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MIKOPLAZMALARIN iZOLASYONU,
IDENTIFIKASYONU VE ANTIBIYOTIKLERE OLAN
DUYARLILIKLARININ BELIRLENMESI*

Isolation, identification and antibiotic sensitivity of
mycoplasmas from sheep pneumonia in Kars District.

Salih OTLU**

OZET

Bu arastirmada, Kars yéresinde koyun pnomonilerinden mikoplazmalarin
izolasyonu, identifikasyonu ve antibiyotiklere olan duyarliliklarinin saptanmasi
amaglandi.

Calismada, Ocak 1995-Aralik 1995 tarihleri arasinda Kars Belediye
Mezbahasi’nda kesilen 1354 koyuna ait akcigerlerin, makroskopik olarak
incelenmesi sonucu pnémonik bulunan (vermindz pnémoni harig) 120 akciger
ile Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na teshis amaciyla getirilen 127 pnémonik koyun
akcigeri olmak tizere toplam 247 pnomonik koyun akcigeri kullanildi. Akciger
orneklerinin PPLO agar ve buyyona ekimleri sonucu, 61° inden (%24.69)
mikoplazma susu izole edildi. Calismada degerlendirilen 30 saglikli koyun
akcigerlerinden ise mikoplazma izole edilemedi.

Pnémonik akcigerlerden izole edilen 61mikoplazma sususunun koloni
morfolojisi , glikoz fermentasyonu, arginin hidrolizi, tetrazolium rediiksiyonu,
film ve spot olusum fosfataz testi, hemoliz testi ve iireme inhibisyon testi ile
43’11 (%70.5) M.arginini, 18’1 (%29.5) M.ovipneumoniag olarak identifiye edildi.

Yapilan antibiyotik duyarlilik testinde, 43 M.arginini susunun 42’si (%97.67)
enrofloksasine, 40°1(%93.02) danofloksasine, 40’1 (%93.02) oksitetrasikline,
39’u ampisiline, 7’si (%16.27) eritromisine duyarh, tim suslar ise streptomisine
direngli bulundu Onsekiz M. ovipneumoniae susunun tiimiiniin (%100)
enrofloksasine, 17’sinin (%94.44) oksitetrasikline, 16’sinin (%88.88)
danofloksasine, 16’sinin (%88.88) ampisiline 2’sinin (%11.11) eritromisine
duyarli, test edilen suslarin tiimiiniin ise streptomisine direngli oldugu saptandi.

Arastirmada 247 pnémonik akcigerin 71’inde (%28.74)toplam 81 bakteri
susu izole edildi. Bu suglarin56’s1 (%69.13) P. haemolytica, 11’i (%13.58)
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Staphylococcus sp., 5°1(%6.17) Streptococcus sp., 53’1 (%6.17) E. coli, 47
(%4.93) B.anthracis olarak identifiye cdildi.

Pnémonik akcigerlerden tek basina yada diger ctkenlerle birlikte yiiksek
oranda izole edilen mikoplazmalarin, koyun pnémonilerinin olusumunda primer
bir ctiyolojik rol oynayabileccgi kanisina varild.

Anahtar kelimeler: Koyun, pnémoni, mikoplazma, izolasyon,
identifikasyon, antibiyotik duyarlihg.

SUMMARY

The aim of this study was isolation, identification and to determine antibiotic
sensitivity of mycoplasmas from sheep pneumonia in Kars District.

Onc thousand thirty hundred fifty four sheep lungs were examined
macroscobically slaughtered animals at Kars Municipality Abottoire between
January 1995 December 1995. One hundred twenty out of 1354 sheep lungs
were pneumonic macroscobically. The other hand 127 pneumonic sheep lungs
were uscd in this study. brouguht to Microbiology Department for the diagnosis.
So 247 pneumonic lungs were used. In the other hand 30 normal lungs were also -
used.

Sixty onc mycoplasma strains were isolated from 61 of 247 (24.69 %)
pneumonic lungs. Thirty five out of 61 (57.37 %) isolated mycoplasma strains
from 30 normal lungs. _

Isolated mycoplasma strains were identified with using following tests :
Colony morphologies. fermentation of glucose, hydrolysis of arginine, reduction
of tetrasolium film and spot production, phosphatasec, hacmolysis and growth
inhibition. Fourty threc of 61 (70.51%) M.arginini and 18 of 61 (29.5 %)
M.ovipncumoniac were identifited with above tests.

In antibotic sensitivity test 42 out of 43 (97.67%) M.arginini strains to
enrofloxcacine, 40 (93.02 %) danofloxacine, 39 (90.69%) ampiciline, 7 (16.27%)
erythromycine were sensitive, but all strains were found resistant to streptomycine.
All of the 18 M. ovipneumoniae strains (100%) to enrofloxacine, 17 (94.44%)
to oxytetracyeline, 16 (88.88%) danofloxacine, 16 (88.88%) to ampilline, 2
(11.11%) erythromycine were scnsitive.All the strains were found resistant to
streptomycine.

From the 71 of 247 (28.74%) pncumonic lungs, totally 81 bacteria strains
were isolated. This strains were identified as follows: 56 (69.13%) P.haemolvtica,
11 (13.58%) Staphvlococcus spp., 5 (6.17%) Streptococcus spp.. 5(6.17%) E.
coli and 4 (4.93%) B.anthracis.
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It was suggested that mycoplasmas isolated with alone or together other
agents from pneumonic lungs could be primarily etiological agent in the
pncumonia.

Key words : Sheep, pneumoniae, mycoplasma, isolation, identification,
antibiotic susceptibility.

GIRIS

Koyun hastaliklart arasinda biiyiik bir yer tutan pnémoni; genellikle bronsiyol
ve alveolleri kapsayan akciger dokusunun yangisi olup (11,37.41); bakteriler,
mikoplazmalar (9,24), viruslar, klamidyalar, mantarlar ve parazitler (23.,41)
tarafindan meydana getirilen polietiyolojiye sahip bir infeksiyondur. Ayrica bakim
ve besleme hatalari, ani iklim degisiklikleri, tozlu havanin solunmasi, yorgunluk,
sikigik barindirma, aghk, viicudun direncini azaltan diger hastaliklar nakil ve

stres gibi organizmanin genel ve lokal savunma sistemini zayiflatan birgok faktor
pnémoninin hazirlayict nedenleri arasinda kaydedilmektedir (11,21,41).

Koyunlarda gézlencn nonprogressif pnémoni: genellikle bir yasina kadar
nadiren daha yasl koyunlarda olusan kronik (21). ¢ogunlukla subklinik seyirli
(11) mortalitesi diisiik bir infcksiyoz hastaliktir (24,47). Hastahigin tanimi ilk
kez 1963 vilinda Stamp ve Nisbet (35) tarafindan patolojik bulgulara dayanarak
yapilmus ve “Oldiiriicii Enzootik Pnémoni”den ayri olarak cle alinarak Atipik
Pnomoni olarak adlandirilnustr.

Koyunlarda olusan atipik pnémoninin primer ctkisinin Mycoplasma
ovipneumoniae oldugu (3,21,23.27) ¢ogu olgularda Pastcrurella haemolytica nin
da sckunder olarak infeksiyona katildigr (6,23) ve hastahigin siddetini artirdigt
bildirilmektedir. Infeksiyonun etiyolojisine yonelik olarak arastirma yapilan bir
¢ok tilkede hastalik olgularindan Mycoplasma arginini ve diger bazi mikoplazma
tirleri de izole edilmekte (2,26,36) fakat bu ctkenlerin hastaligi olusturmadaki
rolii hala tartigilmaktadir. Koyunlarm solunum sistemi hastaliklarindan daha az
sayida olmak tizere Staphylococcus spp. (23,36), Streptococcus spp., Klebsiella
spp., P.multocida (41) Chlamvdia psittaci, Koliform bakteriler, C. pvogenes
(5,9,36) Acholeplasma laidlawii ve Ureaplasmalar (13)gibi bakteriler de izole
edilmektedir.

Koyun pnémonilerinden mikoplazmalarin ilk izolasyonu 1955 yilinda
Greig(19) tarafindan Kanada'da bildirilmis, aynt yil igerisinde Durusan ve
Doguer (16) Tiirkive'de kuzularin pnémonik akeigerlerinden mikoplazma izole
etmislerdir.

Mikoplazmalar cvcil hayvanlarin tiimiinde patojen, kommensal yada
saprofitik bir yasam siirdiirmekte mukozal yiizeylere kolonize olarak solunum
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sistemi, tirogenital sistem ve gastrointestinal sistemden izole edilmektedir
(20,32,93). Evcil hayvanlarda ve insanlarda mikoplazmalarin sebep olduklari
bilinen hastaliklar genel olarak; 1-Septisemi 2-Heniiz tam olarak ortaya
konamamig mikoplazmaemik fazi takip ederek olusan eklemlerde ve/veya serozal
bosluklarda yangi ve lokalizasyon3-Solunum sistemi, genital sistem, meme bezleri
veya konjuktivanin lokal infeksiyonlari olarak gruplandirilmaktadir (32).

Koyunlarin subakut ve kronik pnomonilerinden mikoplazma susglarinin izole
edildigini bildiren birgok aragtirma mevcuttur. Popovic ve ark (28) pnémonik
32 kuzu akcigerlerinden 26 (%81), pnémonik 45 koyun akcigerinden ise 25
(%56) mikoplazma susu izole etmislerdir. Pasic ve ark. (27) pnomonili 77 koyun
akcigerinden 51 mikoplazma susu izole ettiklerini bunlarin 35’inin
M.ovipneumoniae, 14 iiniin M.arginini,2’sinin Acholeplasma laidlawii oldugunu
belirtmiglerdir. Tabatabayi ve ark. (36) subakut ve kronik pnémonili 62 koyun
akcigerinin 49’undan (%79), normal akcigerlerin ise %6.5’inden M.arginini
ayirdiklarini ayrica bazi akcigerlerden P. multocida, P.haemolytica, Streptococcus
sp., Corynebacterium sp. gibi bakterilerinde izole edildigini belirterek primer
etkenin M.arginini oldugunu diger bakterilerin ise sekunder etken oldugunu
bildirmiglertir. Chaturvedi ve ark. (13), yas farki gézetmeksizin koyunlar iizerinde
yaptiklari bir caligmada 32 nazal ve 41 trakeal swap ile 102 pnémonik akciger
materyali olmak iizere toplam 175 numueden sirasiyla %28.1., %26.8 ve %21.5
oraninda Mycoplasma ve Acholeplasma izole ettiklerini ve koyunlarin solunum
sistemi hastaliklarinda mikoplazmalarin énemli bir etken oldugunu, Bakke ve
ark. (6) subakut veya kronik pnémoni belirtileri gosteren kuzular ile saglikli
kuzularin kesim sonrasinda, akcigerleri iizerinde yaptiklari arastirmada, hasta
kuzularin akcigerlerinde %98, saglikli kuzularin akcigerlerinde ise %28 oraninda
M.ovipneumoniae izole ettiklerini bildirmislerdir. Aragtinicilar saglikli kuzularin
akcigerlerinde %18, pneumonili olanlarda ise %49 oraninda Pasteurella
haemolytica izole edildigini bu sonuglarin subakut ve kronik pnémonilerde
M.ovipneumoniae’nin 6nemi ortaya koydugunu, P.haemolytica gibi bakterilerin
sckunder ectken olduklarini 6ne siirdiikleri aragtirmada, M.arginini ve viral
etkenlere yonelik yapilan yoklamalarin negatif oldugunu belirtmislerdir. Bakke(5)
subacut ve kronik pnémonili koyunlara ait akcigerlerden %87 normal
akcigerlerden ise %6 oraninda M.ovipneumoniae izole edildigini,
P.haemolytica’'nin ise daha diisiik oranlarda ve genellikle M.ovipneumoniae ile
birlikte izole edildigini belirterek M.ovipneumoniae’nin primer etken oldugunu
bildirmistir. Gharogozlou ve ark. (39)subakut ve kronik pnémonili koyunlara
ait 88 akcigerin 56’sindan M.arginini izole edildigini bunlarin 34’iiniin
P.multocida gibi diger bakterilerle birlikte bulundugunu bildirmislerdir.

Mikoplazmalarin neden oldugu infeksiyonlarda klinik ve patolojik bulgular

hastaligi tanimlamada yeterli olmadigindan dolay1 kesin teshis ya dokulardan
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etkenin izolasyonunu gergeklestirerek direkt (13,26,36) yada etkene kargi olugsmusg
antikorlar1 saptayarak indirekt (10,22) olarak yapilmaktadir. Mikoplazma
tiirlerinin identifikasyonu, glikoz fermentasyonu (31,39), arjinin hidrolizi
(7),fosfataz testi (12), tetrazolium rediiksiyonu (33), film ve spot olusumu (40),
metilenmavisi rediiksiyonu, hemoliz testi ve iireme inhibisyon testi (3,10,14)
gibi yéntemlerle yapilmaktadir. Mikoplazmalari Acheloplasma’lardan ayirt etmek
i¢in dijitonine duyarlhilik testi (17,38) Ureaplasma’lardan ayirt etmek igin ise
tircaz testinden '(3 0) yararlanilmaktadir.

Koyunlarda mikoplazmalardan ileri gelen solunum sistemi infeksiyonlari,
izole edilen suglarin duyarlilik testleri yaptiklar1 sonra, duyarli bulunan
antibiyotiklerin kullanilmasiyla sagaltilabilmektedirler (11). Hastaligin
tedavisinde en etkili antibiyotiklerin tylosin ve tiamulin oldugu, tiamulin ve
tylosinin birlikte 3 giin siireyle 10 mg/kg dozda uygulanmasiyla lezyonlarin
geriledigi bildirilmektedir (11,37). Arisoy ve ark. (4) koyun ve kegilerden izole
ettikleri 15 mikoplazma susunun in vitro olarak tylosin, eritromisin ve
oksitetrasikline kargt duyarliliklarini arastirdiklart bir g¢alismada tylosinin
digerlerine gore daha etkili oldugunu bildirmislerdir. Mikoplazmalarin penisilin
ve sulfonamidlere direngli olduklari, tetrasiklin, gentamisin, kanamisin ve
eritromisinin bazi infeksiyonlarda etkili oldugunu bildirilmektedir. Kaya ve ark.
(23) kuzu akcigerlerinden izole edilen mikoplazma susu iizerindeki Linco-spectin,
eritromisin, ampisilin, trimethoprim+sulpamethaxazole, sefalosporin ile yaptiklart
antibiyotik duyarlilik testinde en etkili antibiyotiklerin sirayla linco-spectin,
ampisilin ve eritromisin oldugunu bildirmislerdir.

Yurdumuzda konuyla ilgili ¢alismalar az sayida da olsa mevcut olup
y6remizde ise pnomoni vakalarimin ¢ok yaygin olmasina karsin yapilan literatiir
taramalarinda konuyla ilgili bir arastirmaya rastlanilmamigtir.

Bu calismada, Kars yoéresinde koyun pnémonilerinden mikoplazmalarin
izalosyonu identifikasyonu ve antibiyotiklere olan duyarliliklarinin saptanmasi
amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Calismada Ocak 1995-Aralik 1995 tarihleri arasinda Kars Belediye
Mezbahasinda kesilen 1354 koyuna ait akcigerlerin, makroskopik olarak
incelenmesi sonucu pnémonik bulunan (verminéz pnémoni harig) 120 (%8.86)
adet koyun akcigeri ile Mikrobiyoloji Anabilim Dali labaratuvarina teshis
amactyla getirilen 127 adet pnémonili koyun akcigeri olmak tizere toplam 247
adet akciger 6rnegi kullanildi. Ayrica, Kars Belediye Mezbahasi’ndan elde edilen
30 saglikli koyun akcigeri de mikoplazma izolasyonu amaciyla degerlendirildi.
Orneklerin herbiri ayr bir plastik torba igerisinde ve kisa siirede laboratuvara

getirilerek hemen degerlendirildi.
161



Kars Yéresinde Koyun Promonilerinden Mikoplazmalarnn izolasyonu - OTLU

Standart suslar : Arastirmada kullanilan Mycoplasma ovipneumoniac ve
M.arginini standart suslari Dr.J.G. TULLY "den (Mycoplasma Scction, Frederick,
Canscr, Res. Dev. Center, Frederick, USA)temin cdildi.

Besiyerleri : Pnomonik akcigerlerden mikoplazmalarin izolasyonu amaciyla
PPLO Agar ve PPLO Broth (Difco), diger bakterilerin izolasyonu igin kanli .
agar (%7 defibrine koyun kanli, Blood Agar Basc-Oxoid) Mac Conkey Agar
(Oxoid) ve EMB Agar (Oxoid). Nutrient agar ve Broth (Oxoid) ile serumlu
buyyon kullanildi.

Antibiyotik Diskleri : Patolojik materyallerden izole cdilen mikoplazma
suslarmm antibivotiklere olan duyarliliklarmm belirlenmesinde Enrofloxacin 3
mcg (Bayer), Danofloxacin 5 mcg (Difco). Ampicilline 10 mcg (Oxoid).
Streptomycine 10 mcg, Oxytetracycline 30 mcg ve Erithromycine 15 meg (Etlik
Hayvan Hastaliklar1 Arastirma Enstitiisit) disklerinden yararlanildi.

Antijen hazirlanmasi : Calismada kullanilan standart suglardan antijen
hazirlanmasinda Senterfit (34) in bildirdigi yontem kullanildi.

Antiserum elde edilmesi : Tavsanlardan antiscrum ¢lde edilmesinde Senterfit
(34) in belirttigi metot kullamldi. Tavsanlar Erzurum Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitiisii’nden temin cdildi.

Antiserum disklerinin hazirlanmasi : Disklerin hazirlanmasinda Clyde (14)
in bildirdigi yéntem kullamldi. Tavsanlardan clde edilen immunserumlar 0.22
pm’lik milipor filtrelerle sterilize edilerek 6 mm gapindaki Whatman (No:40)
filtre kagidindan hazirlanan disklere emdirilerck kurutuldu. Ureme inhibisyon
testinde kullanilan bu diskler+4°C de saklandi.

Taze maya ekstraktmin hazirlanmasi : Yeast extract(Difco) 25 gr alinarak
100 ml distile suda ¢6zdiiriildii. Maya ckstraktr 0.2 pum’lik milipor filtrelerden
gegirilerek sterilize edildikten sonra 10’ar ml olarak steril siselere taksim edildi.
En ¢ok 4 ay siireyle kullamlmak tizere -20°C de saklandi (25).

Alt serumunun hazirlanmas: : Elde edilen at serumu su banyosunda 56
°C’de 30 dakika tutularak inaktive cdildi. Inaktive edilen serum 0.2 pum’lik milipor
filtrelerden scgilerek sterilize edildikten sonra 20 ml’lik steril siselere boliinerck
-20°C’de saklandi (25).

Talyum asetat soliisyonunun hazirlanmasi : Bir gram thallium asetat 80
ml distile suyla kaynayan su igerisinde ¢oziindiriilerck 2 ml’lik sisclere béliiniip
121°C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edilerck +4°C” de saklandi (25).

Besiyerlerinin hazirlanmasi : Mikoplazmalari iiretmek amaciyla: 1000 ml
katibesiyeri hazirlamak igin 35 gr PPLO Agar (Difco) tartilarak 680 ml distile
su igerisinde ¢ozdurtldi. Siispansiyon homojen hale gelene kadar isitildiktan
sonra 121'C de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize cdildi. Daha sonra besiyerine
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aseptik sartlarda steril at scrumu 200 ml, steril taze maya ekstrakti 100 ml,
penisilin G 500 IU/ml, talyum asetat (1/80) 20 ml miktarlarinda ilave edilip pH
7.6-7.8"¢ ayarlanarak 9 cm gapinda petri kutularina dokiildii.

Mikoplazma siva besiyeri hazirlamak amaciyla PPLO Broth (Difco) 2.1 gr
70 ml distile suda ¢ézdiiriilerck otoklavda 121°C’de 15 dakika siireyle steril
edildi. Besiyerine ascptik sartlarda steril at serumu 20 ml, taze yeast extract 10
ml, penisilin G 500 1U /ml, thallium asetat (1/4000) 2 ml esaptik sartlarda
katilarak pH 7.6-7.8"¢ ayarlanip steril tiiplere 5 er ml miktarinda taksim edildi.

Mikoplazmalar digindaki diger bakterilerin izolasyonu amaciyla kullanilan
kati ve sivi besiyerleri bilinen rutin yoéntemlerle hazirlandr (3,10)

Ekim ve izolasyon ¢alismalari : Pnémonik akcigerlerden bir parga (1 gram)
alinarak steril havanda, steril kum yardimiyla 5 ml sivi besiyerinde (PPLO
buyyon) iyice ezilerck siispansiyon hale getirildi. Hazirlanan bu siispansivondan
0.1 'ml alnarak PPLO kati ve sivi besiyerine ve ayrica kanli agara ekimleri
yapildi. Ekim yapilan mikoplazma besiyerleri 2.5 litrelik jarlarda (Merck), nemli
ve mikroacrofilik ortamda (Anacrocult C, Mcrck) 37°C’de 5 giin siireyle
inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda kati besiyerleri, sterco mikroskop altinda
koloni gelisimi, stvi besiyerleri isc bulaniklik agisindan incelendi. Saf kiiltiir
elde ctmek amaciyla, iireme goriilen kati besiyerlerinden, stereo mikroskop altinda
tek koloni alinarak PPLO kati ve sivi besiyerine subkiiltiirleri yapildi. Uremelerde
bakterilerin “L formu” siiphesini ortadan kaldirmak amaciyla iireyen kolonilerden
inhibitérsiiz kati besiyerine ve kanli agara pasajlari yapildi. Ureme gorillmeyen
kat1 besiverleri negatif kabul edilmeden énce 7 giin siireyle daha inkiibe edildiler.
Mikoplazmalar disindaki bakterilerin izolasyonlart amaciyla ckimi yapilan kanh
agarlar 37 C'de 24-48 saat siircyle acrobik ortamda inkiibe edilerek
degerlendirildiler.

identifikasyon ¢alismalar: : izole cdilen mikoplazma suslarim
identifikasyonu amciyla dijitonine duyarlilik, glikoz fermentasyonu arjinin
hidrolizi, tetrazolium rediiksivonu, film ve spot olusumu, hemoliz ve fosfataz
testi ile tireme inhibisyon testinden yararlanildi.

Dijitonine duyarhhik : Bu test, Tully (38) nin bildirdigi metoda gére yapildi.
Bu amagla 30 mg dijitonin 2 ml %95’ lik ctil alkol igerisinde ¢ozdiiriilerek %1.5°1ik
dijitonin soliisyonu hazirlandi. Soliisyon, Whatman (No:40) filtrc kagidindan
hazirlanan 6mm ¢apindaki disklere her bir diske 0.025 ml dijitonin olacak sekilde
emdirildi. 37°C’de kurutulan diskler+4°C de sakland. izole edilen suslarin 1/
100 dilisyonlarindan 0.1 ml katibesiveri viizeyine bir baget yardimiyla yayilarak
ctitvde besiyerinin yiizeyi kurutulduktan sonra tizerine steril bir pens yardimyla
dijitonin diski hafif¢e bastinlarak konuldu. Petriler, nemli ve %10 CO,’li

163



Kars Yoéresinde Koyun Préomonilerinden Mikoplazmalarn izolasyonu - OTLU

(Anaerocult C Merck) ortamda 37°C’de 5 giin siireyle inkiibe edildikten sonra
disk etrafinda olusan inhibisyon alani 6l¢iilerek degerlendirildi. Degerlendirmede
disk etrafinda olusan 4 mm ve daha genis inhibisyon alani pozitif olarak kabul
edildi.

Glikoz fermentasyonu : Bu test, Razin ve Cirillo (31) nun bildirildigi
yonteme gore yapildi Hazirlanan %10 glikoz soliisyonundan 5 ml’lik PPLO
buyyonlara 0.5 ml ilave edilerek %1 glikoz igeren siv1 besiyerleri olusturuldu.
Hazirlanan besiyerine test edilecek kiiltiirden 0.1 ml inokiile edilip, iizerine
%0.002 oraninda fenol red katilarak ekim yapilmayan bir kontrol tiipii ile birlikte
37°C’de, nemli ve %10 CO,’li (Anaerocult C, Merck) ortamda 5 giin siireyle
inkiibe edildi. Besiyerinin renginin besiyeri pH’sinin 7°nin altina diigmesi
nedeniyle kirmizidan sariya doniigsmesi pozitif olarak degerlendirildi.

Arjinin hidrolizi : Bu test Barile (7) nin bildirdigi yénteme gére yapildi.
Bunun igin %2’lik Arginin soliisyonundan 5 mI’lik PPLO buyyonlara 0.01 ml
ilave edilerck %0.2 arginin igeren ve pH’st 7 olan sivi besiyeri hazirlandi. Test
edilecek kiiltiirden hazirlanan besiyerine 0.1 ml ekim yapidiktan sonra %0.002
oraninda fenol red ilave edilerek ekim yapilmayan bir kontrol tiipiiyle birlikte
37°C de nemli ve %10 CO,’li ortamda 5 giin siireyle inkiibe edildi. Bu siire
sonunda ekim yapilan besiyerinin renginin pembe yada kirmiziya déniismesi
kontrol tiipiinde ise renk degisikliginin olmamasi pozitif olarak degerlendirildi.

Tetrazolium rediiksiyonu : Steril 2,3,5-triphenyltetrazolium chlorid’in
%0.02 oraninda katilmasiyla hazirlanan PPLO buyyonlara, test edilecek
kiiltiirden 0,1 ml ekilerek ekim yapilmayan bir kontrol tiipii ile birlikte 37°C de
5 giin siireyle inkiibe edildiler. Besiyerinin renginin pembe kirmiziya déniigmesi
pozitif olarak degerlendirildi (33).

Film ve spot olusumu : PPLO buyyon ve agara ekimi yapilan suslarin
37°C’de, nemli ve mikroaerofilik ortamda 7 giin siireyle inkiibasyonu sonucu,
buyyonun iist kisminda ince bir tabakanmn (film), agarda ise siyah beneklerin
(spot) olugmast pozitif olarak, olugsmamasi ise negatif olarak degerlendirildi (40).

- Fosfataz testi : Steril Phenolftalein dishosphat’tan %0.1 oraninda katilarak
hazirlanan kati besiyerine izole edilen suslarin ekimi yapilarak 37 °C, nemli ve
mikroaerofilik ortamda 5 giin inkiibe edildi. Bu siire sonunda olusan kolonilerin
tizerine 5 N NaOH dokiilerek yarum dakika igeresinde kirmizi rengin olusumu
pozitif olarak degerlendirildi (12).

Hemoliz testi : Izole edilen suslarin hemoliz yapma yeteneklerini belirlemek
amaciyla, %7 koyun kanli PPLO agara ekimleri yapilarak, besiyeri nemli ve
mikroacrofilik ortamda 5 giin siireyle inkiibe edildi. Bu siire sonunda besiyerinde
hemoliz olusup olmadig1 gézlendi (3).
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Ureme inhibisyon testi : Bu test, Clyde (14) in bildigi yonteme gére yapild
Bu amagla test edilecek kiiltiiriin 10 diliisyonundan 0.1 ml alinarak PPLO kati
besiyerine bir baget yardimiyla silme ekimi yapildi. Besiyeri 37°C’de 20 dakika
kurutulduktan sonra {izerine standart antijenden hazirlanan immun serum diskleri
konuldu. Besiyerleri 37°C’de, nemli ve mikroacrofilik ortamda 5 giin siireyle
inkiibe edildikten sonra disk etrafinda olusan 2 mm ve daha fazla olan inhibisyon
alani pozitif olarak degerlendirildi.

Antibiyotik duyarhlik testi : Patolojik materyallerden izole ve identifiye
edilen mikoplazma suslarinin antibiyotiklere olan duyarliliklarinin belirlenmesi
amciyla PPLO agarda Kirby-Baure (8) disk diffuzyon yontemi kullanildi.

Diger bakterilerin identifikasyonu : Patolojik materyallerden
mikoplazmalar disinda izole edilen diger bakterilerin identifikasyonlari, koloni
morfolojisi, mikroskopik goriiniim, karbonhidrat fermentasyon testleri, harcket
muayenesi, hemoliz, oksidaz, katalaz, koagiilaz testi gibi rutin yontemlerle yapild
(3,10).

BULGULAR

Mikoplazmalarm izolasyon ve identifikasyonu

Kars Belediye Mezbahasi’nda kesilen, 1354 koyuna ait akcigerlerin
makroskobik olarak incelenmesi sonucu pnémonik bulunan (verminéz pnémoni
harig) 120 adet pnémonik koyun akcigerinin 19’undan (%15.83), Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’na teshis amaciyla getirilen 127 adet pnémonik koyun akcigerinin
42’sinden (%33) olmak iizere, toplam 247pnémonik koyun akcigerinden 61
(%24.69) mikoplazma susu izole edildi (tablo-1). Izole edilen 61 mikoplazma
susunun, biyokimyasal testler ve iireme inhibisyon testiyle yapilan
identifikasyonlarinda, 43’iiniin (%70.5) M.arginini, 18’inin (%29.5)
M.ovipneumoniae oldugu saptandi. Kars Belediye mezbahasi’ndan temin edilen
30 saglikli koyun akcigerinden mikoplazma susu izole dilemedi.

Kars Belediyesi Mezbahasi’ndan alinan 120 adet pnomonik koyun
akcigerinden izole edilen 19 (%15.83) mikoplazma susu koloni morfolojisi, glikoz
fermentasyonu, arjinin hidrolizi, tetrazolium rediiksiyonu, film ve spot olusumu,
fosfataz, hemoliz testi gibi biyokimyasal testler ve iireme inhibisyon testleri ile
13’1 (%68.42) M.arginini, 6’s1 (%31.57) M.ovipneumoniae olarak identifiye
edildi. Laboratuvara teshis amaciyla getirilen 127 adet pnémonik koyun
akcigerinden izole edilen 42 mikoplazma susunun yukarida bildirilen testler
yardimiyla yapilan identifikasyon ¢alismalarinda 30°u (%71.42) M.arginini, 12’si
ise (%28.57) M.ovipneumoniac olarak identifiye edildi.

Kars Belediye Mezbahasi'ndan elde edilen 120 pnémonik koyun akcigerinin
11’inden (%9.16) mikoplazmalar tek basna izole edilirken 8 inden (%6.66) diger
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bakterilerle birlikte izole edildi. Laboratuvara teshis amaciyla getirilen 127 adet
pnémonik koyun akcigerinin 24’ tinden (%18.89) mikoplazma tck basina izole
edilirken. 18 inden (%14.17) isc diger bakterilerle birlikte izole edildi (Tablo-
1). Ayrica pnémonili 3 koyun akcigerinde M.ovipneumoniac ve M.arginini birlikte
bulundu.

Tablo 1. Caligmada kullanmlan akeiger smeklerinin kaynagi, sayisi ile izole edilen etken sayilan
ve izolasyon orani.

Pnomonik Mikoplazma | Bakteri izole | Miks Etken izole
akciger izole edilen | edilen 6mek | infeksiyon | edilemeyen
omek sayist | 6rmek sayisi | sayisi Sayisi omcek sayisi
Kars
Belediye 120 11 (%9.16) | 15(%12.5) |8 (%06.66) | 86 (%71.66)
Mezbahast
KAU. Vet. FakM
ikrobiyoloji 127 24 (%18.89) | 30 (%23.62) | 18 (%14.17)| 55 (%d3.3)
ABD.
Toplam 247 35 (%14.17) |45 (18.21) |26 (%10.52)| 141 (%57)

Koloni Morfolojisi : izole edilen mikoplazma suslarmin PPLO agarda
olusturduklar kolonilerin sterco mikroskop altinda X40 biiyiitme ile vapilan
incelemeleri sonucu, kolonilerin merkezli. kenarlart diizgiin “fried egg” diye
tanimlanan sahadan yumurta tarzinda ve merkezsiz,graniiler, kenarlar diizensiz
bir sckilde olmak tizere iki farkl tipte oldugu goériildii. Yapilan identifikasyon
¢aligmalart sonucunda tipik, merkezli gérintimlii kolonilerin M.arginini,
merkezsiz, graniiler tiptcki kolonilerin ise M.ovipneumoniae oldugu belirlendi.

Biyokimyasal test sonuglari

Dijitonine duyarhlik testi : Pnomonik akcigerlerden izole edilen mikoplazma
suslart ile yapilan dijitonine duyarhlik testinde tiim mikoplazma suglarinin pozitif
oldugu, dijitonin diski ctrafinda meydana gelen tireme inhibisyon zonunun 4-7
mm arasinda degistigi saptandi.

Glikoz fermentasyonu : Izolc edilen mikoplazma suslart ile PPLO buyyonda
yapilan glikoz fermentasvonu testinde, M.ovipneumoniac suslarinin pozitif,
M.arginini suslarinin isc negatif oldugu belirlenmistir.

Arjinin hidrolizi : Pnémonik akcigerlerden izole edilen mikoplazma
suslarinin PPLO buyyonda yapilan arjinin hidrolizi testinde, M. arginini suslarinin
pozitif reaksivon verdigi, M.ovipneumoniac suslarmin isc negatif oldugu gériildii.

Tetrazolium rediiksiyonu : Izolc cdilen mikoplazma suslarmin PPLO
buyyonda yapilan tctrazolium rediksiyonu testi sonuglarima gore
M.ovipneumoniae susglari pozitif M.arginini suglart negatif olarak degerlendirildi.
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Film ve spot olusumu : Dcgerlendirilen tiim mikoplazma suslarimin PPLO
buyyon ve agarda film ve spot olusumu negatif olarak gozlendi.

Fosfataz testi : 1zolc edilen mikoplazma suslarmin PPLO agarda yapilan
fosfataz testi yoklamalarinda tiim suslarin negatif oldugu belirlendi.

Hemoliz Testi : izolc cdilen mikoplazma suslarinin %7 koyun kanli PPLO
agarda yapilan hemoliz testinde. M.ovipneumoniae suglarinin hemoliz
olusturdugu, M.arginini suslarinin isc hemoliz yapmadig: saptandi.

Ureme inhibisyon testi : Izole cdilen M.arginini ve M.ovipneumoniac
suslarinin PPLO agarda yapilan tireme inhibisyon testinde, standart antijenlere
karsi tavsanlarda clde edilen hiperimmun serumlarla inhibe olduklar saptandi.
Disk ctkrafinda meydana gelen iireme inhibisyon zonunun 2-6 mm arasinda
degistigi belirlendi.

Izole edilen mikoplazma suglarinin belirlenen biyvokimyasal 6zellikleri Tablo-
2 de gosterilmistir,

Tablo 2. Cahigmada izole edilen mikoplazma suglarimim biyokimyasal test sonuglari.

G A T I'/S 15 I
M.arginini - + = - = "
M.ovipneumoniac + % + = - 4
G @ Glikoz fermentasyonu T ‘Tetrozolium rediiksiyonu I : Fosfatoz reaksiyonu
A Arjimin hidrolozi F/S : Film ve Spot olusumu I ¢ IHemoliz testi

Antibiyotik duyarhhk testi : Pnémonik akcigerlerden izole cdilen 43
M.arginini susunun Kirby-Baucr disk diffuzyon metodu ile yapilan antibiyotik
duyarlilik testinde, 427sinin (%97.66) cnrofloksasine, 407 min (%93.02)
danofloksasine, 40 mnin (%93.02) oksitetrasikline. 39 unun (%90.69) ampisiline,
7sinin (%16.27) critromisine duyarli, tiim suglarin streptomisine direngli oldugu
saptandi. Pnémonik akcigerlerden izole edilen 18 M.ovipneumoniae susunun
isc 1871 (%100) enfloksasine, 17 sinin (%94 .44) oksitetrasikline. 16°s1 (%88.88)
danofloksasine, 16°s1 (%88.88) ampisiline, 27si (%1 1.11) eritromisine duyarli,
tiim suslar streptomisine direngli bulundu (Tablo-3).

Tablo 3. Izole edilen M.arginini ve M.ovipneumoniac suglariin antibiyotik duyarhlik testi
sonuglari.

A Dn E e O S
D R% |D R% {D R% |[DR %D (D R%D |D R %D
M.arginini (43)* 39 4 90.69/40 3 93.02(42 1 97.67|7 36 16.27(40 3 93.02 (0 43 0
M.ovipneumoniac(18)* | 16 2 §8.88| 16 2 88.86 | 18 0 100 |2 16 11.11{17 1 9444 |0 18 0
* t Sug sayist D Duyarli sug sayisi R @ Rezistans sug sayisi Er @ Eritromisin
At Ampisilin Dn @ Danofloksasin L ¢ Enrofloksasin '
O ¢ Oksitetrasiklin -~ S @ Streptomisin % 1> 1 Duyarhhk oram
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Diger bakterilerin izolasyon ve identifikasyon sonuglari

Kars Belediye Mezbahasi’ndan celde edilen 120 adet pnémonili koyun
akcigerinin 23"iinden (%19.16), laboratuvara teshis amaciyla getirilen 127 adet
pnomonik koyun akcigerinin ise'48” inden (%37.79) basta P.haemolytica olmak
tizere Staphylococcus spp., Streptococcus spp., B.anthracis, E.coli gibi bakteriler
izole edildi. Mikoplazma disinda diger bakterilerin izolasyonuna iligkin yapilan
calismalarda Kars Belediye Mezbahast’indan elde edilen 120 pnémonik koyun
akcigerinin 23{iinden (%19.16) izole edilen toplam 27 bakteri susunun koloni
mo'rfolojisi, mikroskopik goriiniim, karbonhidrat fermentasyon testleri, hareket,
hemoliz, oksidaz, katalaz testi gibi rutin yontemlerle 17°si (%62.96)
P.haemolvtica, 5’1 (%18.51) Staphylococcus spp., 37t (%11.11) Streptococcus
spp., 27si (%7.4) E.coli olarak identifiye edildi. Laboratuvara teshis amaciyla
getirilen 127 pnémonik koyun akcigerinin 48 inden izole edilen toplam 54 bakteri
susunun, yukarida belirtilen yontemlerle 39°u (%72.22) P.haemolytica, 6’s1
(%11.11) Staphylococcus spp.. 4’ii (%7.4) B.anthracis, 3’ (%3.55) E.coli,
2’si (%1.08) Streptococcus spp., olarak identifiye edildi.

TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada pnémonik koyun akcigerlerinden mikoplazma ve diger
bakterilerin izolasyonu gergeklestirilmis, izole edilen mikoplazmalarin
identifikasyonlari ile bazi antibiyotiklere olan duyarliliklari belirlenmistir.

Koyun pnémonilerinin etiyolojilerine yonelik olarak gerek yurdumuzda
(1,17,20,23) gerckse diger iilkelerde (5,21,26,27) yapilan birgok arastirmada
pnomonik koyun akcigerlerinden mikoplazmalarin tek bagina (2,28) ya da diger
bakteriler ile birlikte (5,13,18,26,36) izole cdildikleri bildirilmektedir. Pasic (27)
Yugoslavya’da yaptigi bir arastirma 77 pnémonili koyun akcigerinin 51°inden
(%66.2) mikoplazma izole etmis, izole edilen suglarin 35’inin (%69)
M.ovipneumoniae, 14’iiniin (%27) M.arginini ve 2’sinin (%4) A.laidlawii
oldugunu bildirmistir. Tabatabayi ve ark. (36) subakut ve kronik pnémonili 62
koyun akcigerinin 49’undan (%79), saglikli koyun akcigerlerden ise %6.5
oranminda M.arginini izole ettiklerini, ayrica pnémonik akcigerlerden P.multocida,
P.haemolytica, Streptococcus spp., Corynebacterium spp.gibi bakterilerin de
izole cdildigini agiklamiglardir. Popovic ve ark. (28), pnémonik 32kuzu
akcigerinin 26’sindan (%8 1), pnémonik 45 koyun akcigerinin ise 25’ inden (%56)
mikoplazma susu izole ctmislerdir. Bakke ve ark. (5) subakut ve kronik pnémonili
koyunlara ait 126 akcigerden 109 (%87), saglikhi 83 akcigerden ise 5 (%6)
M.ovipneumoniae susu izole ettiklerini, P. haemolytica’nin daha diisiik oranda
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ve genellikle M.ovipneumonae ile birlikte izole edildigini, Gharogozlou ve ark.
(18) 88 pnomonik koyun akcigerinin 56’sindan (%63.63) M.arginini izole
ettiklerini ve bunlarin 34’iiniin P.haemolytica gibi diger bakterilerle birlikte
bulundugunu bildirmislerdir. Aksoy (1) 118 pnémonik koyun akcigerinin
26’sindan (%22.03) mikoplazma susu izole edildigini, izole edilen suslarin
20’sinin M.arginini olarak identifiye edildigini, mikoplazma suglarinin %21.4
oraninda diger bakteriler, %9,8 oraninda viruslar, %6.25 oraninda ise parazitlerle
birlikte izole edildigini belirtmistir. Tiirkarslan (40) 83 pnémonik koyun ve kuzu
akcigerinin 17’ sinden (%20.48) M.ovipneumoniae izole etmigtir. Giiler (20)
145 kuzu, 59 koyun, 6 oglak ve 5 kegi akcigeri olmak iizere 215 pnémonili
akciger materyalinden 91 (%62.75) mikoplazma susu izole etmis, izole edilen
suslarin koloni morfolojileri, biyokimyasal testler ve iireme inhibisyon testi ile
66’simnin (%72.5) M.arginini, 23 {iniin (%25.3) M.ovipneumoniae, 1’inin (%1.09)
M.myvcoides subs.capri ve 1’inin (%1.09) M.agalactiae oldugunu belirlemistir.
Aragtirict 59 pnémonik koyun akcigerinin 12’sinden (%20.33) mikoplazma susu
ayrildigini, bu susularmm 10’unun (%83.33) M.arginini, 1’inin (%8.33)
M.ovipneumoniae, 1’inin (8.33) M.agalactiae olarak identifiye edildigini, tiim
materyallerden izole edilen 23 M.ovipneumoniae susunun 7’sinin (%30.43), 66
M_arginini susunun da 237iniin (%34.84) tek basina, geri kalaninin ise P.
haemolytica ve/veya diger ctkenlerle birlikte bulundugunu bildirmistir.

Yapilan bu calismada, toplam 247 adet pnémonik koyun akcigerinin 6 1°inden
(%24.69) mikoplazma susu izole edildi. Elde edilen bu izolasyon orani,
yurdumuzda yapilan ¢alismalarla (1,20,40) uyum gostermekte iken, diger
iilkelerde yapilan arastirmalarda (18,27,28) pnémonik koyun akcigerlerinden
daha yiiksek oranda mikoplazma izole edilmesi atipik pnémoninin o iilke
sartlarinda daha yaygin oldugunu disiindiirmektedir.

Bu ¢aligmada pnémonik akcigerlerden izole edilen 61 mikoplazma susunun
koloni morfolojisi, glikoz fermentasyonu, arjinin hidrolizi, tetrazolium
reditksiyonu, film ve spot olusumu, fosfataz, hemoliz, ve iireme inhibisyon testi
ile 43’1 (%70.5) M.arginini, 18’1 (%29.5) M.ovipneumoniae olarak identifiye
edildi. Pnémonik koyun akcigerlerinden izole edilen 61 mikoplazma susunun
351 (%57.37) tek bagina, 26°s1 (%42.62) diger bakterilerle birlikte bulundu.
Mikoplazma digindaki diger bakterilerin izolasyonu amsaciyla yapilan ¢alismalar
sonucu, 247 pnémonik koyun akcigerinin 71’inden (%28.74) toplam 8 1 bakteri
susu izole edildi. Izole edilen 81 bakteri susu koloni morfolojisi, mikroskobik
goriiniim, karbonhidrat fermentasyon testleri, hareket, hemoliz, oksidaz, katalaz
testi gibi rutin yontemlerle 56°s1 (%69.13) P.haemolytica, 11°1 (%13.58)
Staphylococcus spp., 5’1 (%6.17) Streptococcus spp., 5’1 (6.17) E.coli, 4’0
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(%4.93) B.anthracis olarak identifiye edildi. Calismada degerlendirilen 247
pnomonik kovun akcigerinin 141 (%57) inden bakteriyel ctken tespit
cdilememistir. Bu nedenle pnémoni olgularmin etiyolojisinin arastirilmasinda
bakteriyolojik incelemelerin yanisira virolojik, mikolojik ve parazitolojik
yoklamalarm birlikte yuriitiilmesi daha yararl olacaktir.

Mikoplazma suslarinmn in vitro olarak antibiyotiklere olan duyarhliklarinin
belirlenmesi amaciyla birgok arastirma (15,20.22.23) yapilmistir. Quinlan ve
ark. (29) 40 M.ovipncumoniac¢ susu ile sivi ortamda yaptiklart antibivotik
duyarlilik testinde sirayla tylosin, oksitetrasiklin, novobiocin ve kloramfenikole
duyarh oldugunu, Jones ve ark. (22) isc 9 M.ovipnecumoniae susu ilc yaptiklari
antibivogram sonucunda.suslarin klortetrasiklin, oksitetrasiklin, tylosin,
kanamisin ve gentamisine duyarl, streptomisin, polimiksin B ve nistatine direngli
bulundugunu, Giiler (20) pnémonili koyun ve kuzu akcigerlerinden izole edilen
10 .M.ovipneumoniae ve 20 M.argini susuyla yapilan antibiyotik duyarlilik
testinde, M.ovipneumoniac suglarinm critromisin ve streptomisine direngli
oksitctrasiklin, klortctrasiklin gentamisin, tylosin, spiramisin, cnrofloksasin ve
linkospektine duyarli, M.arginini suglarinm ise tiimiiniin streptomisine direngli,
15 inin critromisine, 9 unun klortetrasikline, 6’sinin gentamisine 17inin
oksitetrasikline direngli, tiim suslarin tylosin, spiramisin, enrofloksasin ve
linkospektine duyvarh oldugunu bildirmislerdir. Cooper ve ark. (15) veteriner
hekimlik alaninda énemli mikoplazma tiirlerinin in vitro olarak danofloksasin,
tylosin ve oksitetrasikline olan duyarhiliklarm belirledikleri bir aragtirmada
danofloksasinin digerlerine oranla daha duyarlihiklarimi belirledikten bir
arastirmada danofloksasinin digerlerine oranla daha ctkili oldugunu
saptannuslardir.

Bu c¢alismada izolc cdilen 43 M.arginini ve 18 M.ovipncumoniae susunun
Kirby-Bauer disk diffuzyon metodu ile PPLO agarda yapilan antibiyotik
duyarlilik testinde, M.arginini suslarinin 427si (%97.67) enrofloksasine, 40"
(93.02) danofloksasine, 40°1 (%93.02) oksitetrasikline39 u (%90.69) ampisiline,
7°s1(%16.27) critromisine duyarli, antibiyogram testine tabi tutulan tiim suslarin
ise steptomisine direngli oldugu saptandi. M. ovipncumoniac suslarmmn ise 181
(%100) enrofloksasine, 177 si (%94.44) oksitetrasikline, 16°s1 (%88.88)
danofloksasine, 167s1 (%88.88) ampisiline, 2'si (%11.11) eritromisine duyarli
bulunurken tiim suslarm streptomisine direngli oldugu saptandi. Testte kullanilan
antibiyotik gesitleri gézoniine alindiginda. sonuglar Jones ve ark. (22), Giiler
(20) ve Cooper ve ark. (13) nin bildirdikleri sonuglarla paralellik géstermektedir.

Sonug olarak; pnémonik koyun akcigerlerinden tek bagina ya da diger
etkenlerle birlikte vitksck oranda izole edilen mikoplazmalarm, koyun
pnoémonilerinin olusumunda primer ctiyolojik ctken olabilecegi diigtiniilmektedir.
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Konuyla ilgili baktcriyolojik ¢aligmalarin yamisira virolojik, scrolojik,
parazitolojik ve histo-patolojik yoklamalarm birlikte yiiriitiilecegi arastirmalarin
vapilmasi yararl olacakitir.
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