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OZET

Bu tez ¢alismasinda, Bursa ve ¢evresinde pnomonili sigirlarda M. bovis’in
varliginin kiiltiir yontemi ve Sandwich ELISA ile arastirilmasi amaglandi. Bu amagla
Bursa bolgesindeki mezbahalarda kesilen sigirlarin akcigerleri ve Uludag Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na gonderilen akciger 6rnekleri
degerlendirildi. Calismada toplam 1492 hayvanin akcigerleri incelendi, bunlardan
152’sinde (% 10,39) makroskobik olarak pndmoni bulgular1 gozlenerek 6rnek alindi. Bu
orneklerin bakteriyolojik incelemesi sonucu 39 (% 25.65) Mycoplasma spp. izole edildi.
Mycoplasma spp. olarak degerlendirilen 39 izolatin biyokimyasal testler ve iireme
inhibisyon testleri ile yapilan identifikasyonlarinda; 38’1 (% 97.43) M. bovis, 1 tanesi M.
bovirhinis (% 2,5) olarak tanimlandi. M. bovis bu pnémonilerin 6nemli bir oraninda tek
basina izole edilirken 30/152 (% 19,7), baz1 vakalarda 8/152 (% 5,2) M. bovis ile birlikte
koenfekte olarak diger bakteriyel etkenlerinde de rol aldig1 gozlendi.

Bu ¢alismada Mycoplasma spp. olarak izole edilen 39 6rnek ve mycoplasma
yoniinden negatif bulunan 5 6rnek olmak iizere toplam 44 6rnekten hazirlanan akciger
homojenatlarindan M. bovis’in hizli tespiti amactyla Sandwich ELISA yapild1. Test
sonucunda M. bovis olarak identifiye edilen 38 6rnegin hepsi Sandwich ELISA’da pozitif
sonug verirken, M. bovirhinis olarak identifiye edilen 1 6rnek ve ayrica Mycoplasma izole
edilemeyen 5 6rnegin hepsi Sandwich ELISA’da negatif sonug verdi.

Sonug olarak M. bovis’in bélgemizdeki sigir pndmonilerinde yaygin olarak
bulunan bir etken oldugu gozlendi. Ayrica sigirlarda pndmoni olgularinda M. bovis’in
primer etken olarak degerlendirilmesi ve rutin laboratuar analizlerinde diger bakteriyel
etkenlerle birlikte M. bovis’in de varliginin aragtirilmasi gerekliligi ortaya kondu. Klinik
orneklerden M. bovis’in teshisinde Sandwich ELISA yonteminin yiiksek spesifite ve

sensitiviteye sahip oldugu ve rutin olarak giivenle kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: M. bovis, pnémoni, sigir, Sandwich ELISA



SUMMARY

The aim of this study was to detect M. bovis by culture and Sandwich ELISA
from pneumonia of the slaughtered cattle in Bursa region. For this purpose, the lung
samples were collected from both slaughterhouses in Bursa region and from laboratory of
Department of Microbiology, Faculty of Veterinary Medicine, Uludag University. A total
of 1492 lung samples was examined, and 152 samples (% 10.39) with lesions of
pneumonia were evaluated. Thirty nine (% 25.65) Mycoplasma spp. were isolated from
the lung samples by culture. Among 39 Mycoplasma isolates; 38 (% 97.43) were
identified as M.bovis and 1(% 2.5) as M .bovirhinis by using biochemical and growth
inhibition tests. M. bovis was purely isolated from 30 lung samples, whereas different
types of bacteria, together with M. bovis were also isolated from 8 lung samples.

A total of 44 lung homogenates from 39 Mycoplasma positive and 5 Mycoplasma
negative samples was examined by Sandwich ELISA for rapid detection of M .bovis.
Thirty eight samples which were found to have M .bovis were also positive by Sandwich
ELISA. One sample was determined to harbour M. bovirhinis and Mycoplasma culture
negative 5 samples gave negative reaction in Sandwich ELISA.

In conclusion, this study revealed that Mycoplasma bovis was very common cause
of cattle pneumonia in Bursa region. Furthermore, M. bovis should be evaluated as
primary cause of pneumonia of cattle and presence of M. bovis should be routinely
examined together with the other respiratory bacterial pathogens. Sandwich ELISA was
found highly specific and sensitive and can be used routinely for detection of M. bovis

from the clinical samples.

Key Words: M. bovis, pneumonia, cattle, Sandwich ELISA.



GIRIS

Tirkiye’de sigir yetistiriciligi lilke ekonomisi agisindan énemli yer tutmaktadir.
Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2009 y1l1 gegici verilerine gore iilkemizde toplam
10.723.958 adet s1g1r bulunmakta ve 412.621 ton olan yillik et iiretiminin % 78.83’1
(325.286 ton) ve 12.542.185 ton olan yillik siit tiretiminin % 92.35%1 (11.583.313 ton)
sigirlardan saglanmaktadir (1).

Ulkemizde sigir yetistiriciligi yaygin olmasina ragmen iiretim parametreleri
bakimindan 6zellikle Avrupa iilkelerinin ¢ok gerisinde kalmaktadir. Hayvansal
iiretimdeki kayiplar baslica hayvanlarin bakim ve besleme kosullarinin yetersizligi,
hayvan sahiplerinin bilingsizligi ve bunlarin sonucunda hayvanlarda gbzlenen
infeksiyonlar nedeniyle meydana gelmektedir.

Solunum sistemi hastaliklar1 sigirlarda ekonomik kayiplara yol agan infeksiyonlar
arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Sigirlarda solunum sistemi infeksiyonlarinin biyiik
boliimiinii pnémoniler olusturmaktadir. Sigir solunum hastaliklar1 kompleksi (BRD)
sigirlarin 6nemli bir hastaligidir (2). Pndmoni olusumunda baslica bakteriler, viriisler ve
mantarlar rol oynar. Patojenik Mycoplasmalar sigirlarda gézlenen bakteriyel pndmoni
olaylarinda 6nemli bir yer tutmaktadir (3). Sigirlarin solunum sistemi mukoz
membranlarina kolonize olan ¢esitli Mycoplasma tiirleri vardir, bunlarin bazilar
patojenik iken bazilar1 normal floranin bir pargasidir (4, 5). Sigirlarda Mycoplasmalarin
neden oldugu hastaliklar ¢cok 6nemli olmasina ragmen, bunlarin rolii genelde goz ardi
edilir (6). Diinya Hayvan Saglik Orgiitii (OIE) bakteriyel hastaliklar A listesinde yer alan
Bulasict Sigir Pleuro Pnémonisi (CBPP)’nin etkeni olan Mycoplasma mycoides subsp.
mycoides SC disinda diger Mycoplasma tiirleri de solunum, veneral ve diger hastaliklara
neden olabilmektedir. Bunlar arasinda M. bovis Avrupa ve Kuzey Amerika’da sigir
Mycoplasma infeksiyonlarinda en yaygin ve en patojenik Mycoplasma tiiriidiir ve sigir
pnoémonilerinin en énemli nedenidir (7, 8). M. bovis sigirlarda solunum sistemi
hastaliklarinda siklikla Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus
somni ve solunum yollarini etkileyen viruslar ile birlikte hastaliginin siddetini arttirarak,
morbidite ve mortalitenin artigsina sebep olur. Ayrica M.bovis tek basina da hastalik
olusturabilecek bir patojendir (9, 10). M. bovis solunum sistemi diginda 6zellikle geng
hayvanlarda artritis olmak tizere sigirlarda farkli sistemlerde de ¢esitli hastaliklara yol

acabilmektedir (11).



M. bovis infeksiyonunun olasi ekonomik maliyetini; canli agirlik kazanci ve
yemden yararlanmada diisiis, hasta hayvanlarin tedavi giderleri, 6liimlerden dolay1 olusan
kayiplar ve koruyucu énlemler i¢in harcanan giderler olusturmaktadir (11). Ingiltere’de
yilda yaklasik 1,9 milyon kadar sigirin solunum hastaliklarindan etkilenmesinin sigir
endiistrisine maliyetinin 54 milyon EURO oldugu tahmin edilmektedir (3). Bunun
yaninda pndmoni ve buna bagli hastaliklar sonucu 6len yaklagik 157.000 buzaginin yillik
bazda potansiyel degeri 99 milyon EURO’ dur. Avrupa c¢apinda yaklasik 90 milyon
sigirin etkilendigi ve toplamda 576 milyon EURO kaybin oldugu diisiiniilmektedir (12).
Bununla birlikte bu kayiplarda sadece M. bovis infeksiyonlarinin neden oldugu maliyeti
hesaplamak ancak tahmini degerler ile miimkiin olabilmektedir (11). M. bovis
infeksiyonlarinin Avrupa sigir endiistrisi i¢in yillik maliyeti 144 milyon EURO, Amerika
Birlesik Devletleri’nde ise 32 milyon USD civari oldugu tahmin edilmektedir (13).
Ayrica buzagi basina; siit¢ii buzagilarda 25 EURO, et¢i buzagilarda 58 EURO yillik zarar
hesaplanmistir. Ekonomik zararlarin digindaki zararlar da olduk¢a 6nemlidir; kronik
pndmoni énemli bir saglik sorunudur, hasta hayvanlarin ¢esitli antibiyotikler ile uzun
stireli tedavisi diger patojenlerde antibiyotik direnci gelismesine yol agmaktadir (11).

M. bovis infeksiyonu Amerika Birlesik Devletleri, Kanada ve Avrupa’nin bir¢ok
iilkesinde goriilmektedir (11). Ulkemiz disinda yapilan seroprevalans ¢alismalarinda
birgok siirii M. bovis yoniinden serolojik olarak incelenmistir. Seropozitif siiriilerin
prevalansi caligmalar arasinda ve ayni ¢alismada farkli cografik bolgelerde ciddi anlamda
farklilik gostermektedir ( % 28 ile % 90 arasi) (14-16). Siiriiler i¢erisinde de
seropozitifligin prevalansi tiniform degildir Siitten kesilmemis et¢i buzagilarda prevalans
% 20’nin altinda iken, diger yas gruplarinda % 40’1n iizerinde seropozitiflik bulunmustur
(14). Ingiltere’de pnémonili siiriilerdeki hayvanlarda % 20-25 oraninda M. bovis antikoru
saptanmustir (17). Radaelli ve arkadaslari (18), talya’da serolojik olarak etci sigirlarm %
76’sinda, buzagilarin ise % 100’tinde M. bovis antikoru tespit etmislerdir.

Ter Laak ve arkadaslari (5), Hollanda’da besi siiriilerinde yaptig1 arastirmada M.
bovis’in yayginligim1 % 20 olarak bulmustur. 1994 ‘ten bu yana Kuzey ve Giiney
[rlanda’da pndmonili akcigerlerden M. bovis % 13-23 aras1 oranlarda izole edilmistir (19,
20). Fransa’da pnomonili buzag: stiriilerinde % 30 oraninda izole edilirken (14), Tenk ve
arkadaglari (15), pnomonili akciger 6rneklerinden % 11,8 oraninda M. bovis izole
etmiglerdir. Radaelli ve arkadaglar1 (18), bakteriyolojik incelemede 64 pnomonili
buzaginin 16 ‘sindan (% 25) M. bovis izole ederken, ergin et¢i sigirlardan hig izole

edememislerdir. Kuzey irlanda’da 1999-2005 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismada



toplam 214 siiriide 1328 numuneden 282‘sinde (% 21) kiiltiir ve antijen capture ELISA
yontemi ile M. bovis tespit edilmistir (21).

Diinyadaki ¢alismalar ile karsilagtirildiginda iilkemizde sigirlarda Mycoplasma
infeksiyonlari ile ilgili sinirli sayida ¢alisma yapilmistir. Erzurum ilinde sigirlarda
g6zlenen pndmoni olgulari lizerinde yapilan bir arastirmada Mycoplasma spp.’nin
insidensinin % 3,6 oldugu bildirilmistir (22). Bursa Yenisehir’de solunum yolu
infeksiyonu goriilen 87 baslik siiriide yapilan ¢calismada kesim sonrasi pnomoni bulgusu
gosteren 12 akcigerden kiiltiir yontemi ile Mycoplasma mycoides subs. mycoides izole
edilmistir (23). Trakya ve Marmara Bolgesi’nde buzagi ve dana pndmonilerinde etken
izolasyonuna yonelik olarak yapilan bir aragtirmada M. bovis’in prevalansinin % 7,5
oldugu bildirilmistir (24). Kars bolgesinde 100 pndmonili sigirda yapilan bir diger
caligmada bakteriyolojik incelemede Mycoplasma izole edilmemis, PCR ile fibrinli
pnémoni goriilen 4 vakada M. bovis tek basina, 1 vakada ise M. bovirhinis ile koenfekte
M. bovis ve M. dispar tespit edilmistir (25). Cetinkaya ve arkadaslar1 (26), M. bovis’i
pnomonili sigir akcigerlerinden % 50, burun svablarindan ise % 81,3 oraninda izole
etmislerdir. Ayrica Pendik Veteriner Arastirma Enstitlisii’'nde yapilan bir ¢alismada
buzag akcigerlerinde M. bovis’e siklikla rastlandig1 ortaya konmus ve etkenin goriillme
sikliginin % 41,3 oldugu rapor edilmistir (27).

Ulkemizde buzag ve sigirlarda 6zellikle kis aylarinda pnémoni vakalar
artmaktadir. Bursa ve ¢evresi sigir yetistiriciliginin yogun olarak yapildig: bolgelerden
biridir. M. bovis’in izolasyonu ve identifikasyonu gii¢ oldugu ve pnémoni olgularinda
baska bakterilerin de katilimi ile miks infeksiyonlar olustugu icin ¢gogunlukla hastaligin
patogenezinde ¢ok 6nemli role sahip olan M. bovis gézden kagmaktadir ve boylece
hastaligin kontrolii zorlagmakta ve iilke hayvancilik ekonomisi bilylik zarara
ugramaktadir. Ayrica lilkemizde M. bovis infeksiyonu ile ilgili yeterli sayida ¢aligma
yoktur. Bu tez ¢alismasinda, Bursa ve ¢evresindeki mezbahalarda kesilen pnodmonili
sigirlarda M. bovis’in varliginin kiiltiir yontemi ve Sandwich ELISA ile arastirilmasi
amaglanmistir. Tezin sonuglari pndmoni vakalarinda M. bovis ‘in roliinii ve bolgedeki
durumunu ortaya koyacak, ayrica Tiirkiye’de ilk olarak kullanilan Sandwich ELISA

metodunun spesifitesi ve klinik 6rneklerde kullanimi hakkinda fikir verecektir.



GENEL BiLGILER

Mycoplasma etkenleri ilk kez 1898 yilinda Nocard ve Roux tarafindan Sigirlarin
Pleuro Pneumoni olgularindan izole edilmislerdir. Bu mikroorganizmalara PPLO (Pleura
Pneumonia Like Organism) adi verilmis ve 1929 yilinda bu etkenlerin Mycoplasma adi
altinda isimlendirilmesi uygun bulunmustur (28).

M. bovis ilk olarak 1961°de Amerika’da bir sigirdaki siddetli mastitis vakasindan
izole edilmistir (29). Ilk olarak Mycoplasma bovimastitidis sonra da Mycoplasma
agalactiae’ nin neden oldugu koyunlardaki kontagiy6z agalaksiya ile ¢cok benzer klinik
gorliniime sahip oldugundan Mycoplasma agalactiae subs. bovis olarak adlandirilmistir.
Daha sonra 16S ribozomal RNA 6zelliklerine gore tiirler siniflamasinda Mycoplasma
bovis adin1 almis, 1976’da solunum sistemi etkeni olarak tanimlanmustir (30, 31).

Bergey’s Manual’in 2004 taksonomisine gore Mollicutes ( mollis= yumusak,
cutis= deri) siifinda, Mycoplasmatales dizisindeki Mycoplasmataceae familyasinda
Mycoplasma, Eperythrozon, Haemobartonella ve Ureaplasma cinsleri bulunmaktadir
(32). Mycoplasma (Mikoplazma) terimi; ‘myces’ (mantar) ve ‘plasma’ (bigim)
kelimelerinin bir araya gelmesiyle olusmustur (33). M. bovis, Mycoplasma cinsine
dahildir (32). M. bovis bir¢ok yonden M. agalactiae ile ¢ok benzerdir. Bu tiirler
aralarinda 16S RNA sekanslar1 yoniinden % 99 homoloji gosterirler ve sadece 8
niikleotidlik ¢ok kiigiik bir farklilik vardir (34). Mycoplasmalarin genom biiytikligii 580-
1380 kb arasinda degismekle beraber M. bovis’in genomik biiyiikligii 961 + 18,9 Kbp
olarak belirlenmistir (35).

Mycoplasmataceae familyasinin iiyeleri olan Mycoplasma ve Ureaplasmalar en
kiigiik prokaryotlardir ve Clostridium, Streptococcus ve Lactobacillus genusunun iiyeleri
ile filogenetik olarak iligkilidir. Bu genusun iiyeleri kiiciik genom yapisi ve replikasyon
icin sinirli metabolik 6zelliklere sahip olmasi ile diger bakterilerden ayrilir. Sinirh
biyosentez 6zellikleri nedeni ile Mycoplasmalarin nutrisyonel gereksinimleri komplekstir
ve invivo ortamda konak¢iya (ekzojen yag asitleri, amino asitler, niikleik asit
prekusorleri, lipid prekiisor molekiilleri ve vitaminler) baghdir. Ekzojen yag asitleri ve
kolesterole gereksinim duyarlar. Kolesterole gereksinimi Mycoplasmataceae familyasini
benzer organizmalardan ayirir ve digitonine duyarli hale getirdigi i¢in identifikasyonlari

icin yararlidir. Mycoplasma genusu, bazilari insan ve hayvanlarda kronik hastaliklara



neden olabilen 100 den fazla tiirii igerir. Mycoplasmalarin ¢ogu tiir spesifik konakgi-
etken iligkisine sahiptir ya da bazi anatomik bdlgelere tropizm gosterir (36).

Mycoplasma cinsine dahil tiirler hareketsiz, sporsuz ve kapsiilsiizdiir (36, 37).
Mycoplasmalar yapisal olarak basittir, Ribozomlar, DNA ve bunu saran steroller,
fosfolipidler ve proteinlerden olusan trilaminar sitoplazmik membrandan olusur (36).
Peptidoglikan polimerlerinden yoksun olmasindan 6tiirii elekton mikroskobik incelemede
3 tabakal1 sekilde goriilen bu yapiya “iinit membran” denir (28, 36, 37). Unit membranin
bilesimindeki bu maddeler mikroorganizmanin antijenik yapisindan sorumludur.
Peptidoglikan yapis1 olmamas1 sebebiyle Mycoplasmalar beta laktam antibiyotikler gibi
tiim “hiicre duvar sentez inhibitdrleri’ne ve siilfonomidlere dogal direnglidir, gram
negatiftirler fakat gram boyama yontemiyle gii¢c boyanirlar. Giemsa, Macchiavello veya
Castaneda yontemleri ile boyanmalar1 gerekir (37). En iyi karanlik saha ve faz kontrast
mikroskobunda incelenirler. Mycoplasmalara spesifik olmamakla birlikte Mycoplasmalari
tanimlama ve saymada Acridine orange boyamasi yapilabilmektedir (38, 39). Fimbria ve
pilus yapilar1 yoktur. Tam aerob olan insan patojeni Mycoplasma pneumoniae disinda
bir¢ogu fakiiltatif anacrobtur. Hiicre duvarlarinin olmamasi nedeniyle pleomorfiktirler.
En sik rastlanan temel sekil 0,3-0,8 um capli kokoid hiicrelerdir. Bunun yaninda, uzun,
mantar benzeri flament6z, bransli, halka, yildiz ve ameboid sekilde bulunabilirler. Diger
bakterilerden daha kiigiiktiirler. Tiim Mycoplasmalar bakteri gegirmeyen (0,45um)
filtrelerden gegebilirler. Kokoid formda olan Mycoplasmalar diger bakteriler gibi ortadan
boéliinerek iirerken, flament6z olanlar i¢lerinde elementer cisimcikler olusturarak iirerler,
generasyon siiresi 1 ile 6 saat arasinda degisir (28, 36, 37). Mycoplasmalar fiziksel ve
kimyasal etkilere duyarlidirlar. 37°C’de 3045 giin, -20°C’de 6—12 ay canli kalabilirler.
Liyofilize sekilde uzun siire (3—9 yil) saklanabilirler. Ultraviole 1s1nlarina dayaniklidirlar.
Patojenik tiirler konakg1 disinda, giines 1s18indan yoksun olan ortamlarda birkag giin canli
kalabilirler. Diger bakterilerin aksine dondurulup ¢ozdiiriilmeye direncli, kuruluga ¢ok
duyarhdirlar (28, 36, 37).

Biitlin mollicuteler gibi, M. bovis kii¢iik ve pleoformiktir ve % 27,8-32,9 mol
diisiik G+C oranina sahiptir (40). M. bovis glikozu fermente etmez, arjinini hidrolize
etmez; bunlarin yerine organik asitlerden laktat ve piruvati enerji kaynagi olarak kullanir
(41). Mycoplasmalarin gogunun ¢evre sartlarina dayaniksizligina ragmen, M. bovis
giines 1s5181na maruz kalmazsa ¢evrede birkag giin, 4°C’de merada ve siitte yaklasik 2 ay
canlili@ini stirdiirebilir (7). Bunun diginda tahta yiizeylerde 20 giin, suda 17 giin
canliligin1 koruyabilir. Kuru kagit disklerdeki canliligi 4°C’de 126 giin, 30°C’de 28 giin



ve dis ortamda 7 giindiir (42). Ayrica giibrede 37 gilin, pamukta 18 giin, samanda 13 giin,
boyasiz gelik yiizeylerde 1-2 giin canli kalabilir (11). M. bovis siv1 besiyerinde 59-185
giin arasinda canli kalabilir ve canlilig1 4°C ile 37°C arasindaki sicakliklardan etkilenmez
(42). 65°C’de 2 dakika yada 70°C’de 1 dakika muamele sonucu canliligini yitirir (43).

M. bovis’in ¢evresel sartlara karsi olan bu direncinin, biyofilm olusturabilmesi sayesinde
oldugu bildirilmistir, dis ¢evrede biyofilm i¢inde M. bovis’in 30 saatin iizerinde canlt
kaldig1 belirlenmistir (44). M. bovis kontamine dondurulmus spermada yillarca infeksiyoz
kalabilir ve genelde gozden kagabilen bir infeksiyon kaynagidir (12). Genel
dezenfeksiyon amaciyla formalin ve perasetik asit kullanilabilir (45).

M. bovis’ in yiizeysel komponentlerinin antijenik karakterlerini degistiren,
antijenik varyasyonla ilgili 13 vsp ( degisken membran yiizeysel lipoproteini) genine
sahip oldugu bildirilmistir (46). Degisken membran yiizey lipoproteinleri M. bovis’in en
iyi tanimlanabilen virulens faktorleridir. Bunlar immunodominant yiizey antijenleridir ve
bakterinin fenotipik degiskenligine katki saglar, konakg¢1 hiicrelerine baglanmada ve
antikorlardan kagigta 6nemli rol oynar. M. bovis’te 5 Vsp proteini identifiye edilmistir,
bunlar VspA, VspB, VspC, VspF ve VspO’dur. Karakteristik olarak eksprese edilen
proteinlerin faz (on/off ekpresyon) ve biiyiikliiklerinde yiiksek siklikta varyasyon vardir
(47). M. bovis’in hemen hemen biitiin suslar1 Vsp proteinlerini eksprese eder; bunlar
icinde VspB, VspO ve VspF siklikla eksprese edilirken, VspA ve VspC ekspresyonu daha
azdir. Vsp protein ekspresyonunun bir¢ok kombinasyonu belirtilmistir; VspBO, VspB ve
VspBF en yaygin olanlaridir (48). In vitro pasaj sonucu Vsp ekspresyonu degisir (49),
Vsp protein ekspresyonunun profili genotip ile iliskili degildir (46).

V/sp proteinlerindeki fenotipik degiskenlik, Vsp gen repertuarindaki degiskenlikler
ile agiklanabilir. Esasinda, M. bovis izolatlar1 eksprese edilen Vsp gen repertuarina gore
ayrilir (50). Vsp lokusunda tekrarlayan sekanslarin silinmesi ve eklenmesini kapsayan
rekombinasyon olaylar1 kodlanan proteinlerin antijenik varyasyonunu ve biiyiikligiini
belirlerken, site-spesifik DNA degisimleri karakteristik faz varyasyonuna aracilik eder ve
yeni kimerik Vsp proteinlerinin ekspresyonuna neden olabilir (51-54). Hastalik
olusumunda Vsp proteinlerinin rolii 6zetle konakg1 antikor yanitindan kagis (55), mukozal
yiizeylere kolonizasyon, konaker hiicrelerine adhezyon (47, 53, 56) ve lenfosit
blastogenezisi ile sitokin sekresyonunu baskilamadir (57).

Vsp disindaki diger yiizey proteinleri de konakg¢1 hiicrelere adhezyonda aracilik
etmektedir. Infeksiyon sirasinda immunojenik bir protein olan pMB67°de Vsp’ler gibi in

vitro olarak yliksek oranda faz ve biiyiikliik varyasyonuna maruz kalmaktadir (58).



Kompetitif baglanma testleri temelinde 32 kDa hidrofilik protein olan P26 antijeni 6nemli
bir adhezin olarak goriilmektedir. 28 kDa proteininin M. bovis’in konakg1 hiicrelerine
adhezyonunda etkili bir faktér oldugu belirtilmistir (59).

Adhezyon aracili olanlardan farkli olarak diger virulens 6zelliklerinin daha az
oneme sahip oldugu kabul edilmektedir. Bunlar polisakkarit toksini, diger polisakkaritler,
hidrojen peroksit, 1s1 sok proteinleri ve biyofilm olusumudur (11). M. bovis’in toksin
iiretimi ile ilgili sadece bir bildiri vardir, bu 1s1ya dayanikli, 73kDa, kompleks
polisakkarit, meme bezine girisi takiben yangisal yanit1 uyarir (60). M. bovis’in i¢erdigi
diger polisakkaritler teshis amaciyla kullanilsa da patogenezdeki rolleri bilinmemektedir
(61).

Bazi mycoplasmalar tarafindan hidrojen peroksit tiretilmektedir ve demir ile
reaksiyona girerek hidroksil radikalleri tiretip lipid peroksidasyonu ve hiicre
membraninda oksidatif hasar meydana getirerek hastalik olusumunda rol oynadigi
diistiniilmektedir. M. bovis’in suglar1 arasinda hidrojen peroksit iiretiminin degisken
oldugu ve in vitro pasajlarla iiretiminin azaldig: bildirilmistir (62).

M. bovis’in Hsp 60 (1s1 sok proteini) genleri identifiye edilmistir, sekans analizleri
bu genler arasinda yliksek homoloji oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Rekombinant Hsp60
flizyon proteinleri ile yapilan arastirmalar, dogal infeksiyonda mycoplasmal Hsp60’1n
immunojenik oldugunu géstermistir, bununla birlikte bu proteinlerin koruyucu yanit
olusumu yada virulensi etkiledigine dair bir kanit yoktur (63).

Biyofilmler genellikle antimikrobiyal direncin yani sira 1s1 ve kurumaya kars1
direncle ilgilidir. Mycoplasmalarda biyofilm olusumu tespit edilmesi ragmen diger
bakterilerde yaygin olarak bulunan biyofilm olusumundan sorumu genlerden
yoksundurlar. M. bovis’in biyofilm olusumunun susa bagl ve mevcut Vsp profilleri ile
ilgili oldugu bildirilmistir. Ornek olarak, VspF eksprese eden suslarda biyofilm olusumu
zayif iken, VspO veya VspB’yi eksprese edenlerde bol miktarda biyofilm olusmaktadir
(44).

Bitki, bocek, hayvan ve insanlarda bulanabilen Mycoplasmalar normal flora tiyesi
olabildikleri gibi ayn1 zamanda hastalik etkenidirler. Patojenik ve non patojenik tiirler
intestinal, genital ve iist solunum yolu mukoz membranlarinda, artikiiler ylizeylerde ve
s1igir meme bezinde bulunurlar (37).

M. bovis diinya genelinde en virulent sigir Mycoplasmalarindan biridir.
Infeksiyon ¢ogunlukla bronkopneumoni seklinde gdriiliir, sigir solunum hastaliklart

kompleksi (BRD) ya da Shipping Fever‘in predispoze faktorlerinden biridir (12, 36).



M. bovis infeksiyonu infekte siitlerin igilmesi ve infekte buzagilarla yakin temas sonucu
olusmaktadir (11). Nazal boslukta kolonizasyon hastaliktan ari olan siiriilerle
karsilastirildiginda M. bovis mastitisi olan siiriilerde daha yaygindir (64). Geng
buzagilarda pneumoni ve otitis media gelisiminde infekte siitiin aspire edilmesi ayr1 bir
oneme sahiptir. Infekte buzagilarla temas ikinci 6nemli infeksiyon kaynagidir (11). Etken
baslica solunum kanalinda bronkoalveolar bdlgeye yerlesir ve oksiiriik ile damlacik
infeksiyonu tarzinda ¢evreye yayilir. Kontamine toz parcaciklari da infeksiyon kaynagi
olabilir. Solunum sisteminde infeksiyonun gelisimini takiben, hastalik siirii i¢erisinde
hizla yayilir. Infekte bir sigir ile temas sonrasi etken 24 saat igerisinde hayvanlarmn burun
akintilarinda bulunur. Etkenin ilk izolasyonundan bir hafta sonra M. bovis siiriideki
hayvanlarin gogundan izole edilebilir (65-71). Dogal vakalardaki inkiibasyon periyodu
degisebilir, ¢linkii klinik solunum hastaliginin baslangicinda M. bovis mi, viriisler mi ya
da diger bakterilerin mi rol oynadigi genellikle bilinmemektedir. Dogal olarak infekte bir
buzagi grubunda solunum hastalig1, hastalikli buzagi grubu ile karsilastiktan 2 hafta sonra
sekillenmektedir (72). Stres, transport ya da hayvanlarin sikisik tutulmalar1 M. bovis’in
nazal sekresyonda sagilimini arttirir, bunlarda bulasma i¢in 6nemli risk faktorlerini
olusturmaktadir (73). Solunum sisteminde bir kez infeksiyon gelistiginde siklikla persiste
kalmaktadir, bu da temas halinde olan buzagilarda infeksiyon kaynagi olabilmektedir (73,
74).

Meme infeksiyonlar1 genellikle etkenin meme bagindan girmesi ile baglar. Meme
infeksiyonlarinin gelisiminde stres faktorleri ve kotii bakim kosullar etkili oldugundan M.
bovis’e bagli mastitler genelde kotii bakim sartlarinin bulundugu biiyiik siiriilerde
goriilmektedir (69). Inekler, M. bovis tarafindan olusturulan mastitlere en cok dogum ve
laktasyonun yogun oldugu donemlerde duyarlidir. Siit sagim alaninda bulagsma ¢ok daha
hizli olmaktadir. Memelerinin Mycoplasma ile deneysel infeksiyonu bir giin i¢inde diger
loblara sa¢ilim ile sonuglanmaktadir. Nazal akintilar ve siit yiiksek konsantrasyonda
cogunlukla infeksiy6z dozun 10°kati Mycoplasma igerebilmektedir ve bu sayede bulagsma
hizli ve etkili olmaktadir. Mycoplasmalar ile ¢evresel kontaminasyon 6nemlidir.

M. bovis’ in kuru yiizeylerde uzun siire canli kalabilirligi sigirlarda belirlenemeyen yeni
salginlarin ortaya ¢ikmasina sebep olabilir (75).

Erkek hayvanlarda genital sistemin infeksiyonu kontamine ortamda bulunmakla

ya da M. bovis ile infekte hayvanlarla dogrudan temas sonrasi gelisir. Prepisyum ve

tiretranin M. bovis ile infeksiyonu asendens yol ile testislerin infeksiyonu sonucu orsitis,



vesikiilitis geligir, semen bozulur ve semen ile sagilim olur (76). Disi hayvanlarda genital
kanal infeksiyonu erkeklerdekine benzer sekilde asendens olarak gelisir (77, 78).

Hastalik sirasinda antikor titresi yiiksektir. Diivelerde gebelik sirasinda genital
bolgeden alinan 6rneklerden M. bovis genellikle izole edilemez, ancak dogumdan sonra
amnion s1visi, endometrium ve fotustan etken izolasyonu miimkiindiir ki bu da vertikal
bulagsmanin bir gostergesidir (7, 67, 79).

Buzagilarda eklemler etkenlerin kan yolu ile yayilmasi sonrasi etkilenir. Bu
durum genellikle siiriide infeksiyonun yaygin oldugu durumlarda meydana gelir (68).

M. bovis yiiksek derecede sigirlara adaptedir fakat buffalolar, beyaz kuyruklu
geyikler(80) koyun (81) ve keciler (82,83) hatta insanlarda (84) bile nadir olarak izole
edildigi olmustur. Bu durumda bu hayvanlar sigirlar i¢in infeksiyon kaynagi olabilirler.
En son olarak Ongor ve arkadaslari (85) broiler tavuklarin tracheal érneklerinden
M. bovis izole ettiklerini bildirmislerdir. insanlarda goriilen bir vakada inek giibresine
asir1 derecede maruz kaldiktan sonra bronkopndmoni olan bir kadinin bogazindan
M. bovis izole edilmistir (83).

Mycoplasmalar konak¢t mukoz membranlarina sikica tutunmaya egilimlidirler ve
baz1 tiirler sahip oldugu adhezin genleri ile kodlanan 6zel baglanma yapilari ile hiicrelere
tutunurlar. Etkenin konakg1 reseptorleri glycoconjugat yapisindadir ve mukozal yiizeylere
kolonizasyon saglarlar. Mycoplasmalar extraseliilerdir ve konak¢1 hiicrelerin liimiine ya
da kronik infeksiyona yol agabilen hemolizinler, proteazlar, niikleazlar ve diger toksik
faktdrleri tiretirler. Solunum yolu ve akcigerler infeksiyonun en sik bulundugu yerlerdir.
Mycoplasmalar 6nemli virulens faktorlerinden biri olan Cytadhesinler ile solunum epitel
hiicrelerinin silialaria tutunur ve alict hiicrelerde hasar ve sonradan kalici silia kaybina
yol agar. Sekonder bakteriler ve diger irritanlarin etkisi ile akciger infeksiyona predispoze
hale gelir, akciger hasar1 gelisir. Mycoplasmalarin konakg¢1 hiicre yiizeyi ile olan 6zel
birlesmeleri sitotoksik metabolitlerin ve sitozolik enzimlerin lokal konsantrasyonlarinda
artisa neden olabilir, bircok Mycoplasma tiirii membrana bagli fosfolipazlara sahiptir,
bunlar sitolitik lizofosfolipidleri serbest birakarak konakg1 hiicre membranlarini
bozabilme 6zelligindedir. Infeksiyonlar endojen ya da egzojen yolla olabilir ve siklikla
kroniktir (8, 37). Latent infeksiyon yaygindir. Persistenligi saglayan faktorler antijenik
cesitlilik ve biyolojik taklit¢ilik gibi immun sistemden kagis mekanizmalaridir. Epitel
bariyerin biitiinliiglinlin bozulmasi konak¢1 savunmasinin bozulmasinin baslangi¢ adimi

olarak tanimlanabilir (8).



Mycoplasmalar konakgida replike olmalar1 ve canli kalmalarini saglayan essiz
stratejiler gelistirir. Dogal 6zelliklerinden bazilar1 konakg1 hiicrelerinde hasara neden
olabilir, esansiyel besinlerin bir¢ogunu sentez kabiliyetlerinin olmamas1 mycoplasmalari
konakg1 hiicreleri ile rekabete zorlar, hiicresel biitlinliigli ve fonksiyonlar1 degistirirler.
Ornek olarak, fermentatif olamayan mycoplasmalar ATP elde etmek igin arjinin
dihydrolase yolunu kullanirlar, arjinin rezervleri tiikkendiginde konakei hiicre protein
sentezi durmaya zorlanir (8).

Mycoplasmalar en az 3 farkli tipte modulin (patolojik hasar ile sitokin sentezine
neden olan molekiiler pargalar) tiretebilirler. Mycoplasmal lipoproteinler patogeneziste
anahtar rol oynar, monositleri uyararak, proinflamatuar sitokinler ve interleukinlerin
salgilanmasina neden olur. Olusan akciger inflamasyonu Mycoplasmal pndmoninin
ozelliklerindendir. Infeksiyon baslangigta nétrofil infiltrasyonu bunu takip eden makrofaj
ve lenfositlerin katilimi ile karakterizedir. Notrofil infiltrasyonunun yogunlugu
kemotaktik sitokinler tarafindan kontrol edilir ve hastaligin siddeti ile direkt iligkilidir.
M. bovis sigir lenfosit apoptozisini indiikleyebilir (36).

Patogenez ¢alismalarindaki ilerlemeler sayesinde, M. bovis’in diger mukozal
mycoplasmalardan (domuz mycoplasmalarindan Mycoplasma hyopneumonia gibi) ¢ok
farkl1 6zelliklere sahip oldugu ortaya konmustur. M. bovis *in mukozal yiizeylere
tutunmasinda faz-varyant yiizey proteinleri ve diger multiple yiizey proteinleri aracilik
eder. ON fazinda faz varyant proteini ile Mycoplasma siliar epitelyal hiicrelere tutunur.
OFF fazina hizl1 doniistimden sonra, Mycoplasma epitelyumu istila edebilir ve kan
dolagimina karisabilir. Saha vakalarinda M. bovis’ in kanda tespiti zor olmasina ragmen,
artritis ve diive mastitinin kandan dokulara yayilim sonucu oldugu anlagilmaktadir.
Etkenin konakg¢iya girmede karmasik yollar izledigi bilinse de patojenitesi tam olarak
anlagilamamistir (75). Yapilan caligsmalar 6zel adezyon proteinleri, 6zellikle P26
proteininin baglayici reseptor olarak spesifikligini gostermistir (86). Bazi degisken yiizey
lipoproteinlerinin de PG45 susunun adezyonuna katildigi gosterilmistir (47). Vsp A, B, E
ve F genlerinin tekrarlayan sekanslarindan olusan oligopeptidlerin bu tip adezyonu
kismen engelleme 6zelligi vardir. M. bovis’ le yapilan in vivo ve in vitro calismalarda
diger mycoplasma tiirlerinden farkli olarak silial1 trachea epiteline spesifik olarak
baglanmadigini ve siliar klerens mekanizmasinin bakteriye karsi etkisi olmadigi
belirlenmistir (59, 87, 88). M. bovis’in makrofajlar tarafindan fagosite edilse dahi lizise
direng gosterdigi bilinmektedir (89). Etken bu fagositlerin yiizeyine tutunabilmekte ve

burada ¢ogalabilmektedir (90). Makrofaj ve nétrofil hiicre kiiltiirlerine M. bovis’e kars1



spesifik hiperimmun serum eklenmesiyle, etkenin sindirilebildigi ve yok edildigi
gozlenmistir (90, 91). M. bovis’in hiicre zarinda glikoz, glukozamin, galaktozamin ve bir
heptozdan olusan ve proteinlerle sikica baglanmais, 1siya dayanikli polisakkarit kompleksi
vardir. Bu polisakkarit ekzotoksin gibi davranmasa da kilcal damar gegirgenligini arttirir
ve komplement sistemini uyararak immun yanit1 tetikler. Bu mekanizma Gram (-)
bakterilerin lipopolisakkaritlerinin mekanizmasina benzer (60). Asili hayvanlarda
infeksiyonun tekrar etmesi durumunda, lezyonlarin asir1 sekilde ortaya ¢ikmasi tip IV
asir1 duyarlilik reaksiyonu ve hiicresel bagisiklikla agiklanmaktadir (92).

M. bovis suslariin % 50’den fazlasi1 apse formasyonuna neden olmaktadir. Bu 3—6
mm’ lik apseler akciger dokusunda, synovial membran duvarinda ve orta kulakta yer
almaktadir. Akciger apseleri bronslarin kapanmasindan kaynaklanmaktadir ve bu
bronsiollerde respiratorik epitel hiicrelerinde minimal hasar vardir. M. bovis’in epitelyal
sitotoksik faktor lireten suslari apse olusturmazken, apse olusturan suslar bu faktorii
iiretmez, bu 6zellik laboratuar markeri ile suslarin ayiriminda patojenik ayirimi yapmayi
saglamaktadir (75).

M. bovis infeksiyonlari i¢in kaseksi sekelleri tanimlanmistir. Buzagilar yemelerine
devam etmelerine ragmen, kondisyon kaybina karsi tedavilere hizli yanit vermezler.
M. bovis akciger makrofajina baglandiginda, makrofaj tarafindan fazla miktarda Tumor
nekrozis faktor alfa (TNF-a) liretimine neden olur. Uzun siiren akciger
kolonizasyonunda, gram akciger dokusunda / 108 ve daha fazla organizma 30 gilinden
fazla bulunursa, sirkulasyonda yiiksek miktarda ve kalict TNF-o bulunmasina neden
olabilecegi muhtemeldir. Etkilenen akcigerlerdeki 6nemli histopatolojik lezyon 6dem,
lenfatik ve vaskuler trombozis ile birlikte septal kalinlagsmadir. M. bovis suglarinin hepsi
goriiniis olarak bu lezyonlar1 olusturur. Bununla birlikte akcigerde (eklemlerde) lezyonlu
bolgelerde vaskulitis sinirlidir ve sistemik vaskuler degisikliklerle iligkili degildir. Gegmis
calismalarda M. bovis in vitro olarak sigir lenfositlerine immunosupresyon yaptigi ortaya
konulmustur. Sonug olarak, M. bovis infeksiyonlarinin patogenezisi yiizeysel faz
varyasyonu (baglanma, invazyon, konak¢1 savunmasindan kagis) ve bunlarin yol actigi
toksik aktiviteler (apse formasyonu, vaskulitis, immunosupresyon ve dolayli olarak
kaseksi) ile iliskili olarak iki alt gruba ayrilabilir (75).

M. bovis’e kars1 olusan immun yanit tizerine yapilan galismalarin gogu deneysel
infeksiyon odaklidir ve dogal infekte buzagilardaki immun yanit ile ilgili yeterli diizeyde
caligilma yoktur. M. bovis pnémonisinin endemik oldugu buzagi grubunun igerisine

seronegatif buzagilar sokuldugunda, buzagilar en az 29-35 giin seronegatif



kalmaktadirlar, M. bovis’e kars1 serum antikor titresi gelisimi 59-63 giin sonra olmaktadir
(93). Bu bulgu siirii igerisinde infeksiyonun relatif olarak yavas yayildigini, infeksiyona
kars1 serum antikor yanit1 gelisiminin yavas oldugunu gostermektedir. Dogal infekte
buzagilarin serumlarinda M. bovis spesifik IgG ve IgM bulunurken, tespit edilebilir fakat
diistik diizeyde IgA bulunur, nazal akintilar ve bronkoalveolar lavaj sivisi ise diisiik
diizeyde IgG ve IgM igerirken IgA miktar1 serumdakinden fazladir (73). M. bovis
antikorlariin yarilanma émrii 20 giin olarak bildirilmistir (94). Dogal infekte buzagilarda
hiicresel immun yanit gecikmis tip asir1 duyarlilik reaksiyonu seklinde goriiliir ve diisiik
diizeydedir bunun nedeni M. bovis tarafindan lenfositlerin proliferasyonunun
baskilanmasidir (73).

Deneysel infeksiyonlarda immun yanit daha iyi bir sekilde karakterize edilmistir.
Seronegatif buzagilarin intratracheal yada intranasal olarak infeksiyona maruz kalmasi
sonucu, serum IgGl iiretimi infeksiyondan 7 giin sonra (dpi) tespit edilebilir ve bu yanit
infeksiyondan en az 63(dpi) giin sonrasina kadar artmaya devam eder, serumda IgM 7
dpi’da tespit edilirken, 14 dpi’de maksimum diizeye ulasir (95, 96, 97). Tracheabronsiyal
yikant1 sivisinda M. bovis spesifik predominant izotip IgA olup infeksiyondan 2 hafta
sonra % 100 oraninda tespit edilir iken, IgG1 diizeyleri ancak 2 haftanin sonunda artar
(97).

M. bovis’te immunodominant antijenler Vsp’lerdir ve 3-7 aminoasitlik
immunodominant epitoplart igerir (47, 98). PMB67, Vsp familyasi disindaki faz ve size
degisken proteinler ve ylizeysel lipoprotein P48’in i¢inde bulundugu diger yiizeysel
proteinler de antikor yanitindan sorumludur (58, 99).

M. bovis infeksiyonuna kars1 bagisiklik i¢in gerekli olan efektor mekanizmalar
heniiz tam olarak anlasilamamistir. Bakterinin hava yolu ve alveollerde ekstraseliiler
yerlesimi ve havayolundaki epitelyal hiicrelerle arasindaki iligki temelinde, etkili bir
antikor yanit1 bakterinin tutunmasini engelleyebilir, bakteriyi opsonize edebilir yada
komplement aracili 6ldiirme mekanizmasini aktive edebilir. M. bovis sigir serumunda
komplementi klasik yoldan aktive eder. Komplemente bagli 61diirme mekanizmasinda
IgG1, IgG2 ‘ye kiyasla daha etkindir. Buna kargin, M. bovis alternatif yoldan
komplementi aktive etmez ve Immunglobulinler tek basina bakteriyi elemine edemez
(100).

M. bovis infeksiyon dogal vakalarda siklikla kronik olarak gozlenmektedir (74,
101, 102) ve deneysel caligmalarda (71, 103, 104) immun yanitin infeksiyonu elemine

etmede etkisiz oldugunu ortaya koymaktadir. Dogustan gelen bagisikligin akcigerler



tizerine etkisi yeterli diizeyde incelenmemistir. Bununla beraber M. bovis antijeni
cogunlukla alveolar makrofajlarin igerisinde tespit edilir, bu da makrofaj aktivasyonu ve
sitokin sekresyonunu uyardigini ve makrofaj fonksiyonlarmin baskilanmadigini
gostermektedir (105). M. bovis noétrofillere baglanir ve oksidatif yikimi ve hiicrelerin
degranulasyonunu durdurur (89, 106). Diger infeksiyoz etkenlerin solunum yollarinda
antimikrobiyal peptid ekspresyonunu bozma 6zelligi olsa da, M. bovis’in boyle bir
etkinligi olup olmadig: bilinmemektedir (107).

M. bovis’in humoral immun yanittan kag¢isinda en temel mekanizma bakteri
yiizeyindeki immunodominant proteinlerin degisken ekspresyonudur. M. bovis in
kendisine kars1 olusan antikorlar1 i¢eren serum ile inkiibasyonu sonucu Vsp
ekspresyonunun degisimi ve yiizey antijeni pMB67’in ekspresyonunun azalmasi goriiliir.
Bunun yaninda Vsp spesifik monoklonal antikorlar, Vsp ekspresyonunu azaltir.

M. bovis’in antikor yanitindan kagigini, humoral immun yanitta baslica hedef olan
Vsp’nin ekspresyonunda antikora bagli degisim ve Vsp mutasyonu agiklar (55) .

M. bovis ayrica mitojenlere karsi lenfositlerin proliferatif yanitini baskilama ve
lenfositlerin apoptozisini uyarma 6zelligine sahiptir (106, 108). Mitojenle uyarilmis
lenfosit fonksiyonlarinin inhibisyonu M. bovis lenfosit inhibitor peptid (Mb-LIP) olarak
adlandirilan Vsp-L’nin C-terminal fragmenti tarafindan diizenlenir (57).

Sigirlarda solunum hastaliklarinda viral ve bakteriyel etkenlerin yani sira ¢evresel
faktorler gibi diger faktorler de rol oynar fakat M. bovis’ in konake¢1 savunmasini
baskilayip diger bakteriyel patojenlerin invazyonuna yol acarak infeksiyon olusumunda
predispoze edici faktor olduguna inanilmaktadir (109). Buzagilarda Mycoplasmaya bagh
solunum sistemi infeksiyonlar1 diger sigir respiratorik patojenleri ile birlikte gortilse de
M. bovis izole edilen predominant tiirdiir. M. bovis ¢esitli solunum yolu hastaligi
semptomlarina neden olur, ancak bunlar spesifik degildir, diger pneumoni etkenleri ile
karigabilir (70, 110). Bronkopndmoninin non spesifik klinik bulgulari olan ates, istah
kaybi, depresyon, hiperventilasyon, dispne, burun akintis1 ve dksiiriik bes giinliik
buzagilarda bile olugabilir (67). M. bovis pneumonisini diisiindiiren spesifik bulgular
topallik, kroniklik, antibiyotik tedavisine yanit alamama olmakla birlikte topallik
Histophilus somni infeksiyonunda da meydana gelebilmekte ve kronik yanit alinamayan
pneumoni de pulmonar apse, bronsiektazi ve sekestrasyon durumlarinda da olugsmaktadir
(11).

M. bovis immun sistemi invazyon kabiliyetine sahiptir, artritis (111, 112) ve

meningitis (112) mycoplasmamia ile sonuglanabilir. Artritisin Klinik belirtileri topallik,



eklemlerde agr1, biitlin vakalarda olmamakla beraber etkilenen eklemlerde eksternal
olarak goriilen sisliktir. Hastalik sirasinda en ¢ok etkilenen eklemler diz, omuz ve dirsek
eklemleridir (11). M. bovis otitis media (113, 114) , mastitis(115, 116),
keratokonjuktivitis (117, 118), endometritis, oophoritis, abort (116) ve seminal
vesikulitise (119) neden olabilmektedir. Bunlara ek olarak diskidan, tirogenital
sistemden, karacigerden ve kalp kanindan da M. bovis izole edilmistir. Karaciger ve kalp
gibi organlar rutin olarak M. bovis yoniinden incelenmedigi i¢in bu organlardaki
patojenitesi ile ilgili bilgiler yeterli degildir (10). Houlihan ve arkadaslar1 (116) artritis ve
mastitis problemi olan bir siirlideki abort vakasindan yaptiklari bakteriyolojik incelemede
fetus’un i¢ organlarindan sadece M. bovis izole etmis, diger abort etkenleri tespit
edilememistir.

Yillardan beridir M. bovis’ in saglikli sigirlarin solunum sisteminde bulunan
oportunistik bir bakteri oldugu diisiiniilse de (120), son zamanlarda M. bovis’ in siklikla
yangisal akciger lezyonlari ile birlikte bulundugu, nadiren saglikli hayvanlardan izole
edildigi bildirilmektedir (121).

Ayrica sigirlarda pndmoni olusturan mycoplasmalarin disinda, normalde
kopeklerin reproduktif sisteminden izole edilen, Mycoplasma canis’in ilk olarak 1995’te
buza@ pnémonilerinden izole edildigi (122) ve 1999°da Ingiltere’de sigirlardan izole
edilen mycoplasmalar arasindaki oraninin % 18 oldugu bildirilmistir (10).

Patolojik olarak M. bovis infeksiyonunda 4 ana lezyon modeli goriiliir;
kazeonekrotik bronkopneumoni, koagulatif nekroz odaklari ile birlikte bronkopneumont,
nekrozsuz suppuratif bronkopneumoni ve apselesme ile birlikte kronik
bronkopneumonidir (11). Lezyonlar en ¢ok kranial ve dorsal akciger loblarini etkiler,
siddetli vakalarda akciger dokusunun % 80’den fazlas: etkilenebilir, etkilenmemis akciger
kisimlar1 caudal loblarin dorso caudal yliziinde sadece ince bir bant seklinde goriiliir (101,
102, 123).

Dogal infekte buzagilardaki akciger lezyonlar1 eksudatif bronkopnémoni ve yangi
hiicreleri tarafindan kusatilmis genis koagulatif nekroz alanlarindan olusmaktadir (103).
Lezyonlarda koagulatif nekroz alanlar1 belirgindir. Kronik infeksiyonlarda pnémoni,
siklikla lenfositik kiimelenmenin belirgin oldugu peribronsiyal lenfoid dokunun
hiperplazisi ile karakterizedir, bu durum havayolu liimeninin stenozuna, yakin akciger
parensim dokusunun baskilanmasi ve kollapsina neden olur. M. bovis antijeni,
cogunlukla koagulatif nekroz alanlarinin ¢evresinde, makrofaj ve notrofil infiltrasyonlar

ile yakin nekrotik eksudatlarda tespit edilir (123). Iimmunohistokimya ydntemi ile



M. bovis antijeninin bir¢ok dokuda makrofajlarin iginde, hepatosit stoplazmasinda, safra
kanallarinda, renal tubullerde ve nadiren fasial sinirlerin aksonlarinda lokalize oldugu
belirlenmistir (113). In vitro bulgular ve lezyonlarin immunohistokimyasal muayenesi
bakteriyeminin havayolu yada alveolar epitelyumun invazyonu yada alveolden
interlobuler septa i¢ine dogru lenfatik drenaj sonucu olabilecegini diisiindiirmektedir (88,
102, 124, 125).

Klinik ve Patolojik bulgular M. bovis i¢in karakteristik olmadigindan
identifikasyon i¢in laboratuar teshisi gereklidir (12). M. bovis’ in de iginde bulundugu alt
solunum yolu patojenlerinin tespiti i¢in canli hayvandan 6rnek aliminda svab
kullanilacaksa tahta sapli svablarin inhibitdr etkileri olabileceginden, Dacron, kalsiyum
alginate ya da polyester svablar tercih edilmelidir (126). Svablar alindiktan sonra Stuart
ya da Eaton’s gibi transport besiyerlerine konulmalidir (127).

Solunum sisteminden klinik 6rnekler i¢in bronkoalveolar lavaj (BAL) (128),
transtracheal aspirasyon (129) ve nazal svab (5, 130) yontemleri uygulanmaktadir.
Bronko alveolar lavaj, nazal svaba gore daha uygundur, Thomas ve arkadaslar1 (127)
saha kosullar1 altinda mycoplasmalarin varligin1 saptamada BAL metodunun en iyi metot
oldugunu ve nazal svabin alt solunum yollarindaki M. bovis varlig1 konusunda fikir
vermede yeterli olmadigini belirtmislerdir. Ancak Godinho ve arkadaslar1 (131) 76 cm
uzunlugunda steril at uterin svabi ile derin nazofaringeal svab metodunu direkt akcigerden
ornekleme ile karsilagtirmislar, nazofaringeal svab ile % 70, akciger lavaji ile % 90
oraninda M. bovis izole etmislerdir. Bu yontemin bronkoalveolar lavaj ya da tracheal
lavaj yontemine gore daha pratik daha hizli ve hayvanlar i¢cin daha az stres yaratan bir
metot oldugunu vurgulamislar ve fazla sayida hayvanda kisa siirede drnekleme
yapilabildigi i¢in 6zellikle siirii bazinda 6rneklemelerde bu yontemin ¢ok kullanigh
oldugunu belirtmislerdir. Wiggins ve arkadaglari (130) besi ¢iftligine ulastiktan hemen
sonra drnek alinan buzagilarin nazal svablarinda M. bovis prevalansini sadece % 2
bulmustur. Arcangioli ve arkadaslar1 (132) solunum hastaliginin baslangi¢ sathasinda,
besideki saglikli danalarin bronkoalveolar lavaj sivilarinin % 79’undan M. bovis izole
etmiglerdir. Bunun disinda M. bovis ¢ok farkli hastaliklardan izole edildiginden,
pnémonili akciger dokusu, synovial dokular ve eklem sivilari, mastitli siit, semen, genital
akintilar, prepisyum yikantis1 ve goz svabi 6rnek olarak alinabilmektedir (12). Besiye
alindiktan sonra 2 ay igerisinde 6len buzagilarin akcigerlerinde herhangi bir makroskobik
lezyon ya da histolojik yangi bulgusu yokken M. bovis % 46 oraninda izole edilmistir

(133). Etkenin Intranasal ya da intra tracheal olarak alimini takiben, infeksiyondan 9 giin



sonrasina kadar M bovis kan kiiltiiriinden izole edilebilir (103). Bununla beraber diger
dokularm infeksiyonu kalicidir, deneysel olarak infekte edilmis dalak, karaciger ve
bobrekten infeksiyondan 21 giin sonrasina kadar etken izole edilebilmektedir (104).

M. bovis izolasyonu i¢in, s1ivi 6rnekler santrifiij edilmeli ve dipteki pellet
inokulasyon i¢in kullanilmalidir. Kontaminasyon siiphesi varsa érnekler 0.45 pm’lik
filtreden gecirilmelidir, Bronkoalveolar lavaj sivist gibi 6rneklerde bulunan antikor,
antibiyotik, bakteri ve diger inhibitérleri elimine etmek i¢in buyyonda seri dilusyonlar
yapip, her dilusyon subkiiltiire edilmelidir (126, 131, 132).

Mycoplasmalar iiretmek diger bakterilere gore giictiir. Nazli {ireyen bu
mikroorganizmalar i¢gin bazi spesifik liretme faktorlerine ihtiya¢ vardir. Bunlardan en
onemlisi olan kolesterol gereksinimleri nedeniyle besi yerlerine % 20 at serumu ilave
edilir. Ayrica iiremeyi artirmasi amaciyla yeast extract ve DNA ya da niikleotidlerin
katilmasi ve ¢ok iyi kalitede distile suyun kullanilmas1 gerekmektedir. Gram pozitif
bakteri kontaminantlarinin tiremesini engellemek icin penisilin G, Gram negatif bakteriler
ile mantarlarin liremesini engellemek i¢in de thallium acetate eklenmelidir. Hava
kabarciklari, su ve lipid damlaciklart Mycoplasma kolonileri ile karigabilmektedir.
Mycoplasmalar1 bakterilerin L- formlarindan ayirmak i¢in siipheli koloniler anti
bakteriyel madde icermeyen besi yerine pasajlanir. L- formlar1 bu ortamda normal koloni
morfolojilerine donerken Mycoplasmalar tipik goriinlimlerini muhafaza ederler. Ayrica
boyama ile de debris ve L formlarindan ayirmak miimkiindiir (8, 28, 36, 37, 134, 135).
Mycoplasma kolonileri Dienes boyasi (ticari olarak bulunan metilen mavisi boyasi) ile
boyandiginda dekolore olmaz iken, L-formu koloniler 1dakika i¢inde dekolore
olmaktadir. Mycoplasma kolonilerinin agara gdmiilii olarak lireyen merkezleri daha
yogun olarak koyu mavi boyanir, periferleri ise az yogun olarak agik mavi boyanir (136,
137). Cansiz ortamlar disinda Mycoplasmalari embriyolu yumurta ve hiicre kiiltiirlerinde
de iiretmek miimkiindiir(135).

M. bovis ¢esitli besiyerlerinde (Medium B, Haylick’s medium, modifiye Friis
medium, N-agar ve broth vb.) kolaylikla tireyebilmektedir (134). Shizumi (138) lipaz
reaksiyonu temelinde M. bovis kolonilerini tespit edebilen Tween-80 igeren selektif bir
besiyeri tanimlamigtir. Kolonilerin kirmizi renkte goriildiigii bir ticari besiyeri de
mevcuttur (139). M. bovis izolasyonu igin besiyerleri 3-10 giin 37°C’de inkiibe edilmeli,
saf kiiltiir elde etmek i¢in filtrasyon ya da seri dilusyon yontemi ile izolatlar en az 3 kere
klonlanmalidir (134, 140). M. bovis genellikle 2-5 giinde gozle goriilebilir koloniler

olusturur, koloniler tipik sahanda yumurta gériintimiindedir (140) ve Eaton’s medium



gibi 6zel besiyerinde M. bovis film ve spot olusturur ve broth’u portakal rengine
dontistiirtir (134). Koloniler kiigiik (0,1-0,5 mm), koyu ve halesiz olabilmektedir (11).

M. bovis’i diger mycoplasmalar ve urecaplasmalardan ayirmada glikoz
fermentasyonu, arjinin hidrolizi, fosfataz aktivitesi, iireaz aktivitesi, film olusumu ve
tetrazolium rediiksiyonu gibi biyokimyasal testler kullanilmaktadir (11, 135, 141).
Sigirlardan izole edilen Mycoplasma tiirlerinin karsilastirmali biyokimyasal 6zellikleri
Tablo-1 ‘de verilmistir (6).

Tiir spesifik identifikasyon i¢in hiperimmun tavsan serumlar1 kullanilarak tireme
inhibisyon, film inhibisyon, fleurosan antikor ve metabolik inhibisyon testleri M. bovis
identifikasyonunda kullanilabilmektedir (142). Bu teknikler relatif olarak yavas olmas1 ve
antiserumlarin ticari olarak bulunmamasi ve laboratuarda iiretilme zorunlulugu yiiziinden
yogun emek gerektirmektedir (11). M. bovis i M. agalactiae’den ayirmada biyokimyasal
testler yeterli olmamaktadir, her ikisi de glikozu fermente etmez, arjinin hidrolize
etmezken, laktat ve piruvat gibi organik asitleri kullanarak, broth’da turbidite
olusturmadan turuncu renk olusturur, etanolu okside eder, lipolitik aktivite sonucu
besiyerinde film ve spot olusturur. Bu iki sig1ir patojeni molekiiler testler ile

ayrilabilmektedir (143,144).

Tablo 1. Sigir Mycoplasmalarimnin biyokimyasal ozellikleri

Tetrazolium
Mycoplasma Glikoz | Arjinin | Ureaz | Film | Kazein | Fosfataz | Aerobik Anaerobik
M. alkalescens - + - - - + - -
M. bovis - - - + - + + +
M. bovirhinis + - - - +/- +/- + +
M. bovigenitalum - - - + - + - +
M. bovoculi + - - + - +/- + +
M. canis + - - - +/- - +
M. californicum - - - - b + - Suslarin
cogu +
M. canadense - + - - b Zayif + - +
M. dispar + - - - b - + +
M.m. mycoides SC + - - - + - + +
U. diversum - - + - - - b b
b = bilinmiyor

Ball ve Findlay (145), M. bovis spesifik monoklonal antikorlari ile klinik 6rnekte
M. bovis antijenini tespit eden bir Sandwich (Capture) ELISA gelistirmislerdir; testin
sensitivitesi konvansiyonel kiiltiir yontemine yakin bulunmustur. Sensitivitenin kisa bir

zenginlestirme basamagi ile arttirilabilecegini belirtilmistir (145, 146). Sandwich ELISA




yontemi ¢esitli arastiricilar tarafindan kullanilmistir (19, 21, 146, 147) ve testin su an
ticari sekli mevcuttur (BIO-X, Liiksemburg). Bu test Akciger homojenatlarindan ve gesitli
klinik 6rneklerden M. bovis antijeninin tespiti i¢in kullanilmaktadir. M. bovis genellikle
hastalikli 6rneklerde diisiik miktarlarda bulundugundan, 6rnekler uygun bir besiyerinde
zenginlestirilir (Hayflick medium). Direkt olarak kit mikropleytinde 3 giin 37°C’de
inkiibe edildikten sonra kiiltlirler M. bovis varlig1 yoniinden test edilir (145).

96 gozlilk mikropleytin A,C,E ve G siralar1 M. bovis spesifik poliklonal antikorlar
ile kaplanmistir. Bu antikorlar kiiltiir mediumunda {ireyen mycoplasmalar1 yakalar.
Pleytin diger siralar1 ( B,D,F ve H) M. bovis’e spesifik olmayan poliklonal antikorlar ile
kaplanmistir. Bu spesifik baglanma meydana gelip gelmedigini belirlemede gergek
negatif kontrolii saglar. Boylece 6rneklerdeki yanlis pozitif miktar1 azalir (145).

Test prosediiriine gore; 3 giinliik zenginlestirme basamagindan sonra pleyt yikanir ve
anti- M. bovis spesifik monoklonal antikor ile peroksidaz iceren konjugat eklenir. 1
saatlik oda 1sisindaki inkiibasyondan sonra ikinci yikama agamasi yapilir ve enzim
substrat (H,0,) ve kromojen tetrametilbenzidin(TMB) ilave edilir. Eger kiiltiirde M. bovis
var ise konjugat Mycoplasma antijeni igeren kuyucukta sabit kalir ve enzim renksiz
kromojeni maviye dondiiriir. Mavi rengin yogunlugu 6rnekteki Mycoplasma titresi ile
dogru orantilidir. Sonuglarin gegerliligi icin kit ile birlikte kontrol antijeni mevcuttur. Bu
kontrol antijeni liyofilize inaktif M. bovis kiiltiiriinden olusur (148).

Kuzey Irlanda’da 1999-2005 yillar1 arasinda yapilan bir ¢calismada kiiltiir ve
Antijen Capture ELISA yontemi ile toplam 214 siiriide 1328 numuneden 282 ‘sinde
M. bovis tespit edilmistir, Antijen Capture ELISA’nin M. bovis’in hizli teshisinde
kullanilabilecegi bildirilmistir (21). Tenk ve arkadaslar1 Sandwich ELISA ve kiiltiir
yontemini karsilastirmislar ve Sandwich ELISA nin hizli ve spesifik bir teshis metodu
oldugunu, zaman alic1 olan kiiltlir metodu (filtrasyon, biyokimyasal ve immunolojik
testler) yerine kullanilabilecegini belirtmislerdir (147). Ball ve Findlay (145)
Staphylococcus aureus’un nadiren nonspesifik olarak immunglobulinlere baglanarak
yanlis pozitif sonuglara yol agabilecegini ancak bunun disindaki bakteriyel
kontaminantlarin ¢gogunlukla pozitiflik olugturamayacagin bildirmislerdir. Diger yonden
kontamine sivi1 kiiltiirler ¢iplak goze goriilebilen bulaniklik ve yogun renk degisiminden
anlasilir, bu durumda ELISA testine gegmeden 6nce bulanik sivi kiiltiirden kanli agara
pasaj yapilmasi yararl olmaktadir. Nadiren bakteriyel kontaminasyon pH degisikligine
yol agarak M. bovis’in tiremesini baskilayabilir (145). Heller ve arkadaslar1 (146) siit

orneklerinden M. bovis’i tespit etmek amaciyla antijen capture ELISA y6ntemini



uygulamislar, testin sensitivitesini % 80,6, spesifitesini % 94,9 bulmuslar ve test dncesi
48 saatlik inkubasyonun testin sensitivitesini % 10 arttirdigini bildirmislerdir.

PG45 referans susuna kars1 hazirlanan poliklonal antiserum kullanilarak membran
filtrasyon dot-immunobinding yontemi de mycoplasmalarin identifikasyonunda
kullanilabilmektedir (132) M. bovis identifikasyonunda kullanilan diger testler,
immunperoksidaz igsaretleme, immunobinding testleri ve flowsitomeridir (9, 149- 153).
Immunolojik tekniklerin birgogunun sensitivitesi bir zenginlestirme basamag ile
arttirtlabilir (146, 151, 154). Spesifik antikorlar kullanilarak immunflorasan (IF) ya da
Immunohistokimya (IH) yontemleriyle in situ olarak M. bovis tespiti yapilabilmektedir.
IH yontemi ile antijen ve spesifik lezyonlar birlikte tespit edilebilir (123).

M. bovis antikorlar1 birkag ay kanda kalabilir ve ¢esitli metotlarla tespit edilebilir.
Serolojik testler 6zellikle etken izolasyonunun gii¢ oldugu kronik infeksiyonlar ve ytliksek
dozda diizenli antibiyotik tedavisi yapildigi durumlarda yararl olabilmektedir (12).
Indirekt hemaglutinasyon, film inhibisyon ve indirekt ELISA gibi bir¢ok serolojik test
gelistirilmistir. Tiim hiicre ya da islenmis antijenle hazirlanan indirekt ELISA testleri
serolojik testler i¢in kullanilan baglica metotlardir. Piyasada Ticari ELISA Kitleri de
(Biovet, Kanada; Bommeli, Isvigre) mevcuttur (12).

M. bovis nazal boslukta bulundugunda genelde immunojenik degildir, eger invaziv
hale gelirse antikor yanit1 olusturur. Infeksiyonun ilk 2 haftalik doneminde spesifik
antikorlar olusmadig i¢in serolojik testler kullanigli degildir. ELISA testleri M. bovis
infeksiyonunun seroprevelansi belirlemede (14) ve M. bovis’ten ari siirii olusturmak igin
M. bovis sero negatif sigirlari segmek amaciyla kullanilmaktadir (7, 155).

M. bovis’ e kars1 yiiksek serum antikor titresi olan sigirlarda pneumoni olusumu riski
yiiksek olsa da (Relatif risk = 1,7), yliksek titreli bir¢ok sigirda kronik pneumoni yoktur
(110).

M. bovis, M. bovirhinis gibi oportunistik mycoplasmalar ve acheloplasmalar
tarafindan kolaylikla baskilanabilir ve bazen suslarin antijenik varyasyonu serolojik
testlerin giivenilirligini kisitlar (156). M. bovis’ in antijenik varyasyonlari sonucu ortaya
cikan yanlis negatif reaksiyonlart minimize edebilen miks antijenler iceren ticari ELISA
kitleri mevcuttur (14). Kontrol olarak monoklonal bloke edici antikor ve hedef antijen
olarak M. bovis tiim hiicre lizat1 kullanilan bloke edici ELISA ile serumdaki M. bovis
antikorlar yiiksek spesifite ve sensitivite ile ayrica kros reaksiyon olugmadan tespit
edilebilmektedir (16). Spesifik M. bovis proteinleri ile serum antikorlarini tespit edebilen

ELISA testlerinde rekombinant VspA hedef antijeni ya da M. agalactiae’nin P48 antijeni



ile homolog membran lipoproteini kullanilmistir. P48 proteininin sigirlardaki diger alt1
Mycoplasma tiirii ile reaksiyon vermemesi, M. bovis P48 ELISA ‘nin infeksiyonda
spesifik marker olarak yararli olabilecegini gostermistir (99). Mastitis durumlarinda siitte
M. bovis antikorlarini tespit edebilen ELISA testleri de gelistirilmistir (157). SDS-PAGE
ve Western blot teknikleri suglarin antijenik yapilarini karsilastirmak ya da konake1
hayvanin humoral immun yanit paternlerini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir (50,
158).

Kiiltiir ve seroloji Mycoplasma infeksiyonlarinin teshisinde ¢ok dnemlidir. Kiiltiir
yonteminin zorlugu ve serolojik tekniklerdeki kros reaksiyonlar DNA bazli tekniklerin
gelismesini saglamistir. Molekiiler teknikler bu geleneksel tekniklere olan gereksinimi
ortadan kaldiramaz fakat bu tekniklerde, drneklerin hizli islenmesi, diger patojenlerle
birlikte test edilebilmesi, maliyet verimliligi, spesifite ve sensitivitenin arttirtlma
potansiyeli gibi avantajlar vardir (11). Molekiiler teknikler 6zellikle, antibiyotik
kullanilan hayvanlardan ya da doku artiklari igeren ve otolizli kronik lezyonlardan alinan
ornekler ile bu 6rneklerin ¢esitli prezervatiflerle karistirilmasi, bakterilerle kontamine
olmasi, antikorlar igermesi, gibi mycoplasma izolasyonunun zor oldugu durumlarda
kullanigh olmaktadir (159, 160). M. bovis’ in PCR ile identifikasyonu konvansiyonel
kiiltiir metotlariyla karsilastirildiginda daha kisa zamanda olmaktadir. PCR testlerinde
spesifik ve konservatif gen sekanslart hedeflenmelidir. 16 S RNA gen sekanslar1
temelindeki PCR testleri ile ayn1 anda birden fazla sigir solunum sistemi mycoplasma
tiirlerini (Ureaplasma diversum, M. bovis, M. bovirhinis, Mycoplasma alkalescens ve
Mycoplasma bovigenitalum) tespit edilebilir (161-163). Bu PCR testleri ¢ok spesifik ve
duyarli olmasina ragmen, 16S rRNA temelinde oldugu i¢in M. agalactiae ile kros
reaksiyon verebilir, PCR testlerinin en 6nemli amaci konvansiyonel yontemlerle
ayrimlari ¢ok gii¢ olan M. bovis ve M. agalactiae’nin ayirimini yapmaktir (156, 164). M.
bovis ve M. agalactiae ‘y1 direkt olarak siit ve nazal 6rneklerden tespit eden PCR
metotlar1 mevcuttur (165).

Siit ve akciger dokusundan M. bovis ve M. agalactiae’yi identifiye etmede
hibridizasyon problar1 kullanilarak ya da {iriiniin erime sicakliginin analizi ile 16 S rRNA
gen fragmentinin amplifikasyonu i¢in adapte edilmis Real time PCR kullanimi sensitiv,
spesifik, hizli ve uygun maliyetlidir (160). Benzer sekilde Denature gradient gel
elektroforezis (DGGE) ile PCR temelli 16 S r RNA gen fragmentinin amplifikasyonu
yapildiginda bu iki tiir hizli bir sekilde ayirt edilebilmektedir (11).



UvrC geninin PCR ile amplifikasyonu M. bovis’i M. agalactiae’nin de iginde
bulundugu diger mycoplasma tiirlerinden ayirmada ¢ok kullaniglidir (156, 164, 166), ve
yakin zamanda ¢ok daha az 6rnek ve reaksiyon voliimleri kullanilarak modifiye edilmistir
(143). Benzer sekilde, ATP binding proteini oppD//F (165) veya DNA polimerase III
genini (167) hedefleyen PCR testleri M. bovis ve M. agalactiae’yi birbirinden ayirt
ederek identifiye edebilmektedir. Multiplex PCR ile membran protein 81’in
amplifikasyonu M. bovis ve M. agalactiae’yi identifiye edebilmekte, Restriction
Fragment Length Analysis bu iki tiirii ayirt edebilmektedir (168).

Diger M. bovis spesifik PCR testlerinde bilinmeyen bir gen sekansi kullanilmig
(169), siit ve mukozal 6rneklerde sensitivite ve tekrarlanabilirligi arttirilmis semi nested
PCR’ a adapte edilmistir (170), bu testin performansini arttirmak i¢in primerlerin
modifikasyonu bildirilmistir (171).

PCR testlerinin rutin olarak kullanildig1 5 laboratuari karsilastiran ¢alismada,
UvrC ve oppD/F hedef genlerinin en yiiksek giivenilirlige sahip oldugu belirtilmistir
(144). M. bovis identifikasyonunda rastgele genomik fragmentler igeren plasmid problari
dot blot hibridizasyon testlerinde kullanilir (11).

Sus tiplendirme sistemlerinin M. bovis infeksiyonunun epidemiyolojisinde yeni
anlayislar aciga ¢ikarmasi beklenilmektedir. Sodyum dodesil stilfat poliakrilamid jel
elektroforezis gibi konvansiyonel tiplendirme sistemleri 64-68, 55 ve 26 kDa
proteinlerinin ekpresyon diizeylerindeki farkliliklar1 tespit edebilse de suslar arasindaki
degiskenlikleri ortaya ¢ikarmada yeterli degildir (11, 172).

Random Amplified Polymorphic DNA analizi (RAPD) ve Amplified
Polymorphic Lenght Polymorphism (AFLP) analizi sistemleri tiplendirmede
kullanilmaktadir (11). Loria ve arkadaslar1 (173) Italya’da izole ettikleri M. bovis
suslarmin molekiiler tiplendirmesinde RAPD (Random Amplification of Polymeric DNA)
yontemini uygulamislar ve bu teknigin hizli ve giivenilir bir yontem oldugunu
bildirmislerdir. Bu calismada Italya’daki suslarin M. bovis susuna gore kiiciik ruminant
M. agalactiae susuyla daha yakin bir benzerlik gosterdigini tespit etmisler ve
Avrupa’daki diger M. bovis suslarindan farkl olarak Italyan suslarm cluster B de
smiflandirildigini bildirmislerdir. RAPD ve AFLP’ye nazaran Pulsed-Field Gel
Elektroforezis (PGFE) iyi bir ayirim giiciine sahiptir fakat zaman alic1 ve zahmetlidir,
biitlin izolatlar tiplendiremez. Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction (AP-PCR)
tiplendirme i¢in hizli, kolay ve tekrarlanabilir bir tekniktir (11).



Mycoplasma pndmonilerinin tedavisinde 2 énemli unsur erken teshis ve uzun
stireli tedavidir (174). Kronik pneumoni ve artritis vakalarinda tedavideki yetersiz yanit,
diger formlardaki M. bovis pneumonilerinde de prognozun koétii olacagini gostermez.
Klinik tanimin zorlugu akut M. bovis pneumonisinde etkili tedavi girisimleri
gelistirilmesindeki en biiylik problemdir. Artritis disinda akut M. bovis pneumonisinin
klinik bulgularinin pnémonik pasterollozdan farkli olmayisi, saglikli buzagilarda M. bovis
prevalansi yiiziinden izolasyonunun sinirli 6neme sahip olusu ve kazeo nekrotik
bronkopneumoninin lezyonlarinin sadece nekropside belirlenebilmesi giigliiklerden
bazilaridir (11).

Yapilan ¢alismalarda spectinomycin’in klinik bulgular tizerine herhangi bir
etkinligi yokken, akcigerden M. bovis izolasyonu iizerinde sinirlt bir etkisi oldugu
belirlenmistir (175). Deneysel olarak intra artikiiler M. bovis inokulasyonu sonucu artritis
gelisimi lizerine Enrofloksasin tedavisinin herhangi bir etkisi yoktur (176). Artritisin
tylosin ile tedavisinin infeksiyonun erken doneminde etkili oldugu bildirilmis, fakat saha
vakalarinda etkinligi hakkinda herhangi bir indikasyon yoktur (177).

M. bovis’e kars1 valnemulin ve tulathromycin kullanimi daha genis 6l¢iide
arastirilmistir. Bir ¢aligmada 3-9 haftalik yasta buzagilara intratracheal M. bovis
inokulasyonunu takiben tulathromycin uygulanmis, tedavi grubunda kontrol grubuna
kiyasla hastalik siddetinde azalma, daha diisiik akciger lezyon skoru, daha disiik rektal
sicaklik ve daha fazla canli agirlik kazanci belirlenmistir Bu ¢aligmada akigerler
konsolide olmustur fakat saha vakalarindaki gibi tipik kazeonekrotik lezyonlar ve artritis
belirtilmemistir (178).

Valnemulin’in etkinligi bir deneysel ¢alismada degerlendirilmistir. Seronegatif 10-

35 giinliik buzagilar aerosol yolla etkene maruz birakilmig, 10 giin sonra valnemulin ya da
enrofloksasin tedavisine baslanmustir. Her iki ilagla da tedavi klinik bulgular, istah, canli
agirlik kazancinda diizelme ve akcigerden izole edilen M. bovis sayisinda azalma ile
sonuglanmustir (104). Valnemulin etkinligi stit emen buzagilarda da bildirilmistir,
M. bovis ve P. multocida’nin baslica patojen oldugu enzootik pneumonili buzagilarda 4
giinliik yasta i¢cecekleri siite valnemulin katilmis ve 3 hafta uygulanmig, tedavi sonucu
solunum hastalig1 bulgular1 ve artritis de azalma goriilmiistiir. M. bovis nazal svablardan
daha az siklikla izole edilmis fakat PCR ile kontrol ve tedavi gruplarindaki izolasyon
siklig1 ayn1 bulunmustur (179).

Birgok vakada tedavinin etkisiz oldugu bildirilmektedir. Etkili spesifik

antibiyotigin kullanilmas1 6nemlidir (12). Bakteriler i¢in kullanilan bir¢ok konvansiyonel



antimikrobiyal duyarlilik testi yontemi mycoplasmalarda da kullanilmistir. Agar dilusyon
referans metot olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte bu teknik az sayidaki izolatlarin
test edilmesinde pratik degildir. Agar disk difiizyon yontemi mycoplasmalarin yavas
iiremesi ve zon ¢aplari ile MIC degerleri arasinda korelasyon olmamasi sebebiyle
kullanislt degildir. Microbroth dilusyon yontemi, ekonomikligi ve ayn1 mikrotitre pleyti
icinde c¢esitli antibiyotikleri test etme olanagina sahip olmasi sayesinde en pratik ve en
yaygin kullanilan metottur. Bununla beraber bu metot zahmetlidir ¢iinkii dilusyonlar
onceden hazirlanmalidir ve titre zamana bagli olarak degisebilmektedir. Mikrodilusyon
metodunun “sensitier”(trek diagnostics) versiyonu teknigin zahmetli yanini ortadan
kaldirir. E test yonteminin (AB BIODISK, Solna, Isveg) basitlik, inokulum miktarinin
minimum etkisi, son deger stabilligi ve tek bir izolat i¢in uygulanabilirligi gibi avantalari
vardir. Yukarida belitilen testler M. bovis suslar1 ve izolatlarininin antibiyotik
duyarliliklarini belirlemede kullanilmaktadir (11,136, 180). Agar dilusyon metodunda,
inkiibasyon sirasinda baslangi¢c MIC’i koloniler goriiliir goriilmez okunur, final MIC
degeri 3 giin sonra okunur (181) redoks indikatdr (182), piirivattan asit olusumu (183) ve
pellet formasyonu (184) seklinde broth mikro dilusyon yontemleri tanimlanigtir. Dilue
kiiltiirlerin hazir Sensitier pleytlere ge¢ildigi ve redoks degisiminin resazurin
(alamarBlue) indikator boyasi ile saptandigi antimikrobiyal duyarlilik testi tanimlamistir
(185). Son olarak E Test metodunda dilue M. bovis kiiltiirlerinin agar iizerine inokule
edilmesiyle ticari olarak bulunan E test stripleri ile farkli antibiyotiklerin duyarlig:
bulunabilir (136).

Metodun ne olduguna bakilmaksizin, Mycoplasma antimikrobiyal duyarlilik
testlerini gerceklestirmede uluslararasi kabul gérmiis bir rehber yoktur. Veteriner
Hekimlikte cesitli arastiricilar tarafindan farkli tekniklerle M. bovis MIC degerleri
belirlenmistir (182,184, 186). Hannan (180) Mycoplasma tiirlerine kars1 antimikrobiyal
etkenlerin MIC degerlerini belirlemek i¢in bir rehber hazirlamistir ve burada etkili
antibiyotigi belirlemede lireme inhibisyonunun kolayca ayirt edilebilmesini saglayan
inokulum miktarmim 10° CFU/ml oldugunu belirtmistir. E test metodunda da bu deger baz
alinarak inokulum hazirlanir. Stereo mikroskopta belirlenen iireme inhibisyonu i¢in
Dienes boyasi faydali olmaktadir (187).

Mycoplasmalara kars1 etkili oldugu bilinen antimikrobiyal ilaglar arasinda
macrolidler, fluorokinolonlar, tetracyclinler, linconamidler, aminoglycosidler, florfenicol

ve choramphenicol yer almaktadir (36, 174). Mycoplasma infeksiyonlarimin tedavisinde



ozellikle oxytetracyclinler, spectinomycin ve tilmicosin gibi yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklere kars1 Avrupa’da M. bovis’in direncinin arttig1 bildirilmektedir(184, 188).

Francoz ve arkadaslar1 (136) 1990’da E Test yontemini M. bovis antibiyotik
duyarlhlik profilini belirlemede ilk olarak kullanmislar ve teknigin MIC degerlerini
belirlemede gegerli ve tekrarlanabilir bir yontem oldugunu ayrica E test yonteminin
microbroth dilusyon yontemine gére daha ucuz daha az zaman gerektiren teknik olarak
laboratuarda uygulanabilir, daha kolay ve tek bir klinik izolata kars1 eszamanli olarak
coklu antibiyotikleri test etmeye olanak veren bir yontem olarak tanimlamislardir. Bu
yontemle test ettikleri biitlin suslarin erithromycine kars1 direngli oldugu, in vitro olarak
en etkili antibiyotigin enrofloxacin oldugunu belirtmislerdir.

Loria ve arkadaslar1 (173) italya’da M. bovis saha suslariyla yaptiklar1 calismada
MIC yo6ntemiyle en etkili antibiyotiklerin fluorokinolonlar (danofloxacin ve enrofloxacin)
oldugunu bildirmislerdir. Ball ve arkadaglari (186) ise yine ayn1 yontemle sadece
enrofloxacin’in mycoplasmosidal etkili oldugunu bildirmistir. Ter Laak ve arkadaslar
(182) seri broth dilusyon yontemi ile M. bovis’in tylosin, kitasamycin ve tiamuline kars1
duyarli oldugunu, nifuroquine ve streptomycine kars1 direngli oldugunu bulmustur.

Korunma amagli antibiyotikler ile metafilaktik tedavi et¢i sigirlarda solunum
hastaliklarindan dolay1 olusan mortalite ve morbiditeyi azaltmaktadir, bununla beraber
kronik pneumoni ve artritis prevalansina etkisi bilinmemektedir (189, 190).

M. bovis antikorlar1 yeni dogan buzagilara kolostrum ile gegebilmektedir (132).
Kronik M. bovis pnomonilerinde tedaviye iyi yanit alinamamasi, M. bovis’ ten korunmada
astlamanin 6nemini ortaya koymaktadir(11).

Sigirlarda pndémoni olusumunu 6nlemek amaciyla Amerika Birlesik Devletleri
Tarim Bakanligi’ndan lisansli 2 ticari M. bovis bakterin asis1t mevcuttur (Pulmo-Guard ve
Myco-Guard) (12). Bir diger lisansli as1 olan Mycomune mastitisin kontrolii amaciyla
kullanilmaktadir (11). Ayrica otolog asilarda kullanilmaktadir (191).

Calismalar agilamanin, serumda M. bovis spesifik IgM, 1gG1, 1gG2 ve IgA ve
akciger sivisinda IgA y1 igeren Olciilebilir bir antikor yanitin1 stimule edebildigini
gostermistir (73, 192, 193). Bir calismada asililarda titreler 16 giin icerisinde olusmus ve
en az 6 ay tespit edilebilir diizeyde kalmiglardir. Bununla birlikte serum ve lokal antikor
titreleri koruyucu titre olusumu bakimindan yeterli derecede korale degildir. Bazi
deneysel ¢aligmalarda asilar umut verici olmus iken, asili hayvanlarda hastaligin yiiksek
seviyelerde oldugunu gosteren ¢alismalar da vardir (96). Saponinli inaktive M. bovis

asisinin siitten kesilmeden 6nce buzagilarda kullaniminin giivenilir oldugu bildirilmistir.



Asty1 takiben M. bovis’ le aerosol olarak infekte edildiginde asililarda akciger ve
eklemlerden M. bovis’in az yogunlukta tespit edildigi, solunum hastaliginin klinik
belirtilerinin ve atesin siddetinde azalma oldugu ve nekropside daha az yayginlik ve
siddette akciger lezyonlar oldugu belirlenmistir (96). Buna karsin yag adjuvanli ticari
M. bovis asisinin siitten kesimden 6nce buzagilara uygulanmasi sonucu asinin koruyucu
olmadigi, ayrica otitis media olusumu riskini arttirdig: bildirilmistir (194).

Asilama disinda koruma ve kontrol dnlemleri olarak siirii bazinda stres
faktorlerini azaltmak ve iyi bir ¢iftlik idaresi gereklidir. Yeni alinan siit¢ili inekler ve yeni
dogan buzagilar karantina edilmeli, siiriiye katilmadan 6nce Mycoplasmal mastitis
yoniinden test edilmelidir. Mycoplasmal mastitis durumunda tedavisi girisimi
yapilmamali, pozitif hayvanlar ayiklanmalidir. Mastitisli ineklerden arta kalan siitler

pastorize edilmeden buzagi beslenmesinde kullanilmamalidir (36).



GEREC VE YONTEM

GEREC

1. Akciger Ornekleri

28.01.2008 ve 28.04.2008 tarihleri arasinda Bursa ve ¢evresinde bulunan toplam 5
mezbahaya (ET-BA, Kayarlar, Cimet, Cali ve Karacabey mezbahalar1) kesimin en yogun
oldugu Pazartesi ve Persembe giinleri olmak {izere haftada 2 giin materyal temini i¢in
gidildi. Toplam 1492 akciger muayene edildi. Makroskobik olarak pnémoni bulgusu
gosteren 142 akcigerin lezyonlu kisimlarindan steril petri kutularinin igerisine drnekler
alind1 ve en kisa siirede soguk zincirde laboratuara ulastirildi. Ornekler -20 °C de
muhafaza edildi. Bu siire zarfinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1 laboratuarina gonderilen marazi maddelerden pnémoni bulgusu tasiyan 10
akciger de degerlendirmeye alindi. Toplam 152 akciger 6rnegi M. bovis varlig1 yoniinden

incelenmek iizere arastirma materyali olarak kullanild1 (Tablo-2).

Tablo 2. Akciger 6rneklerinin kaynaklara gore dagilim

Materyal Kaynag Incelenen Akciger Pnomonili Akciger
Sayis1 Sayis1

Et-Ba Et Kombinasi 807 88

Kayarlar Et Kombinasi 541 41

Cim-Et Et Kombinasi 118 9

Cal1 Belediye Mezbahasi 13 2

Karacabey Belediye Mezbahasi 3 2

Anabilim Dali Laboratuari 10 10

Toplam 1492 152




2. Standart Sus: Mycoplasma bovis NCTC 10131 susu Pendik Veteriner Kontrol ve

Arastirma Enstitiisii’'nden saglandi.

3. Mycoplasma Besiyerlerinde Kullanilan Stoklar

3.1 Thallium acetate (% 5)

5 g. Thallium acetate ( Merck)100 ml distile su i¢inde eritildi. 0.20 um ¢apl Filtre
(Sartorius-minisart) ile sterilize edilerek 10 ml miktarinda steril tiiplere aktarilarak +4 °C
de saklandi.

3.2 Yeast extract soliisyonu (% 25)
25 g. Yeast extract ( Difco-127838JC) 100 ml distile su iginde eritilip 0.20 pm
capl filtre (Sartorius-minisart) ile sterilize edilerek 10 ml miktarinda steril tiiplere

aktarilarak -20 °C de saklandi.

3.3 Glucose soliisyonu (% 50)
50 g. glikoz ( Oxoid LP0071)100 ml distile su i¢inde eritilip 0.20 um ¢apli filtre

(Sartorius-minisart) ile sterilize edilerek +4°C de saklandi.

3.4 Fenol red soliisyonu (% 0,5)
0.5 g. Fenol red ( Merck) 100 ml distile su iginde eritilip 0.20 pm ¢apl filtre

(Sartorius-minisart) ile sterilize edilerek +4°C de saklandi.

3.5 Arginin soliisyonu (% 10)
5 g. Arginin (Merck) 50 ml distile su i¢inde eritilip, 0.20 pm ¢aph filtre

(Sartorius-minisart) ile sterilize edilerek +4°C de saklandi.

3.6 Sodium phenolphythalein diphosphate soliisyonu (% 1)
0,5 g. phenolphthalein diphosphate tuzu (Sigma) 50 ml distile su i¢inde eritildi,
0.20 um ¢apl filtre (Sartorius-minisart) ile sterilize edilerek +4°C de saklandi.



3.7 Tetrazolium soliisyonu (% 2)
2 g. 2,3,5 triphenyltetrazolium chloride ( Merck) 50 ml distile su i¢inde eritilip
0.20 um gapli filtre (Sartorius-minisart) ile sterilize edilerek +4°C de saklandi.

3.8 Digitonin soliisyonu
25 mg. Digitonin (Sigma) 5 ml % 95 etanol iginde eritilip, 56°C de 30 dk. 1sitild1.
Soguduktan sonra 0.20 um ¢apli filtre (Sartorius-minisart) ile sterilize edilerek +4°C de

saklandi.

3.9 Digitonin Diskleri: 6 mm ¢apinda steril filtre disklerine 25 ul miktarinda
digitonin soliisyonu emdirildi. Diskler 37 °C’de kuruyuncaya kadar etiivde bekletildi,
kuruyan diskler + 4 °C’de saklandi.

3.9 Steril At serumu (Biochrom AG- S9135)
3.10 Kristal Penicillin (Kristapen-Deva)
4. Antiserumlar: izolatlarm Ureme inhibisyon testi ile identifikasyonda kullanildi.
4.1 Mycoplasma bovis antiserumu (Pendik Veteriner Arastirma Enstitiisii,
Istanbul, Tiirkiye)
4.2 Mycoplasma bovirhinis antiserumu (Pendik Veteriner Arastirma

Enstitiisii, Istanbul, Tiirkiye)



5. Besiyerleri

5.1. Mycoplasma Selektif Besiyeri:
Hayflick’s medium: Siipheli akciger 6rneklerinden Mycoplasma cinsi bakterilerin

izolasyonu amaciyla kullanildi (134).

Hayflick’s Buyyon
2,1 g. PPLO broth ( Difco) 70 ml distile su i¢inde benmaride 100°C’de eritilip pH
7,6’ya ayarlanarak otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

Yeast extract (% 25’lik soliisyonu) ........... 10 ml
Steril inaktive at serumu ....................... 20 ml
Thallium acetate % 5 .............coooeienin. 0.4 ml
Glikoz (% 50’lik soliisyonu)................... 0.2 ml
Phenol red (% 1°lik soliisyonu) ................ 0.2 ml
Kristal penisilin (200 000 [U/ml)............. 0.5 ml

ilave edilip, Laminar Flow kabinde 9 ml miktarinda steril tiiplere aktarildi (134).

Hayflick’s Agar
3,5 9. PPLO agar (Difco) 70 ml distile su iginde eritilip pH 7,6’ya ayarlanarak
otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi.

Yeast extract (% 25’lik soliisyonu) ........... 10 ml
Steril inaktive at serumu ...................... 20 ml
Thallium acetate % 5 ............cooeiiinnnn. 0.4 ml
Glikoz (% 50’lik soliisyonu)................... 0.2 ml
Phenol red (% 1°lik soliisyonu) ................ 0.2 ml
Kiristal penisilin (200 000 [U/ml)............. 0.5 ml

ilave edilip, Laminar Flow kabinde 9 cm ¢apli steril cam petri plaklarina dokiildii (134).



5.2. Biyokimyasal Test Besiyerleri
Poveda (141) tarafindan bildirildigi sekilde asagidaki formiilasyonlara gore

hazirlandi.

Glikoz Fermentasyonu Testi Besiyeri

A

PPLO broth 70 ml

Yeast extract (% 25’lik soliisyonu) ........... 10 ml
Steril Inaktive at serumu ..................... 20 ml
Glikoz (% 50’lik soliisyonu)................... 1 ml
Kristal penisilin (200 000 [U/ml)............. 0.5 ml
Thallium acetate % 5 .........coooiiiiinnn... 0.4 ml
Phenol red (% 1°lik soliisyonu) ................ 0.5 ml

B. Besi yeri glikozsuz olarak hazirlandi.

A ve B besi yerleri hazirlandiktan sonra 5 ml miktarinda siselere aktarildi.

Arjinin Hidrolizi Besiyeri

A.

PPLO broth (pH 7.0).....ccooviiiii, 70 ml
Yeast extract (% 25’lik soliisyonu)............ 10 ml
Inaktive at serumu ....................oeeeuninn 20 ml
L. arginin HCI (% 10’luk soliisyonu).......... 5ml
Thallium acetate % 5 .........cooveiiiiinint. 0.4 ml
Kristal penisilin (200 000 [U/ml).............. 0.5 ml
Phenol red (% 1°lik soliisyonu)................. 0.5 ml

B. Yukaridaki besi yeri argininsiz olarak hazirlanir.

A ve B besiyerleri hazirlandiktan sonra 5 ml miktarinda siselere aktarildi



Fosfataz Aktivitesi Besiyeri

PPLOAQ@Ar ..o 70 ml
Inaktive at Serumu ............ocovevviniiiiiiiieinne, 20 ml
Yeast extract (% 25°lik soliisyonu)..................... 10 ml
Sodium phenolphthalein diphosphate (% 1 w/v sol.). 1 ml
Thallium acetate % 5 ........coooviiiiiiiiii 0.4 ml
Kristal penisilin (200 000 IU/ml)....................... 0.5 ml

15-18 ml miktarinda petri kutularina taksim edildi.
- Yeast extracttan gelen fosfataz aktivitesini engellemek amaciyla Yeast extract soliisyonu

benmaride 56° C’de 1 saat inaktive edildi.

Tetrazolium Rediiksiyonu Besiyeri

PPLO Q@Ar ... 70 ml
Inaktive at Serumu .................cooeviiiiiiieeiinn.. 20 ml
Yeast extract (% 25’lik sollisyonu)..................... 10 ml
Tetrazolium soliisyonu (% 2 w/vsol.) .................. 1 ml
Thallium acetate % 5 .........coooiiiiiiiiiii, 0.4 ml
Kristal penisilin (200 000 TU/ml)....................... 0.5 ml

15-18 ml miktarinda petri kutularina dokiildii.

5.3. Genel Besiyeri
Kanh Agar: Blood Agar Base No:2 (Oxo0id-CM0271) iiretici firmanin
formulasyonuna gore hazirlanip akcigerlerden diger bakterilerin izolasyonu ve

Mycoplasma tiirlerinin, bakterilerin L formlarindan ayirimi1 amaciyla kullanildi.

6. ELISA kiti: BIO-X PULMOTEST MYCOPLASMA BOVIS (BIO K 121), Bio-
X Diagnostics (Luxemburg) — Akciger homojenatlarinda M. bovis antijeninin aranmasi
i¢in kullanildz.
6.1.Kitin Icerigi

-Mikropleytler: 2 adet 96 gozlii mikrotitrasyon pleyti. A,C,E ve G siralar1 M.
bovis spesifik poliklonal antikorlar ile B,D,F ve H siralari ise kontrol antikorlart (M.

bovis’e spesifik olmayan poliklonal antikorlar) ile kaplanmustir.



-Yikama soliisyonu: Bir adet 100 m1’lik sisede 20 kat konsantre yikama

sollisyonu.

- Dilusyon buffer: 1 adet 50 ml’lik sisede 5 kat konsantre buffer.

- Konjugat: 1 adet 500 ul’lik anti-M. bovis konjugat sisesi( horse radish
peroksidaz ile birlestirilmis anti- M. bovis monoklonal antikoru). Bu reagent dilusyon

buffer ile 1/50 oraninda dilue edilerek kullanilir.

-Kontrol antijeni: 2 adet pozitif kontrol antijeni sisesi. Bu reagent 0,5 ml distile

yada demineralize su ile ¢ozdiiriiliir. Cozdiirmeden sonra, antijen -20°C’de saklanir.

-Kromojen soliisyonu: Bir adet 2ml’lik damlalikli kromojen TMB

(tetrametilbenzidin) sigesi. Bu reagent 4°C’de karanlik ortamda saklanir.

-Substrat soliisyonu: Bir adet 30 mI’lik hidrojen peroksit substrat soliisyonu. Bu

reagent 4°C’de saklanir.

-Stop soliisyonu: Bir adet 15 mI’lik 1 M fosforik asit stop soliisyonu sisesi

- Hayflick medium: Bir adet 30 ml’lik steril medium sisesi.

-Antibiyotik-antimikotik karisimi: 2 adet liyofilize antibiyotik ve antimikotik

iceren siseler.

7. Karbondioksitli Etiiv ( ShelLab, 2300 CO, incubator)

8. Etiiv(37°C) (Niive EN 500)

9. Stereo Mikroskop (Olympus SZ2-1LST)

10. Binokuler Mikroskop (Olympus CH20BIMF200)

11. ELISA Reader ( Biotek ELx-808-1U-USA)



12. Otomatik Pipet (20ul, 25ul,50ul,100u1,200ul,1000ul) (Eppendorf)

13. Otomatik Pipet ucu (Eppendorf)

14. Su banyosu (Elektro-mag M2535-6)

15. Santrifiij (Hettich universal 30RF)

16. Isiticih magnetik karistirier (Niive MK 318)

17. pH metre (Merck)

18. Derin Dondurucu (Argelik yatay derin dondurucu)

189. Buzdolabi (Argelik Cift kapili No-frost)

20. Otoklav (Niive OT 4060)

21. Steril tek kullammhik pipet (1 ml, 2ml, 5ml, 10ml)( LP Italiana SPA)

22. Filtre 0.20 pl’lik (Sartorius- minisart)

23. Filtre 0.45 ul’lik (Sartorius- minisart)

24.Viyel 9mm’lik

25. Hassas terazi

26. Homojenizator ( Miccra D-9)

27. Laminar Flow Cabinet (Niive MN 120)

28. Steril homojenat tiipleri



29. Cam petri kutular: ( 7 cm ¢apli)

30. Steril pastor pipeti



YONTEM
A. Bakteriyolojik Inceleme

1. izolasyon Calismalari
Izolasyon igin akciger 6rneklerinden homojenat hazirlanarak ve direkt siirme

seklinde iki farkli ekim yontemi uygulandi.

1.1 Akciger Homojenati Hazirlanmasi

Akcigerin lezyonlu kismindan kesilen 3x5 c¢m dlgiilerinde kesilen par¢anin dig
yiizeyi alevden gegirildi i¢erisinde 5 ml PPLO buyyon bulunan steril homojenat tiipiiniin
icine atildi daha sonra ultraturaksta par¢alanarak homojenize edildi. Homojenatin PPLO
buyyonda 10™ “lik dilusyonu hazirlandi (134, 135).

1.2 Akciger Orneklerinin Besiyerlerine EKimi

Lezyonlu akcigerlerden hem direkt olarak hem de homojenat hazirlandiktan sonra
ekimler yapildi. Organ homojenatimin 10™ dilusyonundan Mycoplasma selektif agara 1-2
damla damlatildi ve agar lizerinde dairesel hareketlerle yayilimi saglandi. Yine
homojenattan Mycoplasma selektif broth’a steril pipet ile 1 ml ekim yapildi. Direkt ekim
metodunda ise akcigerin lezyonlu kismindan 3x5 cm 6l¢iilerinde bir parga alevden
gecirildikten sonra steril makas ve pens yardimiyla kesilerek Mycoplasma selektif agarin
iizerine organin direkt siiriilmesi yontemiyle ekim yapildi. Ekim yapilan buyyon ve
agarlar, 37°C de, nemli ve % 5 CO3’ li ortamda inkiibe edildi. Siv1 besiyerleri iireme
ozellikleri yoniinden her giin kontrol edildi. Agarlar 2-3 giinde bir stereomikroskop
altinda tipik sahanda yumurta goriiniimlii kolonilerin varligi yoniinden incelendi (134,
135).

1.3 Pasajlama

Ekim yapilan besi yerinde iireme belirtisi varsa hemen pasaj1 yapildi. Ureme
belirtisi goriilmeyen besi yerlerinden ise 7 giin ara ile 3 kez kor pasaj yapildi. Agarlarda
iireme belirtisi varsa; stereomikroskop altinda kolonilerin yerleri belirlendi ve permanent
cam kalemi ile alttan isaretlendi, agar iizerinde isaretli kisimlar steril pastor pipeti veya
steril 6ze yardimiyla kesildi, agar blok yontemiyle yine Mycoplasma selektif agara pasaji
yapildi. Ayrica kesilen agar par¢ast Mycoplasma buyyona da ekildi. Buyyonlarda yogun

bulaniklik olmadan dipte tortu ve yiizeyde film olusumu seklinde lireme oldugunda; yeni



bir Mycoplasma buyyona 10" oraninda ekim yapilarak, ayn1 buyyondan agara da 1-2
damla ekilerek kor pasajlart yapildi (134, 135).

1.4 Kolonilerin Klonlanmasi

Hayflick’s agarda saptanan Mycoplasma spp. siipheli kolonilerden segilen tek
koloni agar blok yontemi ile ¢ikarildi ve Mycoplasma selektif agara, agar blok ters
cevrilerek bastirildi ve steril 6ze ile agarin {izerine siiriildii. Iki-ii¢ giin inkiibe edildikten
sonra tek bir koloni segilerek yine ayni islem tekrarlandi. Ugiincii inkiibasyondan sonra
segilen tek koloniler incelendiginde orijinal morfolojisini koruyan koloniler Mycoplasma
sp. olarak degerlendirildi. Ayrica Ilk izole edilen koloniler L-formu kontaminantlardan
ayirim amaciyla kanli agara pasajlandi, kanli agarda tireme oldugunda L formu

kontaminant olarak degerlendirildi (134, 135).

2. ldentifikasyon Calismalar:
Ucg kez klonlanarak saf kiiltiirii hazirlanan Mycoplasma sp. olarak degerlendirilen

izolatlarin biyokimyasal testler ve iireme inhibisyon testleri ile identifikasyonlar1 yapildi.

2.1 Digitonin Sensitivitesi

Testte kullanilan Mycoplasma agar 30-45 dk. etiivde tutularak yiizeyi kurutuldu.
Test edilecek izolatin ve kontrol kiiltiiriiniin 10 katl dilusyonlar1 yapildi. 10%1ik
dilusyondan agar yiizeyine 200 pl miktarinda yayildi, pleyt oda 1sisinda bekletilip yiizeyi
kurutulduktan sonra merkeze digitonin diski yerlestirildi, 37°C de, nemli ortamda inkiibe
edildi. Yirmi dort saat araliklarla stereomikroskopta kontrol edildi. Bes mm’den daha

fazla inhibisyon zonu olusturanlar Mycoplasma sp. olarak degerlendirildi (141).

2.2 Glikoz Fermentasyonu

Test edilecek izolatin 24-48 saatlik saf kiiltiirtinden 500 pl miktarinda bir adet
glikozlu ve bir adet glikozsuz besi yerine ekimleri yapildi. Birer adet ekim yapilmamis
glikozlu ve glikozsuz besiyeri de kontrol olarak kullanildi. Besiyerleri 37°C’de, nemli
ortamda 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Ekim yapilmis glikozlu besi yerinde asidik
reaksiyon goriildiigiinde ( rengin agik sartya donmesi) kontrol tiiplerinde degisiklik

olusmadiginda glikoz fermentasyonu pozitif olarak degerlendirildi (141).



2.3 Arjinin Hidrolizi

Test edilecek izolatin 2448 saatlik saf kiiltiiriinden 500 pul miktarinda bir adet
arjininli ve bir adet arjininsiz besi yerine ekimleri yapildi. Birer adet ekim yapilmamis
arjininli ve arjininsiz besi yeri de kontrol olarak kullanildi. Besiyerleri 37°C’de, nemli
ortamda 2448 saat inkiibasyona birakildi. Ekim yapilmis arjininli besiyerinde pembe
renk olusumu gorildiigiinde ya da pH 7,0 dan 7,5 ve tlizerine ¢iktiginda, kontrol
tiiplerinde bir degisiklik olusmadiginda arjinin hidrolizi pozitif olarak degerlendirildi
(141).

2.4 Fosfataz Aktivitesi

Fosfataz testi i¢in hazirlanan agar plagi 2’ye boliindii. Test edilecek izolatin 24—48
saatlik saf kiiltiirtinden agar plaginin yarisina 100 pl miktarinda damlatma yontemi ile
ekim yapildi, plagin diger yarisi kontrol olarak bos birakildi. 37°C’ de, nemli ortamda 3-5
giin inkiibasyondan sonra 5 Normal Sodyum Hidroksitten birer damla kontrol ve tireme
olan kisma damlatildi. 1-2 dakika icerisinde kontrol kisminin rengi degismeyip, iireme

olan kisimda agik kirmizi renk olustugunda fosfataz pozitif olarak degerlendirildi (141).

2.5 Tetrazolium Rediiksiyonu

Test edilecek izolatin 2448 saatlik saf kiiltiirlinden 2 ayr1 tetrazolium agar
plaklarina 0,2 ml miktarinda ekildi. Ekim yapilan pleytin biri aerobik digeri ise anaerobik
kosullarda 37 °C’de, nemli ortamda 2 hafta inkiibe edildi. Stereomikroskopta pembe veya

kirmizi1 renk goriildiigiinde test pozitif olarak degerlendirildi (141).

2.6 Film ve Spot Olusumu

Ureme olan agarlarin iizerinde ya da brothlarn iist yiizeyinde olusan ince bir
tabaka ( mum tabakas1 gibi) goriildiigiinde film olusumu olarak degerlendirildi.
Stereomikroskopta incelemede agar i¢inde kolonilerin ortasinda goriilen koyu renkli siyah

noktaciklar spot olusumu olarak degerlendirildi (141).

2.7 Ureme Inhibisyon Testi

Test edilecek izolatin 24-48 saatlik saf kiiltiiriinden 10"*"¢ kadar 10 kath
dilusyonlar hazirlandi. Test i¢in 107 ve 107 olmak iizere en az iki dilusyon kullanildi.
Mycoplasma selektif agar bulunan petri plaklarinin arka yliziine permanent kalem ile

boydan boya ve birbirine paralel olarak 2 ¢izgi ¢izildi. Her bir saf kiiltiir dilusyonundan



50 pl ¢izginin bir kenarina birakilds, petri yaklagik 45° egilerek damlanin ¢izgi boyunca
ilerlemesi saglanarak diiz bir hat seklinde ekimi saglandi. Petri oda 1sisinda 15 dk
bekletilip ekim hattinin kurumasi saglandi. Steril bir pastor pipeti kullanarak ekim
hattinin tam ortasindan 6 mm ¢apli bir agar pargasi ¢ikarildi. Olusan ¢ukura 30-50 ul M.
bovis antiserumu konuldu, oda 1sisinda kurumasi beklendikten sonra petri ters ¢evrilerek
37°C’de, nemli ortamda inkiibe edildi. 2-3 giinliik siire sonunda ¢ukur etrafinda 2 mm’den
daha fazla tireme inhibisyon zonunun olusmasi pozitif olarak degerlendirildi (141).

M. bovis antiserumu ile negatif sonug veren drnekler biyokimyasal testler ile
degerlendirildikten sonra siiphelenilen Mycoplasma tiirleri yoniinden farkli antiserumlar

ile test edildi.

B. Serolojik inceleme
1. Sandwich ELISA-BIO-X PULMOTEST MYCOPLASMA BOVIS (BIO K
121), Bio-X Diagnostics (Luxemburg)

Test Prosediirii:

1- Steril kosullar altinda zenginlestirme vasati hazirlandi. 1 sise antibiyotik-
antimikotik karigimi 1 ml zenginlestirme vasat1 i¢erisinde suspanse edildi.
Antibiyotik antimikotik karisimi 12 ml Hayflick mediumun igerisinde dilue
edilerek kullanima hazir hale getirildi.

2- Akciger doku homojenati hazirlamak i¢in, yaklasik 1 cm3’lik akciger pargalari,
10 ml steril PBS soliisyonu igerisinde ultraturaks ile homojenize edildi.

3- Her 6rnege 4 dilusyon yapmak i¢in steril mikropleyt kullanildi. Her géze 240 pl
Hayflick medium konuldu. Her &rnek igin 4 kuyucuk kullanild:. ik érnekten 30
pl ilk kuyucuktaki (A1) 240 pl mediumun icerisine eklendi (1:9 sulandirma),
diger drnekler de ayn1 yolla mikro pleyte aktarildi (Ornek 2 A2 igine, Ornek 3 A3
icine ... 0rnek 12 A12 i¢ine ) . Multikanalli pipet kullanarak ilk siradaki
dilusyonlardan 30 ul alinarak B sirasindaki kuyucuklara aktarildi (1: 81°lik
dilusyon), Ayni sekilde B sirasindan, C sirasindaki ( 1:729 ‘luk dilusyon) ve C
sirasindan D sirasindaki kuyucuklara ( 1: 6521°1ik dilusyon) aktarildi.

4- Multikanall mikropipet kullanarak daha dnce sulandirma yaptigimiz mikropleytin
D sirasindaki(en yliksek dilusyondan baslayarak) her kuyucuktan 100’er pul
miktarinda diluent, kit i¢cinde bulunan ELISA mikropleytinin G ve H sirasindaki



kuyucuklara aktarildi. Ayni yontemle diger siradaki diluentler aktarildi.
Sulandirma pleytinin C sirasi, test pleytinin E ve F siralarina; B siras1 C ve D
siralarina, A sirasi ise A ve B siralarina aktarildi. Kontrol stripi i¢in A1,B1,C1 ve
D1 kuyucuklarina 100’er ul miktarindaki pozitif kontrol aktarildi, E1,F1,G1 ve
H1 kuyucuklarina da 100’er pl miktarinda Hayflick soliisyonu negatif kontrol
olarak aktarildu.

5- ELISA mikropleyti Minigrip® cantasi i¢inde ve igerisine bir miktar su emdirilmis
kagit ( Mediumun kurumasini 6nlemek i¢in) konularak 37 °C’de 3 giin siireyle
inkiibe edildi.

6- 3 giinliik zenginlestirme basamagindan sonra, yikama soliisyonu ile pleyt yikandi.
Bu islem icin, mikropleyt ters ¢evrilerek igcerik sodyum hipoklorid soliisyonu
iceren bir kiivet igerisine bosaltildi. Tiim icerigin temizlenmesi i¢in mikropleyt
ters cevrilerek temiz bir kurutma kagidina hafif¢e vuruldu. Daha sonra kullanilan
kuyucuklar yikama soliisyonu ile doldurularak tekrar bosaltilip kurutma kagidina
ters ¢evrilerek vuruldu bu islem 3 kez tekrarlandi.

7- Dilusyon buffer ile 1:50 oraninda dilue edilen konjugattan (1 pleyt i¢in 250
konjugat stok soliisyonu , 12.25 ml dilusyon buffer ile dilue edildi) her kuyucuga
100’er ul konuldu. 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi.

8- 6. basamakta uygulandig1 sekilde pleyt yikandi.

9- 9.5 ml( 1 mikropleyt i¢in gerekli miktar) substrat solusyonunun igerisine 12 damla
(500 pl) kromojen eklenerek indikator karigimi hazirlandi. Her kuyucuga 100’er
pl indikator karigtmindan konuldu.

10- Mikropleyt karanlik ortamda oda 1si1sinda 10 dakika inkiibe edildi.

11- Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi.

12- Mikropleyt spektrofotometrede ( ELISA okuyucuda ) 450 nm dalga boyundaki

filtre ile optikal dansite okundu.

Sonuclarin Yorumlanmasi

Her 6rnegin net optikal dansitesi, 6rnegin bulundugu kuyucugun optikal

dansitesinden negatif kontroliin optikal dansitesi ¢ikarilarak hesaplandi.



Ayni islem pozitif kontrol i¢inde uygulandi. Eger pozitif kontrol antijeni, test
kitinin i¢inde bulunan kalite kontrol belgesinde verilen degerden daha biiyiik optikal
dansite degeri verirse test validasyonu saglanmis olur.

Antijen i¢in pozitiflik limiti 0.150” dir. Herhangi bir 6rnekte optikal dansite
0.150den biiylik ya da esitse pozitif olarak kabul edildi. Buna karsin 0.150°den daha az
optikal dansite veren drnek negatif olarak kabul edildi.

Sandwich ELISA’nin Spesifite ve Sensitivitesinin Degerlendirilmesi

Sandwich ELISA’nin sonuglarinin degerlendirilmesinde Tablo-3 ‘de belirtilen

formiillerden yararlanilarak spesifite ve sensitivite degerleri hesaplandi (195).

Tablo 3. Sandwich ELISA sonuclarimin degerlendirilmesinde kullanilan formiiller

Bakteriyolojik izolasyon
Test

var n yok n Toplam

Pozitif | Gergek Pozitif (GP) |a Yanlis Pozitif(YP) c atc

Negatif | Yanlis Negatif(YN) |b Gergek Negatif (GN) |d b+d

Toplam atb c+d

Sensitivite: Bir test sonucunun hastaligin varligi durumunda pozitif olma olasiligidir.
Gergek pozitifleri belirleme orani olarak da adlandirilabilir, yiizde deger olarak gosterilir
(195).

Sensitivite: a/(a+b)

Spesifite: Hastaligin olmadigi durumda bir testin sonucunun negatif olma olasiligidir.
Gergek negatiflik orani olarak da adlandirilabilir, yiizde deger olarak gosterilir (195).
Spesifite: d/ (c+d)



BULGULAR

Makroskobik Bulgular

Incelenen 1482 akcigerin 142’sinde ve laboratuarimiza getirilen akciger
orneklerinin 10’ unda makroskobik olarak pnémoni bulgusu gozlendi (Sekil-1). Etkilenen
akciger loblarinda mermer manzarasi goriiniimiinde konsolidasyon sahalar1 ile grimsi
krem renkte, multifokal nekroz alanlar1 goriildii. Bu nekroz alanlar1 yer yer sert
kivamdaydi ve nodiiler yap1 gostermekteydi. Nekrozun 6zellikle brons ve bronsioller
etrafindaki akciger bolgelerini etkilemis oldugu dikkati ¢ekti. Nekroz alanlarinin kesit
yiizlerinde bag dokudan kapsiil ile ¢cevrelenmis nekrotik-irinli bolgeler veya koagulasyon

nekrozlar1 gézlendi. Brons ve bronsiol liimenlerinde yer yer irinli eksudat ile karsilasildi.

izolasyon Calismalan

Pnoémonili 152 akciger 6rneginden 52 tanesinde ilk izolasyonda mycoplasma
siipheli koloniler goriildii. Ik izolasyonda iireme belirtisi gdzlemlenmeyen ve 3 kez kor
pasaj1 yapilan besi yerlerinin hi¢birinde Mycoplasma siipheli koloniler saptanamadi.
Mycoplasma siipheli 52 6rnegin 3 kez klonlanmasindan ve kanli agara pasajindan sonra
tipik sahanda yumurta gériintimiinii koruyan 39 (% 25.65) érnek Mycoplasma spp. olarak
degerlendirildi.

Izole edilen 39 Mycoplasma izolatmin hepsi hem direkt hem de homojenattan
olmak tizere yapilan her iki ekim yontemi ile de ireme gosterdi. Mycoplasma olarak
degerlendirilmeyen L formu kontaminantlar 13 6rnekte saptandi. Bunlarin 11 tanesi
sadece homojenat yontemi ile ekim yapilan besiyerlerinde, 2 tanesi de her iki yontemle
ekim yapilan besi yerlerinde saptandi.

Otuz dokuz 6rnegin stereomikroskoptaki (x40) koloni morfolojilerinin tipik
sahanda yumurta goriinlimiinde ortas1 diigmeli, kenarlar1 yuvarlak ve kii¢iik olduklari
gortldi (Sekil-2).

laboratuara getirilen drnekler ayrica pndmoniye yol acan diger bakteriyel etkenler
yoniinden konvansiyonel bakteriyolojik yontemlerle incelendi. Bu inceleme sonucunda 33

ornekten toplam 37 bakteri izolasyonu yapildi.



Sekil-2. M. bovis’ in stereomikroskobik goriiniimii



Identifikasyon Calismalar

Digitonin Sensitivitesi
Mycoplasma agarda yapilan digitonin duyarlilik testinde, izole edilen tiim suslarin
digitonin diski etrafinda 5 mm’den biiyilik zon olusturdugu ve digitonine duyarl olduklari

saptandi.

Glikoz Fermentasyonu

Izole edilen suslardan 1 adedinin (M. bovirhinis) glikozlu PPLO buyyonun
rengini agik sartya dondiirdiigii goriildii ve glikoz fermentasyonu pozitif kabul edildi.
Diger 38 susda besiyerinde herhangi bir renk degisikligi goriilmediginden glikoz

fermentasyonu negatif olarak degerlendirildi.

Arjinin Hidrolizi
Izole edilen suslardan hig birisi arjininli besiyerinin rengini degistirmedigi icin

tlim suglar arjinin hidrolizi yoniinden negatif olarak degerlendirildi.

Fosfataz Aktivitesi

Izole edilen suslarin fosfataz testi besiyerindeki kolonilerinin iizerine 1 damla 5
Normal Sodyum Hidroksit damlatildiktan sonra, 38 6rnekte 1-2 dakika i¢inde kirmizi
renk olusumu gozlendi ve fosfataz pozitif olarak degerlendirildi. Suslardan birinde ise

renk degisimi gézlenmediginden fosfataz negatif olarak degerlendirildi.

Tetrazolium Rediiksiyonu:
Izole edilen tiim suglarda hem aerobik hem de anaerobik inkiibasyon sonunda
tetrazolium besiyerinde iireme olan bolgelerde pembe veya kirmizi renk goriildiigiinden

tetrazolium rediiksiyonu pozitif olarak degerlendirildi.

Film ve Spot Olusumu
Izole edilen Mycoplasma suslarinin 38’inde 1 haftalik inkiibasyondan sonra sivi
besiyerinde film, kat1 besiyerinde spot olusumu gozlendi. 1 susta ise film ve spot olusumu

saptanamadi.



Ureme Inhibisyon Testi

Ureme inhibisyon testinde her izolat i¢in yapilan 10"’ den 10%"¢ kadar 3 farkh
dilusyonda iireme inhibisyon zonunun en iyi belirlendigi dilusyon 107 olarak tespit edildi.
Izole edilen mycoplasma suslarindan 38’inin M. bovis antiserumu ile yapilan {ireme
inhibisyon testinde 2 mm’den fazla iireme inhibisyon zonu olustugu goriildii. 1 6rnekte
ise M. bovis antiserumu ile yapilan iireme inhibisyon testinde hi¢ inhibisyon zonu
olusmadi. Bu 6rnegin M. bovirhinis antiserumu ile yapilan testinde 2 mm’den fazla
inhibisyon zonu olustugu gorildii.

Biyokimyasal testler (Tablo-4) ve iireme inhibisyon testleri sonucunda 39 izolatin
38 (% 97.43) adedi M. bovis, 1 adedi ise M. bovirhinis (% 2.5) olarak identifiye edildi.

Tablo 4 . izole edilen Mycoplasma suslariin biyokimyasal 6zellikleri

izole Edilen Digitonin Glikoz Arjinin Fosfataz Tetrazolium Film/Spot
Suslar (N) Duyarhhgi Fermentasyonu | Hidrolizi Aktivitesi Rediiksiyonu | Olusumu
M. bovis (38) D - - + + +
M. bovirhinis(1) | D + - - + -

D:Duyarli

Diger Bakteriyel Etkenler Yoniinden Bakteriyolojik incelemeler

Diger bakteriyel etkenler yoniinden rutin bakteriyolojik yontemler kullanilarak
yapilan incelemelerde 33 adet 6rnekten izole edilen 37 bakterinin koloni morfolojisi,
gram boyama ve rutin biyokimyasal testler ile identifikasyonlar1 yapildi. Bunlardan 10’u
Pasteurella multocida, 6’s1 Mannheimia haemolytica, 10’u Arcanobacterium pyogenes,
6’s1 Streptococcus spp., 2’si Escherichia coli, 3’1 Yeast spp. olarak saptandi. M. bovis
yoniinden pozitif bulunan 38 vakadan 30’unda M. bovis izole edilen tek etkendi. Sekiz
vakada ise M. bovis’in yani1 sira ; 2’ sinde P. multocida , 2’sinde M. haemolytica, 1’inde
Streptococcus spp., 1’inde A. pyogenes, 1 tanesinde P. multocida ve A. pyogenes birlikte,
1 tanesinde ise P. multocida ve Streptococcus spp. birlikte izole edildi (Tablo 5).

M. bovirhinis olarak izole edilen vakada ise herhangi bir baska bakteri izole edilmedi.

Tablo-5. Pnomonili akcigerlerden izole edilen bakterilerin sayilari ve yiizde oranlari




BAKTERI TURLERI IZOLASYON SAYISI YUZDE ORANI *
M. bovis 38 % 25
M. bovirhinis 1 % 0,6
P. multocida 10 % 6,5
M. haemolytica 6 % 3,9
A. pyogenes 10 % 6,5
Streptococcus spp 6 % 3,9
E. coli 2 % 1,3
Yeast spp. 3 % 1,9

*: Toplam 152 pndmonili akciger sayisina gore degerlendirildi

Sandwich ELISA Sonuglar:

Incelenen 44 adet akciger homojenatinin 38 adedi Sandwich ELISA testinde

pozitif, 6 adedi ise negatif sonug¢ verdi. Akciger homojenati 6rneklerinden izole edilen

bakteriler ve Sandwich ELISA testi sonuglar1 karsilastirmali olarak Tablo-6’da

sunulmustur.

Tablo-6. izole edilen bakteriler ve Sandwich ELISA sonuglar:

Sira | Ornek Izole Edilen Etken/ Etkenler Sandwich ELISA sonuglar1
No | NO

1 13 M. bovis Pozitif

2 14 M. bovis Pozitif

3 16 A. pyogenes Test yapilmadi
4 17 M. bovis Pozitif

5 19 M. bovis Pozitif

6 20 M. bovis Pozitif

7 26 M. bovis Pozitif

8 27 Streptococcus sp. Test yapilmadi
9 29 M. bovis Pozitif

10 30 M. bovis Pozitif

11 33 M. bovis Pozitif

12 34 M. bovis Pozitif

13 35 M. bovis Pozitif




14 36 M. bovis Pozitif
15 37 M. bovis Pozitif
16 39 M. bovis Pozitif
17 40 M. bovis Pozitif
18 41 P. multocida Negatif
19 42 M. bovis + M. haemolytica Pozitif
20 43 M. bovirhinis Negatif
21 44 Yeast sp. Test yapilmadi
22 45 M. bovis Pozitif
23 49 M. bovis Pozitif
24 51 M. haemolytica Test yapilmadi
25 54 E. coli Test yapilmadi
26 55 M. bovis Pozitif
27 56 M. bovis Pozitif
28 57 A. pyogenes Test yapilmadi
29 60 M. bovis + P. multocida + A. pyogenes Pozitif
30 64 M. bovis Pozitif
31 65 M. bovis Pozitif
32 70 M. bovis + Streptococcus sp. Pozitif
33 73 Streptococcus sp. Test yapilmadi
34 76 A. pyogenes Test yapilmadi
35 77 Streptococcus sp. Negatif
36 78 A. pyogenes Test yapilmadi
37 79 M. bovis Pozitif
38 80 M. bovis Pozitif
39 84 M. bovis+ Streptococcus sp.+ P. multocida Pozitif
40 85 A. pyogenes Test yapilmadi
41 92 M. bovis Pozitif
42 95 A. pyogenes Negatif
43 96 A. pyogenes Test yapilmadi
44 98 M. bovis Pozitif
45 99 M. bovis Pozitif
46 101 M. bovis Pozitif
47 111 M. bovis Pozitif
48 112 M. bovis + P. multocida Pozitif
49 115 P. multocida Test yapilmadi
50 117 M. bovis Pozitif
51 119 M. bovis+ P. multocida Pozitif
52 121 P. multocida Test yapilmadi




53 128 P. multocida+ Yeast sp. Test yapilmadi
54 130 P. multocida Test yapilmadi
55 131 M. haemolytica Negatif
56 133 Streptococcus sp. Test yapilmadi
57 134 Yeast sp. Test yapilmadi
58 148 M. bovis + A. pyogenes Pozitif
59 144 M. haemolytica Test yapilmadi
60 145 M. bovis+ M. haemolytica Pozitif
61 146 M. haemolytica + P. multocida Test yapilmadi
62 147 E. coli Negatif
63 148 A. pyogenes Test yapilmadi
64 151 M. bovis Pozitif

Sandwich ELISA’nmin Spesifite ve Sensitivitesi

Sandwich ELISA sonuglar1 bakteriyoloji sonuglarina gore degerlendirildiginde
M. bovis olarak identifiye edilen 38 6rnegin hepsi Sandwich ELISA testinde ger¢ek
pozitif sonug verdi ve yanlis negatif sonug elde edilmedi. Bakteriyolojide M. bovis izole
edilmeyen ancak diger bakteriler yoniinden pozitif olan(1 M. bovirhinis, 1 M.
haemolytica, 1 P. multocida, 1 A. pyogenes, 1 Streptococcus sp., 1 E. coli) 6 6rnek
Sandwich ELISA testinde gercek negatif sonug verdi, yanlis pozitif sonug elde edilmedi
Tablo-7). Bu sonuglara gére Sandwich ELISA testinin sensitivitesi % 100 (38/38),
spesifitesi % 100 (6/6) bulunmustur.

Tablo-7. Sandwich ELISA’nmin Spesifite ve Sensitivite Degerlendirmesi
Sandwich ELISA

Bakteriyolojik izolasyon (M. bovis)

Sonuglari Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 38 (GP) - (YP) 38
Negatif - (YN) 6 (GN) 6
Toplam 38 6




TARTISMA VE SONUC

Sigir yetistiriciliginde en dnemli problemlerden birisi pndmonilerdir.
Mycoplasmalarin yol agtig1 pnomoniler igerisinde diinyada en yaygin olan etken M.
bovis’tir. Giliniimiizde bu infeksiyon birgok Avrupa iilkesi de dahil olmak {izere diinyanin
her yerinden bildirilmektedir. Goriildiigii iilkeler arasinda Israil (1964), Ispanya (1967),
Avusturalya (1970), Fransa (1974), Ingiltere (1975), Cekoslovakya(1975),
Almanya(1977), Danimarka(1981), isvigre (1983), Fas (1988), Giiney Kore (1989),
Brezilya (1989) Kuzey irlanda (1993), irlanda Cumhuriyeti(1994) ve Sili (2000), Giiney
Afrika(2005), Cek Cumhuriyeti (2007) yer almaktadir (6,12). Diinyada yapilan farkli
calismalarda sigirlarda pndmoni vakalarindan M. bovis izolasyonoranlari iilkeler arasinda
degiskenlik gdstermektedir. Bu oranlar irlanda’da % 13-23, Fransa’da % 30,
Macaristan’da % 11,8, Italya’da % 25, Kanada’da % 91-94, Nijerya’da % 23 olarak
bildirilmistir (14, 15,18, 19, 20, 101, 196). Ulkemizde ise Sigirlarda Mycoplasma
pnoémonileri tizerine sinirli sayida ¢alisma yapilmistir (22-27, 197, 198). Bu ¢alismalarda
pnomonili sigir akcigerlerinde M. bovis’in yayginlik orant % 4 ile % 41.3 arasinda
degismektedir ( 24, 25, 27, 197). En giincel olan ¢aligmada ise Cetinkaya ve arkadaslari
(26) M. bovis’i pnomonili sigir akcigerlerinden % 50, solunum yolu hastaligi semptomlu
sigirlarin burun svablarindan ise % 81.3 oraninda izole etmislerdir. Bu tez ¢alismasinda
Tiirkiye’deki s1gir popiilasyonunun en yogun oldugu bdlgelerden biri olan Marmara
bolgesinde Bursa ili ve gevresinde yer alan mezbahalarda kesilen sigirlardaki
pnoémonilerde M. bovis oraninin % 25 oldugu ortaya konmustur.

Bu ¢alismada pnémonili akcigerlerden M. bovis izole ve identifiye edilmis ve
Antijen-Capture Sandwich ELISA ile direkt dokudan hizli teshisi yapilmistir. Ayrica
sigirlarda pndmoniye yol acan diger bakteriler de rutin bakteriyoloji ile tespit edilmistir.
Calisma materyali i¢in Bursa ve ¢evresindeki mezbahalarda kesilen sigirlardan
yararlanilmigtir. Calismanin deneysel bir calisma olmamasi ve mezbahada kesilen
hayvanlarla yliriitiilmiis olmasi beraberinde ¢esitli giicliikleri de getirmistir. Hayvanlarin
kesildigi ortamla, karkasin incelendigi ve akcigerlerin karkastan ayrildigi ortamlarin
birbirinden farkli yerler olmasi hayvanlardan kan alinmasini ve hayvanlardaki diger
lezyonlarin takip edilmesini giiglestiren faktorlerdir. Benzer sebeplerden hayvanlarin
orijini ile ilgili detayl bilgiler alinamamistir ve yaslarina ait kesin bilgiler de

toplanmamigtir. Mezbaha Veteriner Hekimleri ile yapilan gériismeler sonucu hayvanlarin



cogunun Bursa ve yakin ¢evrelerde yetistirilen hayvanlar oldugu ve kesimlik ¢aga ulasmis
1 yasin lizerinde sigirlardan olustugu diistintilmektedir.

M. bovis’in diger baz1 mycoplasmalar ile birlikte saglikli hayvanlarin {ist solunum
yollarinda kommensal olarak bulunabildigi ve alt solunum yoluna ulastig1 zaman hastalik
olusturdugu bildirilmektedir (120, 199). Ayrica klinik 6rneklerden mycoplasmalarin
izolasyonu normal saglikli hayvanlarda genis capta dagilim gosterdiginden etiyolojik
durumu belirlemede konfirme edici degildir (36). Etken izolasyonuna yonelik bir¢ok
calismada saglikli buzagilarin akcigerlerinde M. bovis infeksiyonunun prevalansi % 0-7
arasinda bulunmustur (4, 14, 121, 181, 200). Bir ¢alismada saglikli buzagilarda besi
tinitesine alinirken infeksiyon prevalansi % 40-60, 12 hafta sonra neredeyse % 100’¢
kadar artmis olarak bulunmustur (74). Pnémonili sigirlarin akcigerlerinde saglikli
olanlarin akcigerlerine gére M. bovis daha yaygindir. Yapilan Klinik ¢alismalarda
prevalans degerleri % 20-90 arasinda bulunmustur (15, 20, 74, 121, 128, 133, 138, 201-
204). Calismamizda pnomoni olgularinda M. bovis varligini ortaya koymak i¢in lezyonlu
akciger orneklerinden izolasyon yapilmistir. Akciger drnekleri besiyerlerine ekilirken
akcigerdeki lezyonlu kisimdan direkt stirme ile ve homojenat hazirlanarak 2 farkli ekim
yontemi uygulanmustir. izole edilen 39 Mycoplasma tiiriiniin hepsi her iki yontemle de
iireme gostermistir. Ancak ilk izolasyonda Mycoplasma benzeri koloni olusturan fakat L-
koloni formlarindan ayirmak amaciyla antibiyotik icermeyen besiyerine pasajt sonucu L-
formu kontaminant olarak saptanan 13 6rnegin, 11 tanesi sadece homojenat yontemi ile
ekim yapilan besiyerlerinde, 2 tanesi de her iki yontemle ekim yapilan besi yerlerinde
saptanmistir. Homojenat hazirlanarak yapilan ekimlerde izolasyon sans1 artmakla birlikte,
kontaminasyon olasiliginin da arttig1 ortaya konulmustur. Kontaminasyon olasilig
yoniinden direkt siirme yontemi ile yapilan ekim homojenat hazirlanarak yapilan ekime
gore daha avantajlidir

Mycoplasmalarin stereomikroskop altinda koloni morfolojileri tiirlere gore
degiskenlik gdstermektedir, koloni morfolojileri besiyeri, kiiltiiriin inkiibasyon siiresi ve
pasaj durumuna gore de degismektedir (134,135). M. bovis 'in genellikle 2-5 giinde kiigiik
(0,1-0.5 mm), koyu ve halesiz koloniler olusturabildigi bildirilmektedir (140). Bu
calismada izole edilen M. bovis suslarinin kii¢iik, ortasi diigmeli, kenarlar1 diizgiin
koloniler olusturduklari, ancak inkiibasyon siiresi arttik¢a kolonilerin biraz daha biiyiik bir
form aldig1 gdzlendi. Izole edilen M. bovirhinis’in ise koloni morfolojisinin M. bovis’e

gore daha biiyiik, kenarlar diizgiin ve merkezinin daha kii¢iik oldugu gézlendi.



Mycoplasma kolonilerinin identifikasyonunda biyokimyasal testlerden
yararlanilmaktadir. Cins diizeyinde Acheloplasma ve Ureaplasmalardan digitonin
duyarhlig1 ve iireaz testleriyle ayrilirlar. Mycoplasmalarin identifikasyonunda serolojik
yontemler haricinde glikoz fermentasyonu, arjinin hidrolizi, fosfataz aktivitesi ve
tetrazolium rediiksiyonu gibi biyokimyasal testlerden yararlanilir (6, 8, 28, 141). Bu
caligmada izole edilen Mycoplasma suslar1 digitonin duyarliligi, glikoz fermentasyonu,
arjinin hidrolizi, fosfataz aktivitesi, tetrazolium rediiksiyonu, film ve spot olusumu
ozellikleri yoniinden incelenmis. M. bovis izolatlarinin hepsinin digitonine duyarli
oldugu, glikoz ve arjinin testlerine negatif, fosfataz ve tetrazolium testlerine pozitif yanit
verdigi ayrica film ve spot olusturdugu saptanmistir. Arastirma sonuglarimiz M. bovis’in
identifikasyonunda belirtilen biyokimyasal 6zellikleri ile paralellik géstermektedir (6, 12,
196).

Mycoplasmalar diger bakterilerden farkli olarak komplemente gereksinim
duymadan antiserumla inhibe olurlar, spesifik olan bu reaksiyon identifikasyonlarinda
basari ile kullanilir. Biyokimyasal testlerin yani sira tiir spesifik identifikasyon i¢in
hiperimmun tavsan serumlar1 kullanilarak tireme inhibisyon, film inhibisyon, fleurosan
antikor ve metabolik inhibisyon testleri M. bovis identifikasyonunda kullanilabilmektedir
(142). Bu galismada uygulama kolaylig1 nedeniyle yaygin olarak kullanilan iireme
inhibisyon testinden yararlanmilmigtir. Ureme inhibisyon testi agar gukur yontemi ya da
antiserum emdirilmis filtre kagitlari ile yapilabilmektedir (142). Filtre kagidi ile yapilan
test daha ekonomik olmakla birlikte, agar ¢ukur yonteminde antiserum miktar1 daha
standart olarak kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada {ireme inhibisyon testi i¢in agar ¢ukur
yontemi uygulanmis, izole edilen Mycoplasma suslarinin 38 tanesinin M. bovis, 1
tanesinin ise M. bovirhinis oldugu tespit edilmistir. Ureme inhibisyon testinde her izolat
icin10™"*den 10% ¢ kadar 3 farkh dilusyonda test yapilmistir, tireme inhibisyon zonunun
en iyi belirlendigi dilusyon 107 olarak tespit edilmistir.

Mycoplasmalarin laboratuar teshis prosediiriiniin diger bakteriyel etkenlere gore
daha gii¢ olmasi ve daha fazla zaman gerektirdigi i¢in son yillarda Mycoplasmalarin
teshisinde hizl alternatif metotlar gelistirilmistir. Ball ve Findlay (145) M. bovis spesifik
monoklonal antikorlar1 ile ortamda M. bovis antijenini tespit eden bir Sandwich (Capture)
ELISA gelistirmislerdir. Testin su an ticari sekli de mevcuttur (BIO-X , Belgium). Bu test
diger Mycoplasma tiirleri ve Acholeplasmalar ile kros reaksiyon vermemektedir (205). M.
bovis’in teshisinde Sandwich ELISA yontemi diinyada gesitli arastiricilar tarafindan da
kullanilmustir (19, 21, 146, 147, 205). Boothby ve arkadaslar1 (154) monoklonal



antikorlar ile siitten M. bovis tespit etmek i¢in ELISA yontemini uygulamis ve
spesifitesini % 100, sensitivitesini broth zenginlestirme islemi dncesi % 65 zenginlestirme
sonrast % 86 bulmuslardir. Heller ve arkadaslar1 (146) siit 6rneklerinden M. bovis’i tespit
etmek amaciyla antijen capture ELISA yontemini uygulamislar, testin sensitivitesini %
80.6, spesifitesini % 94.9 bulmuslar ve test oncesi 48 saatlik inkubasyonun testin
sensitivitesini % 10 arttirdigini bildirmislerdir. Tenk ve arkadaslari (147) Klinik
orneklerden direkt kiiltiir yontemi ve Sandwich ELISA yontemini birlikte kullandigi
caligmasinda iki yontemle de ayni sonuglari elde etmis, testin spesifik ve giivenilir bir test
oldugunu, daha az zaman gerektirdiginden M. bovis’in teshisinde kiiltiir yontemine
alternatif olarak giivenle kullanilabilecegini belirtmistir. Blackburn (21) ¢alismasinda
toplam 214 siiriide 1328 numuneden 282 ‘sinde kiiltiir ve antijen capture ELISA yontemi
ile M. bovis tespit etmistir, testin zenginlestirme basamaginda bazi gukurlarda bakteriyel
kontaminasyonla karsilasmis bu 6rnekleri 0.45 pl filtreden gegirdikten sonra tekrar test
etmis ve bazilarinda pozitiflik elde etmistir. Tiirkiye’de doku 6rneklerinden M. bovis’in
identifikasyonu amaciyla Sandwich ELISA yonteminin kullanimina dair herhangi bir
literatiire rastlanmamustir. Bu ¢alismada Mycoplasma spp. olarak izole edilen 39 6rnek ve
Mycoplasma yoniinden negatif bulunan 5 6rnek olmak {izere toplam 44 6rnekten
hazirlanan akciger homojenatlarindan M. bovis’in hizli tespiti amaciyla Sandwich ELISA
testi yapildi. Testin ilk basamagi olan zenginlestirme isleminde pleyt 3 giin 37°C’de
rutubetli ortamda inkiibe edilmis ve Blackburn’un (21) ¢alismasinin aksine kuyucuklarda
herhangi bir kontaminasyona rastlanmamistir. Calismada Sandwich ELISA testinde
bakteriyolojik olarak M. bovis izole edilen 38 6rnegin hepsinin pozitif, M. bovis izole
edilmeyen 6 6rnegin hepsi negatif sonug verdi. Sandwich ELISA testinin sensitivitesi %
100, spesifitesi % 100 olarak bulundu. Bu degerler Tenk’in ¢aligmast ile uyumlu olarak
(147) Sandwich ELISA yonteminin sensitivite ve spesifitesinin ¢ok yiiksek oldugunu
gostermistir. Sandwich ELISA nin Klasik bakteriyolojik identifikasyon prosediiriine gore
3 giin gibi kisa bir siirede M. bovis’i identifiye edebilmesi testin en 6nemli avantajidir.
Testin tek dezavantaj1 bir pleytte sadece 11 adet numunenin ¢aligilabiliyor olmasindan
otiirii maliyetinin kiiltlir yontemine gore fazla olmasidir. Ancak 6zellikle siirli bazinda
fazla sayida 6rnekle calisilacagi zaman hizli bir sekilde sonug alinabilecek giivenilir bir
testtir. Test prosediiriinde akciger doku homojenatlarinin yani sira, bronkoalveolar lavaj
s1vist, nazal svab, eklem sivisi ve siit gibi klinik 6rneklerden de bu testin yapilabilecegi
bildirilmistir (145, 146). Ozellikle klinik vakalarda M. bovis yéniinden inceleme

amaciyla Sandwich ELISA’nin kullaniminin yararli olabilecegi diisiiniilmektedir.



Sigirlarda pnémoni olgularinda mycoplasmalarin yani sira diger patojenler de yer
almaktadir. Bir¢ok vakada M. bovis’e bagli pnomonilerde diger patojenler de izole
edilmektedir bunlar pnémoni lezyonlar1 olusumunda M. bovis’in roliinii belirlemeyi
giiclestirmektedir. Bu ¢alisma’da diger bakteriyel etkenler yoniinden rutin bakteriyolojik
yontemler kullanilarak yapilan incelemelerde 33 adet 6rnekten 37 bakteri izole edildi.
Bunlardan 10’u Pasteurella multocida, 6’s1 Mannheimia haemolytica, 10’u
Arcanobacterium pyogenes, 6’s1 Streptococcus spp., 2’si E. coli, 3’ii Yeast spp. olarak
saptandi. Bu ¢alismada ise pnomonili akcigerlerden M. bovis disindaki solunum yolu
patojenleri diger ¢alismalara kiyasla oldukea diisiik oranlarda (P. multocida % 6.5, A.
pyogenes % 6.5 ve M. haemolytica % 3,9) bulunmustur. Bunun nedeni olarak kronik
solunum hastaligina kars1 hayvanlara kesim oncesi yogun antibiyotik uygulamasi
yapildig1 diistiniilmiistir.

M. bovis’in konak¢1 savunma sistemini zayiflattigi ve diger patojenlerin
yerlesmesi i¢in akcigerlerde uygun bir ortam olusturdugu, dolayistyla miks
infeksiyonlarin goriilebildigi daha dnceki ¢alismalarda rapor edilmistir (9, 206).
Arcangioli ve arkadaslari (132) M. bovis’in hastalik olusumunun erken safthasinda
goriildiigiinii ve BRD salgimlariin olusumunda primer ya da baslatici etken olabilecegini
belirtmislerdir. M. bovis’le birlikte siklikla izole edilen bakteriyel etkenler arasinda M.
haemolytica, P. multocida, A. pyogenes ve daha az siklikta H. somni, viral etkenler
arasinda ise bovine herpes virus -1, bovine respiratory syncytial virus ve parainfluenza -3
virusu gibi viriisler yer almaktadir (6). Byrne ve arkadasglar1 (20) P. multocida, M.
haemolytica, bovine parainfluenza virus 3 (BPIV3) ve bovine herpesvirus 1 (BHV1) gibi
diger patojenleri M. bovis pozitif vakalarin % 66’indan identifiye etmislerdir. Haines ve
arkadaslar1 (206) kronik solunum hastalikl1 ve tedaviye yanit vermeyen 49 besi sigirinda
immunohistokimya yontemi ile yaptiklar1 aragtirmada 35 akcigerden (% 71) ve 22
eklemden (% 45) M. bovis antijeni tespit etmislerdir. Ayn1 arastirmada M. bovis 19 (%
39) vakada BVDV, 5 (% 10) vakada H.somni, 10 (% 20)vakada M. haemolytica, 6 (%
12) vakada hem BVDV hem M. haemolytica antijeni ile birlikte bulunmustur. Kuzey
[rlanda’da 1995-1998 dénemini kapsayan bir calismada M. bovis-pozitif 287 hayvanda
pnoémoni olaylarindan izole edilen diger etkenler M. haemolytica (% 20,56), A. pyogenes
(% 9,06) ve P. multocida (% 8,36) olarak bulunmustur (19). italya’da yapilan bir bagka
calismada ise 70 buzaginin % 17,14’linde M. bovis tek basina izole edilirken % 5,7’sinde
diger etkenlerle birlikte (3 vakada P. multocida, 1 vakada A. pyogenes) izole edilmistir
(18). Ulkemizde ise Sahin (196) 109 pndémonili akcigerden 12 mycoplasma susu (6 M.



bovis, 4 M. bovirhinis, 2 M. arginini ) izole etmis bunlarin 7’sinin P. multocida, M.
haemolytica ve Staphylococcus sp. ile birlikte izole edildigini bildirmislerdir.

Bu ¢alismada M. bovis yoniinden pozitif bulunan 38 vakadan 30’unda M. bovis
izole edilen tek etken iken sekiz vakada ise M. bovis’in yani sira ; 2’ sinde P. multocida ,
2’sinde M. haemolytica, 1’inde Streptococcus spp., 1’inde A. pyogenes, 1 tanesinde P.
multocida ve A. pyogenes birlikte, 1 tanesinde ise P. multocida ve Streptococcus sp.
birlikte izole edildi. M. bovis izole edilen vakalarin % 79’unda etkenin tek basina
bulunmasi sigir pnémoni olgularinda M. bovis’in en 6nemli patojenlerden biri oldugunu
ve bakteriyolojik analizlerde M. bovis’in g6z ardi edilmemesi gerektigini gostermektedir.
M. bovis izole edilen olgularin sadece % 21’inde diger bakteriyel etkenler ile
koenfeksiyon saptanmustir. M. bovis ile birlikte lezyonlardan en fazla izole edilen etken P.
multocida (% 10.5) olmustur. incelendiginde hem bizim calismamizda, hem de diger
caligmalarda M. bovis’e bagli pndmoni gelisen hayvanlarda izole edilen diger etkenlerin
benzer olduklari goriilmektedir. Her mezbahanin farkli ¢calisma ortamlariin olusu, zaman
kisitlamasi ve kesim yapilan yer ile organlarin incelendigi yerlerin farkli olmasi gibi
nedenlerden 6tiirli hayvanlardan kan alimi islemi gerceklestirilememis bu ylizden
sigirlarda pndmoniye yol acan viral etkenler yoniinden serolojik inceleme yapilamamustir.

Bu ¢alismada Bursa ve ¢evresinde hizmet vermekte olan 5 ayr1 mezbahada Ocak-
Nisan 2008 tarihleri arasinda kesilen, 1492 sigira ait akcigerin makroskobik incelenmesi
sonucu renk, kivam ve kesit yiliziinde gézlenen patolojik degisiklikler g6z 6niinde
bulundurularak pnémoni odagi oldugundan siiphe edilen 142 akciger 6rnegi ile Anabilim
Dal1 laboratuarimiza teshis amaciyla getirilen 10 akciger 6rnegi olmak iizere toplam 152
(% 10,18) pnomonili akciger 6rneginden 39 (% 25.65) Mycoplasma spp. izole edildi.
Mycoplasma spp. olarak degerlendirilen 39 izolatin biyokimyasal testler ve tireme
inhibisyon testleri ile yapilan identifikasyonlarinda; 38’1 (% 97.43) M. bovis, 1 tanesi M.
bovirhinis (% 2.5) olarak tanimlandi. Bu veriler altinda M. bovis’in pnémonili sigirlarda
yayginlik oran1 38/ 152 ( % 25) olarak tespit edilmistir. M. bovis’in sigir
pnomonilerindeki yayginligina yonelik olarak ¢alismamizda elde ettigimiz oran, etkene
yonelik olarak Avrupa iilkelerinde daha 6nce yapilmis olan ¢aligsmalarla uyumludur.
Avrupa’da pnémonili akcigerlerde M. bovis’in yayginligi konusunda bakteriyoloji ve
PCR gibi etkeni direkt ortaya koymaya yonelik yapilan arastirmalarda Hollanda’da % 20
(5), Fransa’da % 30 (14), Macaristan’da % 11,8(15), italya’da % 25 (18), Kuzey ve
Giiney Irlanda’da %13-23 (19, 20), Bosna-Hersek’de % 12,5 (200) oraninda bulunmustur.

Ulkemizde ise daha 6nce yapilan ¢alismalarda pndmoni olgularinda M. bovis’in



yayginligi; Trakya ve Marmara’da % 7,5 (24), Kars’ta % 4 (25), Pendik Veteriner
Arastirma Enstitiisii’nde (27) yapilan ¢alismada % 41.3, Dogu Anadolu’da % 50 (26) ve
% 100 (198) olarak bildirilmistir. Dogu Anadolu’da bildirilen yiiksek oranlara karsilik
calismamizda elde ettigimiz % 25°lik oranin nedenleri arasinda bu tez ¢alismasinda
hayvanlara ait anamnez bilgilerinin bulunmayisi ve basta antibiyotik uygulanmasi gibi
klinik girisimler konusunda bilgimizin olmamasinin ¢alismamizda elde edilen izolasyon
oranlarini etkilemesi ve ayrica Dogu Anadolu’daki ¢alismalarda (26, 198) bu ¢alismaya
kiyasla ¢ok az sayida pndmomonili akciger 6rneginin degerlendirilmesi olabilir. Yukarida
bildirilen ¢caligmalardan en glincel olanlar1 Pendik’te ve Dogu Anadolu’da yapilan
caligmalar ve bu ¢alismada elde edilen sonuglar M. bovis’in bolgemizde ve Tirkiye’de en
yaygin solunum sistemi patojenlerinden biri oldugunu ortaya koymaktadir. Y 6netim
kosullar1 bakimindan pek ¢ok eksigin bulundugu iilkemizde etkenin bu kadar yaygin
olmasinin sebepleri arasinda yonetimsel hatalarin ve kotii bakim sartlarinin goz ardi
edilmemesi gereklidir.

Sonug olarak bu ¢alisma ile M. bovis’in bolgemizdeki sigir pndmonilerinde
yaygin (% 25) olarak bulunan bir etken oldugu ortaya konmustur. M. bovis bu
pnoémonilerin dnemli bir oraninda tek basina izole edilirken 30/152 (% 19.7), bazi
vakalarda 8/152 (% 5.2) M. bovis ile birlikte koenfekte olarak diger bakteriyel etkenler de
izole edilmistir. Pndmoni olgularinda M. bovis’in primer etken olarak
degerlendirilebilecegi ve rutin laboratuar analizlerinde diger bakteriyel etkenlerle birlikte
M. bovis’in de varliginin arastirilmasi gerekliligi ortaya konmustur. M. bovis’in teshisinde
Sandwich ELISA yonteminin yiiksek spesifite (% 100) ve sensitiviteye (% 100) sahip
oldugu ve rutin olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. M. bovis’in Tiirkiye ¢apinda
yaygmliginin ve dagiliminin ortaya koyulmasi, izole edilen suslarin molekiiler olarak
tiplendirilmesi ve M. bovis infeksiyonundan korunmada diinyada yaygin olarak kullanilan

asilama i¢in yerel suslardan as1 elde edilmesine yonelik ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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