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fzet

Bu calisma ile Kars ilinde pnémonili sigirlarda Mycoplasma bovis, M. dispar, M. bovirhinis ve M. mycoides subsp.
mycoides (kticlik koloni tipi)’in insidensleri belirlenerek pnomonili akcigerlerde gozlenen histopatolojik degisiklikler
degerlendirildi. Bu amacla, kesimi takiben makroskopik olarak akcigerlerinde lezyon tespit edilen 100 adet sigirdan
elde edilen doku ornekleri rutin olarak islenerek mikroskopta incelendi. Bakteriyolojik incelemeler icin alinan
dokular Mycoplasma agar ve brothda ekimleri yapilarak “L” koloni formlari arandi. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) amaciyla alinan doku parcalarindan elde edilen total DNA 6rneklerinde belirtilen Mycoplasma etkenlerine
spesifik oligoprimer ciftleri kullanilarak DNA amplifikasyonlari yapildi ve %1.5luk agaroz jelde elektroforetik olarak
kosuldu. Histopatolojik incelemelerde kataraldan granulomat6ze kadar degisen tiplerde pnémonilere rastlandi.
Ozellikle Mycoplasma etkenleri tarafindan olusturulan fibrinéz tabiattaki pnémonilerde degisen derecelerde olmak
lizere koagulasyon nekrozuna, bu nekroza eslik eden nétrofil 16kosit ve monontikleer hiicre infiltrasyonlari ile 6dem,
fibrin, yer yer tromboz ve plérada kalinlasmalara rastlandi. PZR analizlerinde M. bovis, M. dispar ve M. bovirhinis'e
spesifik sirasiyla 400, 433 ve 316 baz cifti uzunlugunda bantlar tespit edildi. Fibrin6z pnomonili vakalarda olmak
lizere M. bovis ve M. dispar sirasiyla 4 ve 6 vakada belirlendi. M. bovirhinis toplam 11 vakada tespit edilirken
bunlarin 7’si fibrin6z pnémonili hayvanlarda gozlendi. M. bovirhinis 1’er vakada olmak tizere M. bovis ve M. dispar
ile beraber belirlendi. Bakteriyolojik ekimler sonucunda hicbir vakada Mycoplasma izolasyonu gerceklesmedi.

Anahtar sozciikler: Mycoplasma, Sigir, Pnémoni

PCR Detection of Mycoplasma bovis, M. dispar, M. bovirhinis and
M. mycoides subsp. mycoides (small colony type) and Investigations
of Pathological Findings in Pneumonic Cattle

Summary

In this study, incidence of Mycoplasma bovis, M. dispar, M. bovirhinis and M. mycoides subsp. mycoides (small
colony type) was determined, and the histopathological changes in the lungs were investigated in the pneumonic
cattle living in Kars. For this purpose, lung samples were collected from 100 pneumonic cattle that were grossly
detected after slaughter, and processed routinely for histopathological examination. Bacteriological investigations
were performed by inoculating the tissue samples onto Mycoplasma agar and broth, and searching for “L” colony
type. Using specific oligoprimer pairs for the Mycoplasma species, DNA amplifications were carried out by
polymerase chain reaction (PCR) and the amplicons were electrophoretically run in 1.5% agarose gel. In
histopathological examinations, pneumonias ranging from catharal to granulomatous were determined.
Microscopic observations of fibrinous pneumonias, which are caused by Mycoplasmas, revealed coagulation
necrosis, accompanying neutrophile and mononuclear cell infiltration, edema, fibrin, occasional thrombosis and
thickening of pleura. In PCR analysis, 400, 433 and 316 base pair long bands representative of M. bovis, M. dispar
and M. bovirhinis were detected, respectively. M. bovis and M. dispar were detected, only in animals with fibrinous
pneumonia, in 4 and 6 animals, respectively. M. bovirhinis was determined in 11 animals of which 7 were in
animals with fibrinous pneumonia. M. bovirhinis was found as a mix agent in 1 animal each with M. bovis and M.
dispar. Isolation of Mycoplasma was not accomplished in any of the animals by bacteriological culture technique.
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GIRiS

Sigirlarda solunum sistemi enfeksiyonlari tiim
diinyada oldugu gibi Turkiye’de de siklikla rast-
lanan ve dikkate deger ekonomik zararlara yol
acan, bu nedenle de tizerinde 6nemle durulmasi
gereken hastaliklardir. Bu enfeksiyonlarin agir eko-
nomik kayiplara neden olmasinin altinda hasta-
ligin tim cins ve yas grubundan hayvanlari etki-
lemesi, siklikla niiks etmesi ile koruyucu ve tedavi
edici yontemlere karsi yeterli cevap vermemeleri
gibi nedenler yatmaktadir 3. Epizootiolojik 6zel-
liklerinin yeterince bilinmemeleri bu hastaliklarin
kontrol altina alinmasi icin gerekli olan 6nlemlerin
olusturulmasini kisitlamakta ve gliclestirmektedir.

Solunum sistemi enfeksiyonlari bakteriler,
virtsler, mantarlar ve parazitler tarafindan olustu-
rulabildikleri gibi bu etkenlerin kombine olarak
etkilemeleri sonucu da gelisebilir *. Bakteriyel et-
kenler arasinda yer alan Mycoplasmalar, 6zellikle
viral etkenlerle birlikte enfeksiyonlara neden
olmakla beraber bazi tirleri tek basina da solunum
sistemi hastaliklarina yol acabilmektedir *.

Mycoplasmalar en kiiclk serbest yasayan pro-
karyotlardir. Bu mikroorganizmalar hiicre duvar-
lart olmamalari nedeniyle Mollicute grubu icinde
tanimlanirlar *. Asirt bir pleomorfizme sahip olan
bu mikroorganizmalardan pek cok tir insan, hay-
van, insekt ve bitkilerde tespit edilmistir . Hayvan-
larda bulunan yaklasik 200 kadar Mollicute arasin-
dan sadece cok azi, ki bunlarin cogunu Mycoplasma
turleri olusturur, patojendir. Ancak bu Mycoplasma
turlerinin hastaliklarin olusumu ve siddeti tGzerine
etkileri tam anlamiyla agikliga kavusturulama-
mistir. Bunun baslica nedeni Mycoplasma tirleri-
nin kaltur edilmesindeki zorluklar ve taksonomi-
deki belirsizliklerdir. Bunlara ilaveten, bazi
Mycoplasma tirlerinin bir takim hastaliklarda s-
rekli olarak izole edilmeleri bu mikroorganizma-
larin bu hastaliklardaki gercek 6nemini belirsiz
kilmaktadir.

Bu calismanin amaci solunum yolu enfeksi-
yonlarina sebep olduklari bildirilen Mycoplasma
tirlerinden M. bovis, M. dispar, M. bovirhinis ve
M. mycoides subsp. mycoides (kiiciik koloni
tipi)’in Kars ilinde kesime sevk edilen ve mak-
roskobik olarak pnémoni teshisi konulan sigirlar
arasindaki insidenslerini belirlemek ve olusan
histopatolojik degisiklerin karakterlerini arastir-
maktir.

MATERYAL ve METOT

Materyal Toplanmasi

Calisma materyalini, Kars ilinde yer alan Kars
Belediye Mezbahasi ve 6zel bir isletmeye ait Et
Kombinasinda 2005-2007 yillari arasinda kesime
gonderilen, yaslari 1 ile 8 yil arasinda degisen
toplam 2565 sigirdan kesimi takiben makroskobik
incelemede pnomoni teshisi konulan 100 adet
hayvana ait akciger doku ornekleri olusturdu. Ali-
nan numuneler t¢ parcaya ayrilarak bir kismi histo-
patolojik incelemeler amaciyla %10’luk fosfat
tamponlu formaldehit soltisyonunda tespit edilir-
ken diger kisimlar molektler ve bakteriyolojik
incelemeler yapilmasi amaciyla steril posetlere
alinarak laboratuara ulasilincaya kadar buz tanki
icerisinde muhafaza edildi. Daha sonra molekiiler
ve bakteriyolojik incelemeler yapilincaya kadar
doku 6rnekleri -20°C’de sakland.

Histopatolojik incelemeler

Histopatolojik incelemeler amaciyla toplanan
ve formaldehit soltisyonunda tespit edilen akciger
doku 6rnekleri rutin islemlerden gecirilerek parafin
bloklar hazirlandr ve 5 pm kalinliginda doku kesit-
leri alindiktan sonra hematoksilen ve eozin (HE)
ile boyanarak 1sik mikroskobunda incelendi.

Bakteriyolojik incelemeler

Yaklasik 1 gr agirhiginda alinan akciger doku
ornekleri 10 ml Mycoplasma broth icerisinde sto-
macherde homojenize edildikten sonra Mycoplasma
agar ve brothda ekimleri yapilarak %5 CO2’li
etiivde 37°C’de 10 gun stireyle inkiibe edildi.
inkiibasyon siiresince kati besi yeri giinliik olarak
stereo mikroskopta incelenerek Mycoplasmalarin
olusturdugu “L” koloni formlari arandi.

DNA izolasyonu

Total DNA izolasyonu yapilmasi amaciyla akci-
gerlerden alinan doku numuneleri homojenizator
vasitasiyla homojenize edildi. Homejanatlar Tris
EDTA (TE) tampon sollsyonu ile stispanse edil-
dikten sonra 10 dakika 8760 x g'de santrifiij edildi
ve olusan pelet tekrar TE sollisyonu ile siispanse
edilerek yukaridaki islemler tekrarlandi. Sonra-
sinda peletler, lizis soltisyonu (10 mg/ml Proteinase
K, T M Tris-HCI, 0.5 M EDTA, %10 SDS) ekle-
nerek 55°C’de bir gece boyunca inktibe edildi.
DNA izolasyonu fenol-kloroform-isoamyl alkol



(25:24:1) kullanilarak gergeklestirildi. DNA’nin
presipitasyonu amaciyla 3 M sodyum asetat ve
soguk %100’luk etanol ilave edilen ornekler
-20°C’de bir gece boyunca bekletildi. Son olarak
5400 x g'de 30 dakika santriftij edilen 6rneklerden
elde edilen peletler 50 pl distile su ile sulandirildi.
DNA konsantrasyonunu belirlemek amaciyla,
ornekler 260 nm’de spektrofotometrede 6lculd.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Elde edilen total DNA 6rneklerinden M. bovis
VspA genine spesifik primer cifti kullanildi. M.
dispar ve M. bovirhinis 16S rRNA nikleotid
sekanslarina spesifik primer ciftleri kullanilirken
M. mycoides subsp. mycoides (kiictik koloni tipi)
icin 1S1296 sekansi ile Afrika, Avustralya ve
Avrupa suslarinin hepsini tespit edebilen primer
ciftlerinden yararlanildi. Calismada kullanilan
oligoprimer ciftleri Tablo 1’de belirtilmistir.

Tablo 1. Polimeraz zincir reaksiyonunda Mycoplasma tiirleri icin
kullanian oligoprimer ciftleri

Table 1. Oligoprimer pairs used for the detection of Mycoplasma
species in polymerase chain reaction

Mycoplasma Tiirii Oligoprimer Ciftleri

M. bovis
(Alberti ve ark.”)

F: 5'-CTT GGA TCA GTG GCT TCA TTA GC-3'
R: 5'- GTC ATC ATG CGG AAT TCT TGG GT-3'

F: 5'-TTA AAG CTC CAC CAA AAA-3'
R: 5'-GTA TCT AAA GCG GAC TAA-3'

M. dispar
(Marques ve ark. &)

F: 5'-GCT GAT AGA GAG GTC TAT CG-3'
R: 5'-ATT ACT CGG GCA GTC TCC-3'

M. bovirhinis
(Kobayashi ve ark. 9)

M. mycoides subsp. mycoides
F: 5'-CTA AAG AGC TTG GAG TTC AGT G-3'

(ktictk koloni tipi)
R: 5'-CCA GCT CAA CCA GCT CCA G-3'

(Miles ve ark. *°)

M. bovis igin, toplam 50 pl’lik miktarlarda
hazirlanan 6rneklere 10x PZR tampon soltsyonu
(100 mM Tris-HCI, %0.8 Nonidet P40;
Fermentes), 200 pM her bir deoksintkleotid
trifosfattan, 1.5 mM MgCl2, ~100-150 ng hedef
DNA numunesi, 0.1 pM miktarindaki her bir
primer ciftinden ve 2.5U Tag DNA polimeraz
(Fermentes) konuldu. M. dispar icin, toplam 50
pl’lik miktarlarda hazirlanan 6rneklere 10x PZR
tampon soltsyonu (100 mM Tris-HCI, 500 mM
KCI, %0.8 Nonidet P40; Fermentes), 200 pM her
bir deoksintikleotid trifosfattan, 2 mM MgClz,
~100-150 ng hedef DNA numunesi, 0.1 pM her
bir primer ciftinden ve 2.5U Tag DNA polimeraz
konuldu. M. bovirhinis igin, 50 pl’lik miktarlarda
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hazirlanan 6rneklere 10x PZR tampon solisyonu
(100 mM Tris-HCI, %0.8 Nonidet P40; Fermentes),
200 pM her bir deoksintkleotid trifosfattan, T mM
MgClz2, ~100-150 ng hedef DNA numunesi, 0.1
UM her bir primer ciftinden ve 2.5U Tag DNA
polimeraz konuldu. Son olarak M. mycoides
subsp. mycoides (kiiglik koloni tipi) icin de toplam
50 pl’lik miktarlarda hazirlanan 6rneklere 10x PZR
tampon soltsyonu (100 mM Tris-HCI, 500 mM
KCI, %0.8 Nonidet P40; Fermentes), 200 uM her
bir deoksintkleotid trifosfattan, 1.5 mM MgCl.,
~100-150 ng hedef DNA numunesi, 0.1 pM her
bir primer ciftinden ve 2.5 U Tag DNA polimeraz
(Fermentes) konuldu. Tim ornekler M) Mini
Gradient Thermal Cycler (BioRad)’da her bir
Mycoplasma turi icin belirtilen kosullarda olmak
tzere reaksiyona sokuldu. DNA amplifikasyonu
M. bovis icin; 94°C’de 10 dakika 6n isitmayi
takiben 94°C’de 1 dakika denattirasyon, 55°C’de 1
dakika hibridizasyon ve 72°C’de 1.5 dakika sentez
olmak tizere 32 dongu halinde gerceklestirildi. Son
olarak 72°C’'de 7 dakika son sentezlenme tamam-
landi. PZR kosullari M. dispar icin; 94°C’de 5
dakika on isitmayi takiben 94°C’de 1 dakika de-
nattrasyon, 53.6°C’de 1 dakika hibridizasyon ve
72°C’de 1 dakika sentez olmak tizere 35 dongti ve
72°C’'de 5 dakika son sentezleme olarak tamam-
landi. M. bovirhinis icin DNA amplifikasyon
kosullari; 94°C’de 10 dakika on i1sitmayi takiben
94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 60°C’de 1 dakika
hibridizasyon ve 72°C’de 1.5 dakika sentez olmak
tzere 35 dongt ve 72°C’de 5 dakika son sentez-
leme olarak gerceklestirildi. M. mycoides subsp.
mycoides (kiicik koloni tipi) icin kullanilan PZR
kosullari; 95°C'de 10 dakika on i1sitmayi takiben
95°C’de 1 dakika denattirasyon, 62°C'de 1 dakika
hibridizasyon ve 72°C’de 1 dakika 20 saniye sentez
olmak tizere 35 dongi ve 72°C’de 5 dakika son
sentezleme olarak gerceklestirildi. Elde edilen PZR
amplikonlari etidiyum bromit iceren %1.5’luk agaroz
jelde Mini-Sub Cell GT Cell marka (BioRad)
elektroforez kullanilarak 50 voltta kosturuldu.
Elektroforez isleminden sonra olusan bantlar ultra-
viyole transilluminatorde gozlenerek dijital olarak
fotograflandi.

BULGULAR
Makroskobik Bulgular

Calismada makroskobik olarak incelenen 2565
hayvanin 100’tnde (%3.89) pnomoni lezyonlari
belirlendi. Bu lezyonlarin 86 vakada unilateral
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yerlesim gosterdigi ve daha ¢ok kranial loplarda
yer aldigi tespit edildi. Konsolide alanlarin koyu
kirmizidan sariya kadar degisen renklerde, bazen
ise boz beyaz renklerde olduklari gozlemlendi.
Bes vakada lezyonlarin kanamali seyrettigi, iki hay-
vanda ise nodiler lezyonlarin oldugu belirlendi.
Pnomonili bolgelerin tzerini orten plorada degi-
sen derecelerde kalinlasma ve/veya loplarin yer
yer birbirleri ve perikardla yapistigi 7 vaka belir-
lendi. Pnomonik akcigerlerin biylk cogunlugunda
mediastinal ve peribronsiyol lenf digimlerinde
biiyiimeler tespit edildi. iki adet vakada inter-
lobtler septumlarin belirgin olarak genisledigi, 3
olguda degisen derecelerde olmak tizere bazi
bolgelerde koyu kirmizi renkli, bazilarinda ise boz-
gri renkli nekroz alanlarinin bulundugu goralda.

Histopatolojik Bulgular

Mikroskobik incelemeler sonucunda calisma-
daki pnémoni tipleri; kataral bronkopnémoni (43
olgu), purulent bronkopnémoni (37 olgu), fibrin6z
pnémoni (18 olgu) ve granulomatéz pndomoni (2
olgu) olarak tespit edildi. Ayrica 8’i kataral bronko-
pnomonilerle ve 3’G de purulent bronkopnémoni-
lerle birlikte olmak tGzere 11 olguda intersitisyel
pnomoniye rastlandi.

Calismada belirlenen 18 adet fibrin6z (fibrinli
ve fibrino-nekrotik) pnémoni olgusu, ¢calismamizin
temel hedefini olusturan Mycoplasma tirleri tara-
findan meydana getirilen klasik pnéomoni tipi
olmasi sebebiyle detayli olarak incelendi. Fibrinoz
pnomoni olarak tanimlanan orneklerde genel
olarak alveol lumenlerinde 6dem, fibrin, nétrofil
Iokosit, makrofaj infiltrasyonu ve eritrosit ile inter-
alveolar septumlarda 6dem, hiperemi ve plorada
kalinlagsma goruldu (Sekil 7). Belirtilen bu degisik-
liklerin vakalar arasinda derece ve yayginlik baki-
mindan cesitlilik gosterdigi, bazi hayvanlarda al-
veol lumenlerinin homojen bir sivi ile birlikte az
sayida notrofil [6kosit ve eritrosit icerdigi (Sekil 2),
digerlerinde ise s6z konusu bu degisikliklerin yani
sira kimi alveol lumenlerinin fibrin, alveolar makro-
faj ve notrofil l6kositler ile dolu oldugu tespit
edildi (Sekil 3-4). Fibrin6z pndmoni saptanan
vakalarin ikisinde eozinofilik gortiniimde nekroz
alanlari goraldi. Bu nekrotik alanlari sinirlandiran
ve cogunlugunu notrofil lokosit ve makrofajlarin
olusturdugu yangisal hiicre infiltrasyonlarindan
olusan belirgin demarkasyon sahasi ile bu bolgeye
bitisik dokularda 6dem, fibrin ve eritrositlere
rastlandi (Sekil 5).

Akciger parankim dokusunda tarif edilen lez-
yonlarin yani sira cogu vakada interlobtler sep-
tumlarda 6dem, fibrin ve az sayida yangisal hiicre
infiltrasyonu nedeniyle genislemeler belirlendi.
Bazi olgularda interlobiiler septumda yer alan lenf
damarlari basta olmak tzere damarlarin fibrin ile
tikandig1 goruldu (Sekil 6). Yangisal degisikliklerin
sekillendigi bolgelerde ploranin, cogunlugu mono-
nukleer hicre ile az sayida notrofil [6kositlerden
olusan yangisal hticre infiltrasyonu, fibrin ve 6dem
nedeniyle kalinlastigi gozlendi.

Sekil 1. Alveol lumenlerinde 6dem, fibrin, nétrofil I6kosit, makrofaj
ve eritrositler ile birlikte interalveolar septumlarda ve plérada
kalinlasma, HE x 92

Fig 1. Edema, fibrin, neutrophile leukocyte, macrophage and
erythrocyte in the alveolar lumens as well as thickening of the
interalveolar septa and pleura, HE x 92

Sekil 2. Alveolar kapillarlarda siddetli derecede hiperemi, alveol
lumenlerinde pembe renkte homojen eksudat ve bu eksudat
icerisinde az miktarda notrofil 10kosit, alveolar makrofaj ve
dokilmis nekrotik epitel hiicreleri, HE x 185

Fig 2. Severe hyperemia in alveolar capillaries and pink
homogenous exudate in the alveolar lumens, containing few
neutrophile leukocytes, alveolar macrophages and sloughed
necrotic epithelial cells, HE x 185



Sekil 3. Alveol lumenlerinde ¢ok sayida nétrofil I6kosit ve makrofaj
ile hafif derecede kapillar hiperemi, HE x 370

Fig 3. Many neutrophile leukocytes and macrophages as well as
light capillary hyperemia in the alveolar lumens, HE x 370

Sekil 4. Solda alveol lumenlerinde siddetli sivi eksudasyonu ve
alveolar kapillarlarda hiperemi, sagda ise yogun nétrofil 16kosit ve
makrofaj infiltrasyonlari, HE x 92

Fig 4. On the left side, severe liquor exudation in the alveolar
lumens and hyperemia in the alveolar capillaries, and on the right
side heavy infiltration of neutrophile leukocytes and macrophages,
HE x 92

Bakteriyolojik Bulgular

Bakteriyolojik ekimler neticesinde, calismanin
yapildigi 100 adet akcigerin hic¢ birinden
Mycoplasma izolasyonu gerceklestirilemedi.

PZR Analiz Bulgular

Yapilan PZR analizleri sonucunda, incelenen 100
akcigerin toplam 19’unda M. bovis, M. dispar ve M.
bovirhinis belirlenirken, M. mycoides subsp. mycoides
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Sekil 5. lyi sinirlandinlmis multifokal koagulasyon nekroz alanlari, bu
alanlari cevreleyen yangisal hicre infiltrasyonlari, damarlarda
tromboz ile alveol lumenlerinde sivi ve hiicre eksudasyonu, HE x 36

Fig 5. Well demarcated areas of multifocal coagulation necrosis,
and inflammatory cell infiltrations surrounding these necrotic areas.
Thrombosis in the vessels and liquor and cellular exudation in the
alveolar lumens, HE x 36

Sekil 6. interlobiiler septumda genisleme ve damarlarin fibrin ile
tikanmasi, HE x 92

Fig 6. Widening of the interlobular septum and obstruction of the
vessels by fibrin, HE x 92

(kticik koloni tipi) tespit edilmedi (Tablo 2).
Agaroz jel elektroforezinde M. bovis'in varligini
kanitlayan 400 baz cifti uzunlugundaki bantlar
gozlemlendi (Sekil 7). M. bovis histopatolojik
incelemeyle fibrinz pnémoni tanisi konulan top-
lam 4 olguda belirlendi. M. dispar'in belirlenmesi
amaciyla yapilan elektroforetik analizlerde 433
baz cifti uzunlugunda bantlar tespit edildi (Sekil
8). M. dispar da M. bovis gibi sadece fibrintz
pnémonili hayvanlarda olmak tzere toplam 6
vakada belirlendi. M. bovirhinis icin ise 316 baz
cifti uzunlugunda bantlar gozlemlendi (Sekil 9).
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Tablo 2. PZR sonuclarina gére belirlenen Mycoplasma tiirleri ve
bunlarin pnémoni tiplerine dagilimt.

Table 2. According to PCR results, Mycoplasma species and their
incidence regarding to the pneumonia types

Pnémoni tipi

Mycoplasma tiirleri
KBP PBP FP GrP

M. bovis - - 4 -
M. dispar - - 6 -
M. bovirhinis 3 1 7* -

M. mycoides subsp. mycoides - - - -

(kiiglik koloni tipi)

* M. bovirhinis, 1'er olguda M. bovis ve M. dispar ile birlikte
belirlenmistir

KBP - Kataral bronkopndmoni, PBP - Purulent bronkopndmoni,

FP - Fibrindz pnémoni, GrP - Granulomatéz pnémoni

Pnomonili hayvanlar arasinda toplam 11 olguda
M. bovirhinis belirlenirken bunlarin 7’si fibrinz
pnomonilerde, 3’G kataral bronkopnémonilerde ve
1’i de purulent bronkopnémonide tespit edildi. M
bovirhinis 1’er vakada M. bovis ve M. dispar ile
birlikte bulundu.

Sekil 7. M. bovis'e spesifik 400 baz ¢ifti uzunlugundaki bantlari
(oklar) gosteren PZR ve agaroz jel elektroforez sonuglari. M;
Molekdler belirte¢ (100-1000 baz cifti), N; Negatif kontrol, 1-13;
Pnémonili vakalar

Fig 7. M. bovis specific PCR and agarose gel electrophoresis results
showing 400 bp long bands (arrows). M; Molecular marker (100-
1000 bp), N; Negative control, 1-13; Pneumonic animals

Sekil 8. M. dispar'a spesifik 433 baz ¢ifti uzunlugundaki bantlari
(oklar) gosteren PZR ve agaroz jel elektroforez sonuclari. M;
Molekdler belirte¢ (100-1000 baz cifti), N; Negatif kontrol, 1-13;
Pnémonili vakalar

Fig 8. M. dispar specific PCR and agarose gel electrophoresis results
showing 433 bp long bands (arrows). M; Molecular marker (100-
1000 bp), N; Negative control, 1-13; Pneumonic animals
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Sekil 9. M. bovirhinis'e spesifik 316 baz cifti uzunlugundaki bantlari
(oklar) gosteren PZR ve agaroz jel elektroforez sonuclari. M;
Molekiiler belirte¢ (100-1000 baz cifti), N; Negatif kontrol, 1-13;
Pnémonili vakalar

Fig 9. M. bovirhinis specific PCR and agarose gel electrophoresis
results showing 316 bp long bands (arrows). M; Molecular marker
(100-1000 bp), N; Negative control, 1-13; Pneumonic animals



TARTISMA ve SONUC

Sigir yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayip-
lara neden olan hastaliklar arasinda pnémoniler
ilk siralarda yer alir. Bunlardan da, agir seyretmesi
ve tedavi imkanlarinin yetersizligi veya gicligu
nedeniyle fibrinli pnomoniler ve bu tir pnémoni-
lere neden olan Mycoplasmalar ayri bir 6neme
sahiptir. Bu calisma ile, Kars ilinde kesim sonrasi
makroskobik olarak pnémoni tespit edilen sigir
akcigerlerinde Mycoplasma tirlerinden M. bovis,
M. dispar ve M. bovirhinis'in varligi ortaya konu-
larak insidensleri belirlenmis ve akciger doku-
sunda olusan lezyonlar tanimlanmaya caligiimistir.

Sigir pnomonilerinin epidemiyolojik insidensini
belirlemeye yonelik yapilan ¢alismalarda pnomoni
oraninin %3.6 ile %65.83 arasinda degistigi
bildirilmistir "', insidens oranlarinda gézlenen bu
buayuk ayrimlarin olusmasinda bolgesel farklilik-
larin yani sira isletme sekillerinin degiskenligi, kul-
lanilan hayvan irklarinin ve yaslarinin gesitliligi,
beslenme diizeylerindeki farkliliklar gibi etmenler
ile calismalarda taranan toplam hayvan sayisi ve
sinirli isletmelerden 6rneklemelerin yapilmasi gibi
bir cok faktorlerin rol oynadigi gozlemlenmektedir.
Mycoplasmalarin pnémoni olgularinda insidens-
lerini belirlemek amaciyla yapmis oldugumuz bu
calismada incelenen 100 adet pnémoni vakasina
2565 hayvan arasinda rastlanmistir (%3.89). Belir-
lenen dusiik oranin sebebi olarak, bu c¢alismanin
yapildigi bolgede vyetistirilen hayvanlarin cogun-
lukla yerli irktan olmalari ve hastaliklara karsi
diger irklardan daha dayanikli olmalari dustntle-
bilir. Ayrica, arastirmada incelenen hayvanlarin
timundn besi sigiri olmasi ve sut ineklerindeki
tablonun arastirmaya dahil edilmemesi de diger
bir faktor olarak degerlendirilebilir.

Bakteriyel pnomoni etkenleri arasinda Pasteurella
spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Corynebacterium spp. ve Escherichia coli gibi
mikroorganizmalar siklikla tanimlanmaktadir "*'**°.
Ancak cogu calismada Mycoplasmalarin varhigi
goz ardi edilmektedir. Bunun baslica sebepleri
arasinda, Mycoplasmalarin bakteriyolojik izolas-
yonundaki zorluklar ile bu etkene karsi gerekli
olan spesifik yontemlerin uygulanmamis olmasi
yer almaktadir.

M. bovis'in tek basina sigirlarda siddetli mastitis
ve artritis ile gnotobiotik buzagilarda subklinik ve
nadiren de klinik pnémoniye neden oldugu
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gosterilmistir ***. M. bovis ile dogal enfekte
pnomonili 1-6 aylik buzagilarda P. multocida ve
H. somnus etkenlerinin ayni hayvanlardan izolas-
yonu bildirilmistir **. Gnotobiotik buzagilarda M.
bovis'in P. haemolytica’dan daha 6nce inokulas-
yonu ile daha siddetli pnomonilerin olustugu ve
boylece pnomonilerin gelismesinde bakteriler
arasinda sinerjik etkinin varhgi da kaydedilmistir .

Sunulan c¢alismada, PZR sonuclarina gore top-
lam 19 adet pnomonili hayvanda Mycoplasma et-
kenlerinden M. bovis, M. dispar ve M. bovirhinis
tespit edilmistir. Histopatolojik siniflandirmaya
gore bu etkenlerin pnémoni tiplerine gore dagi-
limlari incelendiginde, 18 adet fibrin6z pnémo-
ninin 15’inde Mycoplasma etkenlerinin bulundu-
gu dikkati cekmistir. Bu sonug, Mycoplasmalarin
daha cok fibrinli pnémonilerin etiyolojisinde yer
aldigi ve primer bir etken olarak bu tir pnomo-
nilere neden olabilecegi gibi, diger bakterilerle
sinerjik olarak da ise karisabilecegi bilgisiyle **
uyumluluk gostermistir. Calismanin esas amaci
Mycoplasmalarin insidensini ve hangi yontemin
daha ustin oldugunu belirlemek oldugundan,
burada diger muhtemel etkenlerin tayini ve tim
pnomoni tiplerinin sebeplerinin ayrintili arastiril-
masi yapilmamistir. Fibrin6z pnomonilerin etiyo-
lojisindeki bu yiiksek Mycoplasma orantisindan
hareketle, calismanin yapildigi Kars ilindeki sigir-
larda fibrinz pnomoni olgularinda ilk asamada
Mycoplasma yoniinden tedavi seceneklerinin
distuntlmesinin uygun olacagi soylenebilir.

Mycoplasma tirlerine yonelik insidens calis-
malarinda ¢ok degisik oranlarin ortaya c¢iktigi goz-
lemlenmektedir. Tenk *, rastgele secilmis 595 adet
pnomonili ve pnomonili olmayan sigirda kultar
yontemiyle %37 oraninda M. bovis izole edildi-
gini, serum orneklerinde ise %11.3 oraninda M.
bovis antikoru bulundugunu bildirmektedir. Kiltdr
yonteminin kullanildigi bir baska calismada pno-
monili ergin sigirlar arasinda M. bovis'in %1.6
oraninda bulundugu kaydedilmektedir '*. Diger
Mycoplasma etkenleri arasinda M. dispar 6zellikle
solunum sistemi hastalikli sigirlarda tespit edilir-
ken sigirlarda yaygin olarak bulunan M. bovirhinis'in
ise patojen olmaktan daha ziyade firsatci bir
mikroorganizma oldugu dustinilmektedir 2. Afrika
tlkelerinden Benin’de yapilan bir calismada, M.
bovirhinis 320 adet sigirin 7’sinde (%2.19) rapor
edilmistir . Yapilan bu calismada ise M. bovis
pnomonili hayvanlar arasinda %4, M. dispar %6
ve M. bovirhinis %11 oraninda tespit edilmistir.
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M. bovirhinis'in saglam hayvanlarda da rastlantisal
olarak bulunabilecegi bilgisi dogrultusunda *,
calismadaki kataral ve purulent pnémonilerden
izole edilen M. bovirhinis'in bu pnémonilere direk
neden olmadigi, ancak predispoze bir faktér ola-
rak ise karistigi veya rastlantisal olarak bulundugu
diisiincesi 6n plana cikmaktadir. Ote yandan, calis-
malar arasindaki buiytk farklar, Mycoplasmalarin
insidenslerini belirlerken 6zellikle dikkatli olun-
masi gerektigini ve belirlenen etkenlerin hastaligin
etiyolojisinde gercekten bir faktor olup olmadi-
ginin yorumu yapilirken de ayrica 6zen gostermek
gerektigini ortaya koymaktadir. Bu yorumun sag-
ikl bir sekilde yapilabilmesi icin de, histopato-
lojik muayenelerin gerekliligi ve patolojik olarak
belirlenen lezyonlar i1siginda muhtemel etiyolo-
jinin dustntlmesi fikri agirlik kazanmaktadir.
Bolgesel, sirtisel ve hayvansal faktorlerin, ayni
zamanda etkeni belirleme yonteminin ve has-
sasiyetliklerinin, calismalardaki s6z konusu insi-
dens farklarinin ortaya ¢ikmasinda 6nemli etkenler
olabilecegi dustinilmektedir.

Mycoplasmalarin teshisine yonelik cesitli tek-
nikler uygulanabilmektedir. Ancak ozellikle kronik
olarak hasta olan hayvanlarin akciger dokusundan
etken teshisi, antibiyotik tedavisi ve bakterinin oto-
lizinden dolayr zaman zaman zor olabilmektedir .
Pnomonik akciger dokularindan M. bovis’in
belirlenmesine yonelik PZR ve kulttr tekniklerinin
karsilastirildigr bir calismada PZR tekniginin
%96.6 oraninda hassaslikta ve %100 oraninda
spesifik sonug verdigi bildirilmistir . M. bovis'in
varligini kanitlamak amaciyla 6 adet tani yonte-
minin (kalttr, ELISA, SDS-PAGE, dot blot, solus-
yonda niikleik asit hibridizasyon teknikleri ve PZR)
kullanildigi bir calismada da PZR teknigi diger tim
tekniklerden daha stiin olarak nitelendirilmistir *°.
Tani amaciyla sinirli olarak immunohistokimyasal
yontemler de kullanilmistir *'. immunohistokimya,
etkeni lezyonlu bolge icerisinde gosterebilmesi
acisindan oldukca faydali olmakla beraber olduk-
ca zaman alict olmasi, kisith sayidaki ornekte
uygulanabilmesi ve tekniksel gticlikler nedeniyle
cok sayida ornegin incelendigi calismalarda tercih
edilmemektedir. Kiultir yontemi hem zaman
almasi hem de uygulanmasinin giic olmasi nede-
niyle pratik degildir. Ayrica 6rneklerin bakteriyel
kontaminasyonu 6nemli bir sorun olarak ortaya
ctkabilmektedir. Ancak yontem, sagladig yiksek
hassasiyet ve spesifiklik ve ayrica cok cesitli or-
neklere uygulanabilirligi ile faydali olabilmektedir.
PZR teknigi sagladigi yiksek hassasiyet, spesifiklik

ve hiz nedeniyle Mycoplasma etkenlerinin tes-
hisinde en basarili sekilde kullanilan yontemdir. An-
cak teknigin yaygin olarak kullanilmasi, standardi-
zasyonu saglama yontnden belirli 6n calismalari
gerektirmektedir. Bu calismada da PZR teknigi sag-
ladig1 yuiksek hassasiyetlik ile etken izolasyonunda
basarisiz kalan kultir yontemine gore cok daha
ustiindt. PZR teknigi ile spesifik primer ciftleri
kullanilmak suretiyle hem Mycoplasmalarin varhgi
ortaya konulabilmis hem de tur tayini yapilarak
daha basarili insidens sonuclari elde edilmistir.

Fibrinoz pnomonilerde Mycoplasmalarin hari-
cinde Pasteurella, Haemophilus, Ureaplasma ve
Mannheimia gibi etkenlerin bulunabilecegi akil-
dan cikarilmamalidir ****. Ayrica bu bakterilere ya
da viral pnémoni etkenlerine eslik eder konumda
M. bovirhinis'in bulunabilecegi de unutulmama-
lidir. Bunlara ek olarak, M. bovirhinis'in saglikh
hayvanlarda da bulunabilecegi ve bu nedenle
arastirmaya dahil edilmediginden dolayi incelen-
meyen diger hayvanlarda da mevcut olabilecegi
dustnulmelidir. Bu calismada, M. mycoides
subsp. mycoides (kiicuk koloni tipi)’e hem PZR
hem de bakteriyolojik incelemelerle, arastirmanin
yapildigi 100 adet pnomonili hayvan arasinda
rasttanmamistir. Bu bulgu, bu etken tarafindan
olusturulan Sigirlarin Bulasici Ploropnomonisi has-
taliginin bilgimiz dahilinde calismanin yapildigi
Kars ilinde daha 6nceden rapor edilmemesiyle
uyusmaktadir.

Sonug olarak, bu calismada Kars ilinde kesime
sevk edilen sigirlar arasinda M. bovis, M. dispar,
M. bovirhinis ve M. mycoides subsp. mycoides
(kticuk koloni tipi) etkenleri PZR ve kiltir yon-
temleri kullanilarak akciger dokusundan tespit
edilmeye calisilmistir. Kesimi takiben pnomoni
tanisi konulan toplam 100 adet hayvan arasinda
PZR sonuclarina gore bu etkenlerden M. bovis, M.
dispar ve M. bovirhinis sirasiyla %4, %6 ve %11
oranlarinda belirlenirken M. mycoides subsp.
mycoides (kiiciik koloni tipi)’e rastlanmamistir. M.
bovirhinis 1’er olguda M. bovis ve M. dispar ile
birlikte bulunmustur. Mycoplasmalarin tespitinde
PZR tekniginin kultir yonteminden cok daha
basarili ve giivenli oldugu gozlenmistir. Ayrica,
fibrindz pnomoniler basta olmak tizere purulent
ve kataral pnomonilerde Mycoplasmalarin var
olabilecegi, bu nedenle tedavi metotlari arasinda
bu etkenlere yonelik uygulamalarin da dusinal-
mesi gerekliligi kanisina varilmistir.
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