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1. GİRİŞ
Pnömoni, yüksek ateş, seröz bir burun akıntısı, nabız ve solunum artışı gibi semptomlar göstermekte ve verim kayıplarına veya ölümlere neden olmaktadır. Türkiye'de koyun pnömonileri, hayvan sağlığını en çok etkileyen ve ekonomik kayıba neden olan hastalıkların başında gelmektedir. Koyun pnömonilerinde çevresel faktörlerle birlikte birden fazla etkenin rol oynadığı kabul edilmektedir. Bu etkenler arasında çeşitli viruslar, Mikoplasmalar ve Pasteurellalar önemli yer tutmaktadır. Koyun pnömonilerinde Mannheimia (Pasteurella) haemolytica'nın önemli bir yer tuttuğu bildirilmektedir.

Pasteurella cinsi mikroorganizmaların koyunların solunum sistemi infeksiyonlarındaki etiyolojik rolleri uzun zamandan beri bilinmekte ve Mannheimia haemolytica pnömonik pastörellozisin primer etkeni olarak kabul edilmektedir. Mannheimia haemolytica tüm dünyada koyun pnömonilerinden yüksek oranda izole edilmektedir.
Ülkemizde bir beslenme alışkanlığı ve damak lezzeti olarak kırmızı et kullanılmakta ve son zamanlarda sığırlarda görülen bazı önemli hastalıklar yüzünden, et ihtiyacının karşılanmasında koyun yetiştiriciliği önem kazanmış bulunmaktadır. Koyun yetiştiriciliğindeki en önemli ekonomik kayıplarına ise pnömonik pastörellozis neden olmaktadır.

Özellikle Amerika, İngiltere ve bazı Avrupa ülkelerinde pnömonik pastörellozisin epidemiyolojine ve patogenezisine açıklık getirilmesi ve hastalığa karşı etkili bir aşı geliştirilmesi amacıyla çeşitli araştırmalar yapılmıştır. 

Ülkemizde koyunların pnömonik pastörellozis olguları üzerine etken izolasyonu, serotiplendirme ve antibiyotiklere duyarlılıklarının tespiti üzerine çalışmalar ve deneysel olarak aşı çalışması yapılmıştır. Ancak Mannheimia haemolytica’nın asıl patojenitenisini taşıyan leukotoksin genini taşıyan serotiplerin hangileri olduğu bilinmemekte ve etkin aşı yapılması ve uygulanması sağlanamamaktadır. 

Bu araştırma ile leukotoksin genini taşıyan serotiplerin tespiti ve pnömonik pastörellozisden korunmada önemli rol oynayan aşıların geliştirilmesine bir zemin oluşturması amaçlanmıştır.

2. KONU İLE İLGİLİ ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR
Koyun pnömonilerinin etyolojisinde bakteri, virus, mikoplasma ve klamidya gibi etkenlerin rol oynadığı kabul edilmektedir. Bu mikroorganizmaların içinde Mannheimia haemolytica ve Mycoplasma ovipneumoniae hastalığın primer etkenleri olarak gösterilmektedirler. Bununla beraber beslenme, barınma, taşıma, iklim ve aşılama gibi hazırlayıcı faktörler de hastalığın gelişiminde rol oynamaktadırlar.

Pasteurella cinsi içinde ilk olarak Pasteurella multocida türü kümes hayvanlarının kolera infeksiyonlarından izole edilmiştir. Daha sonra fenotipik karakterlerine göre Pasteurella haemolytica, Pasteurella pneumotropica, Pasteurella gallinarum, Pasteurella urae ve Pasteurella aerogenes tanımlanmıştır. Pasteurella cins ismi bir İtalyan kontu olan Trevisan tarafından, tavuk kolerası üzerindeki çalışmalarından dolayı Louis Pasteur’e ithafen verilmiştir (84).

Pasteurella multocida, sığırlarda hemorajik septisemiye (16), pnömoniye, meningoensefalitis ve mastitise (94), domuzlarda atrofik rinit ve pnömoniye (21), koyunlarda nadir bir şekilde pnömoniye (59), laboratuvar hayvanlarında çeşitli enfeksiyonlara (78) sebep olmaktadır.

Mannheimia pneumotropica (Pasteurella pneumotropica), rodentlerin solunum ve genital sistem enfeksiyonlarına, apselere ve mastitislere yol açarken (84), Pasteurella aerogenes ise kobay, tavşan ve insanların hastalıklı materyallerinden izole edilmektedir (78).

Mannheimia haemolytica (Pasteurella haemolytica) başlıca koyun ve kuzuların pnömoni ve septisemilerinden (59), sığırların ise pnömonilerinden (49) sorumlu tutulmaktadır. Ayrıca koyun ve sığırlarda mastitislere neden olmaktadır (57, 94).

Pasteurella cinsi mikroorganizmaların, koyunların solunum sistemi infeksiyonlarındaki etyolojik rolleri uzun zamandan beri bilinmekte ve Mannheimia haemolytica pnömonik pastörellozisin primer etkeni olarak kabul edilmektedir (55, 97). Mannheimia haemolytica tüm dünyada koyun pnömoni vakalarından yüksek oranda izole edildiği bildirilmektedir (47, 56, 92).

Mannheimia haemolytica, Bergey’s Manuel Determinative Bacteriology’nin 9. baskısında Fakültatif Anaerobik Gram Negatif basiller grubunda, Pasteurellaceae familyasının Pasteurella cinsi içinde yer almaktadır. Bu familyada Pasteurella cinsi dışında Haemophilus ve Actinobacillus cinsleri de bulunmaktadır (63). 

Son yıllarda yapılan DNA-DNA hibridizasyon çalışmaları ile Pasteurella cinsi içinde yer alan Mannheimia haemolytica, Mannheimia aerogenes ve Mannheimia pneumotropica’nın Jawetz ve Heyl biyotipleri ile Pasteurella urae’nin Actinobacillus cinsine genetik olarak daha yakın oldukları ortaya çıkarılmıştır. Bu durum Pasteurella ve Actinobacillus cinsleri arasındaki cins spesifik fenotipik karakterlerin tam olarak belirlenmesini zorunlu kılmıştır (84). Ancak Bingham ve ark. (11), Mannheimia haemolytica’nın A ve T biyotipleri, Pasteurella multocida ve dört Actinobacillus türü ile yaptıkları DNA-DNA hibridizasyon çalışmasında, Mannheimia haemolytica’nın A ve T biyotipleri arasındaki DNA benzerliğini % 3-20, Actinobacillus ve Pasteurella multocida’nın Mannheimia haemolytica ile arasındaki DNA benzerliğini % 14 olarak tespit etmişlerdir. Araştırmacılar, Mannheimia haemolytica biyotip A ve biyotip T’nin ayrı cinsler olarak değerlendirilmesinin doğru olacağını savunmaktadırlar.

Pasteurellaceae familyasındaki bakteriler gram negatif, fakültatif anaerobik veya mikroaerofilik, hareketsiz, sporsuz, fosfataz, katalaz ve bazı türler hariç oksidaz reaksiyonları pozitif, çomakçık veya kokobasil şeklinde mikroorganizmalardır. Glikozu gaz oluşturmadan fermente ederler. Nitratları nitrite indirgerler (63). Simmon’s sitratı kullanmazlar, arjinin dihidrolaz, adonitol ve L- sorboz negatiftirler (84).

Mannheimia haemolytica suşları “A” ve “T” olmak üzere iki biyotip altında toplanmışlardır. Biyotip A, koyun ve kuzularda pnömoni, kuzularda septisemi, Biyotip T ise genellikle yaşlı koyunlarda septisemi ve deney hayvanlarında enfeksiyonlar oluşturmaktadır (55, 78, 97). Her iki biyotip, sağlıklı koyun ve kuzuların ağız mukozalarından ve solunum yollarından da izole edilmiştir  (4, 100). Mannheimia haemolytica suşlarını biyotiplendirmede A biyotipleri için arabinozu, T biyotipleri için de trehalozu fermente edebilme özellikleri baz alınmaktadır (9). Bu iki biyotipin patolojik ve epidemiyolojik olarak birbirinden farklı olduğu savunulmaktadır (59). Şeker fermentasyonu testlerinde arabinoz ve trehalozdan başka laktoz, salisin ve ksiloz fermentasyonları da göz önünde bulundurulmaktadır. Laktozun T biyotipleri tarafından fermente edilmediği, salisinin T biyotipleri tarafından A biyotiplerine göre daha fazla fermente edildiği, ksilozun ise A biyotipleri tarafından T biyotiplerine göre daha fazla fermente edildiği kabul edilmektedir (8).

Biyotiplendirmede şeker fermentasyonu en güvenilir yol olarak bilinmekle birlikte, bazı araştırmacılar pozitif arabinoz reaksiyonu veren suşlarda çeşitli biyotiplendirme zorlukları ile karşılaştıklarını savunmaktadırlar (85). Araştırmacılar, 113 Mannheimia haemolytica suşu ile yaptıkları çalışmanın sonucunda tüm suşları biyotip A olarak belirlemişlerdir. Ancak bu suşlardan 86’sının arabinozu fermente etmediğini tespit etmişler ve sonuca D- trehaloz, D- ksiloz, salisin, mannoz ve laktoz fermentasyonlarına göre gittiklerini bildirmektedirler. 

Bazı araştırmacılar, Mannheimia haemolytica suşlarının karbonhidrat fermentasyonuna göre biyotiplerinin belirlenmesinde kullanılan indikatörün büyük rolü olduğunu savunmaktadırlar (112). Araştırmacılar, içinde indikatör olarak bromthymol blue, bromcreasol purple ve phenol red olan 3 ayrı vasatla yaptıkları çalışmanın sonucunda, salisinin yalnızca phenol red broth’da fermente edildiğini, arabinozun ise içinde bromthymol blue bulunan vasatta daha çok fermente edildiğini bildirmektedirler.

Biyotiplendirmede penisiline duyarlılık da kullanılmakta ve Mannheimia haemolytica A biyotipinin, Mannheimia haemolytica T biyotipine göre daha duyarlı oldukları bildirilmektedir (87). Ancak, Japonya’da yapılan bir çalışmada (85), 85 biyotip A izolatının 63’ünün penisiline dirençli olduğu bulunmuştur.

Mannheimia haemolytica’nın A ve T biyotiplerinin farklı serotiplerinin olduğu ilk defa Biberstein ve ark. (10) tarafından İndirekt Hemaglutinasyon (IHA) metodu ile belirlenmiştir. Araştırmacılar, Mannheimia haemolytica’nın kapsüler polisakkarit komponentlerinin eritrositlere bağlanma özelliğinden faydalanarak, IHA testi ile Mannheimia haemolytica suşlarını serotiplendirmişler ve 11 farklı serotip belirlemişlerdir. Fodor ve Varga (45), izole ettikleri Mannheimia haemolytica suşunu 15 serotip içine alamamışlar ve Mannheimia haemolytica’nın 16. serotipinin bulunduğunu açıklamışlardır. 1995 yılında Younan ve Fodor (114), 17. serotipi tespit etmişlerdir. Mannheimia haemolytica’nın A biyotipine ait 13 (A1, A2, A5, A6, A7, A8, A9, A11, A12, A13, A14, A16, A17) ve T biyotipine bağlı 4 (T3, T4, T10, T15) serotipi bulunmaktadır.

Serotiplendirmede indirekt hemaglutinasyon testinden başka, çabuk lam aglutinasyon testi geliştirilmiştir (50). Ancak bazı araştırmacılar fazla kros reaksiyonla karşılaştıklarından dolayı bu testi daha az duyarlı bulmuşlardır (22, 51).

Koyun pnömonilerinden tüm Mannheimia haemolytica serotipleri izole edilmesine rağmen, çeşitli ülkelerde baskın olan veya ortak bulunan serotipler belirlenmiştir. Koyun pnömonilerinden İngiltere’de Mannheimia haemolytica A1, A2 ve A6 serotipleri (60), Malezya’da Mannheimia haemolytica A7 serotipi (18), Yeni Zelanda’da Mannheimia haemolytica A2 serotipi (91, 92), Danimarka’da Mannheimia haemolytica A1 serotipi (5), Macaristan’da Mannheimia haemolytica A1 ve A2 serotipleri (46, 47) ve İrlanda’nın kuzey bölgelerinde Mannheimia haemolytica A2 serotipi (6)’nin baskın olduğu bildirilmektedir.

Mannheimia haemolytica A ve T biyotipleri arasındaki heterojenite, antijenik analiz, nukleik asit homoloji çalışmaları ve protein profillerinin poliakrilamid jel elektroforezisi ile gösterilmesi T biyotipinin Pasteurella trehalosi olarak adlandırılabileceğini açıklamıştır (8, 12, 36). Her iki biyotipin serotipleri arasında kısmi serolojik çapraz reaktivitenin olabileceği IHA, RPA ve ELISA ile belirlenmiştir (8, 44, 82).

Sağlıklı hayvanların nazofarinkslerinden, dişi genital organlarından, meme ve sütlerden izole edilen Mannheimia haemolytica suşlarının serotiplendirilmesinin yapılamadığı araştırmacılar tarafından bildirilmektedir (93). Biberstein (8), serotiplendirilememenin nedenini bu dokulardan izole edilen suşların eriyebilir kapsuler antijenlerinin bulunmamasına bağlamakta ve hastalık vakalarından izole edilen suşların çoğunun serotiplendirildiğini savunarak, serotiplendirme ile patojenite arasında bağlantı kurmaktadır.

IHA ile serotiplendirme çalışmalarında karşılaşılan kros reaksiyonlarda, Biberstein (8), kros reaksiyon veren antiserumların bir kat sulandırılmasıyla giderilebileceğini belirtmektedir.

Mannheimia haemolytica antijenik yapıya sahip protein, polisakkarit ve lipitin hepsini birden bulunduran bir bakteridir (1). Kapsüler polisakkaritler (10), lipopolisakkaritler (40), dış membran proteinleri (101), neurominidase (103), glycoprotease (88), leukotoksin (19) Mannheimia haemolytica’nın antijenik yapıları ve virulans faktörleridir.

Mannheimia haemolytica’nın kapsuler polisakkaritleri, serotipik spesifiteden sorumludurlar (10). Mannheimia haemolytica’nın genç kültürleri eskilerine göre daha iyi bir kapsül yapısı göstermektedirler (1). Confer ve ark. (26), Mannheimia haemolytica’nın kapsülünün fagozitozu önlemesinden daha çok virulens arttırıcı görev yaptığını savunmaktadırlar. Chae ve ark. (17), kapsüllü Mannheimia haemolytica suşunun aglutinasyona ve komplemente ilişkin lizise, kapsülü alınmış suşa göre daha dayanıklı olduğunu göstermişlerdir. Araştırmacılar, daha sonra pnömonik pastörellozise karşı direnç gelişiminde, anti-kapsüler antikorların önemli olduğu kanısına varmışlardır.

Lipopolisakkaritler (LPS), lipit A ve polisakkarit olmak üzere iki temel yapıdan oluşmaktadırlar. Bakterinin endotoksik aktiviteye sahip bölümü lipit A, somatik antijenlerini belirleyen bölümü ise polisakkaritlerdir. Mannheimia haemolytica’nın lipolisakkaritlerinin pnömonik pastörellozisde meydana gelen yüksek mortalitenin sorumlularından biri olduğu bildirilmektedir (1). Mannheimia haemolytica serotip 1’in lipopolisakkaritlerine karşı oluşturulan monoklonal antikorlarla, diğer serotiplerinin bu antijenlere yakınlığının araştırıldığı bir çalışmada (40), serotip 1, 5, 6, 7, 8 ve 12’nin antijenik yönden birbirine yakın olduğu, 4 ve 14’ün yakınlığının daha az olduğu belirlenmiştir. Ali ve ark. (2), koyun ve sığırlardan izole edilen Mannheimia haemolytica izolatlarının lipopolisakkarit heterojenitelerini belirlemek amacıyla yaptıkları bir çalışmada, SDS-PAGE ve Western Blotting metodlarını kullanarak, 23’ü A1, 7’si A2, 1’i T4, 1’i T10 olmak üzere 30’u A biyotipine, 2’si T biyotipine ve 8’i IHA negatif toplam 40 izolatın lipopolisakkarit profillerini çıkarmışlar ve 10 farklı lipopolisakkarit tipi belirlemişlerdir.

Mannheimia haemolytica lipopolisakaridi ve kapsuler polisakkaridi infeksiyon esnasında bakteri tarafından salınarak alveol yüzeyine ve bronş epiteline bağlanır (13, 27). Lipopolisakkaritlerin direk olarak koyun akciğerlerine uygulanması durumlarında akut pnömoni vakalarına benzer lezyonlar oluşturduğu ve kapsüler polisakkaridin etkisiz olduğu bildirilmektedir (1). Endotoksin vaskuler hasar oluşumuna katılır ve sistemik hastalık belirtilerini ortaya çıkarır (27). Mannheimia haemolytica lipopolisakkaridi ile absorbsiyonunun immun serumun bakterisidal etkisini giderdiği gösterilmiştir (106). Kapsuler polisakkarit  ise bakterinin fagositoza karşı direncini sağlamaktadır (31, 97). Ayrıca kapsüler polisakkarit, antikora bağlı komplement lizisini engelleyen önemli bir faktördür (17).

Dış membran proteinleri hücre dışına ve içine moleküllerin taşınmasında, konakçı hücrelerine adhezyonda rol oynayan önemli yapılardır (101). Mannheimia haemolytica’nın dış membran proteinleri üzerine yapılan çalışmalar pnömonik pastörellozis oluşumundaki yerinin ortaya çıkarılmasına yöneliktir (33, 42, 79, 101). Mannheimia haemolytica A1’in dış membran proteinlerinin ekstraksiyonu ve identifikasyonunun yapıldığı bir çalışmada (101), en önemli dış membran proteinlerinin 30 kDa ve 42 kDa ağırlığındaki iki proteinin olduğu belirtilmektedir. Durham ve ark. (41), birbirinden farklı üç ekstraksiyon metodu (tuzlu su, potasyum tiyosiyanat ve sodyum salisilat) kullanarak Mannheimia haemolytica serotip A1’in dış membran proteinleri, lipopolisakkaritleri ve polisakkarit proteinlerini ekstrakte edip birbirleriyle karşılaştırmışlardır. Üç ekstraktın antijenik olarak birbirine yakın olduğu ve potasyum tiyosiyanat ve sodyum salisilat ile tespit edilen birçok protein bandının antijenik özellik taşımadığı araştırma sonucunda ortaya çıkarılmıştır. McKinney ve ark. (79), Mannheimia haemolytica serotip A1’in tuzlu su ekstraktından isoelectrofocusing metodu ile tespit ettiği 15 protein bandının en az ikisinin fareler için immunojenik olduğunu ve hastalıktan koruduğunu ileri sürmektedir.

Koyun ve sığırlardan izole edilen Mannheimia haemolytica suşlarının kapsüler polisakkaritleri, lipopolisakkaritleri ve dış membran proteinlerinin incelendiği bir diğer çalışmada (33), dokuz farklı lipopolisakkarit profili ve her serotipin dominant lipopolisakkarit profili baz alınarak 4 kapsüler grup belirlenmiştir. Smooth karakterde lipopolisakkarit yapısı gösteren A1 serotiplerinin sığırların, rough karakterde lipopolisakkarit yapısı gösteren A1 serotiplerinin ise daha çok koyunların hastalık vakalarından izole edildiği ortaya çıkarılmıştır. Araştırmada incelenen Mannheimia haemolytica suşları, dış membran protein profiline göre 3 farklı gruba ayrılmış, koyun ve sığırlardan izole edilen aynı serotiplerin farklı dış membran protein profili gösterdiği tespit edilmiş ve spesifik hücre yüzeyi yapıları ile konakçı spesifitesi arasında bir ilişki olduğu ileri sürülmüştür.

Nörominidazlar, birçok viral ve bakteriyel patojende bulunan, özellikle etkenin mukozal yüzeyde canlılığını devam ettirmesinde önemli yapılardır (1). Straus ve ark. (103), yaptıkları bir çalışma ile 16 serotipin ürettiği nörominidazların moleküler ağırlığını, antijenik yapılarını ve substrat spesifitelerini araştırmışlar ve A11 dışında diğer 15 serotipin nörominidaz ürettiğini belirleyerek infeksiyonun patogenezisinde rol oynayabileceğini bildirmişlerdir. Araştırmacılar, bu enzimin solunum sistemi sekresyonlarındaki glikoproteinlerden sialik asidi ayırarak salgının koruyucu etkisini giderdiğini ve bakterinin mukozal yüzeye ulaşmasını kolaylaştırdığını ileri sürmüşlerdir.

Mannheimia haemolytica’nın koyun pnömonilerinde ortaya çıkan lezyonlara neden olan en önemli virulens faktörü aktif olarak üreyen bakterilerden salgılanan leukotoksindir (98, 108). Leukotoksin, gram negatif bakteriyel por oluşturan ekzotoksinlerin bulunduğu “Repeats – in – toxin (RTX)” ailesinin bir üyesidir. RTX ailesi, genleri tamamen tanımlanmış 16 proteini içermektedir ve bu aile büyümesini devam ettirmektedir. RTX ailesi, hemolitik E. coli suşlarının, Mannheimia haemolytica ve Mannheimia haemolytica benzeri bakterilerin, Actinobacillus suis, Actinobacillus pleuropneumoniae, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Bordotella pertussis ve Bordotella bronchiseptica, Neisseria meningitidis, Erwinia chrysanthemi ve Serratia marcescens toksinlerini içermektedir. RTX toksinler, hastalıkların patogenezisinde doku harabiyetine neden olan sitokinleri içermektedirler. Leukotoksinlerin yapısında bulunan operon’lar CABD diziliminde ifade edilmektedirler. Mannheimia haemolytica leukotoksin operonunda (lkt CABD) bulunan lktA yapısal toksinin genetik kodlarını, lktC proteinlerin aktive edilmesini, lktB ve lktD ise toksinlerin salınımını sağlayan proteinleri içermektedirler (70, 76, 83, 86, 111). Leukotoksin kalsiyum bağımlı por oluşumu ile alveolar makrofajları, lökositleri ve monositleri lize eder ve etkisiz hale getirir. Leukotoksin tarafından lize edilen hücreler, şiddetli yangısel reaksiyon sonucu akciğer alveollerinde görülen nekrozlara yol açar. Leukotoksinin kan pulcuklarını da lize ettiği ve bunun trombus oluşumu ve fibrin eksudasyonu yoluyla lezyonlara katkıda bulunduğu bildirilmektedir (23). Sutherland (105), Mannheimia haemolytica A1 serotipi kültür süpernatantının koyun periferal kan lökositleri ve lenf nodülü lenfositleri üzerinde invitro ortamda sitotoksik etki yaptığını göstermiştir. 

Mannheimia haemolytica’nın yapısal leukotoksin geninin gelişimi, çeşitli serotiplerin ve soyların evrimsel gelişimiyle oluşturulan 31 sığır ve koyun suşunun lktA sekansının nukleotidlerinin karşılaştırılmasıyla araştırılmıştır. Çalışma sonunda 8 gensel tür identifiye edilmiştir. 8 türün 4’ünün ikişer ikişer Mannheimia glucosida ve Pasteurella trehalosi, diğer 4’ün ise sığır ve sığır benzeri serotip A2 den oluştuğu görülmüştür. 8 türün 5’i koyunlardan izole edilen suşlar tarafından oluşturulmaktadır. Sonuç olarak bu çalışma ile sığırlardan koyunlara çeşitli türler arası değişikliklerle geçen lktA geni, koyun suşlarının leukotoksin yapısının gelişiminde önemli rol oynadığı bulunmuştur (35).

 Burrows ve ark. (15), Mannheimia haemolytica’nın leukotoksin determinantının 16 serotip içinde en az 7 farklı çeşidi olduğunu göstermektedirler. LktC ve lktA genlerinin karşılaştırılmasında serotip 1,3 ve 11’in çok yüksek oranda homolog olduğunun tespit edildiği bildirilmektedir.

Saadati ve ark. (96), farklı serotipler ve tiplendirilemeyen suşları içeren koyun ve sığırlardan izole edilen Mannheimia haemolytica izolatlarının leukotoksin üretimlerini incelemişler ve leukotoksin üretiminin kabul edilebilir bir şekilde farklılık gösterdiğini ve hatta aynı serotipler içinde bile farklılık olduğunu bildirmektedirler.

Davies ve ark (33), lktCABD operonunun mozaik yapısı ve moleküler gelişimi üzerine yaptıkları çalışmada, 23 Mannheimia haemolytica, 6 Mannheimia glucosida ve 4 Pasteurella trehalosi  suşunun lktC, lktB ve lktD genlerinin nukleik asit dizilimlerini karşılaştırmışlardır. LktA ve lktB genlerinin, Mannheimia glucosida ve Pasteurella trehalosi’nin de içinde bulunduğu, 4 farklı kaynaktan köken aldığı ve çok kompleks mozaik bir yapıya sahip olduğunu bildirmektedirler. Koyunlarda Mannheimia haemolytica’nın lktCABD operonunun gelişiminde sığır A2 suşlarının önemli rol oynadığı belirtilmektedir. Mannheimia haemolytica leukotoksin operonundaki rekombinasyonel değişiklikler lktA’yı çok büyük ölçüde etkilemekte ve yüzeysel bölgelerdeki antijenik varyasyon değişikliklerine cevap antikorların üretilmesine karşı adaptasyon avantajı sağladığı bu çalışma ile ortaya çıkarılmıştır.

Mannheimia haemolytica leukotoksin determinantları çok yüksek oranda Escherichia coli hemolisin determinantlarına benzemektedirler. LktB – HlyB ve lktD - HlyD homologturlar. Ancak Mannheimia haemolytica’nın virulens faktörlerinin çok geniş ölçüde farklılık göstermesinde lktA ve lktC genlerinin önemli yer tuttuğu bildirilmektedir (102). Bunun yanında Mannheimia haemolytica A1’in leukotoksin genlerinin nukleotid dizilişleri üzerine yapılan bir çalışmada (77), Mannheimia haemolytica A1’in leukotoksin aktivitesi için lktC ve lktA genlerinin gerekli oldukları tespit edilmiş ve lktA geninin antijenik protein olduğu ortaya çıkartılmıştır. Bu çalışmada E. coli alpha – hemolysin genlerinin çoğu ile Mannheimia haemolytica A1 genleri arasında benzerlikler görülmüş ve bu genlerin aynı ata’lardan geldiği, benzer aktivitelere sahip oldukları ve fonksiyonel yapılarının aynı olduğu kanısına varılmıştır.

Mannheimia haemolytica leukotoksinin, lipopolisakkarit ile birlikte kompleks bir yapıda olması leukolitik aktiviteyi arttırmaktadır. Lipopolisakkarit, leukotoksinden uzaklaştırıldığında leukolitik aktivite görülmemekte; tekrar birleştirildiğinde ise – 135’den 37 ºC’ye kadar 9.5 saat içinde leukolitik aktivite yeniden kazanılmaktadır (76).

RTX toksinlerinin eritrositlerle ilişkisi üzerine yapılan bir çalışmada (7), leukotoksinlerin eritrositleri (RBC) yakalayamadığı ve tutunamadığı tespit edilmiş ve dolayısıyla leukotoksinin eritrositlere direnç gösterdiği belirtilmiştir. 

Murphy ve ark. (83), sahadan izole ettikleri Mannheimia haemolytica suşlarının leukotoksinlerinin ruminant veya ruminant olmayan hayvan kanlarından hazırlanan agarlarda eritrositleri (RBC) lize etme yeteneğine sahip olduklarını göstermişlerdir. LktA, tavşan kanlı agarda β hemolitik özelliği oluşturan gendir ve Mannheimia haemolytica ismi de bu özellikten dolayı verilmiştir. Saha suşlarının koyun ve tavşan kanlı agarlarda β hemolitik özellik göstermesi patojenite kriteridir.

Mannheimia haemolytica leukotoksinin nötrofillere düşük konsantrasyonlarda bile apoptosis ve oncosis özellikleri olduğu literatürlerde bildirilmektedir (30, 104). Stress altında bırakılan Bighorn koyunlarda yapılan bir çalışma ile (69), Mannheimia haemolytica leukotoksinine karşı nötrofillerin ve makrofajların in vivo koşullarda duyarlı halegeldikleri ve pnömonik pastörellozisin oluşumunun kolaylaştığı bildirilmektedir.

Fisher ve ark. (43), farklı hayvan gruplarından izole edilen Mannheimia haemolytica ve Pasteurella trehalosi izolatlarındaki leukotoksin geninin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile tespiti üzerine yaptıkları çalışmada, 248 adet suşun 108 (% 44)’de leukotoksin gen segmentinin (lktA) oluştuğunu ve bu 108 suşun 106’sının β hemolitik olduğunu belirlemişlerdir. LktA taşıyan suşların 90’ının Mannheimia haemolytica’ya, 18’inin Pasteurella trehalosi’ye ait olduğu belirtilmektedir. Bu çalışma sonucunda, lktA’nın pnömonik pastörellozis oluşumunda virulens faktörlerinin en başında yer aldığı ve asıl hastalığı yapan gen olduğu, ve ayrıca diğer virulens faktörlerinin ise etkenin hayvanlara kolonizasyonu ve hastalığın indüklenmesinde görev aldıkları fikrine varılmıştır.

Mannheimia haemolytica’nın koyun pnömonilerindeki patojenik rolü üzerine çeşitli çalışmalar yapılmıştır. Araştırmacılar, Mannheimia haemolytica ile konvensiyonel ve “spesific pathogen free (SPF)” kuzularda deneysel yolla pnömoni oluşturduklarını bildirmişlerdir (14, 54). Gilmour ve ark (58), Mannheimia haemolytica A2 serotipi ile SPF kuzularda yapılan bir çalışmada etkenin aerosol yolla 102-6 dozlarda pnömoni oluşturabildiği ve dozun azalmasının lezyon şiddetini değiştirmediğini bildirmektedirler. 

Deneysel infeksiyonlarda Mannheimia haemolytica ile birlikte viruslar inokule edildiğinde oluşan lezyonların şiddetlendiği gözlenmiştir (32, 75, 109). Mannheimia haemolytica ve Mycoplasma ovipneumoniae ile yapılan deneysel çalışmalarda bu etkenlerin sinerjistik etkileri üzerinde değişik görüşler ortaya çıkmıştır (14, 32, 64, 65). SPF kuzularda Mycoplasma ovipneumoniae ve Mannheimia haemolytica ile oluşturulan deneysel infeksiyon sonucunda, çoklu Mycoplasma ovipneumoniae ile infeksiyonun diğerlerine göre daha etkili şekilde hastalık oluşturduğu ve Mycoplasma ovipneumoniae’nın Mannheimia haemolytica’nın letalitesini azalttığı belirlenmiştir (64). Gilmour ve ark. (54), serotiplerin patojenitelerinin karşılaştırılmaları üzerine yaptıkları bir çalışmada, Mannheimia haemolytica A1, A2, A7 ve A9 serotiplerinin Mycoplasma ovipneumoniae ile birlikte verildiklerinde oluşan lezyonlarda ve hastalık şiddetinde bir farklılık bulunmadığını bildirmişlerdir.

Mannheimia haemolytica’nın sahip olduğu bağışıklığı uyarma potansiyeli en yüksek antijenleri kapsüler polisakkarit, lipopolisakkarit, dış membran proteinleri, fimbria, demirle düzenlenen proteinler ve leukotoksindir (24, 80). Mannheimia haemolytica’nın bu antijenlerinin önemlerini saptamak için iki yaklaşım kullanılmaktadır. Bunlardan birincisi, sığır, koyun veya keçilerin saf veya kısmen saf antijenler ile aşılanması ve virulent bir Mannheimia haemolytica suşu ile infekte edilmesidir. İkinci yaklaşımda, çeşitli Mannheimia haemolytica antijenleri ile aşılanmış ve infekte edilmiş koyun ve sığır serumlarındaki antijene spesifik antikor yanıtının ölçülmesi ve oluşan lezyonlar ile karşılaştırılmasıdır.

Ruminantların, Mannheimia haemolytica kapsüler polisakkariti veya ölü veya canlı tüm hücre aşıları ile immunizasyonu kapsüle karşı antikor yanıtı ile sonuçlanır; ancak kapsüler polisakkarite karşı antikor yanıtı ile, deneysel olarak çeşitli ürünlerle aşılanmış ve deneysel yolla infekte edilmiş ruminantların infeksiyona direnci arasındaki korelasyon düzensizlik göstermiştir (24). Ayrıca saf polisakkarit ile bağışıklamanın, ruminantları deneysel Mannheimia haemolytica infeksiyonuna karşı korumada etkisiz kıldığı bildirilmektedir (28). 

Mannheimia haemolytica polisakkariti, lökosit fonksiyonlarını değiştirebilir ve invitro ortamda endotel hücreleri için toksiktir (89). Canlı ve ölü Mannheimia haemolytica ürünleri ile aşılanan hayvanlarda lipopolisakkarit O -  antijenine karşı antikor yanıtı oluşur, ancak bu yanıtın yoğunluğu infeksiyona direnç ile paralellik göstermemektedir (25). Mannheimia haemolytica’nın lipopolisakkaritlerinin yapısal ve antijenik özelliklerinin incelendiği bir çalışmada (71), serotip 2 ve 8 suşlarının rough tip lipopolisakkarite, diğer 14 serotipin ise smooth tip lipopolisakkarite sahip oldukları belirtilmektedir.

Mannheimia haemolytica dış proteinlerine karşı antikor yanıtının özellikleri tam olarak bekirlenememiştir. Etkenin yüzey çıkartımları ile immunizasyon, deneysel infeksiyona karşı direnci arttırmış, protein antijenlerine karşı oluşan antikor yanıtı ile direnç arasında paralellik bulunmuştur (24, 81). İnfeksiyona karşı dirençte en yüksek düzeyde korelasyon 86, 66, 49 ve 31 kDa moleküler kitleli proteinlere karşı antikor yanıtında saptanmıştır. Demirce kısıtlı invivo ve invitro ortamlarda üreyen Mannheimia haemolytica’nın dış membranlarında 100 ve 70 kDa proteinlerin varlığı saptanmıştır (39, 73).

Mannheimia haemolytica leukotoksini, ruminant lökositleri için litik etkiye sahiptir ve pnömoni patogenezisinde çok önemli bir rol oynamaktadır (20). Pnömoni patogenezisinde rol oynayan leukotoksin genleri klonlanmış ve dizi analizi yapılmıştır (15). Ruminantların canlı Mannheimia haemolytica veya kültür süpernatantı ile immunizasyonu, leukotoksine karşı yüksek düzeyde nötralizan antikor üretimini uyarır ve bu antikor titresi ile deneysel ve doğal infeksiyona karşı direnç arasında paralellik bulunmaktadır (52, 99, 107). Leukotoksine karşı oluşan antikorlar serotip spesifik değildir (99). Mannheimia haemolytica A1 serotipine karşı farelerde hazırlanan monoklonal antikorların, diğer A serotiplerinin leukotoksinlerini nötralize ettiği, A2 ve T serotip leukotoksinlerine karşı etkili olmadığı açıklanmıştır (53). Çeşitli araştırıcılar leukotoksinin, deneysel infeksiyondan korunmada yüzey antijenleri kadar önemli olduğunu bildirmişlerdir (99). Bir süpernatant aşısına rekombinant leukotoksin ilave edilmesinin korunmayı arttırdığı saptanmıştır (29).

Pnömonik Pastörellozise karşı aşılama çalışmalarına temel oluşturmak ve epidemiyolojik olarak serotiplerin yaygınlığını belirlemek amacıyla, birçok ülkede koyun, keçi ve sığırlardan izole edilen Mannheimia haemolytica suşlarının biyotiplendirme ve serotiplendirme çalışmaları yapılmaktadır (5, 45, 46, 47, 48, 110, 113). Biberstein (8) ile Gilmour ve Angus (57), Mannheimia haemolytica’nın T biyotipine ait serotip 3, 4, 10 ve 15’in daha çok kuzuların septisemik pastörellozisinden izole edildiklerini bildirmektedirler. Biberstein (8) kuzu septisemileri hariç, pnömonilerden izole edilen Mannheimia haemolytica suşlarının çoğunun A biyotipine ait olduğunu savunmaktadır. Mannheimia haemolytica serotip A2’nin koyun pnömonilerinde, serotip A1’in ise sığır pnömonilerinde rol oynadığı savunulmaktaysa da koyun pnömonilerinden serotip A2 dışındaki diğer serotiplerinde yaygın olarak izole edildiği bildirilmektedir (46, 47, 48, 90).

Ülkemizde koyun pnömonilerinden Mannheimia haemolytica izolasyonuna yönelik çalışmalar sınırlı olsa da son zamanlarda büyük bir önem kazanmıştır.  Kaya ve Erganiş (66), koyun ve kuzu pnömonileri üzerine yaptıkları etyolojik survey sonucunda pnömonili koyun akciğerlerinden % 5.8 ve kuzu akciğerlerinden ise % 32.0 oranında Mannheimia haemolytica izole etmişlerdir.  Hazıroğlu ve ark. (62), 500 pnömonili koyun akciğerinin 258 (% 51.6)’sinde Mannheimia haemolytica izole etmişler ve etken ile eksudatif inflamasyon arasında yakın bir ilişki bulduklarını bildirmektedirler. Diker ve ark. (37), orta ve doğu Anadolu bölgelerinden izole ettikleri 330 Mannheimia haemolytica suşunun 197’sini biyotip A ve 52’sini biyotip T olarak tiplendirmişlerdir. 

Güler ve ark. (61), koyun ve keçilerden izole ettikleri 119 Mannheimia haemolytica suşunun 110’nunu biyotip A ve 9’unu biyotip T olarak belirlemişlerdir. Serotiplendirme çalışmaları sonucunda suşlardan % 23.4’ünü serotip A2 olarak tespit etmişler ve geriye kalan suşları da serotiplendirmişlerdir.

Ülkemizde bugüne koyun pnömonileri üzerine İç Anadolu ve Doğu Anadolu bölgelerinde çalışmalar yapılmıştır. Kaya ve Kırkan (67), Ege Bölgesinde bulunan koyun ve kuzularda da Mannheimia haemolytica varlığını ortaya koymak, burun akıntısı olan koyunların nasal svaplarından % 10.1 oranında etken izolasyonunu gerçekleştirmişlerdir.

Ülkemizde Mannheimia haemolytica izolasyonlarının yanısıra, Diker ve ark. (38), Mannheimia haemolytica serotiplerinin immunojenitelerini deneysel hayvan modelinde incelemişlerdir. Araştırmacılar, tavşanları belirli Mannheimia haemolytica serotiplerinin bakterinleri ve leukotoksinleri ile bağışıkladıktan sonra, bağışık serumların Ig G düzeyleri ve antileukotoksin aktivitelerini incelemişlerdir. A1, A2, A7 ve T4 antijenlerine karşı en yüksek IgG düzeyi, polivalan kombine immunojen verilen tavşanlarda saptanmıştır. Monovalan kombine immunojenler, homolog serotipe karşı yüksek, heterolog serotipe karşı düşük titrede antikor oluşturmuşlardır. Serotip A1 ve A7, A2 ve T4’e göre daha antijenik bulunmuştur. Monovalan gruplarda, en yüksek antileukotoksin aktivitesi A1 ve A7 antiserumlarında saptanmıştır. İmmun serumlar, homolog ve heterolog serotiplerle infekte edilen farelerde pasif koruma amacıyla kullanılmışlardır. Polivalan kombine immunojene karşı immun serum, farelerin % 83-100’ünün A1, A7 ve T4 infeksiyonuna, % 50’sini A2 infeksiyonuna karşı korumuştur. En düşük düzeyde koruma (% 16-33) heterolog serotip olarak kullanılan A6  ile infekte farelerde görülmüştür. Araştırmacılar sonuç olarak, Mannheimia haemolytica serotiplerinin immunojeniteleri arasında belirgin farklılıklar olduğunu ve heterolog serotipe karşı yeterli korunma sağlanamadığı kanısına varmışlardır. 

Bu araştırmada kullanılacak olan PCR metodu, hedef DNA sekansının invitro olarak enzimatik amplifikasyonunu sağlayan, oldukça güvenilir, duyarlı ve hızlı moleküler biyolojik bir tekniktir. Hastalıkların teşhisinde dünyada olduğu gibi ülkemizde de son zamanlarda PCR kullanılmaya başlanmıştır. Ancak pnömonik pastörellozis olgularında Mannheimia haemolytica leukotoksin geninin teşhisinde PCR kullanımına yönelik herhangi bir veri bulunmamaktadır. Ulusal ekonomideki kayıplar düşünüldüğünde Mannheimia haemolytica’nın teşhis yöntemlerinin geliştirilmesi, daha duyarlı ve hızlı tekniklerin rutin teşhis laboratuvarlarına yerleştirilmesi büyük önem taşımaktadır. 

Bu araştırma ile Türkiye’de varlığı bilinen, pnömonik pastörellozisin primer etkeni olan Mannheimia haemolytica suşlarının Ege Bölgesi’ndeki ilk biyotiplendirme ve serotiplendirilmelerinin yapılması, hastalıkta lezyonların oluşmasında rol oynayan leukotoksin geninin teşhisinde PCR yönteminin kullanılması ve rutin teşhise yerleştirilmesi, leukotoksin üreten suşların ortaya çıkarılması ve aşı çalışmalarında kullanılacak serotiplerin belirlenmesi amaçlanmıştır.

3. MATERYAL VE METOT  

3.1. Materyal

3.1.1. Örnekler
Aydın yöresinde bulunan mezbahalara (Aydın Merkez, İncirliova, Ortaklar ve Söke Mezbahaları) gidilerek toplam 200 adet koyun pnömonili akciğer örneği toplandı ve incelenmek üzere Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Rutin Teşhis Laboratuvarına soğuk zincir uygulanarak getirildi.

3.1.2. Standart Mannheimia haemolytica suşları


Mannheimia haemolytica’nın 17 serotipine (A1, A2, T3, T4, A5, A6, A7, A8, A9, T10, A11, A12, A13, A14, T15, A16, A17) ait standart suşlar Dr. L. Fodor (Department of Epizootiology, University of Veterinary Science, Budapest)’dan temin edildi.

3.1.3. Deney Hayvanları


Standart Mannheimia haemolytica suşlarından antiserum hazırlamak amacıyla her bir suş için 2’şer adet olmak üzere 1.5 – 2 kg ağırlığındaki Yeni Zelanda tavşanlarından 34 adet kullanıldı.

3.1.4. Besiyerleri

3.1.4.1. İzolasyon besiyerleri


Blood Agar

	Blood Agar
	40 g

	Distile Su
	1000 ml


Karışımın pH’sı 7.2- 7.4’e ayarlanıp, 15 dakika otoklav edildikten sonra, 50 ˚C’ye kadar soğutulup, içerisine % 7 oranında steril defibrine koyun kanı ilave edildi (84).

3.1.4.2. İdentifikasyon besiyerleri

Mac Conkey agar (Oxoid CM 7b)


Mannheimia haemolytica’nın ayırımında kullanıldı.


Oksidasyon – Fermentasyon besiyeri (OF)

	Peptone
	2 g

	Sodium Chloride
	5 g

	K3HPO4
	0.3 g

	Bromthymol blue
	0.3 g

	Agar
	0.3 g

	Distile Su
	100 ml



Karışımın pH’sı 7.2’ye ayarlandıktan sonra, 15 dakika otoklav edildi. Daha sonra 55 ˚C’ye kadar soğutulup, % 10’luk steril glukoz solüsyonundan, son konsantrasyonu % 1 olacak şekilde ilave edildi ve aseptik koşullarda steril tüplere 5’er ml dağıtıldı (68).


Lassen’in üçlü tüp besiyerleri


Gram negatif bakterilerin identifikasyonunda kullanıldı (74).



Bromcreosol purple broth

	Bactopeptone
	10 g

	Bacto beef extract
	4 g

	Sodium chloride
	5 g

	Distile su
	100 ml



Karışım 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra 55 ˚C’ye kadar soğutulup, Bromcreosol purple’ın % 95’ etanolde hazırlanmış % 1.6’lık solüsyonundan 1 ml ve son konsantrasyonu % 1 olacak şekilde arabinoz, laktoz, ksiloz, salisin ve trehaloz’un % 10’luk solusyonlarından ortama ilave edildi (9).


Brain Heart Infusion Broth (BHIB - Oxoid)


Mannheimia haemolytica serotiplerinden ve saha izolatlarından antijen hazırlanmasında kullanıldı (8).


Tryptone Soya Broth (TSB - Oxoid)


Biyotiplendirilmesi yapılacak saha suşlarının homojen hale getirilmesinde kullanıldı (3).


İndol test ortamı
	Peptone
	4 g

	Sodium chloride
	2 g

	Distile su
	100 ml



Karışımın pH’sı 7.4 – 7.6’ya ayarlandıktan sonra, tüplere 3-5 ml dağıtıldı ve 15 dakika otoklavda sterilize edildi (68).


Nitrat test ortamı
	Peptone
	2 g

	KNO3
	0.2 g

	Distile su
	1000 ml



Karışım kaynayan benmaride eritildikten sonra 10 ml olacak şekilde tüplere dağıldı ve 15 dakika otoklavda sterilize edildi (68).

3.1.5. Ayıraçlar
3.1.5.1. İndol ayıracı (68)

	P-Dimethylaminobenzaldehyde
	10 g

	Isoamyl alcoohol
	150 ml

	HCl (konsantre)
	50 ml


3.1.5.2. Nitrat ayıraçları (68)

A indikatörü

	Sulphanilic acid
	0.8 g

	5 N acetic asid
	100 ml



B indikatörü

	Dimethl-alfa-naphthylamine
	0.6 g

	5 N acetic acid
	100 ml


3.1.6. Solüsyonlar
3.1.6.1. Karbonhidrat solüsyonları

Glikoz, arabinoz, trehaloz, ksiloz, salisin ve laktoz’un % 10’luk eriyikleri hazırlandı ve tindalizasyon yöntemi ile sterilize edildi.

3.1.6.2. Formollü (% 0.3) fosfat buffer tuz solusyonu

	
Fosfat tampon eriyiği

0.2 M NaH2PO4.2H2O
	28 ml

	0.2 M Na2HPO4.2H2O
	72 ml



Yukarıdaki şekilde hazırlanan eriyikten bir kısım, % 8.5’lik NaCl eriyiğinden dokuz kısım alınıp karıştırıldı. Daha sonra karışıma % 36-38’lik formalinden % 0.3 oranında ilave edildi (8, 68).

3.1.7. SDS-PAGE

Mannheimia haemolytica suşlarının elektroforetik analizi, denatüre koşullarda, kademeli sistemde vertikal slab jel ünitesinde (Hoefer SE-600 vertical slab gel unit) yapıldı (72). Elektroforez işlemlerinde sabit amper/sabit voltaj veren güç kaynağı (Shandon Southern, Vokam) kullanıldı.

3.1.7.1. Stok solüsyonlar

Monomer Solusyonu (%30 T %2.7 Cbis) 

	Akrilamid
	58.4 g

	Bisakrilamid
	  1.6 g

	Distile su
	200 ml’ye tamamlandı 


4x Ayırıcı jel buffer (RGB; 1.5 M Tris-Cl, pH 8.8)
	Tris 
	36.3 g

	Distile su
	200 ml’ye tamamlandı

	Solusyonun pH’sı HCl ile ayarlandı.
	


4x Dizici jel buffer (SGB; 0.5 M Tris-Cl, pH 6.8)
	Tris

	3.0 g

	Distile su
	50 ml’ye tamamlandı.

	Solusyonun pH’sı HCl ile ayarlandı.
	


%10 SDS (Sodyum dodesil sülfat) solusyonu

	SDS
	50.0 g

	Distile su
	500 ml’ye tamamlandı.



Başlatıcı (%10 amonyum persülfat, APS) 

	APS
	0.5 g

	Distile su
	5 ml’ye tamamlandı.



Ayırıcı jel kaplama solusyonu ( 0.375 M Tris-Cl, %0.1 SDS, pH 8.8) 

	Solusyon 2
	25 ml

	%10 SDS
	1 ml

	Distile su
	74 ml



2x lizis buffer (pH 6.8) 

	Solusyon 3
	2.5 ml

	%10 SDS
	4.0 ml

	Gliserol
	2.0 ml

	2-merkaptoetanol
	1.0 ml

	Distile su
	0.5 ml


Tank buffer (pH 8.3) 

	Tris
	2.0 g

	Glisin
	57.6 g

	%10 SDS
	40 ml

	Distile su
	4 litreye tamamlandı.



Boya

	Coomassie blue R-250
	0.5 g

	Metanol
	800 ml


	Asetik asit
	140 ml

	Distile
su
	2 litreye tamamlandı.



Boya giderici (Destain) solusyon I 

	Metanol
	500 ml

	Asetik asit
	100 ml

	Distile su
	1 litreye tamamlandı.



Boya giderici (Destain) solusyon II 

	Asetik asit
	700 ml

	Metanol
	500 ml

	Distile su
	10 litreye tamamlandı.


3.1.7.2. Poliakrilamid jelin hazırlanması 


Ayırıcı jel, aşağıdaki formüle göre hazırlandı.

	Monomer solusyonu
	20 ml

	4x RGB
	15 ml

	%10 SDS
	0.6 ml

	Distile su
	24.1 ml

	APS
	300 (l

	TEMED
	20 (l


Hazırlanan jelin polimerizasyonun tamamlanması için 1-2 saat beklendi. 

Dizici jel aşağıdaki karışıma göre hazırlandı.

	Monomer solusyonu
	2.66 ml

	4x SGB
	5 ml

	%10 SDS
	0.2 ml

	Distile su
	12.2 ml

	APS
	100 (l

	TEMED
	  10 (l


Jel solusyonu cam plakaların boş kalan kısmına dolduruldu ve örnek çukurlarını oluşturmak için arasına 1.5 mm kalınlığında tarak yerleştirildi. Polimerizasyonun tamamlanması için birkaç saat beklendikten sonra tarak çıkartıldı. Oluşan boşluklar distile su ile yıkandı.

3.1.8. Polimeraz Chain Reaksiyonu (PCR)

3.1.8.1. Primerler

Tezde, oligonukleotid primerler, IktA geninin, leukotoksin RTX domainine spesifik olan 1,145 bp’lik fragmentini amplifiye eden primer çifti (Thermo Hybaid GmbH, Germany) kullanıldı (43). Bu primer çiftinin baz formulasyonu, 

forward primer : 5’-TGTGGATGCGTTTGAAGAAGG-3’

reverse primer : 5’-ACTTGCTTTGAGGTGATCCG-3’ olarak belirtilmektedir.

3.2. Metot

3.2.1. Mikrobiyolojik Muayene

3.2.1.1. Örneklerden Mannheimia haemolytica izolasyonu

Pnömonili koyun akciğerlerinden % 7 koyun kanı ilaveli kanlı agarlara ekimler yapıldı. Besiyerleri 37 ˚C’de 24-48 saat inkube edildi (84).

3.2.1.2. İzole edilen suşların identifikasyonu


İzolasyon besiyerinde üreyen bakterilerin koloni morfolojileri, hemoliz özellikleri ve gram boyama özellikleri incelenerek Tablo 1’de belirtilen kriterlere göre Mannheimia haemolytica identifikasyonları yapıldı.


Tablo 1. Mannheimia haemolytica identifikasyonunda kriterler (63)

	Biyokimyasal Özellikler
	Mannheimia haemolytica

	Gram Boyama
	Negatif

	Hemoliz
	Pozitif

	İndol
	Negatif

	Üreaz
	Negatif

	Nitrat
	Pozitif

	Oksidaz
	Pozitif

	Katalaz
	Pozitif

	Mc Conkey Agarda Üreme
	Pozitif


Gram boyama ve hemoliz özelliğinin belirlenmesi


Koyun kanlı agarda 24 – 48 saatlik inkubasyon sonucunda üreyen kolonilerin hemoliz özellikleri incelendi. Gram negatif boyanan ve β hemoliz gösteren bakterilerin kolonilerin kanlı agarlara pasajları yapılarak saf kültürleri elde edildi. Saf kültürlerden Lassen’in üçlü tüp besiyerlerine ekimleri yapıldı. Mannheimia haemolytica şüpheli koloniler katalaz, oksidaz, indol oluşumu, üreaz aktivitesi, nitrat redüksiyonu ve Mac Conkey agarda üreme durumlarına göre identifikasyona gidildi (Tablo 1). 


Katalaz testi


Gram boyamada negatif görünen bakterilerin katalaz aktiviteleri hidrojen peroksit (H2O2) ile ölçüldü. Lam üzerinde O2 açığa çıkmasından dolayı gaz oluşturan koloniler katalaz pozitif olarak değerlendirildi (68).


Oksidaz testi


Gram boyamada negatif görünen bakterilerin oksidaz aktiviteleri, oksidaz diski (Bacto, 1633-35-2) ile ölçüldü. Şüpheli bakterinin 18-24 saatlik saf kültüründen platin öze ile alınan birkaç koloni oksidaz diskine yayılarak sürüldü. 25-30 saniye içinde diskin pembe mor bir renk alması pozitif, renk değişikliğinin olmaması negatif olarak değerlendirildi (68).


İndol testi


İndol test ortamına şüpheli bakterinin saf kültüründen ekildikten sonra, 37 ˚C’de 24 saat inkube edildi. İnkubasyondan sonra, indol ayıracından 3-5 damla tüpün yan tarafından akıtılarak, üst tarafta bir tabaka oluşturulması sağlandı. Besiyeri ve ayıraç arasında kırmızı erngin oluşması pozitif, renk değişikliğinin olmaması negatif olarak değerlendirildi (74).


Üreaz testi


Lassen’in üçüncü tüpüne şüpheli bakterinin saf kültüründen, 1 koloni geçerek 18-22 saat 37 ˚C’de inkube edildi. İnkubasyondan sonra, besiyerinin renginin kırmızı olması pozitif, renk değişikliğinin görülmemesi negatif olarak değerlendirildi (74). 

Nitrat testi


İçinde nitratlı buyyon bulunan tüplere, şüpheli mikroorganizmanın saf kültüründen, birkaç koloni ekildi ve 37 ˚C’de 5 gün inkube edildi. Daha sonra buyyonun üzerine nitrat ayıraçlarından (Solüsyon A, Solüsyon B), 1’er ml dökülerek besiyerinin renginin kırmızı veya kiremit kırmızısı olması pozitif olarak kabul edildi (68).


Mac Conkey agarda üreme

Mannheimia haemolytica şüpheli bakterilerin 18-24 saatlik saf kültürlerinden, bir koloni Mac Conkey agara pasaj yapılarak, 37 ˚C’de 48-72 saat inkube edildi. Bu sürenin sonunda, üreme görülen petrilerdeki bakteriler Mannheimia haemolytica yönünden değerlendirildi (8, 112).

3.2.2. İzole Edilen M. haemolytica Suşlarının Biyotiplendirilmesi

3.2.2.1. Karbonhidrat fermentasyonuna göre biyotiplendirme

Biyotiplendirme amacıyla, bromcreosol purple broth’a son konsantrasyonu % 1 olacak şekilde, arabinoz, trehaloz, salisin, ksiloz ve laktoz karbonhidratlarının, %10’luk solüsyonlarından ilave edilerek, fermentasyon besiyerleri hazırlandı. Bu besiyerleri steril vida kapaklı şişelere dağıtıldı. Biyotiplendirmesi yapılacak her Mannheimia haemolytica’nın, önceden TSB buyyonda saf kültürlerinden hazırlanmış bakteri kültürlerinin 0.1 ml’si 5 ayrı şekere (arabinoz, trehaloz, salisin, ksiloz ve laktoz) ekildi. Her şekerden 1 adedi kontrol olarak ekim yapılmadan alındı ve ekim yapılan tüm şişelerle birlikte 37 ˚C’de 14 gün süre ile inkube edilip renk değişiklikleri gözlendi (9).

3.2.3. İzole Edilen M. haemolytica Suşlarının Serotiplendirilmesi (8)
3.2.3.1. Standart serotiplerden antijen hazırlanması

Mannheimia haemolytica’nın 17 serotipinin kanlı agardaki 18-24 saatlik kültürlerinden, 1’er koloni BHIB’a ekildi. 37 ˚C’de 18 – 24 saat inkube edildikten sonra, kültürlere % 3 oranında saf formol ilave edilerek bakteriler öldürüldü. Böylece kültürler, serotiplere karşı antiserum elde etmek için kullanıldı. 

3.2.3.2. Standart serotiplere karşı antiserum hazırlanması

Her serotipe ait antijen, ikişer adet tavşana, 3-4 gün arayla, ilk önce 0.5 ml S.C., daha sonra 1, 2, 3, 3, 3 ml İ.V. olmak üzere, toplam 6 enjeksiyon şeklinde enjekte edildi. Antiserumların, 1/50’den başlanarak 1/800’e kadar dilüsyonları yapıldı. Daha sonra homolog serotiplerden, saha suşlarından hazırlanan antijenler ile indirekt hemaglutinasyon (IHA) metodu kullanılarak titreleri tayin edildi. 1/200 ve yukarı titreler veren serumlar serotiplendirmede kullanıldı. Yeterli titre (1/200 <) vermeyen antiserumların alındığı tavşanlara, aynı serotipin antijeninden tekrar, 3-4 gün ara ile 3 ml. I.V. yolla 3 defa enjekte edildi. Son enjeksiyondan altı gün sonra alınan serumlardan yeterli titre sağlandığı görüldü. Mannheimia haemolytica’nın 17 serotipine ait antiserumlar, 1’er ml olacak şekilde ependorf tüplere dağıtılarak, derin dondurucuya kaldırılarak saklandı.

3.2.3.3. Saha suşlarından antijen hazırlanması

Sahadan izole edilen Mannheimia haemolytica suşlarının kanlı agardaki saf kültürlerinden 1’er koloni alınarak, içerisinde 5 ml BHIB bulunan tüplere geçildi ve 37 ˚C’de 18 – 24 saat inkube edildi. İnkubasyondan sonra, kültürler 56 ˚C’de 30 dakika ısıtılarak, kültürdeki bakteriler öldürüldü. İçerisinde Lithium heparin bulunan vakumlu tüplere alınan koyun kanı, formollü PBS ile 3 kez 10’ar dakika santrifüj ile yıkandıktan sonra, elde edilen eritrosit süspansiyonundan, 1’er damla, serotiplendirmesi yapılacak Mannheimia haemolytica suşlarının bulunduğu tüplere eklendi ve dikkatlice karıştırıldı. Daha sonra çalkalayıcılı benmaride, kültür + eritrosit süspansiyonu, 37 ˚C’de 60 dakika bekletildi. İnkubasyon periyodunun sonunda, kültür tekrar formollü PBS ile santrifüje edilerek 3 kez yıkandı. Son yıkamadan sonra, 10 ml PBS ilave edilerek, içerisindeki eritrosit süspansiyonunun yaklaşık % 5 olması sağlandı.

3.2.3.4. IHA ile saha suşlarının serotiplendirilmesi

Mannheimia haemolytica’nın 17 serotipine karşı daha önce hazırlanan antiserumlar, 1/10 oranında sulandırıldı. Mikropleytin bir sırasına antijen kontrolü amacıyla 50 µl, diğer gözlere ise 25 µl FTS konulduktan sonra, 50 µl FTS konulan sıra hariç, her sıraya bir antiserum gelecek şekilde antiserumlar 25 µl dağıtıldı. Daha sonra, sahadan izole edilen ve serotiplendirmesi yapılacak olan Mannheimia haemolytica suşlarından hazırlanan antijenler, her sıraya bir antijen gelecek ve her antijen antiserumların tümü ile reaksiyona girebilecek şekilde, 50 µl olarak ilave edildi ve oda ısısında 3 saat bekletilip sonuçlar değerlendirildi. Serotip spesifik kapsüler antjene sahip antijenler, homolog antiserumları ile reaksiyona girerek mikropleyt çukurunda, pozitif reaksiyona işaret eden, dantela oluşumu gösterdi. Kırmızı düğme oluşumu gözlenen mikropleyt çukurları ise negatif olarak değerlendirildi.

3.2.4. İzole Edilen M. haemolytica Suşlarının SDS-PAGE Çalışmaları

3.2.4.1. Elektroforez örneklerinin hazırlanması: 

İzole edilen suşlar, katı besiyerinde  üretildikten sonra  izci boya (%0.1 bromfenol blue) içeren 2x lizis buffer içinde süspanse edildi. Örnekler ısı işlemine tabi tutulduktan sonra her çukura önce tank buffer sonra belirli miktarda örnek (20 (l ) mikroenjektör ile yüklendi.


3.2.4.2. Elektroforez işlemi : 
Elektroforez işlemi, 30 mA sabit akımda gerçekleştirildi ve işleme izci boya jelin ucuna ulaşıncaya kadar devam edildi. 

3.2.4.3. Boyama: 

Elektroforez işlemi bittikten sonra jel cam sandviçlerden ayrılarak fiksatif-boya (metanol, asetik asit, coomasie blue R-250) solusyonunda 2-4 saat bekletildi. Dekolerasyon amacıyla jel 1.boya giderici solusyonunda 1 saat, 2.boya giderici solusyonunda zemin rengi şeffaflaşıncaya kadar bekletildi.

3.2.4.4. Protein moleküler ağırlıklarının hesaplanması: 

Elektroforetik analizde şu protein molekül ağırlık standartları kullanıldı; bovine albumin MA 66.000, egg albumin MA 45.000, gliseraldehid 3 fosfat dehidrogenaz MA 36.000, karbonik anhidraz MA 29.000, tripsinogen MA 24.000, tripsin inhibitor MA 20.100, ( laktalbumin MA 14.200. Elektroforez işleminden sonra her bir standart proteinin relatif mobilitesi (Rf) hesaplandı (Rf : jel başlangıcından polipeptide kadar olan mesafe / jel başlangıcından izci boyanın başlangıcına kadar olan mesafe ). Rf değerleri logaritmik kağıt üzerine yerleştirip kalibrasyon doğrusu elde edildi. İncelenen suşlara ait protein bantlarının Rf  leri aynı şekilde hesaplanıp kalibrasyon doğrusu vasıtasıyla molekül ağırlıkları bulundu.

3.2.5. İzole Edilen M. haemolytica Suşlarının PCR Çalışmaları

3.2.5.1. Bakteriyel DNA İzolasyonu
Bu amaçla, Adnan Menderes Üniversitesi Veteriner Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı Rutin Teşhis Laboratuvarı’na getirilen saha örneklerinden, biyokimyasal testler ve monospesifik serumlarla Mannheimia haemolytica olduğu belirlenen suşlar kullanıldı. Pozitif kontrol olarak Prof. Dr. Federico Uruburu tarafından sağlanan İspanya Tip Kültür Koleksiyonu  Mannheimia haemolytica suşundan, negatif kontrol olarak da P. multocida, E. coli, Pseudomonas spp. suşlarından yararlanıldı.

Bakteriyel DNA izolasyonu amacıyla yukarıda adı geçen suşlar, %5 oranında koyun kanı içeren Columbia blood agara (Oxoid) ekilerek 37 oC’de 16 saatlik inkubasyona kaldırıldı. Üreyen kolonilerden birer öze dolusu alınarak, daha önceden hazırlanan DNase ve RNase’dan ari ependorflar içinde bulunan 500 (l steril distile su içerisinde homojenize edildi. Bu şekilde hazırlanan bakteri süspansiyonlarından kullanıldı.
3.2.5.2. PCR’de amplifikasyonda kullanılan bileşenler ve reaksiyon konsantrasyonları
PCR’de amplifikasyonda kullanılan bileşenler ve bunların reaksiyon konsantrasyonları aşağıdaki Tablo 2’de gösterilmiştir.

Tablo 2. PCR’de reaksiyon bileşen ve konsantrasyonları
	Reaksiyon bileşeni
	Konsantrasyonu

	10xPCR buffer
	5 (l

	MgCl2
	1.5 mM

	dNTP’ler
	herbiri 150 mM, 

	Primer 1
	0.75 mM 

	Primer 2
	0.75 mM 

	Taq DNA polimeraz
	1.5 U

	Distile su 
	50 (l ’ye tamamlanır


PCR’de kullanılan örnek sayısına göre hazırlanan reaksiyon karışımı DNase-free PCR tüplerine (TreffLab, Switzerland) dağıtıldı. Her birinin üzerine 0.5 (l’lik  izole DNA’lar eklendi. Tüpler thermal cycler’a (Genius, Techne) konuluncaya kadar kuru buz içerisinde bekletildi. Daha sonra önceden 50 oC’ye ısıtılmış olan thermal cycler’a yerleştirildi. 

3.2.5.3. PCR inkubasyon sıcaklık ve süreleri

PCR toplam 30 siklusta gerçekleştirildi. PCR inkubasyon sıcaklık ve süreleri tabloda gösterilmiştir.

Tablo 3. PZR inkubasyon sıcaklık ve süreleri

	Denaturasyon
	94 (C
	1 dakika

	Primer bağlanması
	55 (C
	1 dakika

	Ekstensiyon
	72 (C
	1 dakika


3.2.5.4. DNA elektroforezi

PCR ürünleri ethidium bromid eklenen %1.1’lik agaroz jelde, 10 (l’lik hacimlerde, sabit akımda, 90 voltta, 45 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez sonuçları UV transilluminatörde oluşan band büyüklüklerine göre değerlendirildi.
4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA  

4.1. Bulgular

4.1.1. Örnekler

Araştırmada kullanılan 200 adet koyun pnömonili akciğer örnekleri Aydın yöresinde bulunan mezbahalardan Aydın Merkez 70, İncirliova 50, Ortaklar 50 ve Söke 30 adet temin edildi. 

4.1.2. Mikrobiyolojik Muayeneler


Aydın Merkez mezbahasından alınan 70 adet pnömonili koyun akciğerinin 12 (% 17.1)’sinden, İncirliova mezbahasından alınan 50 adet pnömonili koyun akciğerinin 5 (% 10.0)’inden, Ortaklar mezbahasından alınan 50 adet pnömonili koyun akciğerinin 3 (% 6.0)’ünden, Söke mezbahasından alınan 30 adet pnömonili koyun akciğerinin 4 (% 13.3)’ünden Mannheimia haemolytica izole edildi (Tablo 4).


Araştırmada incelenen toplam 200 adet koyun pnömonili akciğer örneğinin 24 (% 12)’ünden Mannheimia haemolytica izolasyon ve identifikasyonu yapıldı.

Tablo 4. Mannheimia haemolytica’nın kaynaklarına göre dağılımı

	Materyalin Kaynağı
	Akciğer Sayısı
	Mannheimia haemolytica

İzole Edilen

Akciğer Sayısı                   %

	Aydın Mezbahası
	70
	               12                            17.1

	İncirliova Mezbahası
	50
	                 5                            10.0

	Ortaklar Mezbahası
	50
	                 3                              6.0

	Söke Mezbahası
	30
	                 4                            13.3

	TOPLAM
	200
	               24                            12.0



Mannheimia haemolytica’nın biyokimyasal özellikleri

İzole edilen Mannheimia haemolytica suşlarının hepsi koyun kanlı agarda hemoliz özelliği göstermişlerdir. Suşların katalaz, oksidaz testleri ve nitrat reduksiyonu pozitif, indol ve üreaz aktiviteleri negatif bulundu. İzole edilen Mannheimia haemolytica suşlarının hepsi Mac Conkey agarda üreme göstermiştir.

4.1.3. İzole Edilen Mannheimia haemolytica Suşlarının Biyotiplendirilmesi


İzole edilen 24 Mannheimia haemolytica suşunun 2 (% 8.3)’si trehalozu fermente ederken, 22 (% 91.7)’si arabinozu, 18 (% 75)’i ksilozu, 9 (% 37.5)’u laktozu ve 7 (% 29.1)’si ise salisini fermente etmiştir (Tablo 5). Suşların 22’si trehalozu fermente edememesi, arabinozu fermente etmesi ve 18 suşun ksilozu fermente etmesi sonucuna dayanılarak Mannheimia haemolytica biyotip A, 2’si trehalozu ve  17’sinin salisini fermente etmesine dayanılarak Mannheimia haemolytica biyotip T’ye ait olduğu tespit edilmiştir.

Tablo 5. Mannheimia haemolytica’nın kaynaklarına göre dağılımı

	Karbonhidratlar
	Mannheimia haemolytica suşları n: 24



	
	pozitif
	%
	Negatif
	%

	Arabinoz
	22
	91.7
	2
	8.3

	Ksiloz
	18
	75
	6
	25

	Trehaloz
	2
	8.3
	22
	91.7

	Laktoz
	9
	37.5
	15
	62.5

	Salisin
	17
	70.9
	7
	29.1


4.1.4. İzole Edilen Mannheimia haemolytica Suşlarının Serotiplendirilmesi


Çalışmada izole edilen 24 Mannheimia haemolytica suşu IHA metodu ile 17 serotipe (A1, A2, T3, T4, A5, A6, A7, A8, A9, T10, A11, A12, A13, A14, T15, A16, A17) ait antiserumlar kullanılarak serotiplendirildi. 24 Mannheimia haemolytica suşunun 6 (% 25)’sı serotip A2, 5 (% 20.8)’i serotip A7, 5 (% 20.8)’i serotip A6, 3 (% 12.5)’ü serotip A1, 2 (% 8.3)’si serotip T4, 1 (% 4.1)’i serotip A8 olarak serotiplendirilirken, 2 suş (% 8.3) IHA ile serotiplendirilememiştir.

4.1.5. İzole Edilen Mannheimia haemolytica Suşlarının SDS-PAGE Bulguları

Yapılan elektroforetik analizler sonrasında, incelen tüm suşlarda 55, 49, 41, 29 ve 19 kD major protein bantları ortak olarak bulundu (Şekil 1). Diğer protein bantları arasında suşlar arasında bazı farklılıklar belirlendi. Ayrıca serotipler arasında aynı molekül ağırlıkta olan protein bantlarının farklı yoğunlukta olduğu gözlendi. 
Şekil 1. Serotiplendirilen bazı Mannheimia haemolytica suşlarının elektroforetik (SDS-PAGE) protein profilleri (MA: Yukarıdan aşağıya molekül agırlık standartları; sığır albümini, 66 kDa; yumurta albümini, 45 kDa; gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz, 36 kDa; karbonik anhidraz, 29 kDa; tripsinojen 24 kDa; tripsin inhibitörü, 20.1 kDa; alfa laktalbümin, 14.2 kDa.)
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4.1.6. İzole Edilen Mannheimia haemolytica Suşlarının PCR Bulguları


Pnömonili koyun akciğerlerinden izole edilen ve koyun kanlı agarda β hemoliz oluşturan 22 Mannheimia haemolytica ve 2 Pasteurella trehalosi suşlarının 1,145 base-pair (bp) uzunluğundaki lktA genlerinin tespiti PCR ile hedeflendi. Çalışmada pozitif kontrol olarak Prof. Dr. Federico Uruburu tarafından sağlanan İspanya Tip Kültür Koleksiyonu Mannheimia haemolytica suşundan, negatif kontrol olarak da Pasteurella multocida, E. coli, Pseudomonas spp. suşlarından yararlanıldı. 


PCR ile β hemoliz özelliği gösteren 22 Mannheimia haemolytica ve 2 Pasteurella trehalosi suşlarının tümünde lktA geninin varlığı tespit edildi (Şekil 2).
Şekil 2. lktA genlerinin UV transilluminatörde oluşan band büyüklüklerine göre değerlendirilmesi.
                   




1 : DNA marker, 2: Negatif kontrol (P. multocida), 3: Pozitif kontrol (Mannheimia haemolytica serotip A2), 4: Mannheimia haemolytica (saha suşu), 5: Negatif kontrol (E. coli), 6: Mannheimia haemolytica (saha suşu), 7: Mannheimia haemolytica (saha suşu), 8: Mannheimia haemolytica (saha suşu),
4.2. Tartışma


Koyunların solunum sistemi hastalıkları, tüm dünyada koyunculuk sektörünün en önemli hastalık komplekslerinden biridir. Koyunların karşı karşıya kaldıkları çevre koşulları, beslenme şartları ve çeşitli stres faktörleri solunum sistemi hastalıklarının oluşmasında önemli rol oynamaktadır. Ruminantların pnömonik infeksiyonları, Veteriner Hekimlikte bilinen en kompleks patogenezise sahip hastalıkların başında gelmektedir. Bu enfeksiyonların oluşumunda etken, konakçı ve çevre koşulları çok yakından ilişkilidir. 


Koyunların pnömonik infeksiyonlarının gelişiminde birden çok çevre faktörü, birden fazla hazırlayıcı etken ve asıl hastalığı oluşturan etyolojik ajanın rolü bulunmaktadır. Bu faktörlerin içinde pnömonik pastörellozis infeksiyonlarında patolojik lezyonların ve mortalitenin en önemli nedeni Mannheimia haemolytica’dır.


İngiltere’de Veteriner Araştırma Kurumlarında yapılan bir çalışmada (55), bu kurumlara getirilen 9550 koyunun % 82’sinde pnömoni saptanması ve vakaların çoğunun Mannheimia haemolytica ile ilişkili bulunması hastalığın önemini gösteren değerli bir bulgudur. 


Pnömonik Pastörellozis olgularında meydana gelen ekonomik kayıplar mortaliteden, yem kaybından ve tedavi masraflarından oluşmaktadır. Oluşan bu ekonomik tabloya subklinik vakaların da ilave edilmesi durumun önemini daha da arttırmaktadır. Amerika Birleşik Devletleri’nde yapılan bir çalışmada (69), stres altında bırakılan Bighorn koyunlarının savunma mekanizmalarının zayıfladığı ve pnömonik pastörellozis infeksiyonun oluşmasını kolaylaştırdığı belirtilmektedir. 

Dünyanın çeşitli bölgelerinde pnömonik pastörellozisin primer etkeni olan Mannheimia haemolytica’nın izolasyonları yapılmış ve bölgesel olarak bakterinin hangi serotipinin daha yoğun bir şekilde bulunduğu ortaya çıkarılmıştır. Koyun pnömonilerinden İngiltere’de Mannheimia haemolytica A1, A2 ve A6 serotipleri (60), Malezya’da Mannheimia haemolytica A7 serotipi (18), Yeni Zelanda’da Mannheimia haemolytica A2 serotipi (91, 92), Danimarka’da Mannheimia haemolytica A1 serotipi (5), Macaristan’da Mannheimia haemolytica A1 ve A2 serotipleri (47) ve İrlanda’nın kuzey bölgelerinde Mannheimia haemolytica A2 serotipi (6)’nin baskın olduğu bildirilmektedir.


Macaristan’da yapılan bir çalışmada (47), pnömoni, pleurapnömoni ve septisemiden ölen koyun, keçi ve buzağılardan izole edilen toplam 201 (23’ü sığır, 148’i koyun ve 30’u keçi) Mannheimia haemolytica suşu biyotip ve serotiplendirilmiştir. İzolatların 186 (% 92.5)’sı biyotip A, 15 (% 7.5)’i biyotip T olarak tiplendirilmiştir. 8 suş dışında diğer izolatların hepsi serotiplendirilmiştir. Koyunlardan izole edilen suşlarda serotipler A1 (% 26.0), A2 (% 12.0), A7 (% 10.0), A9 (% 9.5) ve A6 (% 9.0) şeklinde dağılım göstermiştir. Yine Macaristan’da yapılan bir çalışma ile (46), koyunlardan izole edilen 328 Mannheimia haemolytica suşu serotip 14 haricinde diğer serotiplerle serotiplendirilmiş ve en çok A1, A2, A6, A8 ve A5 arasında dağılım göstermiştir.


Türkiye’deki duruma bakıldığında pnömonik pastörellozis üzerine yapılan çalışmaların sayısının çok az olduğu ve gereken önemin verilmediği görülmektedir. İnfeksiyonun Türkiye’deki gerçek sıklığı, etyolojik ajanların ve bunların serotiplerinin bölgesel dağılımları, epidemiyolojik özellikleri ve neden olduğu ekonomik kayıpların boyutları tam olarak bilinmemektedir. Hayvan sağlığına önem verilen gelişmiş ülkelerde bile yüksek oranda seyreden ve önemli ekonomik kayıba neden olan pnömonik pastörellozisin ülkemiz koşullarında yol açtığı ekonomik kayıbı göz önüne getirmek güç olmayacaktır. Koyun pnömonileri üzerine yeterli araştırma ve kayıtlı epidemiyolojik bilgi olmamasına rağmen, Tarım ve Köyişleri Bakanlığı yetkililerinden, sahada çalışan Veteriner Hekimlerden ve mezbaha taramalarından elde edilen veriler koyun pnömonilerinin önemli bir sağlık sorunu olduğunu göstermektedir.


Çalışmada Tablo 4’de belirtilen mezbahanelerden kesim sonrasında alınan ve makroskobik olarak pnömonili olan 200 adet koyun akciğerinin 24 (% 12)’ünden Mannheimia haemolytica izole ve identifiye edilmiştir. İdentifiye edilen 24 Mannheimia haemolytica suşunun 22’si biyotip A ve 2’si biyotip T olarak tiplendirilmiştir. 


Pnömonik pasteurella infeksiyonlarının kompleks yapısı ve özellikle Mannheimia haemolytica’nın ekolojik konumu, bu infeksiyonun eradikasyonunu olanaksız kılmaktadır. Bu nedenle, infeksiyonla mücadelede antimikrobiyel sağaltım ve hastalıktan korunma seçenekleri ön plana çıkmaktadır. Antimikrobiyel sağaltımın ekonomik olmaması nedeniyle infeksiyonla mücadelede aşılama ile korunmanın en önemli yol olduğu ortaya çıkmaktadır. Ancak etkili bir aşının hazırlanması için, Türkiye’de koyun pnömonilerinde izole edilen Mannheimia haemolytica serotiplerinin bölgesel dağılımlarının bilinmesi, antijenik profillerinin, hastalığı oluşturan leukotoksin geninin taşınıp taşınmadığının ortaya çıkarılması, patojenite kriterlerinin saptanması, suşlar arasındaki serolojik ilişkinin belirlenmesi, leukotoksin genini taşıyan serotiplerin ortaya çıkarılması gerekmektedir. Bu çalışma ile Mannheimia haemolytica’nın Ege bölgesindeki varlığı, serotip dağılımı, leukotoksin geni taşıyıp taşımadığı gibi konular aydınlatılmaya çalışılmıştır.


Çalışmada incelenen 24 Mannheimia haemolytica suşunun biyotip A olarak tiplendirilmesi pnömonik pastörellozisin primer etkeni olduğu şeklindeki klasik bilgileri doğrulamaktadır (55, 99). 
Çalışmada, biyotiplendirilmeleri yapılan 24 Mannheimia haemolytica suşunun 6 (% 25)’sı serotip A2, 5 (% 20.8)’i serotip A7, 5 (% 20.8)’i serotip A6, 3 (% 12.5)’ü serotip A1, 2 (% 8.3)’si serotip T4, 1 (% 4.1)’i serotip A8 serotipleri arasında dağılım göstermektedir ve 2 suş (% 8.3) ise serotiplendirilememiştir. Serotiplendirme sonuçları diğer ülkelerde yapılan serotiplendirmelerle paralellik ve bazı noktalarda farklılıklar göstermektedir. Diğer ülkelerde Mannheimia haemolytica serotiplerinin bir veya ikisi baskın olarak görülürken (60, 18, 91, 5, 46, 6) Türkiye’de bu serotiplerin oranlarının birbirine yakın olduğu belirlendi. Elde edilen sonuçlar Türkiye’de yapılan serotiplendirme sonuçları ile paralellik göstermektedir (37, 61) ve Türkiye’nin Mannheimia haemolytica profilinin ortaya çıkarılmasında öncülük etmektedir.

Elektroforez çalışmalarında kullanılan 24 Mannheimia haemolytica biyotip A ve T suşunun tümünde 5 tane ortak protein bantı izlendi. Bunların dışında kalan bantlarda suşlar arasında bazı farklılıklar belirlendi. Mannheimia haemolytica serotip A’ların elektroforetik analizinde, serotipe spesifik protein profilleri belirlenemedi. Rossmanith ve ark. (95), aynı biyotipe bağlı serotiplerin dış membran proteinleri arasında farklılık bulunmadığını bildirmişlerdir. Bu çalışmada dış membran proteinlerinin identifiye edilmemesine karşın tüm hücre protein profilleri içinde aynı durum elde edildi. Araştırıcılar (95), A ve T serotiplerinin tümünde 43 ve 29 kDa, T serotiplerinde 36 kDa major dış proteinlerini saptamışlardır. Bu çalışmada belirlediğimiz 41 ve 29 kDa proteinleri Rossmanith ve ark. (95) tarafından belirlenen proteinlere uyduğu anlaşılmaktadır. Bu proteinlerin ağırlıkları arasındaki küçük farklılıkların ise elektroforez koşullarındaki değişiklikten ileri geldiği anlaşılmaktadır. Durham ve ark. (41)’nın, Mannheimia haemolytica A1 suşunda immunoblotting yöntemi ile saptadıkları 130, 90, 44, 33, 26, 18 kDa immunojenik proteinlerin benzerleri, çalışmamızdaki 49, 41, 29 19 kDa bantlara benzerlik gösterdi. Ayrıca Durham ve ark. (41)’larının, üç farklı yöntemle elde ettikleri protein örneklerinde eksik veya fazla bantların görülebileceğini bildirmeleri çalışmalar arasında farklılıklar olabileceğini ortaya çıkarmaktadır.

Mannheimia haemolytica’nın koyun pnömonilerinde ortaya çıkan lezyonlara neden olan en önemli virulans faktörü aktif olarak üreyen bakterilerden salgılanan leukotoksindir (98, 108). Leukotoksin, gram negatif bakteriyel por oluşturan ekzotoksinlerin bulunduğu “Repeats – in – toxin (RTX)” ailesinin bir üyesidir. RTX ailesi, genleri tamamen tanımlanmış 16 proteini içermektedir ve bu aile büyümesini devam ettirmektedir. RTX toksinler, hastalıkların patogenezisinde doku harabiyetine neden olan sitokinleri içermektedirler. Leukotoksinlerin yapısında bulunan Operon’lar CABD diziliminde ifade edilmektedirler. Mannheimia haemolytica leukotoksin operonunda (lkt CABD) bulunan lktA yapısal toksinin genetik kodlarını, lktC proteinlerin aktive edilmesini, lktB ve lktD ise toksinlerin salınımını sağlayan proteinleri içermektedirler (70, 76, 83, 86, 111). Leukotoksin kalsiyum bağımlı por oluşumu ile alveolar makrofajları, lökositleri ve monositleri lize eder ve etkisiz hale getirir. Leukotoksin tarafından lize edilen hücreler, şiddetli yangısal reaksiyon sonucu akciğer alveollerinde görülen nekrozlara yol açar. Leukotoksinin kan pulcuklarının da erittiği ve bunun trombus oluşumu ve fibrin eksudasyonu yoluyla lezyonlara katkıda bulunduğu bildirilmektedir (23, 86,  105). 

Burrows ve ark. (15), Mannheimia haemolytica’nın leukotoksin determinantının 16 serotip içinde en az 7 farklı çeşidi olduğunu göstermektedirler. LktC ve lktA genlerinin karşılaştırılmasında serotip 1,3 ve 11’in çok yüksek oranda homolog olduğunun tespit edildiği bildirilmektedir.

Saadati ve ark. (96), farklı serotipler ve tiplendirilemeyen suşları içeren koyun ve sığırlardan izole edilen Mannheimia haemolytica izolatlarının leukotoksin üretimlerini incelemişler ve leukotoksin üretiminin kabul edilebilir bir şekilde farklılık gösterdiğini ve hatta aynı serotipler içinde bile farklılık olduğunu bildirmektedirler.

Mannheimia haemolytica A1’in leukotoksin genlerinin nukleotid dizilişleri üzerine yapılan bir çalışmada (77), Mannheimia haemolytica A1’in leukotoksin aktivitesi için lktC ve lktA genlerinin gerekli oldukları tespit edilmiş ve lktA geninin antijenik protein olduğu ortaya çıkartılmıştır. 

Murphy ve ark. (83), sahadan izole ettikleri Mannheimia haemolytica suşlarının leukotoksinlerinin ruminant veya ruminant olmayan hayvan kanlarından hazırlanan agarlarda eritrositleri (RBC) lize etme yeteneğine sahip olduklarını göstermişlerdir. LktA, tavşan kanlı agarda β hemolitik özelliği oluşturan gendir ve Mannheimia haemolytica ismi de bu özellikten dolayı verilmiştir. Saha suşlarının koyun ve tavşan kanlı agarlarda β hemolitik özellik göstermesi patojenite kriteridir.

Fisher ve ark. (43), farklı hayvan gruplarından izole edilen Mannheimia haemolytica ve Pasteurella trehalosi izolatlarındaki leukotoksin geninin polimeraz zincir reaksiyonu ile tespiti üzerine yaptıkları çalışmada, 248 adet suşun 108 (% 44)’inde leukotoksin gen segmentinin (lktA) oluştuğunu ve bu 108 suşun 106’sının β hemolitik olduğunu belirlemişlerdir. LktA taşıyan suşların 90’ının Mannheimia haemolytica’ya, 18’inin Pasteurella trehalosi’ye ait olduğu belirtilmektedir. Bu çalışma sonucunda, lktA’nın pnömonik pastörellozis oluşumunda virulens faktörlerinin en başında yer aldığı ve asıl hastalığı yapan gen olduğu, ve ayrıca diğer virulens faktörlerinin ise etkenin hayvanlara kolonizasyonu ve hastalığın indüklenmesinde görev aldıkları fikrine varılmıştır.

Çalışmamızda, pnömonili koyun akciğerlerinden izole edilen ve koyun kanlı agarda β hemoliz oluşturan 22 Mannheimia haemolytica ve 2 Pasteurella trehalosi suşlarının 1,145 base-pair (bp) uzunluğundaki lktA genlerinin PCR ile tespiti yapıldı ve suşların tümünde lktA geninin var olduğu tespit edildi. Elde edilen veriler Fisher ve ark. (43)’larının sonuçları ile paralellik göstermiştir. LktA geninin varlığının PCR ile ortaya çıkarılması ve suşların hepsinin β hemolitik yapıya sahip olması, pnömonik pastörellozis olaylarında en önemli virulens faktörünün lktA geni olduğunu  ortaya çıkarmaktadır.  
5. SONUÇ VE ÖNERİLER


Çalışmada izole edilen Mannheimia haemolytica suşlarının serotiplere dağılımı değerlendirildiğinde, Mannheimia haemolytica serotip 2 ve serotip 7 ile Pasteurella trehalosi serotip 4’ün Türkiye’de en çok izole edilen serotipler olduğu ortaya çıkarılmıştır ve ülkemizde diğer yapılan çalışmalarla paralellik görüldüğü tespit edilmiştir. Koyun pnömonik pastörellozislerinde leukotoksin geninin PCR ile tanısının ilk defa yapıldığı bu çalışma ile izole edilen Mannheimia haemolytica ve Pasteurella trehalosi suşlarının hepsinde lktA geninin saptanması sahadan izole edilen suşların patojen olduğunu göstermektedir.


Çalışmadan elde edilen bilgiler ışığında, Türkiye’de hazırlanacak immunojenlerde Mannheimia haemolytica serotip 2, 7 ve Pasteurella trehalosi serotip 4’ün yer alması ve hazırlanacak immunojenlerde hücre bakterini ve leukotoksin preparasyonlarının bir arada bulunması gerektiği sonucuna varılmıştır.

ÖZET

Pnömoni, yüksek ateş, seröz bir burun akıntısı, nabız ve solunum artışı ile seyreden, verim kayıplarına veya ölümlere neden olan bir enfeksiyondur. Türkiye'de koyunların pnömonileri, hayvan sağlığını en çok etkileyen ve ekonomik kayıba neden olan hastalıkların başında gelmektedir. Koyun pnömonilerinde çevresel faktörlerle birlikte birden fazla etkenin rol oynadığı kabul edilmektedir. Bu etkenler arasında çeşitli viruslar, Mikoplasmalar ve Pasteurella'lar önemli yer tutmaktadır. Koyun pnömonilerinde Mannheimia (Pasteurella) haemolytica'nın önemli bir yer tuttuğu bildirilmektedir.

     Bu çalışma ile koyun pnömoni etkeni Mannheimia haemolytica’nın Ege Bölgesinde ilk defa serotiplendirilmelerinin yapılması ve PCR tekniği kullanılarak leukotoksin geninin tanı yöntemlerinin geliştirilmesi hedeflenmiştir.

Araştırmada kullanılan 200 adet pnömonili akciğer örnekleri Aydın yöresinde bulunan mezbahalardan Aydın Merkez 70, İncirliova 50, Ortaklar 50 ve Söke 30 adet temin edildi. Aydın Merkez mezbahasından alınan 70 adet pnömonili koyun akciğerinin 12 (% 17.1)’sinden, İncirliova mezbahasından alınan 50 adet pnömonili koyun akciğerinin 5 (% 10.0)’inden, Ortaklar mezbahasından alınan 50 adet pnömonili koyun akciğerinin 3 (% 6.0)’ünden, Söke mezbahasından alınan 30 adet pnömonili koyun akciğerinin 4 (% 13.3)’ünden Mannheimia haemolytica izole edildi. 


Araştırmada incelenen toplam 200 adet koyun pnömonili akciğer örneğinin 24 (% 12)’ünden Mannheimia haemolytica izolasyon ve identifikasyonu yapıldı.


İzole edilen 24 Mannheimia haemolytica suşunun 22’sinin Mannheimia haemolytica biyotip A, 2’sinin Mannheimia haemolytica biyotip T olduğu tespit edilmiştir.


Çalışmada izole edilen 24 Mannheimia haemolytica suşu IHA metodu ile 17 serotipe (A1, A2, T3, T4, A5, A6, A7, A8, A9, T10, A11, A12, A13, A14, T15, A16, A17) ait antiserumlar kullanılarak serotiplendirildi. 24 Mannheimia haemolytica suşunun 6 (% 25)’sı serotip A2, 5 (% 20.8)’i serotip A7, 5 (% 20.8)’i serotip A6, 3 (% 12.5)’ü serotip A1, 2 (% 8.3)’si serotip T4, 1 (% 4.1)’i serotip A8 olarak serotiplendirilirken, 2 suş (% 8.3) IHA ile serotiplendirilememiştir.

Yapılan elektroforetik analizler sonrasında, incelen tüm suşlarda 55, 49, 41, 29 ve 19 kD major protein bantları ortak olarak bulundu . Diğer protein bantları arasında bazı farklılıklar belirlendi. Ayrıca serotipler arasında aynı molekül ağırlıkta olan protein bantlarının farklı yoğunlukta olduğu gözlendi. 

Pnömonili koyun akciğerlerinden izole edilen ve koyun kanlı agarda β hemoliz oluşturan 22 Mannheimia haemolytica ve 2 Pasteurella trehalosi suşunun tümünde PCR ile lktA geninin var olduğu tespit edildi.
SUMMARY

Pneumoniae is a disease with the symptoms of high temperature, serosal exudation from nose, increased breathing and pulsed rates, causing death and economical loses. Pneumoniae in sheep is one of the most important diseases which affects animal health. It was reported that several factors contribute the occurance of infection along with environmental factor. The microbiological factors are viruses, Mycoplasmas and Pasteurellas. It was reported that Mannheimia haemolytica was one of the most important bacteria.

This study was performed to conduct the first serotyping studies of Mannheimia haemolytica in Aegean Region and to use PCR techniques for diagnosis of leucotoxin gene.

Total of 200 lung samples showing pneumonia signs were obtained from the slaughterhouses located around Aydın Province; Aydın (70 samples), Incirliova (50 samples), Ortaklar (50 samples) and Söke (30 samples). Mannheimia haemolytica was isolated from 12  sheep lung samples (17.1%) obtained from Aydın Central slaughterhouse, from 5 samples (10%) obtained from İncirliova, from 3 samples (6%) from Ortaklar, and from 4 (13.3%) samples obtained from  Söke  slaughterhouse.  

Of 24  strains isolated,  22 were identified as Mannheimia haemolytica biotype A and 2  were identified as Mannheimia haemolytica biotype T.


Serotyping of 24 Mannheimia haemolytica was carried out by using IHA method with antiserums of 17 serotypes (A1, A2, T3, T4, A5, A6, A7, A8, A9, T10, A11, A12, A13, A14, T15, A16, A17). From this serotyping ıt was found that   6 strains were serotype A2, 5 strains were A7, 5 strains A6, 3 strains were A1 ,  2 strains were T4 and 1 strain was A8. However, two strains could not be serotyped by IHA method.


In SDS-PAGE electrophoresis, 55, 49, 41, 29 and 19 kD major proteins in all strains were identical. Other proteins were determined different from each other. 

IktA gen was determined by PCR in 24  Mannheimia haemolytica and 2 Pasteurella trehalosi strains isolated from sheep lungs with pneumonia signs showing  β heamolytic areas on blood agar base.
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ÖZGEÇMİŞ

1971 yılında Aydın'da doğdum. İlk, orta ve lise öğrenimini Aydın'da tamamladım. İstanbul Üniversitesi Veteriner Fakültesi'ni 1988 yılında kazandım ve 1993 yılında mezun oldum. 1993-1995 yılları arasında askerlik görenimi yaptıktan sonra, 1995-1997 yılları arasında çeşitli özel sektör alanlarında görev yaptım. 1997 yılı Kasım ayında Adnan Menderes Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Mikrobiyoloji Anabilim Dalı'na Araştırma görevlisi olarak atandım. Mikrobiyoloji Anabilim Dalın'da Doktora çalışmalarıma 1998 yılında başladım. Doktora tez çalışmalarımı, TÜBİTAK ile ADÜ Araştırma Fon Saymanlığı’ndan alınan desteklerle yürüttüm ve görev yaptığım ADÜ Veteriner Fakültesi’ne PCR ve Elektroforez ünitelerini kurdum. Halen ADÜ Sağlık Bilimleri Enstitüsü Mikrobiyoloji Anabilim Dalı’nda Araştırma Görevlisi olarak görev yapmaktayım.
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