat 
katılmayan katı besiyerlerine 3 kez pasajı yapıldıktan sonra, kolani formu de­

ğişmeyenler mikaplazma olarak kabul edildi. 

Bu araştırmada pnömonik sığır akciğerlerinden izole edilen mikaplaz­
maların identifikazyonunda yaygın olarak kullanılan biyokimyasal testler­
den; digitonine duyarlılık , glikoz fementasyonu, arginin hidrolizi, fosfataz 
testi, tetrazolium redüksiyonu, film ve spot oluşumu testleri uygulanmış ve 
suşlar identifiye edilmiştir. izole edilen tüm mikaplazma suşlarının standart 
suşlarla karşılaştırmalı olarak yapılan biyokimyasal özellikleri yönünden ho­
mojen oldukları gözlendi. Bu sonuçlar diğer araştırıcıların (1, 10, 12, 15) so­
nuçlarıyla paralellik göstermektedir. 
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Bu çalışmada, izole edilen suşların identifikasyonunda, duyarlı ve uy­
gulama kolaylığı olması nedeniyle yaygın olarak kullanılan Üreme İnhibis­
yon Testi de kullanıldı. İdentifiye edilen suşların üreme inhibisyon testinde 
pozitif serumlada kontrolünde diğer mikaplazma türleriyle kros reaksiyon 

vermediği ve mikaplazma türlerinin identifikosyonunda, biyokimyasal test­

leri doğrulayıcı nitelikte olduğu kanısına varıldı. 

Sığır pnömonilerinin etiyolojilerine yönelik olarak yurdumuzda 
(10,12) ve diğer ülkelerde (2,5, 13, 15) yapılan araştırmalarda pnömonili sı­
ğır akciğerlerinden mikaplazmaların tek başına (12, 19, 34) veya diğer bak­

teriyel etkenlerle (2, 5, 14) birlikte izole edildikleri bildirilmiştir . Gourlay ve 

ark. (13), İngiltere' de 1981-1985 yılları arasında sığırların pnömoni olgula­
rında yıllara göre ortalama % 9.7-%36.5 oranında M.bovis ayırmışlardır. 
Araştırcılar toplam 102 pnömonik akciğerden 37 (%36) M.bovis, 31 (%30) 

M.bovirhinis, 14 (%14) M . dispar ve 1 (%1) M. arginini, %27 P. nıultocida, 
%I 2 P. lıaenıolytica, %5 Corynebacteriunı pyogenes ve % 5 Streptobacillus 
actinoides izole ettiklerini, özellikle akut ve kronik solunum sistemi hastalık­

larında M.bovis'Ie P .lıaemolytica'nın birlikte izole edildiğini bildirmişlerdir . 

S ı ğırlarda M .bo vis ' den ileri gelen pnömonilerde bu etkenin patojen olduğu 

ve diğer bakteriyel ve viral etkenlerİn de olaya karışmasıyla hastalığın şidde­
tinin arttığı ve önemli kayıplara neden olduğu belirtilmiştir (5, 18, 23). 

Bu çalışmada Kars Belediye Mezbahası'nda Ocak-Aralık 1995 tarihle­
ri arasında kesilen, 1-3 yaşları arasında 896 sığıra ait akciğerin makroskobik 

incelenmesi sonucu pnömonili olduğu saptanan 76 (%8.48) akciğer örneği 
ile, Kafkas Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı La­

boratuvarında teşhis amacıyla getirilen 33 pnömonili sığır akciğeri olmak 

üzere toplam 109 pnömonik sığır akciğeriden 12 (%11.00) mikaplazma suşu 
izole edildi. izole edilen suşların digitonine duyarlılık, glikoz fermentasyonu, 

arginin hidrolizi, fosfataz testi ve tetrazolium redüksiyonu gibi biyokimyasal 
testlerle ve üreme inhibisyon testi ile yapılan identifikasyonlarında, 6 ' sı 

(%50) M.bovis, 4'ü (%33.33) M. bovirlıinis, 2'si (%16.66) M.arginini olarak 

tanımlandı. Bu araştırmada infeksiyonun başlangıcı, sahada meydana gelişi, 
hasta hayvaniara yapılan klinik uygulamalar hakkında fazla bilgiye sahip olu­
namaması , özellikle yetiştiriciler tarafından antibiyotikterin bilinçsizce kulla­

nılması, İzolasyon oranlarını etkileyen faktörler olarak düşünülmektedir. 

Pnömonik akciğerlerden izole edilen mikaplazmaların yüzde olarak dağılımı, 
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yurdumuzda (10, 12) ve diğer ülkelerde (2, 5, 23, 26, 34) yapılan çalışmalar­
la paralellik göstermektedir. Ancak Almanya, İngiltere, Kuzey Irlanda, ABD 
gibi bazı ülkelerde (5, 20, 22, 23) sığır pnömonilerinden daha yüksek oranda 
mikaplazma izole edilmiştir. Mikoplazmal pnömonilerin yayılışının genel 
olarak ülkeler veya bölgeler bazında farklılıklar gösterebileceği bildirilmiştir 
(2, 23). Bu farklılıklar coğrafi şartlara, hayvanların yaşına, cinsiyetine, ırkla­
rına, bireysel dirençlerine, besleme durumlarına, bulundukları yerin hijyenik 
şartlarının farklığına bağlıdır. Bu çalışmada pnömonik akciğerlerden izole 
edilen 12 mikaplazma suşunun 7'si (%58.33) diğer bakteriyel (4'ü P.ha­

emolytica, 2'si P. multocida, 1 'i Staphylococcus sp.) etkenlerle, 5'i de 
(%41 .67) tek başına izole edilmiştir. Mikaplazmaların dışında diğer bakteri­
yel etkenierin İzolasyonu için yapılan çalışmada I 09 pnömonik akciğerin 
43'ünden (%39.44) rutin yöntemlerle 15 (%28.30) E.coli, ll (%20.75) P . lıa­

emolytica, 8 (%15.09) P. multocida, 8 (%15.09) Staph, sp., 7 (%13.20) 
Strep.sp., 3 (%5.66) Bacillus sp. ve 1 (%1.88) Actiynomyces sp. olmak üzere 
toplam 53 bakteri izole ve identifiye edildi. 

Sığır pnömonilerine sığır yitiştiriciliğinin yapıldığı bir çok ülkede yay­
gın olarak raslanmaktadır. Yapılan deneysel (13,14) çalışmalarla sığır pnö­
monilerinin oluşumunda mikaplazmalar içinde önemli türler olarak M. bovis, 

M. dispar ve Ureaplasma diversum bildirilmiş ve bu türlerinen patojeni ola­
rak da M. bovis tanımlanmıştır. Değişik araştırıcılar (2, 17, 19, 21), bronkop­
nömonili ve pnömonili sığır ve buzağıların akciğerlerinden sıklıkla M. bovis 
ve P.lıaemolytica'yı birlikte izole ettiklerini ve bu iki miroorganizma arasın­
da bir sinerjizm olduğunu belirtmişlerdir. 

Bu çalışmada 12 mikaplazma suşunun 7'si (% 58 .33) Pasteurella sp. 
ile birlikte izole edildi. Bu sonuç diğer araştırıcıların (17, 19, 22) yaptıkları 
çalışmalarla parelellik göstermektedir ve M.bovis'Ie P. /ıaemolytica arasında 
sinerjizm oluğunu doğrular niteliktedir. 

Sığırlarda değişik sistemik infeksiyon olgularından izole edilen ınİ­

koplazma suşlarının in vitro olarak intibiyotiklere olan duyarlılıkları ile ilgi­
li olarak çeşitli araştırmalar yapılmıştır (8, 10, 14, 20). Devriseve ark. (8), 16 
M.bovis suşuyla yaptıkları antibiyotik duyarlılık testinde, test edilen suşların 
tylosin, linkomisin, enrofloksasin ve oksitetraksikline duyarlı, eritromisin ve 
gentamisine dirençli olduğunu belirtmişlerdir. Erdağ ve ark. (10), buzağı ve 
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danalardan izole ettikleri 6 M.bovis suşunun, enrofloksasin, gentamisin, erit­

romisin ve danofloksasine % 95 oranında duyarlı, linkospektin, ampisilin ve 

oksitetraksikline ise daha az oranda duyarlı olduğunu belirtmişlerdir. 

Bu çalışmada pnömonik sığır akciğerlerinden izole edilen 12 mikap­

lazma suşunun değişik antibiyotiklere karşı olan duyarlılıkları Kirby-Bauer 

disk diffuzyon yöntemiyle yapıldı. Antibiyogram testinde kullanılan diskler 

dikkate alındığında sonuçların, Kuduo ve ark. (20), ve Devriseve ark. (8) bil­

dirdikleri sonuçlarla parelellik göstermektedir. 

Sonuç olarak, bu çalışmada sığır pnömonilerinden mikaplazmalar o/o 

ll ,00 oranında tek başına veya diğer bakteriyel etkenlerle birlikte izole ve 

identifiye edildi. İleride yapılacak çalışmalarda pnömoni olguları göriilen 

odaklarda etiyolajik etkenler aranırken mikoplazmalarında primer etken ola­

rak değerlendirilmesi gerekmektedir. 
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