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Pnömonili Koyun ve Keçilerin Akci¤erlerinden Aerobik Bakteri
‹zolasyonlar› ve ‹zole Pasteurella multocida ve Mannheimia

haemolytica’n›n Polimeraz Zincir Reaksiyonu ‹le Saptanmas›*

Gökben ÖZBEY, Adile MUZ
F›rat Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dal›, Elaz›¤ - TÜRK‹YE

Gelifl Tarihi: 19.08.2002

Özet: Bu çal›flmada Pasteurella’lar›n ve di¤er aerobik bakteriyel etkenlerin koyun ve keçilerin pnömonili akci¤er örneklerinden
izolasyonu ve izole Pasteurella multocida ve Mannheimia haemolytica’n›n kültür yöntemi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
identifikasyonu amaçland›. Ayr›ca flüpheli P. multocida izolatlar›na fare patojenite testi yap›ld›. Akci¤er örneklerinin % 7 koyun kanl›
agarda 24-48 saatlik kültürü sonucunda, 350 koyun akci¤erinden 15 (% 4,3) P. multocida ve 8 (% 2,3) M. haemolytica izole ve
identifiye edildi. Keçilerden toplanan 150 akci¤er örne¤inden ise 1 (% 0,7) P. multocida ve 6 (% 4,0) M. haemolytica izole ve
identifiye edildi. Akci¤erlerden P. multocida ve M. haemolytica’n›n izolasyon oranlar›n›n karfl›laflt›r›lmas› sonucunda fark›n istatistiksel
olarak önemli olmad›¤› belirlendi (koyunlarda P = 0,2 ve keçilerde P = 0,12).

Fare patojenite testi ile koyunlarda 15 P. multocida izolat›ndan 13 (% 86,7)’ü ve keçilerde ise izole edilen bir P. multocida izolat›
pozitif bulundu.

P. multocida ve M. haemolytica izolatlar›n›n tümünün PZR ile de pozitif oldu¤u saptand›. Bununla birlikte, toxA geninden haz›rlanan
primerlerin kullan›lmas› ile yap›lan PZR ile P. multocida izolatlar›n›n hiçbirinde pozitif sonuç elde edilemedi. 

Sonuç olarak bu çal›flma, P. multocida ve M. haemolytica’n›n do¤ru ve çabuk identifikasyonu için PZR’nin uygulanabilirli¤ini ortaya
koymufltur.

Anahtar Sözcükler: Pnömoni, koyun, keçi, Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, polimeraz zincir reaksiyonu, kültür. 

Isolation of Aerobic Bacterial Agents from the Lungs of Sheep and Goats with
Pneumonia and Detection of Pasteurella multocida and Mannheimia haemolytica

by Polymerase Chain Reaction

Abstract: The purpose of this study was to isolate Pasteurella spp and other aerobic bacterial agents from the lungs of sheep and
goats with pneumonia and to identify Pasteurella multocida and Mannheimia haemolytica by both culture methods and polymerase
chain reaction (PCR). In addition, mouse pathogenecity tests were carried out on suspected P. multocida isolates. In the examination
of lung samples collected from sheep, 15 (4.3%) P. multocida and 8 (2.3%) M. haemolytica strains were isolated and identified.
The numbers of species identified in the goat samples were 1 (0.7%) for P. multocida and 6 (4%) for M. haemolytica. The
differences between the numbers of P. multocida and M. haemolytica strains isolated from the sheep and goat lung samples were
not statistically significant (P = 0.2 in sheep and P = 0.12 in goats).

Thirteen (86.7%) P. multocida isolates were positive in the mouse pathogenecity test in sheep. One P. multocida isolate from goats
was also positive in the mouse pathogenecity test.

All P. multocida and M. haemolytica strains that tested positive by culture also tested positive by PCR. However, no toxigenic P.
multocida were detected in any isolates by PCR using primers derived from the toxA gene.

In conclusion, this study showed the feasibilty of PCR for the accurate and rapid identification of P. multocida and M. haemolytica.

Key Words: Pneumonia, sheep, goats, Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, polymerase chain reaction, culture.
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Girifl

Hastal›klar içerisinde hayvanc›l›¤›m›z› olumsuz yönde
etkileyen faktörlerden biri olan infeksiyöz etkenlere ba¤l›
pnömoniler, yüksek atefl, ifltahs›zl›k, seröz bir burun
ak›nt›s›, nab›z ve solunum art›fl› ile bafllay›p baz› vakalarda
kendi kendine iyileflme göstererek, bazen de
kronikleflerek verim kay›plar›na veya ölümlere neden
olmakta ve büyük problemlere yol açmaktad›r (1).
Amerika’da y›ll›k kay›p bir milyar dolar›n üzerindedir
(2,3). Hastal›¤›n oluflumunda birçok faktör (tafl›ma,
sütten kesme, kalabal›k, yetersiz beslenme, ani iklim
de¤ifliklikleri gibi stres faktörleri ile çeflitli bakteriler,
viruslar, mantar, parazit v.s.) etkilidir ve Pasteurella’lar
hastal›¤›n fliddetlenmesine ve ölümcül seyretmesine neden
olurlar (4,5).

Pastörellozun teflhisi kültür, fare patojenite testi ve
serolojik testler ile yap›lmaktad›r. Kültür en güvenilir
teflhis metodudur. Ancak, uzun zaman almas›,
kontaminasyon problemi, saf kültür elde etmenin zor
olmas› gibi dezavantajlar› vard›r (6). Fare patojenite testi
di¤er mikroorganizmalar ile kontamine örneklerde
Pasteurella multocida'y› tespit etmek için kullan›lmaktad›r
(7). Bu testin tafl›y›c› hayvanlar› saptamak için sensitif
oldu¤u ve farelerde virulensin de¤iflken oldu¤u rapor
edilmifltir (7,8). Bununla birlikte, test masrafl›d›r ve
pratik de¤ildir, dolay›s›yla rutin teflhis için ve genifl
epidemiyolojik çal›flmalarda tercih edilmez (9). Kan
serumu ile yap›lan serolojik testlerde ise kros reaksiyonlar
meydana gelmektedir (10). Son y›llarda gelifltirilen
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) tekni¤i ile,
mikroorganizmalar bir gün gibi k›sa sürede do¤ru teflhis
edildi¤inden geleneksel metotlara göre daha avantajl›d›r
(9). P. multocida’lar› tespit etmek için OMP ve toxA
genlerine spesifik olarak haz›rlanan primerler kullan›larak
yap›lan PZR testinin çok sensitif ve etkili bir metot oldu¤u
rapor edilmifltir (11,12).

Bu çal›flma ile, koyun ve keçi akci¤erlerinden P.
multocida, Mannheimia haemolytica ve di¤er aerobik
bakterilerin izolasyon s›kl›¤›n›n tespit edilmesi ve bu iki
türün bakteriyolojik yöntemler yan›s›ra PZR ile de
identifiye edilmesi amaçland›.

Materyal ve Metot

Numunelerin toplanmas› ve izolasyonu 

Eylül 2000-Haziran 2001 tarihleri aras›nda
Elaz›¤’daki bir mezbahadan 350’si koyun ve 150’si keçiye

ait olmak üzere toplam 500 akci¤er topland›. Akci¤er
örnekleri % 7 koyun kanl› agara ekildi. Selektif besiyeri
gereksinimi olan, Mycoplasma ve Haemophilus türleri
yönünden bakteriyolojik ekimler yap›lmad›. Petri kutular›
37 °C'de aerobik ortamda 24-48 saat inkube edildi ve
flüpheli koloniler seçilerek saf kültürleri yap›ld›. Bu
kültürlerden mikroskopta Gram negatif ve kokobasil
flekilde görülen flüpheli izolatlar›n ve di¤er aerobik
bakterilerin identifikasyonu amac›yla, Triple Sugar Iron
agar, MacConkey agar, Eosin Methylene Blue agarda
üreme, ‹ndol, Üreaz, Metil Red, Voges Proskauer,
Oksidaz, Katalaz, Koagülaz, Hareket, H2S, Sitrat, Nitrat
redüksiyonu, Glukoz, Trehaloz, Ksiloz, Arabinoz,
Fruktoz, Galaktoz, Maltoz, Mannoz, Sukroz, Laktoz,
Dulsitol, ‹nositol, Salisin fermentasyon testleri uyguland›
(13,14). 

Referans Sufllar

P. multocida ve M. haemolytica sufllar› Dr. L. Fodor
(Department of Epizootiology, University of Veterinary
Science, Macaristan)’dan ve toksijenik P. multocida suflu
Dr. E.M. Kamp (The Institute for Animal Science Health,
Hollanda)’dan temin edildi.

Fare Patojenite Testi

Deneyde kullan›lan 32 adet fare Elaz›¤ Veteriner
Kontrol ve Araflt›rma Enstitüsü Deneme Hayvan
Ünitesi’nden temin edildi. P. multocida flüpheli izolatlar
nutrient broth’a inokule edildi. Nutrient broth besiyerinin
1 ml’sindeki bakteri say›s›, koloni say›m yöntemi ile
hesapland›: 18-24 saatlik taze kültürlerden 1 x 103

bakteri farelere intraperitoneal verildi. Kontrol olarak 16
adet fare kullan›ld›. Kontrol farelere bakteri yerine
phosphate buffer saline ayn› uygulama ile verildi. Bakteri
süspansiyonu inokule edilen farelerde ölümün flekillenip
flekillenmemesi gözlendi. Ölen farelerin otopsileri yap›ld›.
‹ç organlardan kanl› agarlara ekimler yap›ld›.

DNA Ekstraksiyonu

Kanl› agarda üreyen P. multocida, toksijenik P.
multocida ve M. haemolytica referans kültürlerinden 108

CFU/ml al›narak 300 µl'lik distile su içeren bir ependorf
tüpte süspanse edildi. Süspanse edilen bakteriler bir
vorteks vas›tas›yla iyice kar›flt›r›ld›ktan sonra, bakteri
süspansiyonu 56 °C’de 30 dak. süreyle su banyosunda
inaktive edildi. Daha sonra süspansiyona 300 µl TNES
tamponu (20 mM Tris pH 8,0 + 150 mM NaCl + 10 mM
EDTA + % 0,2 SDS) ve 200 µg/ml Proteinase K ilave
edildi. Süspansiyon 37 °C'de 2 saat inkube edildi. Daha
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sonra 30 dak. kaynat›lan süspansiyon vortekslendi.
Süspansiyona (300 µl distile su + kültür + 300 µl TNES
tamponu) 600 µl fenol (Tris-HCl ile doyurulmufl) ilave
edildi ve süspansiyon 5 dak. süreyle elle iyice çalkaland›,
11.600 g’de 10 dak. santrifüj edildi. Daha sonra
ependorfun üst k›sm›ndaki süspansiyon (fenollü tabakaya
dokunmaks›z›n) bir mikropipet yard›m›yla yeni bir
ependorfa aktar›larak üzerine DNA'n›n presipitasyonu
amac›yla 30 µl 3 M sodyum asetat ve 750 µl saf etanol
ilave edildi ve –20 °C'de 1-2 saat bekletildi: 11.600 g'de
10 dak. santrifüj sonucu elde edilen tortu önce 300 µl
miktar›ndaki % 90'l›k ve daha sonra da % 70'lik etanol
ile her basamaktan sonra 5 dak. santrifüj ifllemi
uygulanarak y›kand› ve süpernatant uzaklaflt›r›ld›. Son
olarak elde edilen tortu 50 µl distile su ile suland›r›ld› ve
bu süspansiyondan 5 µl al›narak PZR’de hedef DNA olarak
kullan›ld›. 

PZR

PZR iflleminde P. multocida, toksijenik P. multocida ve
M. haemolytica’n›n s›ras› ile, OMP, toxA ve ssa (subtip
spesifik antijen) genlerine spesifik primerler kullan›ld›. P.
multocida için PMOut1 (5'– AGGTGAAAGAGGTTATG –3')
ve PMOut2 (5'– TACCTAACTCAACCAAC –3'), toksijenik
P. multocida için PMTox1 (5'–
GGTCAGATGATGCTAGATACTCC –3') ve PMTox2
(5'–CCAAACAGGGTTATATTCTGGAC –3') ve M.
haemolytica için PHSSA1 (5'– TTCACATCTTCATCCTC
–3') ve PHSSA2 (5'– TTTTCATCCTCTTCGTC –3') (T.
Leeb, kiflisel görüflme) primerleri kullan›ld› (Promega)
(11,12).

PZR ifllemi toplam 50 µl hacimde gerçeklefltirildi.
Kar›fl›m 5 µl 10 x PZR buffer (100 mM Tris-HCl, pH 9,0,
500 mM KCl, 15 mM MgCl2, % 1 Triton X-100), 250 µM
dNTP, 2U Taq DNA polymerase enzimi (Promega),
primer çiftlerinin herbirinden 20 pmol ve 5 µl hedef DNA
konduktan sonra kar›fl›m›n üzeri 100 µl mineral ya¤ ile
kapland› ve PZR, Touchdown Thermocycler'de (Hybaid,
‹ngiltere) gerçeklefltirildi. DNA amplifikasyonu; 94 °C'de
5 dak. ön ›s›tma, 94 °C'de 1 dak. denatürasyon, 56 °C'de
1 dak. hibridizasyon ve 72 °C'de 2 dak. sentez olmak
üzere 30 siklus halinde gerçeklefltirildi: 7 µl PZR ürünü %
1,5 agaroz jel’de elektroforez’e tabi tutulduktan sonra,
ethidium bromide (0,5 µg/ml) ile 30 dak. süreyle boyand›
ve sonuçlar ultraviyole transilluminatörde de¤erlendirildi.
Bantlar›n moleküler a¤›rl›¤›n› saptamak için 100 bp’lik
DNA ladder (Promega) kullan›ld›. PZR ürünlerinin jel
elektroforezi neticesinde 221 bp, 338 bp ve 327 bp

uzunluklar›ndaki bantlar s›ras› ile, P. multocida, toksijenik
P. multocida ve M. haemolytica yönünden pozitif olarak
de¤erlendirildi.

DNA ekstraksiyonu ve PZR aflamas›nda pozitif kontrol
olarak P. multocida, toksijenik P. multocida ve M.
haemolytica sufllar› ve negatif kontrol olarak distile su
kullan›ld›. 

‹statistiksel Analiz

Pnömonili koyun ve keçi akci¤erlerinden izole edilen
P. multocida ve M. haemolytica’n›n kültür bulgular›na
göre hesaplanan pozitiflik oranlar›n›n karfl›laflt›r›lmas›nda
Yates corrected x2 testi kullan›ld›. Bu ifllemler Epi-Info
istatistiksel programda yap›ld› (15) ve 0,05’den düflük bir
ihtimal istatistiksel olarak önemli kabul edildi.

Bulgular

‹zolasyon Bulgular› 

Çal›flmada incelenen akci¤er örneklerinin % 7 koyun
kanl› agarda 24-48 saatlik kültürü sonucunda, pnömonili
koyun akci¤erlerinden 15 (% 4,3)’i P. multocida ve 8 (%
2,3)’i M. haemolytica olmak üzere toplam 330 (% 94,3)
bakteri izole ve identifiye edilirken (Tablo 1), keçi
akci¤erlerinden 1 (% 0,7)’i P. multocida ve 6 (% 4,0)’s›
M. haemolytica olmak üzere toplam 123 (% 82) bakteri
izole ve identifiye edildi (Tablo 2). Ayr›ca, koyun
akci¤erlerinden 62 (% 17,7) S. aureus, 49 (% 14) S.
epidermidis, 29 (% 8,3) Corynebacterium spp, 24 (%
6,9) Maya, 16 (% 4,6) Streptococcus spp, 13 (% 3,7)
Bacillus spp, 10 (% 2,8) E. coli, 9 (% 2,6) Proteus spp,
3 (% 0,8) Pseudomonas spp ve 90 (% 25,7) saf ya da
kar›fl›k bakteri izole ve identifiye edildi. Keçi
akci¤erlerinden ise, 17 (% 11,3) Corynebacterium spp,
14 (% 9,3) S. epidermidis, 13 (% 8,7) S. aureus, 6 (%
4,0) Maya, 4 (% 2,7) Streptococcus spp, 4 (% 2,7) E.
coli, 3 (% 2,0) Pseudomonas spp, 2 (% 1,3) Moraxella
spp, 1 (% 0,7) Klebsiella spp ve 49 (% 32,7) saf ya da
kar›fl›k bakteri izole ve identifiye edildi

Fare Patojenite Test Bulgular›

Bakteri süspansiyonu inokule edilen farelerden 14
tanesi 24-48 saat içerisinde öldü. Kontrol fareler ölmedi.
Ölen farelerin kalp kan› ve karaci¤erlerinden sürme
preparatlar haz›rlanarak Gram ve Giemsa ile boyand› ve
% 7 koyun kanl› agarlara ekimleri yap›ld›. Bu besiyerleri
37 °C'de aerobik ortamda 24-48 saat inkube edildi.

G. ÖZBEY, A. MUZ
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‹nkubasyon süresi sonunda identifikasyon için gerekli
testler yap›ld› (13,14). 

Fare patojenite testi ile koyunlarda 15 P. multocida
izolat›ndan 13 (% 86,7)’ü pozitif sonuç verirken,
keçilerde ise izole edilen bir (% 100) P. multocida izolat›
pozitif bulundu.

PZR Bulgular›

P. multocida ve M. haemolytica olarak identifiye edilen
sufllardan izole edilen DNA’lar›n PZR’de amplifikasyonu
sonucunda 221 bp ve 327 bp uzunlu¤unda pozitif bantlar
elde edildi. Ancak izole edilen P. multocida izolatlar›n›n
hiçbirinde PZR’de toksin geni tespit edilmedi (fiekil).

‹statistiksel Analiz Bulgular›

Gerek koyunlardan ve gerekse keçilerden izole edilen
P. multocida ve M. haemolytica’n›n kültür bulgular›na

göre hesaplanan pozitiflik oranlar› karfl›laflt›r›ld›¤›nda,
fark›n istatistiksel olarak önemli olmad›¤› belirlendi
(koyunlarda p = 0,2 ve keçilerde p = 0,12).

Tart›flma

Pnömoniler dünyada ve ülkemizde birçok hayvan
türünde görüldü¤ünden önemli ekonomik kay›plara neden
olmaktad›r. Bu çal›flma, koyun ve keçi akci¤erlerinde
aerobik bakteriyel etken da¤›l›m›n› saptamak ve bu
etkenlerin içerisinden P. multocida ve M. haemolytica’n›n
bakteriyolojik yöntemler yan›s›ra PZR ile de identifiye
edilebilece¤ini ortaya koymak amac›yla gerçeklefltirildi.

Dünyan›n farkl› bölgelerinde yap›lan epidemiyolojik
çal›flmalarda, koyunlarda pnömoni oran›n›n % 0,2-42 ve
keçilerde ise % 4,4-18,4 aras›nda de¤iflti¤i rapor
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Tablo 1. Koyun akci¤erlerinden elde edilen izolasyon sonuçlar›.

Bakteriler n %

S. aureus 62 17,7
S. epidermidis 49 14
Corynebacterium spp 29 8,3
Maya 24 6,9
Streptococcus spp 16 4,6
P. multocida 15 4,3
Bacillus spp 13 3,7
E. coli 10 2,8
Proteus spp 9 2,6
M. haemolytica 8 2,3
Pseudomonas spp 3 0,8
Moraxella spp 2 0,6
S. aureus + Corynebacterium spp 34 9,7
S. aureus + Streptococcus spp 14 4,0
S. aureus + S. epidermidis 6 1,7
S. epidermidis + Corynebacterium spp 6 1,7
S. epidermidis + Maya 5 1,4
S. aureus + E. coli 4 1,1
S. aureus + Klebsiella spp 3 0,8
S. aureus + Maya 3 0,8
S. aureus + A. lignieresii 2 0,6
S. aureus + Bacillus spp 2 0,6
Maya + Corynebacterium spp 2 0,6
Corynebacterium spp + Streptoccoccus spp 2 0,6
Corynebacterium spp + Bacillus spp 2 0,6
Corynebacterium spp + Pseudomonas spp 1 0,3
Corynebacterium spp + E. coli 1 0,3
Maya + Streptoccoccus spp 1 0,3
Maya + A. lignieresii 1 0,3
Bacillus spp + Streptoccoccus spp 1 0,3
Üreme olmayan 20 5,7

TOPLAM 350 100,0

Tablo 2. Keçi akci¤erlerinden elde edilen izolasyon sonuçlar›.

Bakteriler n %

Corynebacterium spp 17 11,3
S. epidermidis 14 9,3
S. aureus 13 8,7
M. haemolytica 6 4,0
Maya 6 4,0
Streptococcus spp 4 2,7
E. coli 4 2,7
Bacillus spp 3 2,0
Pseudomonas spp 3 2,0
Moraxella spp 2 1,3
P. multocida 1 0,7
Klebsiella spp 1 0,7
S. aureus + Corynebacterium spp 12 8,0
S. aureus + Maya 5 3,3
S. aureus + E. coli 4 2,7
S. aureus + Bacillus spp 4 2,7
Maya + Bacillus spp 4 2,7
Corynebacterium spp + Streptococcus spp 4 2,7
S. aureus + Streptoccoccus spp 3 2,0
S. aureus + Klebsiella spp 3 2,0
Maya + Streptococcus spp 3 2,0
Maya + Corynebacterium spp 2 1,3
S. epidermidis + Corynebacterium spp 2 1,3
S. aureus + S. epidermidis 1 0,7
Maya + Pseudomonas spp 1 0,7
Corynebacterium spp + Bacillus spp 1 0,7
Üreme olmayan 27 18,0

TOPLAM 150 100,0 



edilmifltir (16-19). Bu çal›flmada, koyunlarda pnömoni
oran› (% 5,2) ile daha önce bu bölgede yap›lan çal›flmada
bildirilen oran (% 6,7) aras›nda önemli bir farkl›l›¤›n
bulunmamas› bölgemizdeki koyun populasyonlar›n›n
iklim, beslenme ve bar›nak koflullar› yönünden benzer
özelliklere sahip olmalar›ndan kaynaklanabilir (20).
Ancak, pnömoni oran›n›n ülkemizde farkl› iklime sahip
de¤iflik bölgelerde, örne¤in, Konya’da % 1,5-25,2
aras›nda de¤iflti¤i bildirilmifltir (21,22).

Bu çal›flmada, keçilerde tespit edilen pnömoni oran›
(% 4,8) daha önce Elaz›¤’da bildirilmifl olan orandan (%
2,4) daha yüksek, Bitlis yöresinde bildirilmifl olan orana
(% 4,9) paraleldir (23,24). Keçilerde pnömoni oran›
hayvanlar›n duyarl›l›¤›na, yafl›na, ›rk›na, yaflad›¤› bölgeye
ve iklime ba¤l› olarak de¤iflebilir. Metin ve ark. (23)
bildirdikleri oran›n düflük olmas›n›, keçilerin ›rk özellikleri
ve da¤l›k bölgelerde yaflamalar› ile ilgili olabilece¤ine
ba¤lam›fllard›r. 

Koyun ve keçi pnömonilerinin 10 y›ll›k (1985-1995)
bakteriyolojik incelenmesi sonucunda, pnömonili koyun
akci¤erlerinden % 24,7 Escherichia coli, % 17,3 P.
multocida, % 14,9 Corynebacterium (Arcanobacterium)
pyogenes ve % 6,9 Streptococcus pyogenes’in ve
pnömonili keçi akci¤erlerinden % 26,6 E. coli, % 13,8 P.
multocida, % 16,5 S. aureus, % 11,9 A. pyogenes, %
8,2 S. pyogenes ve % 5,5 P. vulgaris’in izole edildi¤i

bildirilmifltir (25). St. George (26) Avustralya’da
yapt›klar› bir çal›flmada pnömonili kuzu akci¤erlerinden %
7,57 M. haemolytica, % 3,03 P. multocida izole
ettiklerini rapor etmifllerdir. Konya bölgesinde, yap›lan
çal›flmalarda Baysal ve Güler (27) M. haemolytica’y›
pnömonili kuzu ve o¤lak akci¤erlerinin % 25’inden, Güler
(28) pnömonili koyun ve keçi akci¤erlerinin %
29,7’sinden, Güler ve ark. (29) pnömonili koyun ve keçi
akci¤erlerinin % 20’sinden izole etmifllerdir. Bu
çal›flmada, pnömonili koyun akci¤erlerinden elde etti¤imiz
P. multocida ve M. haemolytica izolasyon oranlar›, di¤er
ülkelerde yap›lan çal›flmalardan ve ülkemizde ise, yukar›da
bahsedilen çal›flmalardan düflük, Kaya ve Erganifl (21)’in
bildirdikleri orana (% 2,9 P. multocida ve % 2,9 M.
haemolytica) paralel bulunmufltur. Ayr›ca, 2 türün
izolasyon oranlar› aras›nda bir fark olmad›¤› (P = 0,2)
gözlenmifltir.

Konya bölgesinde, yap›lan bir çal›flmada pnömonili
koyun akci¤erlerinden bakteriyolojik etken olarak S.
aureus’un % 7,8 oran›yla ilk s›rada ve A. pyogenes’in ise
% 6,8 oran›yla ikinci s›rada izole edildi¤i bildirilmifltir
(21). Haz›ro¤lu ve ark. (30) pnömonili kuzu
akci¤erlerinden % 51,6 M. haemolytica, % 43
Mycoplasma ovipneumoniae, % 22,4 Mycoplasma
arginini ve % 19,6 P. multocida izole ettiklerini
bildirmifllerdir. Bu çal›flmada, koyun pnömonilerinden en
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fiekil. P. multocida ve M. haemolytica’dan elde edilen DNA’lar›n PZR’de analizi. M: DNA
ladder, N: Negatif kontrol, Mh: M. haemolytica’n›n pozitif kontrolü, 1-6: Pozitif M.
haemolytica kültür örnekleri, Pm: P. multocida’n›n pozitif kontrolü, 7-12: Pozitif P.
multocida kültür örnekleri.



fazla Staphylococcus spp ve Corynebacterium spp izole
edilmifltir ve Kaya ve Erganifl (21)’in yapt›klar› çal›flmaya
paralellik göstermektedir. Bu durum, Kaya ve Erganifl
(21)’in ifade ettikleri gibi pnömonili akci¤er örneklerinin
apseli olmas›na ba¤l› olabilir.

Bu çal›flmada, pnömonili keçi akci¤erlerinden elde
etti¤imiz P. multocida ve M. haemolytica izolasyon
oranlar›, di¤er ülkelerde, Obasi ve ark. (25)’›n›n yapt›klar›
çal›flmalardan elde ettikleri orandan (% 13,8 P.
multocida) ve ülkemizde ise Bitlis yöresinde, Yener ve ark.
(24)’n›n bildirdikleri oranlardan (% 2,4 P. multocida ve
% 38,1 M. haemolytica) düflük bulunmufltur. Ayr›ca, P.
multocida ve M. haemolytica’n›n izolasyon oranlar›
aras›nda önemli bir fark olmad›¤› (P = 0,12)
gözlenmifltir. 

Ülkemizde koyun ve keçi pnömonileri ile ilgili
çal›flmalarda (21,27-31). M. haemolytica saf veya di¤er
bakterilerle birlikte yayg›n olarak izole edilmesine
ra¤men, bu çal›flmada M. haemolytica’n›n izolasyon
oran›n›n düflük bulunmas›, al›nan materyallerin
enfeksiyonun akut döneminde al›nmam›fl olmas›ndan
kaynaklanabilir. Ayr›ca, M. haemolytica’n›n antibiyotiklere
karfl› duyarl› olmas› ve ülkemizde, hemen hemen pek çok
durumda antibiyotik tedavisine bafllan›lmas› da önemli bir
faktördür. Yetifltiriciler aras›nda antibiyotik kullan›m›
bilinçsiz bir flekilde yap›lmakta ve bir çok tedavi
yöntemlerini uygulad›ktan sonra veterinere baflvurmakta
veya hayvanlar›n› kesime göndermektedirler. 

Pasteurella’lar›n teflhisinde konvansiyonel metotlar›n
baz› s›n›rlamalar›n› gidermek amac›yla, son y›llarda
gelifltirilen alternatif metotlar›n bafl›nda PZR testi
gelmektedir. PZR spesifik primerlerin kullan›lmas› ile
özellikle sufl, tür ve cins tayininde faydal› olmufltur (32).
Bu çal›flmada, P. multocida, toksijenik P. multocida ve M.
haemolytica’n›n s›ras› ile, OMP, toxA ve ssa genlerinden
haz›rlanan primer çiftlerinin kullan›lmas› ile farkl›
bakterilerin yanl›fl pozitif reaksiyon vermesi önlenmifltir. 

Pnömonili köpek akci¤erlerinden ve domuz
tonsillerinden izole edilen P. multocida hem kültür hem de
PZR ile baflar›l› bir flekilde identifiye edilmifltir ve bu
çal›flmalarda PZR’nin kültürden daha duyarl› oldu¤u
bildirilmifltir (6,11). Ayn› araflt›rmac›lar baz› izolatlar›n
farelerde patojenik olmad›¤› için PZR’nin P. multocida’n›n
tespit edilmesinde daha baflar›l› oldu¤unu ileri

sürmüfllerdir. Bu çal›flmada, kültür ile pozitif P. multocida
ve M. haemolytica izolatlar› PZR ile de pozitif
bulunmufltur. Fare patojenite testi ile, kültür ile pozitif 15
P. multocida izolat›ndan 13 (% 86,7)’ü pozitif ve 2 (%
13,3)’si negatif ve keçilerde ise izole edilen bir P.
multocida izolat› pozitif sonuç verdi. % 13,3’ünün negatif
bulunmas› bu izolatlar›n patojen veya apatojen olmas› ile
ilgili olabilir.

Toksijenik P. multocida’n›n saptanmas›nda toxA
geninden haz›rlanan primerlerin kullan›ld›¤› PZR testi
(12) di¤erleri taraf›ndan tan›mlanan PZR testlerinden
(33-35) daha sensitif ve etkili bir metot oldu¤u için bu
çal›flmada, Kamp ve ark. (12) taraf›ndan tan›mlanan
yöntem kullan›lm›flt›r. Koyun ve keçi akci¤erlerinden elde
edilen P. multocida izolatlar›n›n hiçbirinde toksin geni
tespit edilememifltir. Böylece, toksin oluflturan P.
multocida'n›n bu çal›flmada incelenen pnömonili koyun ve
keçi akci¤erlerinde bulunmad›¤› kan›s›na var›lm›flt›r.

ToxA, OMP ve ssa genlerini tespit etmek için kullan›lan
primerlerin serotipler ile iliflkisi incelendi¤inde, OMP
geninin P. multocida’n›n bütün serotiplerinde (36),
toxA’n›n kapsüler tip D sufllar›nda bulundu¤u bildirilmifltir
(37). Ayr›ca tip A ve tiplendirilmeyen sufllar›n da D tipine
benzer oldu¤u san›lan bir toksin salg›lad›¤›
belirtilmektedir (38). M. haemolytica A1’in serotip-
spesifik antijeni olan, ssa1’in di¤er M. haemolytica
serotipleri ile iliflkisi henüz aç›klanmam›flt›r (3). Böylece
çal›flmada elde etti¤imiz P. multocida izolatlar›nda D
serotipinin bulunmad›¤› sonucuna var›lm›flt›r.

Sonuç olarak, bu çal›flma ile koyun ve keçi
akci¤erlerinden P. multocida ve M. haemolytica d›fl›nda
di¤er aerobik bakterilerin de izole edilmesi, bölgemizdeki
subklinik pnömonilerde bakteriyel etiyolojinin kar›fl›k
enfeksiyon karakterinde oldu¤unu ortaya koymaktad›r.
Ayr›ca, Pasteurella'lar›n identifikasyonunda PZR
tekni¤inin uygulanabilirli¤i ortaya konmufltur ve
kulland›¤›m›z PZR yöntemi ve Pasteurella’lara spesifik
primerlerle di¤er yöntemlere göre daha k›sa sürede
enfeksiyonlar›n teflhis edilebilece¤i gösterilmifltir.

Teflekkür

Bu çal›flma TÜB‹TAK (VHAG-1601) ve FÜNAF (470)
taraf›ndan desteklenmifltir.
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