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KARS YORESINDE SIGIR PNOMONILERINDEN
MIKOPLAZMALARIN iZOLASYONU, IDENTIiFIKASYONU
VE ANTIBIYOTIKLERE OLAN DUYARLILIKLARININ
BELIRLENMESI (¥)

THE ISOLATION, IDENTIFICATION AND
DETERMINATION OF SENSITIVITY TO ANTIBIOTICS OF
MYCOPLASMAS IN CATTLE PNEUMONIA IN KARS DISTRICT

Mitat SAHIN**

OZET

Bu calisma Kars yoresinde, sigir pnomonilerinden mikoplazmalarin
izolasyonu, identifikasyonu ve antibiyotiklere olan duyarliliklarin1 saptamak
amactyla yapildi.

Arasgtirmada Kars Belediye Mezbahasi’nda kesilen 896 sigira ait akci-
gerlerin makroskobik incelenmesi sonucu pnémonili goriilen 76 (%8.48)
adet, KAU Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina
teshis amaciyla getirilen, pnomonili 33 adet akciger olmak iizere toplam 109
pnomonli akciger kullanildi. Pndmonik akcigerlerden, mikoplazmalarin izo-
lasyonu amaciyla PPLO agar ve PPLO (Difco) buyyondan yararlanildi.

Pnémonili akcigerlerden toplam olarak 12 (%11.00) mikoplazma sugu
izole edildi. Izole edilen mikoplazma suslari, digitonine duyarlilik, glikoz
fermentasyonu, arginin hidrolizi, fosfataz testi, tetrazolium rediiksiyonu, film
ve spot olusumu gibi biyokimyasal testler ve iireme inhibisyon testi ile iden-
tifiye edildi. Izole edilen 12 Mikoplazma susunun 6’s1 (%50) M. bovis, 4’ii
(%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 5’1 de yalniz izole edildi.

Identifiye edilen mikoplazma suglarmin, yapilan antibiyotik duyarlilik
testinde tiim suglarin enrofloksasin, danofloksasin, tilmikosin, tetrasiklin ok-
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sitetrasiklin’e duyarli, eritromisin ve gentamisine az duyarli, streptomisine
ise direncli oldugu saptandi. Arastirmada 109 pndmonili akcigerin 43’{inden
(%39 .44) rutin yontemlerle, 15 (%28.30) E.coli, 11 (%20.75) Pasteurella ha-
emolytica, 8 (%15.09) P.multocida, 8 (%15.09) Staphylococcus sp., 7T
(%13 .20) Streptococcus sp., 3 (%5.66) Bacillus sp. ve 1(%1.88) Actiynomy-
ces sp., olmak iizere toplam 53 bakteri susu identifiye edildi.

Sonug olarak, sigir pndmonilerinde mikroplazmalarin primer etkenler
arasinda olabilecegi ve pnomoni olgularinda etiyolojik etkenler aranirken
mikoplazmalar da goz oniinde bulundurulmalidir.

SUMMARY

In this study, the aim was to isolate identificate and determine the an-
tibiotic sensitivity of mycoplasmas in catte pneumonia. The total 109 lungs
with pneumonia; 33 of them brought to examine into the Microbiology labo-
ratory; 76 of them from 896 cattle slaughtered in the abottoire of Kars Muni-
cipality, were used in the research. The species taken from the lugns with
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 (11.00%) mycoplasma speci-
es as M.bovis, four (33.33%) as M.bovirhinis and two (17.67%) of them as
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, resistant
to streptomycine.

Total 53 bacteria strains including, 15 E.coli (28.30%), 11P.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.

GIRIS
Pnomoniler multifaktoriyel etiyolojiye sahip; brong ve brongiollein
yangisiyla baglayip, dispozisyon faktorlerinin de katkisiyla lober pnémoni ve

ploropndmoni gekline de doniisebilen, akut, subakut, kronik karakterde in-
feksiyonlardir (2.,9).

Degisik nedenlere bagh olarak gelisen Pasteurella spp., Streptococcus
spp., Staphylococcus spp., Pseudomonas spp. ve Mycoplasmalar gibi bakte-
riler (10, 15), Parainfluenza tip-3, Infectious Bovine Rhinotracheitis virusu,
Respiratory Syncitial virus ve Adenoviruslar gibi viruslarin da primer etken-
ler arasinda yer alabilecegi vurgulanmaktadir (13,20,25).

Si1gir pnémonilerinde Mycoplasma bovis, Mycoplasma dispar gibi ba-
z1 mikroplazma tiirleri primer patojendirler (5, 6, 10, 21). Bu yiizden 6zellik-
le pndmoni olgularinda diger etiyolojik ajanlarla birlikte mikroplazmalarin
da g6z oniinde bulundurulmas: gerekmektedir (6,9, 19).

Mikoplazma genusu iginde yer alan ve ilk tanimlanan mikoplazma tii-
rii, Contagiosa Bovine Pleura Pneumonia (CBPP) hastaliginin etkeni olan
Mpycoplasma mycoides subsp.mycoides’tir (24,29). CBPP etkenini Fransiz
bilim adamlar1 Nocard ve Roux, 1898 yilinda izole etmeyi basarmiglardir (3,
26, 29). Sigirlarda M.mycoides subsp. mycoides’in izolasyonundan sonra
yaklagik 50 yil icerisinde bagka mikoplazma tiirii izole edilemememistir.
(1,3,25,26). Daha sonra 1950°1i yillarda mikoplazmalarla ilgili caligmalar hiz
kazanmis ve giiniimiize kadar artarak devam etmistir. Gtiniimiize kadar yapi-
lan ¢aligmalarda sigirlarin solunum, sindirim ve genital sistemlerinden 18’e
yakin mikoplazma tiirii izole edilmistir. Son yillarda mikoplazmalarla ilgili
caligmalar olduk¢a genislemistir. Simdiye kadar, evcil hayvanlardan, labora-
tuvar hayvanlarindan, insanlardan, insektlerden, bitkilerden ve 6zel ekolojik
ortamlarda izole edilen mikoplazma tiirii 80’1 agmugtir (9, 15,17, 18, 23). Bu-
nunla birlikte; hiicre duvari olmayan bu prokaryotlar: iiretmek ve identifiye
etmek giictiir (11, 29, 34).

Mikoplazmalar, Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin
1984 yil1 (Volume 1.) basimina gore; Tenericutes boliimiiniin, Mollicutes si-
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nifinin Mycoplasrriatales takiminda yer alirlar. Bu takim Mycoplasmataceae,
Acholeplasmataceae, Spiroplasmataceae olmak iizere ii¢c familyadan olusg-
maktadir. Mycoplasmataceae familyasinda, Mycoplasma ve Ureaplasma ol-
mak iizere iki genus yer alir. Bu familyalarin iiyeleri iiremeleri icin sterole ih-
tiya¢ duyarlar. Mollicutes sinifinin genel ismini almis olan miko-plazmalar,
hiicre duvarindan yoksun, en kiiciik, en basit, kendi kendine ¢ogalabilen ve
minimal hiicre kavramina en yakin, canli ve cansiz ortamlarda iireyebilen
mikrorganizmalardir (3, 10, 12).

Mikoplazmalarin konakg¢t digt yagsam siirdiirmeleri ¢cok smirlidir (15,
16). Konakerya spesifik (sigir, koyun, keci, kanatli, insan) olan bu mikroor-
ganizmalar mukozal yiizeylerde (16), saprofit ve patojen (1) olarak yasarlar
ve genellikle konjuktiva (2), nazal kavite (15), orofaringial kavite (19), la-
rinks (2), bagirsak ve genital sistemlerden (22) siklikla izole edilirler. Infek-
siyonun mekanizmasinda konakg1, mikoplazma ve cevre epidemiyolojik tic-
geni arasinda siku bir iligki vardir (5, 26, 33). Buzag: ve ergin sigirlarin pno-
monik ve nonpndmonik akcigerlerinden ¢ok sayida (M. bovis, M. dispar, M.
arginini, M. bovigenitalium gibi) mikoplazma tiirii izole edilmistir (2, 6, 26).
Sigirlarda hafif subklinik pndmoni olugturan mikoplazmalar, infeksiyonun
ilerlemesiyle kronik interstisyel pndmoni olustururlar. (26, 33). Allen ve ark.
(2), iist ve alt solunum yollarinda klinik bulgular goriilen 59 besi buzagisin-
dan aldiklar1 nazofaringial sivap ve brongoalveoler yikant: sivisinin bakteri-
yolojik yoklamasinda nazofaringial sivaplardan 21 (%26) M .bovis, 13 (%21)
M bovirhinis, bronsioalveolar yikant: sivisindan ise 24 (%36) M. bovis, 14
(%19) M .bovirhinis izole ettiklerini bildirmislerdir. Aragtiricilar diger bakte-
riyel etkenlerden Pasteurella haemolytica, P. multocida, Haemophilus som-
nus, Streptomyces spp., Neisseria spp. ve Bacillus spp. izole ettiklerini pno-
moninin hafif seyrettigini ve 6liime sebep olmadigini, izolatlardan M.bovis’le
P .multocida’nin prevalansinin sik oldugunu belirtmiglerdir. Kim ve ark. (19),
mezahada kesilen 871 sigirin 178’inden pnomoni lezyonlari tesbit etmigler ve
infekte lezyonlardan 17 M. bovirhinis ve 2 M dispar izole etmiglerdir. Umla-
uft ve ark. (34), Almanya’da sigir pndmonilerinin etiyolojisi ile ilgili yaptik-
lar1 bir arastirmada, ii¢ yetistirme iinitesinde bulunan 2000 buzagidan rasge-
le faringial sivaplar almiglar ve bunlarin % 7.9’undan P.haemolytica, % 5’in-
den P.multocida, % 7.9’undan M.bovis izole ve identifiye ettiklerini bildir-
miglerdir. Jasper (18), 264 bronkopnomonili sigir akcigerinden 32 (%12)
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mikoplazma sugu izole etmis, bunlarin 18’i M.bovirhinis, 3’ii M .bovis 2’si
M bovigenitalium, 3’1 de Acholeplasma laidlawii olarak identifiye etmigir.
Alt1 sugu da klasifiye edememistir. Arastirmaci mikoplazmalarin sigirlarin
solunum sistemi infeksiyonlarinda etiyolojik etken olabilecegini belirtmisgtir.
Erdagi ve ark. (10), Trakya ve Marmara Bolgesinde, buzagi ve dana pnomo-
nilerinde bakteriyel ve mikoplazmal etkenlerin izolasyonu amaciyla yaptik-
lar1 caligmada 80 pnomonili akcigerden 6 (%7.5) M. bovis, 56 (%70) P.ha-
emolytica, 24 (%30) E.coli, 34 (%42.5) Str. pnomonia, 24 (%30) Corynebac-
terium pyogenes ve 9 (% 11.5) Staph. aureus izole etmiglerdir. Mikoplazmal
infeksiyonlarin baglica yayilma yolu aktif veya portor hastalardan inhalasyon
yoluyla olmaktadir. Dogal kosullar altinda bulagsma direkt temas veya ot,
yem, suluk gibi cansiz vasitalarla indirekt olarak meydana gelmektedir (3,
10,21, 33).

Kars yoresinde ilk kez yapilan bu caligma ile, sigir pndmonilerinden,
mikoplazmalarin izolasyonu, identifikasyonu ve antibiyotiklere olan duyarli-
liklarini saptamak amaglanmuigtir.

MATERYAL VE METOT

Pnomonik Akciger Ornekleri: Bu arastirmada, Ocak-Aralik 1995 ta-
rihleri arasinda Kars Belediye Mezbahasi’nda kesilen 896 adet, 1-3 yaglar1
arasindaki sigirlara ait akcigerlerin, makroskobik olarak incelenmesi sonucu
pnoémonik bulunan (vermindz pnémoni harig) 76 adet akciger ile, KAU. Ve-
teriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Labaratuvarina teshis amaciy-
la getirilen 33 adet olmak iizere toplam 109 adet si8ir akciger Ornegi aragtir-
manin materyalini olugturmustur.

Standart suslar: Aragtirmada kullanilan M. bovis (PG45), M. bovirhi-
nis (PG43) ve M. arginini (G230) standart suglari, Dr. J.G. TULLY den
(Mycoplasma Section, Frederick Canser Res. Dev. Center, Frederick,USA)
temin edildi. Bu standart suglar iireme inhibisyon testi antijeninin hazirlan-
masinda kullanildi. ’

Besiyerler: Pnomonik akcigerlerden mikoplazmalarin izolasyonu
amaciyla PPLO Agar ve PPLO Broth (Difco), diger bakterilerin izolasyonu
icin kanli agar (% 7 defibrine koyun kanli, Blood Agar Base - Oxoid). Mac
Conkey Agar (Oxoid), EMBAgar (Oxoid), Nutrient buyyon ve Serumlu buy-
yon kullanildi.
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Antibiyotik Diskleri: Patolojik materyallerden izole edilen mikoplaz-
ma suglarinin antibiyotiklere olan duyarliliklarinin belirlenmesinde Enroflo-
xacin (5 mcg) (Bayer), Danofloxacin (5 mcg) (Difco), Tilmycocin (10 mcg)
(DIF) oxytetracycline (30 mcg), Tetracycline (10 mcg), Streptomycine (10
mcg), Gentamicin (10 mcg) ve Erithromycine (15 mcg) (Etlik Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisii) diskleri kullanildi.

Antijen hazirlanmasi: Calismada kullanilan M. bovis (PG45), M. bo-
virhinis (PG43) ve M. arginini (G230) standart suglari, PPLO kat1 besiyerin-
de iiretildikten sonra tek koloni alinarak PPLO sivi besiyerine ekildi ve 37
°C’de 48-72 saat inkiibe edildi. Daha sonra kiiltiir 10.000 g de 60 dakika sant-
rifiije edildikten sonra iist kistm atilip dipteki tortu PBS ile ii¢ kez yikanip
1/100 oraninda distile su ile sulandirilarak antijen hazirlandi.

Antiserum elde edilmesi: Bu amacla Senterfit (31)’in bildirdigi yon-
tem kullanildi.

Antiserum disklerinin hazirlanmasi: Disklerin hazirlanmasinda
Clyde (7) 1n bildirdigi yontem kullanildi. Tavsanlardan elde edilen immun
serumlar, 0.2 um’lik milipor filtrelerle sterilize edilerek 6 mm capindaki
Whatman (No: 40) filtre kagidindan hazirlanan disklere emdirilerek kurutul-
du. Ureme inhibisyon testinde kullanilan bu diskler +4 °C’de sakland1
(16,32).

Taze maya ekstraktimin hazirlanmasi: Bu amacla hazirlanan maya
ekstrakt: 0.2 um’lik milipor filtrelerden gegirilerek sterilize edildikten sonra
10’ar ml olarak steril siselere taksim edildi. Kullanilincaya kadar -20 °C’de
saklandi (16, 32).

At serumunun hazirlanmasi: At serumu su banyosunda 56 °C’de 30
dakika tutularak inaktive edildi (29). Inaktive edilen serum 0.2 um’lik mili-
por filtrelerden gecirilerek sterilize edildikten sonra 20 ml’lik steril siselere
boliinerek -20 °C’de saklandi (27, 30).

Talyum asetat soliisyonunun hazirlanmasi: Bir gram talyum asetat
80 ml distile suyla kaynayan su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra 2 ml’lik
siselere boliiniip 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edilerek +4
°C’de sakland1 (21).
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Besiyerlerinin hazirlanmasi: Mikoplazmalar: iiretmek amaciyla
1000 ml katibesiyeri hazirlamak igin 35 g PPLO Agar (Difco) tartilarak 680
ml distile su icerisinde ¢ozdiiriildii. Otoklavda sterilize edildi. Daha sonda be-
siyerine aseptik sartlarda, 200 ml steril at serumu, 100 ml steril taze maya
ekstrakti, 500 IU/ml penisilin G, 20 ml talyum asetat (1/80) ilave edilip pH
7.6 - 7.8’e ayarlanarak 9 cm capinda petri kutularma dokiildii.

Mikoplazma s1vi besileri hazirlamak amaciyla 2.1 g PPLO Broth (Dif-
co) 70 ml distile suda ¢ozdiiriilerek otoklavda steril edildi. Besiyerine asep-
tik sartlarda steril at serumu 20 ml, taze maya ekstakt1 10 ml, penisilin G 500
IU/ml, talyum asetat 2 ml aseptik sartlarda katilarak pH’s1 7.6-7.8’e ayarla-
nip steril tiiplere 5’er ml miktarinda taksim edildi.

Mikoplazmalar digindaki diger bakterilerin izolasyonu amaciyla kulla-
nilan kat1 ve s1v1 besi yerleri bilinen rutin yontemlerle hazirlandi.

Ekimler ve izolasyon calismalari: Pndmonik akcigerlerden bir parca
(1gram) alinarak steril havanda steril kum yardimiyla 10 ml siv1 besiyerinde
(PPLO buyyon) iyice ezilerek siispanse edildi. Hazirlanan bu siispansiyondan
0.1 ml alinarak PPLO kat1 ve sivi1 besiyerine ve ayrica kanli agara ekimleri
yapildi. Ekim yapilan mikoplazma besiyerleri 2.5 litrelik jarlarda (Merck),
nemli ve mikroaerofilik ortamda (Anaerocult C, Merck) 37 °C’de 5 giin sii-
reyle inkiibasyona birakildi. Mikoplazmalar digindaki bakterilerin izolasyon-
lar1 amaciyla ekim yapilan besiyerleri, 37 °C’de 3 giin siireyle aerobik ortam-
da inkiibe edilerek degerlendirildi.

Identifikasyon cahsmalari: izole edilen mikoplazma suslarinin iden-
fikasyonu amaciyla, dijitonine duyarlilik, glikoz fermentasyonu, arjinin hid-
rolozi, tetrazolium rediiksiyonu, film ve spot olusumu, fosfataz testi ile iire-
me inhibisyon testinden yararlanildi (27, 29).

Dijitonine duyarhhk: Bu test Tully (32)nin bildirdigi metoda gore ya-
pildi. Bu amaca 30 mg dijitonin 2 ml % 95°lik etil alkol icerisinde ¢dzdiirii-
lerek % 1.5’lik dijitonin soliisyonu hazirlandi. Soliisyon, Whatman (No: 40)
filtre kagidindan hazirlanan 6 mm capindaki disklere her bir diske 0.025 ml
dijitonin emdiridi. Diskler kullanilincaya kadar +4 °C’de saklandi.

Glikoz fermentasyonu: Bu test, Razin ve Cirillo (28)nun bildirdigi
yonteme gore % 10’luk glikoz solusyonundan 5 ml’lik PPLO buyyonlara 0.5
ml ilave edilerek % 1 glikoz igeren siv1 besiyerleri hazirlandi. Bu besiyerine
indikator olarak % 0.02 oraninda fenol red katildi.
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Anjinin hidrolizi: Bu test Razin (27)nin bildirdigi yonteme gore,
%?2’1ik arginin soliisyonundan 5 ml’lik PPLO buyyonlara 0.01 ml ilave edi-
lerek % 0.2 arginin iceren ve pH’s1 7 olan s1v1 besiyerleri hazirlandi. Indika-
tor olarak da bu besiyerine % 0.02 Oraninda fenol red ilave edildi.

Tetrazolium rediiksiyonu: PPLO agara steril 2,3,5 -triphenyltetrazo-
lium chrorid’in % 0.02 oraninda katilmasiyla hazirland: (30).

Film ve spot olusumu: PPLO buyyon ve agara ekimi yapilan suslarin
37 °C’de, nemli ve mikroaerofilik ortamda 7 giin siireyle inkiibasyonu sonu-
cu, buyyonun iist kisminda ince bir tabakanin (film), agarda ise siyah benek-
lerin (spot) olugmasi pozitif olarak olusmamasi ise negatif olarak, kabul edil-
di (33, 40).

Fosfataz testi: Kati PPLO besiyerine steril phenolftalein diphosp-
hat’tan % 0.1 oraninda katilarak hazirlandi. Ayirag olarak 5 N NaOH kulla-
nild1 (27).

Ureme Inhibisyon Testi: Bu test, Clyde (7)mn bildirdigi yonteme go-
re yapildi. S1v1 besiyerinde hazirlanan mikoplazma kiiltiirlerinden 0.1 ml ali-
narak PPLO kat1 besiyerine silme ekimi yapildi. Daha sonra standart antijen-
lerden hazirlanan immun serum diskleri ekim yapilan besiyeri lizerine kondu
ve 37 °C’de, nemli ve mikroaerofilik ortamda 5 giin siireyle inkiibe edildi.

Antibiyoik duyarhhk testi: Calismada izolasyonu yapilan mikoplaz-
ma suglarinin antibiyotiklere olan duyarhiliklarmin belirlenmesinde Kirby-
Bauer (4) disk diffuzyon yontemi kullanildi. Test edilecek kiiltiirden 0.1 ml
alinarak steril bir baget yardimiyla PPLO Agar yiizeyine silme ekimi yapil-
di. Besiyeri nemli ve mikroaerofilik ortamda 37 °C’de 5 giin siireyle inkiibe
edildi. Bu siire sonunda diskler etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplar1 &lgii-
lerek degerlendirildi.

Diger bakterilerin identifikosyonu: Patolojik materyallerden mikoplaz-
malar diginda izole edilen diger bakterilerin identifikosyonlar1, makroskobik
ve mikroskobik goriiniim, karbonhidrat fermentasyon testleri, hareket, he-
moliz, oksidaz, katalaz, H5S testi gibi rutin yontemlerle yapild.

BULGULAR

Mikoplazmalarin izolasyon ve identifikasyonu

Bu calismada Kars Belediye Mezbahasi’nda Ocak - Aralik 1995 tarih-
leri arasinda kesilen, 1-3 yagli 896 sigira ait akcigerlerin makroskobik ince-
lenmesi yapilarak, pndmonik bulunan (paraziter pnémoniler hari¢) 76 (%
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8.48) akciger 6rnegi ile Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyo-
loji Anabilim Dal1 Laboratuvarina teghis amaciyla getirilen 33 pnémonili si-
gir akcigeri olmak iizere toplam 109 pnomonili sigir akcigerinnin 12’sinden
(%11.00) mikoplazma izole edildi. Kalan 97 drnekten mikoplazma izolasyo-
nu yapilamadi. Pnémonili akcigerlerden izole edilen mikoplazma suglari gli-
koz fermantasyonu, arginin hidrolizi, fosfataz testi, tetrazolium rediiksiyonu,
film ve spot olusumu gibi biyokimyaal testler ve iireme inhibisyon (Growth
Inhibisyon GI) testi yardimiyla 6’s1 (% 50) M. bovis, 4’ti (% 33.33) M. bovir-
hinis ve 2’si (% 16.66) M .arginini olarak tanimlandu. Izole edilen 12 mikop-
lazma sugunun 5’i (% 41.66) tek basina, 7’si (%58.34) diger bakterilerle bir-
likte izole edildi. (Tablo-1).

Tablo-1. Arastirmaya tabi tutulan pnomonik akciger drneklerinin kay-
naklarina gore dagilimi ve etken izolasyonu

; — Mikroplazma | Bakteri izole '

Orneklerin alindig1 yer Kon.trol - l:"nomomk izole edilen ornek | edilen 6rnek Toplam izo-

akciger sayist | akciger sayis1 % lasyon %

sayist % sayist %
Kars Belediye i " » f
Mashahast 896 76 (8.48) |7 (%9.21) | 28 (%36.84) | 35 (%46.05)
KAU. Veteriner
y 2

Fakiiltesi 33 33 5 (%15.15) | 15 (%4545) | 20 (%60.60)
TOPLAM 929 109 (%) 12 (%11.00) | 43 (%39.44) | 55 (%5045)

Kars Belediye Mezbahasindan saglanan 76 pndmonik sigir akcigerinin
7’sinden (%9.21) mikoplazina susu izole edildi. Izole edilen bu suslarm yu-
karida bildirilen temel biyokimyasal testlerle yapilan identifikasyonlarinda
4’iiniin (%57.14) M. bovis, 2’sinin (%28,57) M.bovirhinis ve 1’inin (14.28)
M. arginini oldugu belirlendi. Laboratuvara teshis amaciyla getirilen 33 pno-
monik akcigerin ise, 5’inden (%15.15) mikoplazma susu izole edildi. Izole
edilen suslarin, 2’si (%40) M. bovis, 2’si (%40) M. bovirhinis ve 1’1 (%20)de
M. arginini olarak identifiye edildi.

Kars Belediye Mezbahasi’ndan alinan 76 pnomonik sig1ir akcigerinden
izole edilen 7 mikoplazma susunun 3’ii (%42.85) tek basina, 4’ii (%57.15)
diger bakterilerle birlikte, laboratuvara teshis amaciyla getirilen 33 pnémo-
nik akcigerden izole edilen 5 mikroplazma susunun 2’si (%40) tek bagina,
3’ii de (%60) diger bakterilerle birlikte izole edildi.
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Koloni Morfolojileri: Pnomonik akcigerlerden izole edilen M.bovis,
M. bovirhinis, M. arginin suglarmin PPLO agarda, nemli ve mikroaerofilik
ortamda 5 giin inkiibe edildikten sonra steromikroskopla yapilan incelemele-
rinde (X40) “fried egg” diye tanimlanan tipik sahanda yumurta goriiniimiin-
de, ortas1 diigmeli, kenarlar1 yuvarlak 1 mm’den kiiciik koloniler meydana
getirdikleri gozlendi. M.bovis suglarinin kolonileri nispeten kiiciik ortas: diig-
meli ve kenarlar: diizgiin, M. bovirhinis suglarinin kolonileri biraz daha genis
merkezleri kiigiik, M.arginini suslarmin kolonileri ise orta biiyiikliikte ve
merkezlerinin belirgin oldugu goriidii. Izole edilen tiim suglarin PPLO buy-
yonda 37 °C’de nemli ve mikroaerofilik ortamda 5 giinliik inkiibasyon sonu-
cunda ¢ok hafif bir bulaniklik olusturarak iiredigi, inkubasyon siiresi uzadik-
ca calkalandiginda helezon seklinde dipten yukar: yiikselen az bir tortu olug-
tugu goriildii. Izole edien mikoplazma suslariin, kati ortamda olusturdukla-
r1 koloni morfolojileri ve sivi ortamdaki tireme 6zelliklerinin birbirinden ¢ok
farkli olmadig1 gozlendi.

Biyokimyasal test sonuclari

Digitonin duyarhlik testi: PPLO agarda yapilan digitonin duyarlilik
testinde, izole edilen tiim suglarin, digitonin emdirilmig disk etrafinda 3-5
mm arasinda duyarlilik zonu olusturdugundan dolay: digitonine duyarli ola-
rak belirlendi.

Glikoz fermantosyonu: Glikozlu PPLO buyyonda yapilan glikoz fer-
mentasyon testinde M .bovirhinis suglarinin buyyonun rengini kirmizidan sa-
riya doniistiiriildiigii halde, M.bovis ve M. arginini suglarinda ve kontrol tiip-
lerinde renk degisimi gozlenmedi.

Arginin hidrolizi: Izole edilen suglarla PPLO buyyonda yapilan argi-
nin hidrolizi testinde M.argininini suslar1 inkiibasyondan 2giin sonra buyyo-
nun rengini koyu pembe renge doniistiirdiigiinden pozitif olarak degerlendi-
rildi. M. bovis ve M. bovirhinis suglari ile yapilan testte ise bu siire sonunda
renk degisikligi olmadigindan dolay: bu suglarin arginin hidrolizi negatif ola-
rak belirlendi.

Fosfataz testi: Fenolfitalein difosfat ilave edilmis selektif kat1 besiye-
rine, suglarin ekimi yapilip 37 °C’de 5 giin inkiibe edildikten, sonra iireyen
kolonilerin iizerini kaplayacak kadar SN NaOH dokiildii. M.bovis suglar1 bir-
kag¢ dakikada kirmizi renk meydana getirdiginden fosfataz pozitif, M. bovir-
hinis ve M. arginini suslar1 ise renk degisimi olusturmadigindan, fosfataz ne-
gatif olarak degerlendirildi.
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Tetrazolium rediiksiyonu: Izole edilen mikoplazma suslari ile yapi-
lan tetrazolium rediiksiyonu testinde, M.bovis ve M. bovirhinis suglarinin
iireme hattinda kirmizi renk olusumu ile tetrazoliumu rediikte ettigi, M. argi-
nini suglarinin ise selektif besiyerinde tetrazoliumu rediikte etmedigi belir-
lendi.

Film ve spot olusumu: Izole edilen suslar PPLO agar ve buyyona eki-
lip bir hafta 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkubasyon sonunda M. bovis
suslarinin s1vi ortamda film kati ortamda spot olusturdugu M. arginini ve M.
bovis suglarimin ise film ve spot olusturmadig1 gozlendi.

Tablo-3 Izole edilen mikoplazma suglarinin biyokimyasal dzellikleri.

w e o . £ . Film ve
. - Digitonin Glikoz Arginin Fosfataz Tetrazolium
Izole edilen suslar duyarhhg femantasyonu hidrolizi testi rediiksiyonu spot
olusumu
M. bovis (6)* D < ™ + + +
M.bovirhinis (4) * D & _ _ +
M.arginini (2) * D - +
*: Test edilen sug sayis1 D : duyarli + : Pozitif - : Neatif

Ureme inhibisyon testi: izole edilen M.bovis, M. bovirhinis ve M. ar-
ginini suglarinin PPLO agarda yapilan iireme inhibisyon testinde, standart an-
tijenlere karg: tavsanlardan elde edilen hiperimmun serumlarla inhibe olduk-
lar1 saptand1. Disk etrafinda meydana gelen iireme inhibisyon zonunun 4-6
mm arasinda oldugu belirlendi.

Antibyotik duyarhlik testi: Izole edilen suslar Kirby-Bauer disk dif-
fuzyon metodu ile yapilan antibiyotik duyarlilik testinde M.bovis ve M.argi-
ninini suglarinin tamaminin enrofloksasin (% 100), danofloksasin (%100),
tilmikosin (% 100), oksitetrasiklin (%100) ve tetrasikline (100), 4 M.bovis
(%66.66),3 M.bovirhinis (%75), M. arginini (%50) susunun gentamisine du-
yarli oldugu saptandi. M. bovirhinis suglarinin 1°1 tetrasikline (%25), 3’iide
eritromisine (%75) direncli iken, M. bovis, M. bovirhinis ve M. arginini sug-
larinin tamaminin streptomisine (%100) direngli oldugu belirlendi. (Tablo-
4).
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Tablo-4. Izole edilen mikoplazma suglarinin antibiyotiklere olan
duyarliliklari
STANDART ANTIBIYOTIK DISKLERI

En Dn T o Te E G S
SUSLAR 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 0 100/6 0 100/6 0 100|6 0 100{6 0 100|3 3 50|4 2 666]0 6 O

M bovirhinis (4) * 4 0 100|]4 O 100(4 O 100{4 O 100y3 1 100f1 3 25|3 I 75|0 4 O

M.arginini (2) * 2 0 100(2 O 100({2 O 100|2 O 100(2 O 1002 O 1001 1 50(0 2 O

*: Sus sayis1t D: Duyarl sus sayis1 R: Rezistans sug sayis1 %D: Du-
yarlilik oran1 En: Enrofloksasin Te: Tetrasiklin Dn: Danofloksasin E: Eri-
tromisin T: Tilmikosin G: Gentamisin O: Oksitetrasiklin S: Streptomisin

Diger Bakteriyel Etkenlerin izolasyon ve Identifikasyon Sonuclari

Bu aragtirmada kullanilan 109 pnomonili sigir akcigerinin 43’iinden
(%39 .44) rutin yontemler kullanilarak 15 (%28.30) E.coli, 11 (%20.75) P.
haemolytica, 8 (%15.09) Staphpylococcus sp. 8 (%15.09) P.asteurella mul-
tocida, 7 (%13.20) Streptococcus spp., 3(%5.66) Bacillus sp., 1 (%1.88) An-
tinomyces sp. olmak iizere toplam 53 bakteri izole ve identifye edildi.

TARTISMA ve SONUC

Sigir yetistiriciliginin 6nemli problemlerinden biri olan pnomoniler;
mikoplazmal, bakteriyel ve viral etkenler tarafindan olusturulan polifaktori-
yel etiyolojiye sahip miks infeksiyonlardir (2, 6, 10, 19). S1gir pnomonileri-
nin 6nemli etiyolojik etkenlerinden olan mikoplazmalardan ileri gelen pné-
moniler genellikle sigir ve buzagilarda solunum sayisinda artis, istahsizlik,
sik olmayan oksiiriik, viicut 1sisida artig, durgunluk gibi genelde hafif klinik
belirtilerle kronik olarak seyretmektedir (12, 20). Sigirlarda mikoplazmalar-
dan ileri gelen infeksiyonlar iizerine yapilan aragtirmalar daha cok 1960’11
yillarda yogunluk kazanmis ve giintimiize kadar artarak siiregelmistir (15, 17,
21). Yapilan aragtirmalar sigirlarda mikoplazmal infeksiyonlarin biitiin diin-
yada yaygin oldugunu gostermektedir (2, 4, 20). S1g1r yetistiriciliginde ciddi
sorunlar yaratan ve 6nemli verim kayiplarina neden olan pndmonilerle miica-
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dele etmek amaciyla aragtirmalarin bu yone de kaydirilmasi ve pnémoni et-
kenleri aranirken mikoplazmalarin da géz dniinde bulundurulmas: gerekmek-
tedir. Mikoplazmalardan ileri gelen infeksiyonlar sigirlarda sadece pnomoni
ile sinirli olmayip, mastitis, artritis ve diger sistemik infeksiyonlar: da kapsa- -
makta (24) siit ve besi sigirciligini olumsuz yonde etkilemektedir (2,23,24).

Sigir yetistiriciliginin yogun oldugu Iskogya, Almanya, Irlanda, Ingil-
tere gibi iilkelerde (2,6,8,22), sik rastlanan mikoplazmal pnomoniler, 1(; Ana-
dolu (12), Trakya ve Marmara Bolgesinde (10), buzagi ve danalar iizerinde
yapilan aragtirmalar ile iilkemizde de bildirilmigtir. Bu ¢alismada Kars yore-
sinde oldukca yogun olarak yapilan sigir yetistiriciliginin 6nemli problemle-
rinden olan pndmonilerde, mikoplazmalarin ve diger bakteriyel etkenlerin
Onemi aragtirilmigtir.

Mikoplazmalarin izolasyonu diger bakterilerden farkli ve gii¢ olup. bu
etkenler tiretilmeleri icin kompleks ve zenginlestirilmis besiyerlerine ihtiyag
duyarlar. Mikoplazma tiirlerini diger bakteri tiirlerinden ayirt eden en 6nem-
li tireme gereksinimi kolesteroldiir (8, 27, 33).

Mikoplazmalarin kati besiyerlerinde iireyerek meydana getirdigi kolo-
niler, L formuyla karigabilmektedir (17, 19, 26, 34). Fakat L formlari, daha
biiyiik ve kenarlar diizgiin olmayan koloniler olusturmaktadir. Sik olarak
tirediklerinde mikoplazmalarla kolayca karigabilmektedir (10, 30, 34). Sivi
besiyerlerinde ise mikoplazmalar hafif bir bulaniklik olusturmalarina rag-
men, L formlar1 daha fazla bulaniklik ve tortu olusturdugu bilinmektedir (16,
18). Bu nedenle caligmada, siipheli kiiltiirlerin antibiyotik ve talyum asetat
katilmayan kati besiyerlerine 3 kez pasaji yapildiktan sonra, koloni formu de-
gismeyenler mikoplazma olarak kabul edildi.

Bu aragtirmada pnomonik sigir akcigerlerinden izole edilen mikoplaz-
malarin identifikazyonunda yaygin olarak kullanilan biyokimyasal testler-
den; digitonine duyarlilik, glikoz fementasyonu, arginin hidrolizi, fosfataz
testi, tetrazolium rediiksiyonu, film ve spot olusumu testleri uygulanmis ve
suslar identifiye edilmistir. Izole edilen tiim mikoplazma suglarinin standart
suslarla karsilagtirmali olarak yapilan biyokimyasal 6zellikleri yoniinden ho-
mojen olduklar1 gézlendi. Bu sonuglar diger arastiricilarin (1, 10, 12, 15) so-
nuclariyla paralellik gostermektedir.
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Bu calismada, izole edilen suglarin identifikasyonunda, duyarli ve uy-
gulama kolaylig1 olmasi nedeniyle yaygin olarak kullanilan Ureme Inhibis-
yon Testi de kullamildi. Identifiye edilen suglarin iireme inhibisyon testinde
pozitif serumlarla kontroliinde diger mikoplazma tiirleriyle kros reaksiyon
vermedigi ve mikoplazma tiirlerinin identifikosyonunda, biyokimyasal test-
leri dogrulayici nitelikte oldugu kanisina varildi.

Sigir pnomonilerinin etiyolojilerine ydnelik olarak yurdumuzda
(10,12) ve diger iilkelerde (2,5, 13, 15) yapilan aragtirmalarda pnomonili si-
gir akcigerlerinden mikoplazmalarin tek bagina (12, 19, 34) veya diger bak-
teriyel etkenlerle (2, 5, 14) birlikte izole edildikleri bildirilmistir. Gourlay ve
ark. (13), Ingiltere’de 1981-1985 yillari arasinda sigirlarin pnémoni olgula-
rinda yillara gore ortalama % 9.7-%36.5 oraninda M.bovis ayirmiglardir.
Arastircilar toplam 102 pnomonik akcigerden 37 (%36) M.bovis, 31 (%30)
M bovirhinis, 14 (%14) M. dispar ve 1 (%1) M. arginini, %27 P. multocida,
%12 P. haemolytica, %5 Corynebacterium pyogenes ve % 5 Streptobacillus
actinoides izole ettiklerini, 6zellikle akut ve kronik solunum sistemi hastalik-
larinda M.bovis’le P.haemolytica’nin birlikte izole edildigini bildirmislerdir.
Sigirlarda M .bovis’den ileri gelen pnomonilerde bu etkenin patojen oldugu
ve diger bakteriyel ve viral etkenlerin de olaya karigmasiyla hastaligin sidde-
tinin arttig1 ve dnemli kayiplara neden oldugu belirtilmistir (5, 18, 23).

Bu caligmada Kars Belediye Mezbahasi’nda Ocak-Aralik 1995 tarihle-
ri arasinda kesilen, 1-3 yaglar1 arasinda 896 sigira ait akcigerin makroskobik
incelenmesi sonucu pnomonili oldugu saptanan 76 (%8.48) akciger 6rnegi
ile, Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 La-
boratuvarinda teshis amaciyla getirilen 33 pnomonili sigir akcigeri olmak
tizere toplam 109 pnomonik sigir akcigeriden 12 (%11.00) mikoplazma susu
izole edildi. Izole edilen suslarin digitonine duyarllik, glikoz fermentasyonu,
arginin hidrolizi, fosfataz testi ve tetrazolium rediiksiyonu gibi biyokimyasal
testlerle ve iireme inhibisyon testi ile yapilan identifikasyonlarinda, 6’s1
(%50) M .bovis, 4’ii (%33.33) M. bovirhinis, 2’si (%16.66) M .arginini olarak
tanimlandi. Bu aragtirmada infeksiyonun baglangici, sahada meydana gelisi,
hasta hayvanlara yapilan klinik uygulamalar hakkinda fazla bilgiye sahip olu-
namamasi, 6zellikle yetistiriciler tarafindan antibiyotiklerin bilingsizce kulla-
nilmasi, izolasyon oranlarini etkileyen faktorler olarak diisiiniilmektedir.
Pnomonik akcigerlerden izole edilen mikoplazmalarin yiizde olarak dagilimi,
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yurdumuzda (10, 12) ve diger iilkelerde (2, 5, 23, 26, 34) yapilan caligmalar-
la paralellik gostermektedir. Ancak Almanya, Ingiltere, Kuzey Irlanda, ABD
gibi baz iilkelerde (5, 20, 22, 23) s181r pndmonilerinden daha yiiksek oranda
mikoplazma izole edilmistir. Mikoplazmal pndmonilerin yayiliginin genel
olarak iilkeler veya bdlgeler bazinda farkliliklar gosterebilecegi bildirilmigtir
(2,23). Bu farkliliklar cografi sartlara, hayvanlarin yasina, cinsiyetine, irkla-
rina, bireysel direnclerine, besleme durumlarina, bulunduklar: yerin hijyenik
sartlarinin farkligina baghdir. Bu calismada pnémonik akcigerlerden izole
edilen 12 mikoplazma sugunun 7’si (%58.33) diger bakteriyel (4’ P.ha-
emolytica, 2’si P. multocida, 1’1 Staphylococcus sp.) etkenlerle, 5°i de
(%41.67) tek basina izole edilmistir. Mikoplazmalarin diginda diger bakteri-
yel etkenlerin izolasyonu icin yapilan calismada 109 pndmonik akcigerin
43’iinden (%39 .44) rutin yontemlerle 15 (%28.30) E.coli, 11 (%20.75) P. ha-
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 {izere
toplam 53 bakteri izole ve identifiye edildi.

Si1gir pndmonilerine s1g1r yitistiriciliginin yapildig: bir ¢ok iilkede yay-
gin olarak raslanmaktadir. Yapilan deneysel (13,14) caligmalarla sigir pno-
monilerinin olusumunda mikoplazmalar icinde 6nemli tiirler olarak M. bovis,
M. dispar ve Ureaplasma diversum bildirilmis ve bu tiirlerin en patojeni ola-
rak da M. bovis tanimlanmigtir. Degisik arastiricilar (2, 17, 19, 21), bronkop-
némonili ve pnomonili s1gir ve buzagilarin akcigerlerinden siklikla M. bovis
ve P. haemolytica’yi birlikte izole ettiklerini ve bu iki miroorganizma arasin-
da bir sinerjizm oldugunu belirtmislerdir.

Bu calismada 12 mikoplazma susunun 7’si (% 58.33) Pasteurella sp.
ile birlikte izole edildi. Bu sonu¢ diger arastiricilarin (17, 19, 22) yaptiklar
caligmalarla parelellik gostermektedir ve M.bovis’le P. haemolytica arasinda
sinerjizm olugunu dogrular niteliktedir.

Sigirlarda degisik sistemik infeksiyon olgularindan izole edilen mi-
koplazma suglarinin in vitro olarak intibiyotiklere olan duyarliliklari ile ilgi-
li olarak cesitli aragtirmalar yapilmigtir (8, 10, 14, 20). Devrise ve ark. (8), 16
M .bovis suguyla yaptiklart antibiyotik duyarlilik testinde, test edilen suglarin
tylosin, linkomisin, enrofloksasin ve oksitetraksikline duyarli, eritromisin ve
gentamisine direncli oldugunu belirtmislerdir. Erdag ve ark. (10), buzagi ve
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danalardan izole ettikleri 6 M.bovis sugunun, enrofloksasin, gentamisin, erit-
romisin ve danofloksasine % 95 oraninda duyarli, linkospektin, ampisilin ve
oksitetraksikline ise daha az oranda duyarli oldugunu belirtmiglerdir.

Bu ¢alismada pnomonik sigir akcigerlerinden izole edilen 12 mikop-
lazma sugunun degisik antibiyotiklere karsi olan duyarliliklar1 Kirby-Bauer
disk diffuzyon yontemiyle yapildi. Antibiyogram testinde kullanilan diskler
dikkate alindiginda sonuclarin, Kuduo ve ark. (20), ve Devrise ve ark. (8) bil-
dirdikleri sonuglarla parelellik gostermektedir.

Sonug olarak, bu ¢aligmada sigir pnomonilerinden mikoplazmalar %
11,00 oraninda tek basina veya diger bakteriyel etkenlerle birlikte izole ve
identifiye edildi. Ileride yapilacak caligmalarda pnémoni olgular: goriilen
odaklarda etiyolojik etkenler aranirken mikoplazmalarinda primer etken ola-
rak degerlendirilmesi gerekmektedir.
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