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Ozet

Sigir pnomoni vakalarinda M. bovis bakteriyel etkenler arasinda siklikla teshis
edilmektedir. Ancak Sivas bolgesinde M. bovis disinda M. alkalescens, M. arginini,
M.dispar, M. canis ve M. bovirhinis’in varligi hakkinda bilgiye rastlanilmamustir.
Bu ¢alismada Sivas bolgesindeki sigir pndmoni vakalarinda M. bovis haricindeki
diger mikoplazma etkenlerinin tespit edilmesi amaglanmistir. Bu amagla Sivas il
merkezi mezbahalarinda kesimi yapilmis sigirlarin akcigerleri pndémoni
bulgularina gore incelenmis ve toplamda 200 adet pnomonik akciger Ornegi
laboratuvarda kiltirii yapilarak mikoplazma etkenleri yoniinden
degerlendirilmistir. Mikoplazma siipheli Kkiiltiirler polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile incelendiginde drneklerin %2.5’u M. alkalescens, %0.5’1 M. arginini,
%2’si M. dispar ve %1’t M. bovirhinis pozitif bulundu. M. canis ise tespit
edilemedi. Sonu¢ olarak sigir pndmoni vakalarinda bu mikoplazma tiirleri de
teshiste dikkate alinmalidir.
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Investigation of M. alkalescens, M. arginini, M.dispar, M. canis and M. bovirhinis on cattle pneumonia cases observed in Sivas region

Abstract

M. bovis is isolated frequently among bacterial agents in cattle pneumonia cases. However, there hasn't been any information about the presence of M.
alkalescens, M. arginini, M.dispar, M. canis and M. bovirhinis agents outside of M. bovis in Sivas region. In the current study, it was aimed to detect other
mycoplasma agents except M. bovis in cattle pneumonia cases. With this aim, slaughtered cattle lungs were examined in terms of pneumonia in Sivas
city and a total of 200 pneumonic lungs were evaluated for mycoplasma agents by culture method. Mycoplasma suspected cultures were examined with
PCR and M. alkalescens, M. arginini, M.dispar and M. bovirhinis detection rates were 2.5%, 1%, 4% and 2%, respectively. As a consequence, these
mycoplasma species should be taken into consideration in bovine pneumonia cases

Key words: Mycoplasma, PCR, cattle, pneumonia

Giris

Mikoplazma cinsi igerisindeki etkenler hiicre duvari
olmayan, diisiik G+C oranina (%23-40) ve kiigiik genom
boyutuna sahip (0,58-1,4 Mbp) Molikiit simifinda yer
alirlar. Sigirlardan ilk izole edilen mikoplazma tiirii
sigirlarin bulagici pléropndmoni etkeni olan
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides 1898 yilinda
tanimlanmistir (Nocard ve ark., 1990). Ondukozuncu
yiizyilda global yayilmasindan sonra siki politikalar
sonucunda ¢ogu kitadan eradike edilen sigirlarin
bulasict pléropndomonisi sadece bazi Afrika iilkerinde
goriilmektedir. Giiniimiizde M. bovis sigirlarda en
onemli ve yaygin mikoplazma tirii olarak kabul
edilmektedir. M. bovis ilk 1961 yilinda Amerika da bir
siride hayvanlarin %30’unun etkilendigi mastitis
vakasindan izole edilmistir (Hale ve ark., 1962).

Sigirlarda degisen oranda klinik 6neme sahip diger
mikoplazma tiirleri ise M. californicum, M.
bovigenitalium, M. bovirhinis, M. bovoculi, M. leachii,
M. dispar, M. canis, M. canadense, M. alkalescens, M.
arginini ve M. wenyonii dir. Molikiit sinifinin diger bir
liyesi olan Acholeplasma cinsi mikroorganizmalar
Mikoplazma tiirleri ile birlikte siklikla izole edilirler
fakat kontaminant olarak kabul edilirler ve sigirlarda
minimal klinik 6neme sahiptirler (Nicholas ve ark.,
2008).

Mikoplazmalar sigirlarda mastitis, artritis, pnémoni,
otitis media ve reprodiiktif vakalar gibi ciddi hastalik
tablolarindan izole edilmektedir. Mikoplazmalarin
cabuk yayilmasi, tedavisinin zor olmasi ve etkilenen
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siiriilerde stiriiden ¢ikarilma durumu salgin vakalarmin
kontrolii ve onlenmesinde hizli ve giivenilir teshisi
onemli hale getirmektedir (Parker ve ark., 2018).

Sigirlarda mikoplazmalarin identifikasyonu ve tespiti
altin standart yontem olan kiltir ile yapilmaktadir.
Biyosentezden sorumlu genlerin neredeyse tamamini
kaybetmis olmalar1 sebebiyle mikoplazmalar amino asit
ve yag asitleri sentezleyemezler. Bu sebeple
mikoplazmalarin tireyebilecegi ortamlar etkene spesifik
olmal1 ve besiyeri sigir kalbi inflizyonu, serum, maya
ekstrakti, pepton icermeli ve tampon pH’t 7,3-7,8
araliginda olmalidir (McVey ve ark., 2013). Mikop-
lazma tiirleri ve Acheloplazma ayrimi biyokimyasal
testlerle yapilabilmektedir fakat biyokimyasal testlerin
yorumlama kisminin subjektif olmasi hata yapabilme
olasiligimmi artirmaktadir. Giintimiizde kiiltlir pozitif
izolatlarin PZR ile tiir bazinda tanimlanmasi
yapilmaktadir (Parker ve ark., 2018).

Cesitli orneklerden mikoplazma tiirlerinin tespit
edilmesinde PZR’1n kullanilmasi, konvansiyonel kiiltiir
tabanli diagnostik metotlarla karsilastirildiginda daha
verimli, sensitif ve spesifik oldugunu goéstermistir
(Sachse ve ark., 1993). Prokaryotik ribozomlardaki 16S
rRNA geni konservatif ve degisken bdlgeleri kapsayan
ufak alt iinitesi tiir spesifik olmasi nedeniyle bakteri
identifikasyonunda kullanilmaktadir. Konvansiyonel
PZR metotlarinin gelismesiyle beraber 16S rRNA
genleri amplifiye edilerek mikoplazmalar tiir bazinda
molekiiler metotlarla tanimlanmistir (Chavez ve ark.,
1995).

Kiiltir ve serolojik testlere bir alternatif olarak
diagnostik amacli referans laboratuvarlara goénderilen
orneklerden mikoplazma spesifik primerler ile 16S
rRNA geni amplifikasyonu yapilarak amplikonlar
denatiire edici gradient jel elektroforez yonteminde
(DGGE) ayrilip mikoplazmalar tespit edilebilmektedir
(McAuliffe ve ark., 2005). Bu yontemin miks
mikoplazma enfeksiyonlarini tespit ve ayrim imkani gibi
avantajlar1 bulunmaktadir. Giiniimiizde izolatlarin
tiplendirilmesinde ise pulsed field jel elektroforez
(PFGE), amplifiye fragman jel elektroforez (AFLP), ¢ok
lokuslu sekans tiplendirme (MLST) yontemleri
kullanilmaktadir (Parker ve ark., 2018).

Bu ¢aligmanin amac1 s1g1r pndmonilerinde yaygin olarak
izole edilen M. bovis haricindeki diger mikoplazmalarin
roliinii belirlemektir.

Gere¢ ve Yontemler

Ornek toplanmasi: Haftalik mezbaha ziyaretleri
yapilarak kesimi yapilan sigirlarin akcigerleri pndmoni
bulgular1 baz alinarak degerlendirildi. Pnémoni bulgusu
saptanan akcigerlerin saglam ve lezyonlu kismin
kesistigi bolgeden steril kaplara drnekler alinarak soguk
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zincirde laboratuvara getirildi. Ornekler ayni giin
icerisinde islenerek etiive kaldirildi. Caligmada
toplamda 200 pnomonik si1g1r akcigeri incelendi.

Kiiltiir: Mikoplazma izolasyonu amaciyla laboratuvara
ulastirilan akcigerlerin ylizeyi spatiil ile daglandi ve
bistiiri ile kesit yapilarak akcigerlerin i¢ kismina
ulasildi. Orneklerden mycoplasma brotha ve agara
ekimler yapildi, brothlar 10%e kadar diliie edildi.
Ornekler {i¢ hafta siireyle %5 CO>’li etiivde 37°C’de
inkiibe edildi. Agarlar stereo mikroskopta incelenerek
tipik mikoplazma kolonileri arandi. Brothlar ise
tirbidite yoniinden degerlendirilerek en son tiirbidite
gozlemlenen brothdan pasaj yapildi. Agarda iireyen
koloniler ii¢ kez pasajlandi ve koloniler %50
mikoplazma broth %50 at serumlu steril tiiplere alinarak
-80°C derin dondurucuda muhafaza altina alindi.

DNA izolasyonu: Brothlardan 300ul alinarak ependorf
tiplere aktarild: ve tiiplere 300pul K tamponu (20 mM
Tris, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, %0,2 Sodyum
Dodesil Siilfat-SDS) + 5 pl proteinaz K (20 mg/ml)
ilave edildi. Ornekler 2 saat 56°C’de su banyosunda
bekletildi ve Proteinaz K inaktivasyonu icin 10 dakika
siire ile kaynatildi. Devaminda tiiplere 600 pl fenol-
kloroform-izoamil ilave edildi ve Sambrook ve Russel
(2001) metoduna gore fenol kloroform ekstraksiyonu
uygulandi. Ekstraksiyon sonrasinda tiiplere 100 pl steril
distile su eklenerek PZR’da kalip olarak kullanilmaya
hazir hale getirildi. Ekstraksiyonu yapilan orneklerin
DNA kalitesi nanodrop cihazinda 260/280 nm dalga
boyunda (Denovix TS-11) degerlendirildi.

PZR: DNA izolasyonu yapilan ornekler ilk olarak
Mikoplazma cins spesifik primer ile incelendi.
Mikoplazma cins spesifik primer ile yapilan PZR
sonucunda mikoplazma oldugu belirlenen Ornekler
sirastyla Tablo 1°de belirtilen mikoplazma cins ve tiir
spesifik primer ciftleri ile arastirild.

Toplam 50 pl’ lik hacimde hazirlanan PZR karigimina 5
pl 10X PZR buffer (750 mM Tris-HCl, pH 8,8, 200 mM
(NH4)2504, % 0,1 Tween 20), 5 pul 25 mM MgCl2, her
bir deoxynucleotide triphosphattan 250 pM, 1,25 U Taq
DNA Polimeraz enzimi (MBI, Fermentas), tiim spesifik
oligoniikleotid primer ¢iftinin (Tablo 1) her birinden 20
pmol ve 5 pl hedef DNA ilave edildi. PZR asamalari
Biorad-T100 gradient termal siklus (Biorad, USA)
cihazinda gergeklestirildi.

PZR amplifikasyonu her bir primer ciftine 6zgii ilgili
kondiisyonlarda gergeklestirildi. Amplifiye edilen PZR
iirtinleri %1,5’lik agaroz jelde elektroforez islemine tabi
tutulduktan sonra jel ethidium bromide (10 mg/ml) ile
30 dakika siireyle boyandi: ve sonuglar jel
dokiimantasyon sisteminde (Quantum ST4, Vilber
Lourmat) degerlendirildi.
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Tablo 1. Calismada kullanilan, mikoplazma cins ve tiir spesifik primerler.

Etken Primer dizilimi (5'-3') Uriin Kaynak
Mycoplasma spp. E:: ggg}i?i{gg(c}g? é CG GTiég:rA ACT% 464 bp (Wong-Lee ve ark, 1993)
M. arginini E:: g%?g%gg?igg%?g&ﬁ%giccz c 545 bp (Timenetsky ve ark, 2006)
M. alkalescens E:: ig&%g%%? CG é} AG CA ﬁrg(ié?ééCT 704 bp (Kobayashi ve ark, 1998)
Means  FIGATGATTAGCIGATAGTAGAACT (Nicholas ve ark, 2008
M. dispar EZ: FFGEAA?SEEEACE}?E}S}?%?:: A 433 bp (Marques ve ark, 2007)
M bovisinis £ 1GOCTOTGTGCCTANTACATGE 350 (il ve ark, 2004

Bulgular

Elektroforez islemi sonrasinda agaroz jelde bantlar
incelendiginde kiiltlirde mikoplazma siipheli kabul
edilen 20 adet izolatin hepsinin Mycoplasma spp.
oldugu teyit edildi. Tiir spesifik PZR iglemi neticesinde
ise bu izolatlarin 5’1 M. alkalescens, 1’1 M. arginini, 4’
M. dispar, 2’si M. bovirhinis olarak saptandi. M. canis’e
ait spesifik 434 bp’lik amplikon ise tespit edilemedi.
Etken izolasyon yiizdeleri Tablo-2’de belirtilmistir.

Tablo 2. Akcigerlerden izole edilen Mikoplazma tiirleri
ve yiizdeleri.

Etken izolat sayis1

M. alkalescens 5 (%2.5)

M. arginini 1 (%0.5)

M. dispar 4 (%2)

M. bovirhinis 2 (%1)

M. canis -
Tartisma

Sigirlarda baslica M. bovis olmak {izere 20’den fazla
mikoplazma tiirii c¢esitli klinik vakalardan izole
edilmektedir (Nicholas, 2008).

M. dispar saglhkli ve pndmoni siipheli buzagilarin
akciger ve burun boslugundan izole edilen bir etkendir.
Olduk¢a hassas olmasi sebebiyle in vitro kiiltiirlerde

iiretilmesi zordur ve yapilan arastirmalarda izolasyon
oran1 diisiik ¢ikmaktadir. Deneysel olarak olusturulan
hastalik modelinde pndomoniye sebep oldugu saptanmis
ve bazen mastit vakalarindan rapor edilmistir (Jasper,
1981).

M. dispar distal brons ve bronsiyol hiicrelerde siliostatik
ve sitopatik etki gosterebilecegi solunum sistemi
epitelinde kolonize olarak etkenin trakebrongiyal
kleransin1t ciddi derecede azaltmaktadir (Almeida &
Rosenbusch, 1991). Sigir lenfositlerinin ve lokosit-
lerinin mitojen cevabint immunsupresif etkilerle
azaltt1g1 in vivo c¢aligmalarda bildirilmistir (Nicholas ve
ark., 2002). Buzagilarda solunum hastaliklar1 gelisimi
iizerine yapilan bir arastirmada M. dispar’in P.
multocida invazyonuna Onciilik etmede muhtemel rolil
olabilecegi bildirilmistir (Virtala ve ark., 1996).

Ingilterede pnémonik buzagilarda M. dispar sikhikla
izole edilmektedir ve yetiskin sigirlarda Oliimle
karakterize “sigirlarin bulasict pléropndmonisi” benzeri
siddetli pléropndomoni etkeni oldugu kabul edilmektedir
(Ayling ve ark., 2004). Etkenin akcigerin kranioventral
kisminda pembeden kirmiziya degisen tonda
konsolidasyon meydana getirdigi bildirilmistir (Ross,
1993). Etken Hollanda’da (Laak ve ark., 1992) 148
buzaginin pndmonik akcigerinden %92’sinden,
Danimarka’da (Tegtmeier ve ark., 1999) ise fibrino
nekrotize bronkopndmonili 31 akcigerin 13’linden izole
edilmistir. Etkenin patojen kanitlar1 olmasina ragmen,
kiiltiirel karakteristigi nazli olmasi nedeniyle saha
sartlarinda ihmal edilmekte veya degerlendi-
rilememektedir (Thomas ve ark., 2002).
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M. alkalescens diger mikoplazma tiirleri gibi sigirlarin
solunum sistemi mukozasinda bulunmaktadir. M.
alkalescens genelde artrit ve mastit vakalarindan izole
edilmekte, solunum sistemi enfeksiyonlarinda ise
nadiren bildirilmektedir (Kokotovic, 2007).

Ingiltere’de 1990 ve 2000 yillar1 arasinda sadece iki M.
alkalescens izolasyonu rapor edilmistir (Ayling ve ark.,
2004). Sonraki yillarda ise akciger, eklem sivisi, siit,
fotal mide igerigi, goz, vajinal svab ve toraks sivisi
orneklerinden 2004°te 34, 2005’te 46 (Lawes ve ark.,
2006) izolasyon yapilmistir. izolasyon artig1 Ingiltere’ye
benzer sekilde Danimarka (Kokotovic ve ark., 2007) ve
Israil gibi iilkelerde (Lysnyansky ve ark., 2008)
pndomonik buzagilarin solunum sisteminden rapor
edilmistir. Akciger 6rneklerinden M. alkalescens tespiti
amaciyla yapilan immunohistokimyasal ¢aligmalar ile
mikoplazma izolasyonu arasinda uyum saptanmigtir.
Immuno-histokimyasal ¢alismalarda M. alkalescens
alveolar eksudatta ve makrofajlarin sitoplazmalarinda
tespit edilmistir. M. alkalescens’in tek patojen olarak
izole edilmesi, klinik oOrneklerdeki pndomonik
lezyonlarda M. alkalescens antijen lokalizasyonu ile
beraber hastalikta rolii oldugu kanisin1 kuvvetlen-
dirmektedir (Nicholas ve ark., 2008).

M. canis ilk olarak 1993 yilinda Hollanda’da izole
edilmis ve ilerleyen yillarda Kanada, Hollanda ve
Belgika gibi diger iilkelerden izolasyonu rapor edilmistir
(Nicholas ve ark., 1995). izolasyon orani giderek artis
gortermis 1999°da Ingiltere’de 5 aydan kiigiik
buzagilarin pndémoni vakalarindan 25 adet izole
edimistir. Aerosol yolla M. canis inokiilasyonu yapilan
buzagilardaki deneysel enfeksiyon modelinde klinik
pndmoni bulgulart ve iki hafta icerisinde iki buzagida
o6liim sekillenmistir (Nicholas ve ark., 2000).
Postmortem muayenede tiim hayvanlarda pndmoni
tablosu ile uyumlu akciger lezyonlar1 belirlenmigtir.
Etken konjeste apikal ve median akciger loblardaki
karakteristik mikoplazma lezyon-larindan izole
edilmistir (Nicholas ve ark., 2008).

Sigirlardan izole edilen M. canis’in, etkenin ilk izole
edildigi hayvan tiirii olan kopeklerle yakin temasta
olmalarindan koken aldig1 diisiiniilmektedir. Bununla
beraber Ingilterede M. canis’in genis ¢apli yayilmasi
sigirlarda normal mycoplasma florasinin bir parcast
oldugu ve solunum sistemi vakalarinda katkist oldugu
kanisini uyandirmaktadir (Nicholas ve ark., 2008).

M. bovirhinis 1967 yilinda bir sigirm st solunum
yolundan izole edilmistir (Leach, 1967). O yildan beri
saglikl1 ve hasta sigirlarin alt ve {ist solunum yollarindan
izole edilmektedir. Etken M. bovis ve M. dispar gibi
diger patojenlerle beraber solunum sistemi vakalarini
siddetlendirmektedir. Etkenin solunum sisteminde
hastalik olusturma potansiyeli iizerine yeterli kanit
saptanamamus, fakat M. bovis, M. haemolytica, P.
multocida ve H. somni veya viral patojenlerle beraber
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solunum sistemi enfeksiyonlar ile iligkilendirilmistir.
Pnémonik buzagilardan alinan o6rnekler ile klinik
bulgular meydana gelmeden 6nce yapilan Ornekleme
karsi-lastirildiginda M. bovirhinis izolasyonunda artis
tespit edilmis ve etkenin solunum sistemi vakalarinda
firsatg1 patojen olabilecegi one siirtilmistiir (Komoda ve
ark., 1988).

M. arginini s18ir, deve, koyun ve kecilerde pnémoni,
keratokonjuktivitis, mastitis ve artritis vakalarmdan
izole edilmistir (Valsala ve ark., 2017). Pnémonik koyun
akcigerlerinden izole edilen suslar saglikli koyunlarla
kiyaslandiginda insidansin yiiksek olmasi etkenin
patojenik rolii olabilecegi kanisin1 kuvvetlendirmektedir
(Alley ve ark., 1975). Etkenin Misir’da koyun ve
sigirlarda balanopostitis ve granuler vulvovajinitis
vakalarindan izole edildigi bildirilmistir (Zeftawi ve
ark., 1981). Etken develerde yapilan bir caligmada ise
pndémonili akcigerlerden %8.8 oraninda tespit edilmistir
(Elfaki ve ark., 2002). Hindistan’da M. arginini
kecilerde keratokonjuktivitis vakalarindan bildirilmistir
(Gupta ve ark., 2015). Etkenin bir baska ¢alismada ise
solunum sistemi problemi olan gen¢ kuzularda ise M.
ovipneumoniae ile birlikte izole edildigi rapor edilmistir
(Niang ve ark., 1999).

Mikoplazma tiirlerinde yapilan gilincel ¢aligmalara
bakildiginda Belc¢ika’da niikseden solunum sistemi
problemi olan 110 adet buzagida yapilan ¢aligmada M.
dispar, M. canis, M. bovirhinis, M. arginini ve M.
alkalescens izolasyon orani sirastyla %45, %10, %40,
%7 ve %2 tespit edilmistir (Thomas ve ark., 2002).
Ingiltere’de 55 buzagi akciger oOrneginde gergek-
lestirilen bir calismada M. dispar, M. bovirhinis, M.
arginini ve M. alkalescens izolasyon orani sirastyla %1,
%0, %1 ve %1 belirlenmistir (Blackburn ve ark., 2010).
Fransa’da yiiriitiilen bagka bir calismada ise ¢ogunlugu
(%83’1i) solunum sistemi problemi olan sigirlardan izole
edilen 1142 mikoplazma izolatinda M. canis, M.
bovirhinis, M. arginini ve M. alkalescens sirastyla
%0.17, %27, %14 ve %1.22 diizeyinde bulunmustur
(Chazel ve ark., 2010).

Tirkiyede M. bovis haricindeki mikoplazma tiirlerinde
az sayida caligma yapildig1 tespit edilmistir. Yapilan
caligmalarda ise Tiirkiye’nin yedi bolgesinden alinan
numunelerde akcigerlerden %§8.4 oraninda M.
alkalescens, %?2.1 oraninda M. canis, bronkoalvelolar
lavaj orneklerinden ise %4.4 diizeyinde M. alkalescens
bildirilmistir (Saymn ve ark., 2016). Kars’taki bir
calismada ise 100 pndmonik sigir akcigeri 6rneklerinde
%6 M. dispar ve %11 diizeyinde M. bovirhinis rapor
edilmistir (Ozen ve ark., 2009). Etken izolasyon
oraninin diisiik olmasi1 ornekleme yapilan besi
sigirlarinin  hastaliga daha direnc¢li olmasi ile
yorumlanmustir. Istanbul’da gergeklestirilen bir tez
calismasinda 200 akciger orneginde %0.94 diizeyinde
M. arginini izolasyonu yapildigr belirtilmistir
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(Tiirkyilmaz, 2014). Avrupada ve Tirkiyede yapilan
caligmalar ile bu calismadaki izolasyon oranlar
farklilik gostermektedir. Bu ¢alismada M. alkalescens
%2.5, M. arginini %0.5, M. dispar %2 ve M. bovirhinis
%]1 oraninda tespit edilmistir. Elde edilen izolasyon
frekansi sonuglarinin diger caligmalarla farkli olmasinin
hayvanlarin stres durumu, pndémoni siddeti, pnémoni
karakteri, koinfeksiyonlar ve Ornek toplama metodu
gibi farkliliklardan kaynaklandig: diistiniil-mektedir.

Sonug¢

Sonug olarak PZR ve DGGE gibi molekiiler metotlarin
yayginlagmasina paralel olarak iilkemizde de farkli
tirde mikoplazmalar tespit edilebilmektedir. M. bovis
sigirlarda en Onemli mikoplazma tiirii olarak kabul
gormektedir. Ancak diger mikoplazma tiirleri gz ardi
edilmemelidir. M. bovis haricindeki diger mikoplazma
tiirlerinin pnémonideki roliinlin ortaya konulmasi adina
daha kapsamli mikrobiyolojik ve patolojik calismalar
yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Tekrarlayan
solunum sistemi problemleri tedavisinde makul
terapotik strateji belirlemek adina diger mikoplazma
tirleri de akla gelmelidir. Ayrica buzagi pndmonilerinde
kontrolii saglamak amaciyla g¢evresel stresin azaltilmasi,
hayvan basina yeterli olan minimal alan saglanmasi,
hava sirkiilasyonunun iyi olmasi, yasli hayvanlarla genc
olanlarin ayrilarak etkenle temasin minimalize edilmesi
gibi kriterlere dikkat edilmesi 6nerilmektedir.
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