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ONSOZz

Infeksiydpz Koriza (IK) tavuklarda Avibacterium paragallinarum tarafindan
olusturulan akut, bir iist solunum yolu hastaligidir. Hastalik tavuk siiriileri arasinda
hizli yayilir ve 6zellikle yumurtaci tavuklarda yumurta veriminde yaptigr diisis
nedeniyle 6nemli ekonomik kayiplara neden olur. Hastalik yumurtalaci siiriilere ilave
olarak broyler damizlik ve broyler tavuklarda da goriilebilir. Broylerlerde hava kesesi
yangisina bagl iskarta oraninda artig, bas ve sakallarda selulitis ve diger infeksiyoz
etkenlerle komplikasyon durumunda septisemi ve artiritis bulgularin1 da igeren ciddi
koriza salginlarina neden olmaktadir. Ulkemizde hastalikla ilgili caligmalar
bulunmasina karsin hastaligin tavuk siiriilerinde neden oldugu ekonomik kayiplarla
ilgili bilgi sinirh diizeydedir.

Hastalikla iliskili ekonomik kayiplarin azaltilmasinda, hastalik etkeninin hizli ve
kesin teshisi ¢ok &nemlidir. IK’nin kesin teshisi A. paragallinarum’un izolasyonu
esasina dayanmaktadir. Ancak etkenin yasama siiresinin kisa olmasi ve iireme
gereksinimleri nedeniyle laboratuarlarda izolasyon c¢aligmalarinda bazi1 temel
zorluklar bulunmaktadir. Bu problemlerin asilmasinda son yillarda gelistirilen
molekiiler teknikler yarar saglamaktadir. PCR esasli tekniklerin infeksiydz koriza
teshisinde kullanilmasi, solunum sistemi infeksiyonlarinda bu hastaligin roliiniin agik
olarak belirlenmesinde yararli bilgiler saglamaktadir. Ayrica A. paragallinarum
suslar1 arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde konvansiyonel teknikler yani sira
molekiiler tiplendirme yontemleri de kullanilmaktadir. Molekiiler tiplendirme
tekniklerinin kullanilmasi sonrasinda suslara ait molekiiler benzerlikler ortaya
konulabilmektedir.

Bu c¢alismada 6zellikle yumurtaci siiriilerde infeksiyoz koriza siipheli materyaller
hastalik etkeninin izolasyon ve identifikasyonu ile molekiiler teshisi gerceklestirildi.
Ayrica izole edilen suslarla standart suslarin benzerlikleri molekiiler tekniklerle
arastirildi. Bu caligma, hastaligin teshisinin molekiiler yontemlerle gergeklestirildigi
ilk caligma olmasi bakimindan oOnemlidir ve c¢alisma kapsaminda elde edilen
bulgular, iilkemizde yumurtaci siiriilerde infeksiydz korizanin bazi yumurtaci
striilerde problem olmaya devam ettigini gosterdi. Bu bulgu hastalikla ilgili
koruyucu 6nlemlerin daha detayli diizenlenmesi gerektigini ortaya koydu.

Doktora tez calismam sirasinda biiyiik desteklerini gordiigiim danigman hocam
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali gretim iiyesi
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Prof. Dr. Hakan YARDIMCI ve Prof. Dr. Arif KURTDEDE’ye ve katkilarindan
dolay1 emekli dgretim iiyesi Prof. Dr. Jale PARACIKOGLU’na, Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bagkani Sayin Prof. Dr. Nejat
AYDIN’a, Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nin degerli 6gretim iiyeleri Prof. Dr.
Miijgan 1ZGUR, Prof. Dr. K. Serdar DIKER, Prof. Dr. Omer M. ESENDAL a,
molekiiller  ¢alismalarimda  yardimlarim1  esirgemeyen Dog¢. Dr.  Baris
SAREYYUPOGLU’na, materyal toplamamda yardimci olan Veteriner hekim Sibel
CARIKCI’ya, Referans suslar1 saglamada yardimci olan Dr. Patrick J.
BLACKALL’a ve ¢alismamin her agamasinda desteklerini gordiiglim basta Ankara
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1. GIRIS

Infeksiydz Koriza (IK) tavuklarda burun akintisi, aksiik ve yiizde &demle
karakterize bir {list solunum yolu hastaligidir. Hastalifin etkeni Avibacterium
paragallinarum’dur. Hastalik infeksiydz oldugu ve primer olarak burun pasajlarini

etkiledigi icin IK olarak isimlendirilmistir (Blackall ve Matsumoto, 2003).

Infeksiydz Koriza, diinyada tavuk vyetistiriciliginin oldugu her bdlgede
goriilmekte (Vargas ve Terzola, 2004a); yumurtaci tavuk isletmelerinde yumurta
veriminde azalma (%10-40) ve broyler piliglerde {ist solunum sistemi bulgularina
bagli biiylimede gecikme, kilo kaybi ve iskarta oraninda artis nedeniyle Onemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Blackall ve ark., 2005). Hastalik genel olarak
yiiksek morbidite ve diisiik mortaliteye sahiptir (Vargas ve Terzolo, 2004b); esas
olarak tavuklarla sinirhidir ve toplum sagligi agisindan onemsizdir (Blackall ve
Matsumoto, 2003). IK akut bir iist solunum yolu hastaligidir; ancak alt solunum yolu
infeksiyonu A. paragallinarum ile diger solunum yolu patojenlerinin sinerjistik
etkileri ile ortaya ¢ikabilir ve hastalik kronik forma dontisebilir (Reid and Blackall,
1984; Hinz, 2001).

1.1. Tarihce ve Simiflandirma

Etkenin tavuklardan ilk izolasyonunun 1931°de De Blieck tarafindan
gerceklestirildigi ve etkenin “Bacillus hemoglobinus coryza gallinarum” olarak
isimlendirildigi bildirilmistir. 1930’1u yillarda yapilan ¢aligsmalara dayanilarak etken,
in vitro iremesi i¢in hem X (hemin) hem de V (nikotinamid diniikleotid; NAD)
faktorlerine ihtiyag gosteren Haemophilus gallinarum olarak tanimlanmigtir
(Blackall ve Matsumoto, 2003). McGaughey’in 1932’de Haemophilus gallinarum
izolatlarinin NAD’a bagimli oldugunu ancak hemine ihtiyag duymadigim
bildirmesine karsin bu bildirim ancak 1960’11 yillardan sonra farkli arastirmacilarin

yaptiklari1 ¢aligmalarla destek bulmustur (Bernard, 2001). Biberstein ve White (1968)



tarafindan tiireme i¢in hemine ihtiyag gostermeyen bu suslarin Haemophilus

paragallinarum olarak isimlendirilmesi onerilmistir.

H. paragallinarum tavuklardan izole edilen biiytime-faktor bagimli tek bakteri
degildir; diger kanatli Haemophilus etkenleri H. paragallinarum’un tersine katalaz
pozitif ve apatojen Ozellikte olup, 1930’lu yillardan beri bilinmektedir. Bu
organizmalar birka¢ taksonomik degisiklige ugramistir (Blackall ve ark., 2005;
Blackall, 1988b). Once Hinz ve Kunjara (1977) bu etkenleri Haemophilus avium
olarak adlandirmigtir. Mutters ve ark. (1985), DNA-DNA hibridizasyon yOntemiyle
H. avium’un iic DNA homoloji grubundan olustugunu ve Pasteurella genusuna
genetik olarak daha yakin olmasi sebebiyle bu iic DNA homoloji grubunun
Pasteurella avium, Pasteurella volantium ve Pasteurella species A olarak

isimlendirilmesini teklif etmislerdir.

Blackall ve ark. (2005), Pasteurellacea familyasinda bulunan kanatlhilarla iliskili
16S rRNA 18 grubundaki 11 taksonun ve ayni familyadaki diger 7 taksonun 16S
rRNA gen sekanslarinin filogenetik analizi sonrasinda Haemophilus paragallinarum,
Pasteurella gallinarum, Pasteurella avium ve Pasteurella volantium’un % 96.8
sekans benzerligi ile monofiletik bir grup olusturdugunu ortaya koymuslardir. Hem
fenotipik oOzellikleri, hem de 16S rRNA genlerinin sekans analizi sonuglarinin
1s181inda kanathi hayvanlarla iligkili bu tiirlerin tek ve yeni bir genusa transferi
yapilarak sirasiyla  Haemophilus  paragallinarum, Pasteurella  gallinarum,
Pasteurella avium, Pasteurella volantium ve Pasteurella sp. A; Avibacterium
genusunda Avibacterium paragallinarum, Avibacterium gallinarum, Avibacterium
avium, Avibacterium volantium ve Avibacterium sp. A olarak tanimlanmigtir

(Blackall ve ark., 2005).

Giliney Afrika’da 1990°dan bu yana A. paragallinarum’un V-faktér bagimsiz
suslari rapor edilmektedir (Mouhaid ve ark., 1992; Bragg ve ark., 1993a). Bragg ve
ark. (1993a) NAD-bagimsizligin plazmidlerle tasindigini gostermislerdir. Mouahid
ve ark. (1992) Giiney Afrika’da tipik IK semptomlar1 gdsteren tavuklardan izole
edilen NAD-bagimsiz suslar1 hem fenotipik olarak; hem de molekiiler diizeyde DNA



baz kompozisyonu, genom biiylikliigli ve DNA homolojisi yoniinden incelemisler ve
bu NAD-bagimsiz izolatlar1 A. paragallinarum olarak identifiye etmislerdir. Ayn1 yil
Horner ve ark. (1992)’da, Giiney Afrika’daki tavuklarda NAD-bagimsiz
organizmalarin izolasyonunu rapor etmislerdir. Bugiine kadar V-faktér bagimsiz
suslara Giiney Afrika Cumhuriyeti (Bragg ve ark., 1993a; Horner ve ark., 1992) ve
Meksika’da (Garcia ve ark., 2004) rastlanmistir. Bylece bugiin IK’nin etkeni V
faktor-bagimli veya bagimsiz olabilen Avibacterium paragallinarum olarak

isimlendirilmektedir (Blackall ve ark., 2005).

Miflin ve ark. (1995) tarafindan yapilan c¢alismada iireme gereksinimleri
disinda NAD-bagimsiz suslarin tipik A. paragallinarum izolatlariyla aym
biyokimyasal 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir. Horner ve ark. (1995) NAD-
bagimsiz ve tipik A. paragallinarum suslarmin tim hiicre protein profillerini
karsilastirmis ve NAD-bagimsiz suslarin protein profillerinin ayni1 oldugunu

gostermislerdir.

Gliney Afrika orijinli NAD-bagimsiz suslar DNA-DNA hibridizasyon
calismalar ile tipik A. paragallinarum suslart ile % 89 oraninda baglanma
gostermistir (Mouhaid ve ark., 1992). Miflin ve ark. (1995) tarafindan bu suslarin tek
klondan oldugu; HPG-PCR (Haemophilus paragallinarum-PCR) ile de hem Giiney
Afrika hem de Meksika orjinli NAD-bagimsiz suslarin pozitif oldugu gosterilmistir.
Ayrica Gliney Afrika orijinli NAD-bagimsiz suglar Miflin ve ark. (1995) tarafindan
tipik A. paragallinarum suslar i¢in kullanilan serotiplendirme semasiyla ve Meksika
orjinli NAD-bagimsiz suslar Garcia ve ark. (2004) tarafindan Page semasiyla
tiplendirilmistir. Bu c¢alismalarda elde edilen bulgular Blackall ve ark. (2005)
tarafindan yapilan 16S rRNA gen sekans analiz ¢caligmalari ile de desteklenmis ve bu

suslarin A. paragallinarum tiirli i¢inde yer aldig1 gosterilmistir.



1.2. Etiyoloji

1.2.1. Morfoloji ve boyanma ozellikleri

A. paragallinarum Gram negatif, hareketsiz, sporsuz bir bakteridir (Hinz, 2001). 24
saatlik agar kiiltiirlerinden yapilan boyamalarda bakteriler 1-3 um uzunluk ve 0.4-0.8
um kalinlikta kisa ¢gomak veya kokobasil seklinde goriiliir ve filament formasyonuna
egilimlidir. Virulent suslarda kapsiil bulunabilir. Mikroorganizmalar 48-60 saat
icinde dejenerasyona ugrar, fragmentli ve sekilsiz bir goriiniim olusur. Ancak bu
asamada taze besiyerine ekildiginde bakteri tipik ¢omak sekilli morfolojisini tekrar

kazanmaktadir (Blackall ve Matsumoto, 2003).

1.2.2. Ureme Gereksinimleri ve koloni morfolojisi

NAD bagimsiz suslar hari¢ 4. paragallinarum izolatlarinin in vitro liremesi igin
NAD’in indirgenmis formuna (NADH) (1.56-25 pg/ml besiyeri) veya oksidize
formuna (20-100 pg/ml besiyeri) ihtiyag duyulur. Sodyum kloriir (NaCl; % 1-1,5)
tireme icin gereklidir. A. paragallinarum’un bazi suslari icin besiyerine tavuk serumu
(%1) katilmas1 gerekirken; bazi suslart i¢in serum temel bir bilesen olmayip
katilmast durumunda {iremeyi arttirict bir faktordir (Blackall, 1989; Vargas ve

Terzola, 2004a).

Bakterilerin iiretilmeleri i¢in gerekli {retme faktorleri ticari olarak
saglanabilmektedir. Uretme faktor gereksinimlerinin belirlenmesinde ticari olarak
bulunabilen X/V faktor diskleri ve NAD icermeyen Test Medium Agar (TM/S)
kombinasyonunun kullanilmasinin uygun oldugu gosterilmistir. Bazi kanath
hemofiluslar1 V faktére daha diisiik miktarda ihtiya¢ gosterdiginden, TM/S’den
serumun da cikarilabilecegi bildirilmistir (Blackall ve Farrah, 1985). X faktor
ithtiyacinin belirlenmesi i¢in Porfirin testi gibi alternatif testler veya tam besiyerine

purifiye hemin (X faktér) ve NAD (V faktdr)’in supplement olarak katilmasi



gerektigi ancak bu islemlerin tani laboratuarlar i¢in ¢ok kompleks oldugu ifade

edilmistir (Blackall ve Matsumoto, 2003).

A. paragallinarum ¢ogunlukla %5 CO;’li ortamda tiremektedir. Bu bakteriler
azalan oksijen ve anaerobik sartlarda iireyebildiginden karbondioksit esansiyel bir
gereksinim degildir (Blackall ve Matsumoto, 2003). Tipik olarak, A. paragallinarum
izolatlar1 oksijenli ortamda iiremezken, bazi suslarin pasajlarinin oksijenli ortamda
tireyebildigi belirlenmistir. A. avium, A. volantium ve A. species A tiirleri oksijenli
ortamda kuvvetli iireme gosterir (Blackall ve Yamamoto, 2006). Bu grup bakterilerin
tiremeleri i¢in minumum ve maksimum sicakliklar sirasiyla 25 °C ve 45 °C olmakla

beraber, optimal sicaklik 34-42 °C’dir (Blackall ve Matsumoto, 2003).

Kanli agarda 24-48 saatlik inkubasyon sonrast 4. paragallinarum’un V faktor-
bagimli suslari satellit koloni olarak 0.3 mm ¢apinda ¢ok kiigiik, ¢ig damlas1 seklinde
koloniler meydana getirir. Satellitik iiremenin net goriilebilmesi i¢in kiiltiirlerin 24-
48 saat icinde incelenmesi gerekir. Lize at kanli Columbia Blood Agar (CBA)’da 4.
paragallinarum 3-5 mm ¢apinda koloniler olusturur (Vargas ve Terzola, 2004a). A.
paragallinarum’un 'V faktor-bagimsiz suslari ise satellitik goriiniimde olmayan 1-2
mm ¢apinda kiiclik koloniler olusturur. A. volantium, A. avium, A. species A tiirleri
satellitik ilireme gosterirler ve tipik olarak kolonileri V-faktér bagimli A.
paragallinarum’dan daha biiyliktiir. 4. volantium™un bazi suglar1 sarimsi1 bir pigment

olusturabilir (Blackall ve Yamamoto, 2006).

A. paragallinarum iretilmesinde cesitli supplementler ilave edilerek hazirlanan
Brain Hearth infiizyon, Tryptose Agar ve Chicken-Meat infiizyon, Haemophilus
Maintenance Medium (HMM), Casman Agar, Gonoccocal Agar, Test medium Agar
(TM/SN) veya Columbia Agardan yararlanilmaktadir (Vargas ve Terzola, 2004a).
Kanli agar (% 5; Bacto-tryptose-blood-agar base) A. paragallinarum’un
izolasyonunda yaygin sekilde kullanilmaktadir. Inokulum kanl1 agara ekilir ve kanh
agarda V faktér olmadigindan, V faktoriin ortaya c¢ikmasini saglayan bagka bir
bakteri (feeder kiiltiir) ekim hattina dik olarak ekilir. Bu amagla en ¢ok tercih edilen

bakteri, tavuk derisinin normal florasinda bulunan Staphylococcus hyicus’tur. A.



paragallinarum tipik olarak 37 °C’de ve % 5 CO>’li ortamda iirer. CO, inkubatorleri

yoksa mum yontemi de kullanilabilir (Blackall ve Yamamoto, 2006).

Alternatif bir izolasyon ve saklama besiyeri de Terzola ve ark. (1993)
tarafindan tanimlanmistir. Bu besiyeri % 7 lize at kanli CBA’dir. Bu besiyerine
basitracin (5 U/ml), cloaxacillin (5 pg/ml) ve vancomycin (25 pug/ml) eklenmesi

sonrasinda selektif 6zellik kazandirilmaktadir (Vargas ve Terzola, 2004a).

1.2.3. Biyokimyasal Ozellikler

Nitrat1 nitrite indirgemesi ve gaz olusturmaksizin glikozu fermente etmesi kanatl
hemofiluslarinin ortak o6zelligidir. Oksidaz aktivitesi, alkalin fosfataz enziminin
varligi; indol negatif olmasi, jelatin ve Ttreyi hidrolize edememesi de genel

ozellikleridir (Blackall, 1989).

Karbonhidrat fermentasyon ozelliklerinin saptanmasinda yaygin olarak %1
(w/v) NaCl, 25 pg/ml NADH, %1 (v/v) tavuk serumu ve %1 (w/v) karbonhidrat
iceren phenol red broth besiyeri kullanilmaktadir. Ancak, zayif iiremeye bagh yanlis-
negatif sonuglarin alinmasi da Onemli bir problemdir. Rutin identifikasyon i¢in
phenol red broth besiyerine yogun inokulasyonlarin yapilmasi uygun bir yaklagimdir
(Blackall, 1983). Daha genis ¢apli ¢alismalarda agara dayali metotlar daha uygundur
(Blackall ve Matsumoto, 2003). Blackall (1983), TM/F (glukoz ve nisasta icermeyen
TM/SN) agar kullanilarak yapilan karbonhidrat fermentasyon testinin dogruluk
acisindan Phenol red buyyyona dayali yoOntemlere gore daha iyi oldugunu
gostermistir. 4. paragallinarum 1-galaktoz veya trehalozu fermente edememesi ve
katalaz aktivitesinin olmamasi ile diger kanatli hemofiluslarindan ayrilir (Cizelge

1.1).

Fernandez ve ark. (2000) yaptiklar1 c¢alismada Meksika orjinli 40 A.
paragallinarum izolatinin karbonhidrat fermentasyon oOzelliklerini agara dayali

yontemle incelemisler; sonug olarak tiim izolatlarin glukoz ve mannozu fermente



ederken; arabinoz, dulsitol, galaktoz, inositol, laktoz, rafinoz, riboz, trehaloz ve
ksilozu fermente etmedigini; mannitol, maltoz ve siikroz fermentasyonunda

degiskenliklerine gore en ¢ok 4 biyokimyasal biyovara ayrildigini gostermislerdir

(Cizelge 1.2).

Cizelge 1.1: Pasteurellacae familyasindaki cinslerin identifikasyonu (Blackall ve ark, 2005).

Ozellikler Avibacterium Pasteurella | Actinobacillus | Haemophilus
Katalaz d + + +
Simbiotik iireme +27 _P _c T
Voges-proskaver - - - ND
Ureaz - _d + +
Ornitin dekarboksilaz -¢ D - d
Indol - + - d
Fosfataz +f + + T
Mc Conkey’de iireme - - - ND
Asit liretimi
D-Arabinoz d D - ND
Dulsitol - D - B
meso-inositol -8 - R N
D-Mannitol d D +h -
D-Fruktoz + + + _
D-Mannoz + + d -
Maltoz d - + +
Siikroz + + + -
Dekstrin d - + ND
Glikosidler - - d -
a-Fukosidaz - - - -
a-Glukosidaz d + - -
B-Glukorinidaz - - - -

+; 1-2 giin i¢inde suslarin % 90’1 pozitif reaksiyon; (+); 3-14 giin i¢inde suslarim % 90’1 pozitif reaksiyon; -; 14
giin iginde suglarin % 10’undan az1 pozitif; d; suslarin %11-89’u pozitif; w; zayif pozitif. a, Avibacterium
gallinarum ve Avibacterium paragallinarum™un NAD-bagimsiz suslari negatif; b, Pasteurella multocida pozitif
olabilir; ¢, Actinobacillus pleuropneumoniae biovar 1, Avibacterium volantium pozitif; f, Avibacterium
paragallinarum NAD-bagimli suslar1 negatif; g, Avibacterium gallinarum pozitif; h, Actinobacillus suis negatif;
1, Pasteurella dagmatis ve Pasteurella sp. B pozitif.

Cizelge 1.2. Karbonhidrat fermentasyon testlerine gore biyovaryantlar (Fernandez ve ark,
2000)

Biyokimyasal Asit Uretimi
Biyovaryant Mannitol Maltoz Siikroz
1 + + +
11 + - -
111 - + +
v + + -




Blackall ve ark. (1990c¢) tarafindan yapilan bir biyotiplendirme ¢alismasinda 16
izolat 2 biyotipe ayrilmis ve ayni salgin orijinli izolatlarin farkli biyotipte olduklar
belirlenmis; ayrica biyokimyasal tiplendirmenin diisiik sensitivitede olmasinin yani
sira epidemiyolojik caligmalarda kullanilacak kadar stabil olmadigi gdsterilmistir
(Cizelge 1.3). NAD bagimli ve NAD bagimsiz A. paragallinarum’un biyokimyasal
ayriminda temel 6zelligin NAD bagimsiz etkenlerin [-galaktosidaz aktivitesinin
olmamast ve maltozu fermente etmemesi oldugu bildirilmistir (Mouhaid ve ark.,

1992).

Cizelge 1.3. Avibacterium genusu i¢indeki tiirlerin identifikasyonu (Blackall ve ark, 2005).

Ozellik A. gallinarum A. paragallinarum A. volantium A. avium | Avibacterium sp. A
Katalaz + - (0/51) + + +
Simbiotik - + [+] (8/100) + + +
lireme
Hemoliz - - (0/100) - - -
Ornitin - - (0/9) d[-](2/10) - -
Dekarboksilaz
McConkey’de - -(0/9) - - -
lireme
Asit liretimi
Gliserol +[-] (61/64) -(0/9) N - N
L-Arabinoz - - (0/100) - - +
D-Arabinoz d [-] (28/64) - (0/9) [+] N N
D-Xyloz d [-] (29/64) - [-1(8/100) d [+] (5/10) d[-]1(2/3) d[-]1(2/5)
meso-inositol d [-] (49/64) - (0/100) - - -
D-Mannitol - + [(+)] (96/100) + - d[+]1 (3/5)
D-Sorbitol - (1/64) + [(H)] (9/9) d[-] (4/10) - -
L-Fukoz (H[w] d[-1(8/9) [+ N a
(62/64)
D-Galaktoz + - (0/100) + + +
Laktoz d [-] (24/64) - (0/100) d[-](5/10) - -
ONPG d [-] (48/64) - (0/9) + - d[-](2/5)
Maltoz + d [+] (71/100) + - d[-](2/5)
Trehaloz + - (0/100) + + +
Raffinoz +[()] (61/64) - (0/100) N N 5}
Dextrin + d[(D] (1/9) + - N
a-Glukosidaz + - (0/51) + + +
Suslarin 64 100 10 3° 50
sayisl

" sadece referans suslarla ilgili veriler; “tiim suslara testlerin taman yapilmanustir; “say1 bildirilmeyenler suslarda
tiim testler yapilmustir. +, 1-2 giin i¢inde suslarin % 90 ya da daha fazlasi pozitif; (+), 3-14 giin ig¢inde suslarin %
90 ya da daha fazlasi pozitif; -, 14 giinde suslarin % 10’dan azi; d, suslarin % 11-89°u pozitif; w, zayif pozitif.
Kare parantez i¢inde referans suslarin reaksiyonu gosterilmektedir.



1.2.4. Fiziksel ve Kimyasal Ajanlara Direncliligi

A. paragallinarum konak¢i disinda 5 saat gibi kisa siirede canliligini kaybeden
oldukca hassas bir bakteridir. Eksudat veya dokuda 37 °C’de 24 saat hatta bazen 48
saat; 4 °C’deki eksudatlarda birkag¢ giin infeksiyoz kalir (Blackall ve Matsumoto,
2003). A. paragallinarum’un akut 1K vakalarindan izolasyonu zor olmasa da, iireyen
kolonilerin saklanmasi olduk¢a zordur. Kiiltiirler kanli agarda haftalik pasajlarla
korunabilir. 37 °C’de 24-48 saatte inkube edilen ve daha sonra 4 °C’de mum
yakilarak kapatilan jarda saklanan kiiltiirler 2 haftaya kadar canli kalmaktadir. izole
edilen suslarm saklanmasinda en pratik yontem liyofilizasyondur. izolatlarin aktive
edilmesinde ve ¢ogaltilmasinda 6-7 giinlilk embriyolu tavuk yumurtalarinin yumurta
sarisina ekim yontemi de kullanilmaktadir. Bu yontemde embriyolu tavuk
yumurtasina sivi kiiltiirlerden inokulasyon yapildiktan 24-48 saat iginde ¢ok sayida
bakteri iirer ve bunlar igeren yumurta sarilar liyofilize edilerek veya -70 °C’de
saklanabilir. Ister dondurulmus ister liyofilize susun canlandirilmasi sirasinda
inokulasyon mutlaka uygun bir s1v1 besiyerine veya agara yapilmali ayrica yumurta

inokulasyonu da tercih edilmelidir (Blackall ve Yamamoto, 2006).

1.2.5. Avibacterium paragallinarum suslarinin tiplendirilmesi

Terzolo ve ark. (1993) tarafindan yapilan tiplendirme ¢aligmalarinda Arjantin orijinli
24 A. paragallinarum izolatinin tipik biyokimyasal 6zelliklere sahip oldugu ve Page
semasina gore siniflandirilan izolatlarin i¢inde en yaygin serovarin serovar B oldugu
belirlenmistir. Zain ve Iritani (1992), Malezya’da izole edilen suslarin tamaminin
serovar A olarak tiplendirmislerdir. Chen ve ark. (1993) tarafindan yapilan
tiplendirme c¢alismalarinda, Cin orijinli 11 4. paragallinarum izolatinin tipik
biyokimyasal 0Ozelliklere sahip oldugunu ve hepsinin Page serovar A oldugu
gosterilmistir. Lin ve ark. (1996) ise, Tayvan’dan izole edilen suslar1 dot-blotting
testiyle serovar C olarak belirlemislerdir. Ok (1996), Tiirkiye’den izole edilen 16 A.
paragallinarum susunu lam aglutinasyon testiyle Page serovar A ve C olarak

saptamigtir. Fernandez ve ark. (2000) Meksika’daki salginlardan izole edilmis 40
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A. paragallinarum izolatin1 biyotiplendirmek i¢in yaptiklar1 calismada, izolatlar
icinde 4 biyokimyasal varyant ve antimikrobiyel direnclilik yoniinden de 5 patern
bulmuslardir. Serogruplar arasinda, antimikrobiyel direnclilik ve karbonhidrat
fermentasyon oOzellikleri yoniinden bir korelasyon bulunamamistir (Fernandez ve

ark., 2000).

1.3. Virulens ozellikleri

Bragg (2002a) tarafindan yapilan ¢alismada, Giiney Afrika’da bulunan 4 adet A.
paragallinarum serovarmin (A-1, B-1, C-2 ve C-3) virulens 0Ozellikleri deneysel
calismalarla arastirilmis ve olusturulan klinik semptomlar skorlanarak en virulent
serovarin C-3 izolati oldugu belirlenmistir. Soriano ve ark. (2004a), tavuklari
birbirinden bagimsiz olarak Kume serovarlarindan her biriyle epriivasyona tabi
tutmuglar ve hastaligin en ciddi klinik bulgularinin serovar C-1 ve C-3 ile enfekte

edilen tavuklarda ortaya ¢iktigini rapor etmislerdir.

Bragg (2002b), A serogrubundaki NAD-bagimsiz ve NAD-bagimli izolatlarin
virulenslerinin benzer oldugunu; NAD-bagimsiz serovar C-3 izolatlarinin ise NAD-
bagimli C-3 izolatlarina gore ¢ok daha az virulent oldugunu gostermistir. Taole ve
ark. (2002) NAD-bagimsiz ve tipik A. paragallinarum C-3 izolatlar1 arasindaki
virulens farkinin nedenini arastirmak i¢in tipik bir C-3 izolatin1 elektroporasyon
teknigiyle NAD-bagimsiz hale getirerek, transformasyonun virulens iizerine etkisini

6lgmiislerdir ve transformasyonun virulensi azalttigini gostermislerdir.

Garcia ve ark. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, Meksika’dan izole edilen
NAD-bagimsiz A. paragallinarum suslarinin  patojenite yoniiyle tipik A4.

paragallinarum izolatlarindan farklilik géstermedigi belirlenmistir.

A. paragallinarum suslarinda, hemaglutininler, kapsiil, hemosin (bakteriyosin)
liretimi, salgilanan proteinler ve NAD-bagimlilig1 gibi faktorlerin virulensle iliskili

oldugu bildirilmistir (Soriano ve ark., 2004a).
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A. paragallinarum’un virulens 6zellikleri tam olarak anlasilamamustir; ancak A.
paragallinarum’un tavuk mukoz membranlarina baglanmasinin bu izolatlarin
virulansinda 6nemli olabilecegi kabul edilmistir (Sawata ve ark., 1985a; 1985b).
Yapilan ¢alismalarda A. paragallinarum serotip 1 ve 2 (serotip A ve C) suslarinda
ortak olarak bulunan hemaglutininler HL (1s1 duyarli, tripsin direngli) ve HS (1s1
stabil, tripsin direngli) olarak ortaya konmus; HA-L (1si-duyarli, tripsin duyarl)

antijenlerinin bazilarinin ise serotip spesifik oldugu belirlenmistir (Bernard, 2001).

Page A ve C serovarlarindan HA aktivitesi olmayan mutantlar kullanilarak HA
antijenlerinin kolonizasyonda anahtar rol oynadig1 gosterilmistir (Sawata ve Kume,
1983; Yamaguchi ve ark., 1993). Yamaguchi ve ark. (1993), hemaglutinin negatif A.
paragallinarum serovar A mutantlartyla tavuklarda yaptiklar1 deneysel inokulasyon
sonrasi IK hastaliginin olusmamasina bagli olarak hemagglutinin antijeninin A.
paragallinarum’un patojenitesinden sorumlu oldugunu ve koruyucu bagisiklikta
onemli bir rolii oldugunu gostermislerdir. Yamaguchi ve ark. (1993) yaptiklar
calismada, C-spesifik HA antijeninin kolonizasyonda onemli olabilecegini iddia
etmiglerdir. Takagi ve ark. (1991a) yaptiklar1 ¢aligmalarda tavuklarin peritonel
kavitesine uyguladiklar1 spesifik hemagglutinin monoklonal antikorlariyla, homolog
susla yapilan epriivasyona karsi yiiksek diizeyde bir pasif koruma saglamislardir.
Yapilan bir ¢aligma ile HA antijenin ve kapsiiler antijenin patojeniteden sorumlu
oldugu ve HA antijeninin kolonizasyonda rol alabilecegi ileri siirlilmiistiir

(Yamaguchi ve ark., 1993).

Hsu ve ark. (2007), 18 A. paragallinarum izolatim1 hemosin (bakteriyosin)
aktivitesi yoniinden incelemis ve 5 adedini pozitif bulmuslardir. Terry ve ark. (2003),
hemosin kodlayan kromozomal geni ayn1 zamanda Avustralya orijinli izolattaki bir
plazmidde saptamis ve A. paragallinarum tarafindan tiretilen hemosinin bakterinin
kolonizasyonunda onemli olabilecegini; 4. avium, A. volantium, A. species A gibi
tavuklarin solunum yollarinda bulunan apatojen bakterilerin de bu hemosine duyarh

oldugunu gostermislerdir.
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A. paragallinarum baz1 suslarinda bulunan kapsiilin  konakgida silia
hiicrelerine baglanmada ¢ok onemli bir rol oynadig1 ve patojenitede belirleyici bir
faktor oldugu saptanmustir (Sawata ve Kume, 1983; Sawata ve ark., 1985a; 1985b;
Bragg, 2002a). Sawata ve ark. (1985b), tavuklar1 intranazal olarak hem kapsiillii hem
de Kkapsiilsiz A. paragallinarum susuyla deneysel yolla infekte ettikleri
calismalarinda; kapsiillii suslarin burun mukozasinda silia ve mikrovillus kayb,
16kosit infiltrasyonu ve mukoprulent bir eksudat birikimine neden oldugunu;
kapsiilsiiz suslarin ise burun mukozasinda morfolojik olarak 6nemli bir degisiklige

neden olmadigini belirlemiglerdir.

In vivo iireme sirasinda kapsiillii mikroorganizmalardan salman bir toksinin
hastaliktan sorumlu oldugu diisiiniilmiistiir (Kume ve ark., 1984). Sawata ve ark.
(1985a) kapsiillii suslarin kapsiilsiiz olanlarin aksine seruma karst direngli oldugunu
ve kapsiiliin taze tavuk serumunun bakterisidal etkisine karsi dogal direngte rol
oynayabilecegini goOstermislerdir. Bu bulgular, Byarugaba ve ark. (2007a)’nin

caligsma bulgular ile desteklenmistir.

1.4. Antimikrobiyel Direnclilik

Blackall (1988a) tarafindan yapilan ¢alismada 75 A. paragallinarum izolatinin 18
adedi streptomisine ve bir sus tetrasiklin + streptomisin ve diger bir sus ise neomisin
+ streptomisine direngli bulunmustur. Ayrica 75 susun higbirinde plazmid tespit
edilmemis ve antimikrobiyel direngliligin plazmide bagli olmadig ileri siiriilmiistiir.
A. paragallinarum suslar1 arasinda streptomisin direngliliginin yaygin oldugu;
tetrasiklin ve siilfonamidlere de direnglilik goriilebildigi rapor edilmistir (Blackall,
1989). Blackall ve ark. (1991a), A. paragallinarum suslarinda saptanan tek plazmidin
Tayvan orijinli bir sustan tesbit edilen p250 oldugunu bildirilmiglerdir. Takagi ve
ark. (1991b) Endonezya’dan izole edilen suslarin antimikrobiyel duyarliligini
arastirmiglar ve suslarin dihidrostreptomisin, kanamisin, spiramisin ve eritromisine
kars1 direncli; oksitetrasiklin ve tetrasikline kars1 diisiik duyarlilikta bulmuslardir.

Ayrica suglarin hicbirinde plazmid tesbit edilmemistir. Poernomo ve ark. (2000)
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Arjantin orijinli izolatlarda yaptiklar1 ¢alismada, diger ¢calismalar1 (Takagaki ve ark.,
1991b; Blackall, 1988a) destekler sekilde yaygin eritromisin, neomisin ve
streptomisin direncliligi bulmuslardir. Hsu ve ark. (2007) Tayvan orijinli 18 A.
paragallinarum suslarinin ¢cogunun en az bir antibiyotige, % 77.8’inin 3 ya da daha
cok antibiyotige direngli oldugunu bulmuslardir. Bu suslarin % 72’sinde plazmid
tesbit edilmis; bu plazmidlerin pYMHS ve pA14 oldugu belirlenmistir. pYMHS’in A.
paragallinarum’da rapor edilen ¢oklu ila¢ direngliligini kodlayan ilk plazmid oldugu;
plazmidin antimikrobiyel direngliligin yayilmasinda etkili olabilecegi iddia

edilmistir. pA14°iin ise etkenin virulensiyle iliskili oldugu diisiiniilmiistiir.

1.5. Epidemiyoloji

1.5.1. Dogal ve Deneysel Konakg¢ilar

Hastalik tavuklarla simirlidir; ancak siiliin, Japon bildircin1 ve be¢ tavugundan da
bakterinin izole edildigi bildirilmistir. Fakat bu bildirimler detayli fenotipik ve
genotipik calismalarla desteklenmemistir (Hinz, 2001). Hindi, giivercin, serge, 6rdek,
tavsan, kobay, fareler deneysel enfeksiyona direnclidir (Blackall ve Matsumoto,
2003). Byarugaba ve ark. (2007a) yaptiklar1 ¢alismada hindi ve bildircinlarda
olusturduklar1 deneysel enfeksiyonun kisa siireli, hafif semptomlarla seyrettigini ve

bu kanatlilarin hastaligin bulagsmasinda bir rol oynamadigini gostermislerdir.

Blackall ve ark. (1997), tiim vyastaki tavuklarin A. paragallinarum
infeksiyonuna duyarli oldugunu fakat hastaligin gen¢ hayvanlarda daha hafif
seyrettigini bildirmistir. Bernard (2001) A. paragallinarum ile deneysel enfeksiyona
tabi tutulan 4-8 haftalik tavuklarin % 90’inda, 13 haftadan biiyiikk olanlarin ise %

100’tinde hastalik belirtilerinin goriildiigiinii rapor etmistir.
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1.5.2. inkubasyon Periyodu

Infeksiydz Koriza’nin en belirgin dzelligi kisa inkubasyon siiresidir ve tavuklarin
kiiltiir veya eksudatla deneysel infeksiyonunu takiben 24-48 saat i¢inde klinik
belirtiler ortaya ¢ikar. Ergin yastaki hayvanlarda ise inkubasyon periyodu daha
kisadir ve hastaligin seyri daha uzundur. Infekte kanatlilarla temas sonrasi

inkubasyon siiresi 24-72 saate ¢ikabilir (Blackall ve ark., 1997).

Inkubasyon periyodu deneysel enfeksiyona maruz kalma yoluna gore intranazal
yolda 24 saat; infekte su ile temasta 4 giin; damlacik enfeksiyonunda 6-14 giin olarak

belirlenmistir (Vargas ve Terzolo, 2004b).

1.5.3. Bulasma

Hastaligin bulagsmasinda A. paragallinarum’un rezervuari olan kronik ve saglikli
tastyict tavuklar dnemli rol oynarlar (Vargas ve Terzolo, 2004b; Hinz, 2001). IK
salginlar1 daha ¢ok sonbahar ve kis aylarinda goriiliir (Vargas ve Terzolo, 2004b).
Hastalik ¢ogunlukla farkli yaglardaki hayvanlarin bir arada bulundugu isletmelerde
ortaya cikar. Bakterinin virulensi, kotii havalandirma, kalabalik kiimesler gibi
faktorler, hastaligin ¢ikisinda ve siddetinde etkilidir (Sandoval ve ark., 1994).
Infeksiyonun olusmasi i¢in az sayida canli bakteri yeterli oldugundan, bulasmanin
baslica burun akintisiyla kontamine i¢gme suyu ve kisa mesafede aerosol yolla oldugu
rapor edilmistir (Hinz, 2001; Blackall ve ark., 1990c, Bernard, 2001). Direkt temasla
horizontal bulagsma da séz konusudur (Hinz, 2001). Yakin zamanda yapilan
molekiiler tiplendirme ydntemleri IK’nin yayilmasinda tasiyici kanatlilarin roliinii de

ortaya koymustur (Blackall ve ark., 1990e).
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1.6. Klinik Belirtiler

Hastaligin tipik klinik bulgular1 géz ve burunda seromukoid akint1 ve yiizde 6demdir.
Daha ciddi hastalik formunda belirgin konjuktivite bagli gozlerde kapanma,
sakallarda sisme ve solunum gii¢liigii goriilebilir (Hinz, 2001). Azalan yem ve su
tikketimine bagli olarak gen¢ hayvanlarda biiylimede gecikme ve yumurtaci siirtilerde
yumurta veriminde diisiis meydana gelir (Blackall ve Matsumoto, 2003; Hinz, 2001).
Diger enfeksiyonlarla komplikasyon olmadigi durumda, infeksiyon hafif seyirli ve
10 giinden az, daha ciddi formu ise 3 haftaya kadar devam edebilir (Hinz, 2001).
Hastalik yiiksek % 60-80 morbidite oraniyla hizla yayilir; mortalite oranm1 % 1-15
arasinda degiskenlik gosterir ve diger infeksiyonlarla komplikasyon durumunda bu

deger artma egilimindedir (Blackall ve ark., 2005).

M. synoviae, M. gallisepticum, Ornithobacterium rhinotracheale, Escherichia
coli, Salmonella spp. ve Pasteurella spp., Infeksiyoz Bronsitis virusu gibi baska
enfeksiy6z ajanlarla komplikasyon durumunda ciddi klinik tablolar olusur (Vargas ve
Terzolo, 2004b). Arjantin’deki yumurtaci ve broyler kiimeslerinde diger patojenlerle
komplikasyona bagli olarak artritis ve septisemi gibi farkli klinik bulgular da
goriilmiistiir. 4. paragallinarum’un solunum sistemi disinda karaciger, bobrek gibi
organlardan ilk izolasyonu da komplikasyon durumundaki salginlarda rapor
edilmistir (Sandoval ve ark., 1994). Fas’ta yapilan bir ¢alismada 10 koriza salgininda
% 14-40 arasinda yumurta {iiretiminde diisiis ve % 0.7-10 arasinda mortalite
bildirilmistir. Tayland’da kdy tavuklarinda yapilan baska bir ¢alisma ile de IK’nin 2
ayliktan kiigiik ve 6 ayliktan biiyiik tavuklarda 6liimiin en yaygin nedeni olarak

bildirilmistir (Blackall, 1999).

Droul ve ark. (1990) Kaliforniya’da broyler kiimeslerde goriilen biri M.
synoviae ile komplike iki IK vakasinda siskin bag sendromuna benzer bir klinik tablo
gelistigini ve baslica hava kesesi yangisina bagli olarak hayvanlarda 1skarta oraninda
artis (% 8-15) oldugunu bildirmislerdir. Cin’de koriza salginlarinda % 20-50
morbidite ve % 5-20 mortalite rapor edilmistir (Chen ve ark., 1993). Sandoval ve ark.

(1994) Hindistan’da kolera ile komplike bir koriza salgiinin 14000 kapasiteli bir
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yumurtaci ¢iftliginde % 50 mortaliteye sebep oldugunu ortaya koymuslardir. Giiney
Afrika’da diger patojenlerle komplike hastalik tablosunda broyler ve yumurtaci

stiriilerde artritis ve septisemi rapor edilmistir (Blackall, 1999).

1.7. Patolojik bulgular

Tipik A. paragallinarum enfeksiyonunda nadiren goriilen bir bulgu olan hava kesesi
yangisi, NAD-bagimsiz suslarin neden oldugu enfeksiyonlarda ¢ok daha fazla
goriilmekte ve etken hava kesesi lezyonlarindan % 44 oraninda izole

edilebilmektedir (Horner ve ark., 1995).

Adler ve Page (1962) A. paragallinarum’dan etkilenen tavuklarin infraorbital
sinuslerinde ve burun kavitelerinde ser6z veya miikoz eksudat bulmuslardir. Sawata
ve ark. (1985b) bu dokularin mukoz membranlarinda akut kataral bir yangi; ayrica
periorbital bolgede ve sakallarda subkutan 6dem gozlemlemislerdir. Sawata ve ark.
(1985b) burun boslugundaki mukoz membranlarinda belirgin bir mast hiicre
infiltrasyonu gozlemlemisler; korizaya yol agan onemli vaskiiler degisiklikler ve
hiicresel hasardan mast hiicreleri, heterofiller ve makrofajlardan salgilanan

maddelerin sorumlu oldugunu rapor etmislerdir.

1.8. Ayiric1 Teshis

IK’nin kesin teshisi klinik ve nekropsi bulgularma gore oldukea giigtiir. Ozellikle
Meksika ve Giiney Afrika gibi O. rhinotracheale’nin ve NAD-bagimsiz A.
paragallinarum suglarinin izole edilebilecegi yerlerde kesin teshis i¢in biyokimyasal
testler ve karbonhidrat fermentasyon testleri gereklidir (Blackall, 1999). Ayrica
Bragg ve ark. (1997) koriza benzeri vakalardan NAD-bagimli ve NAD-bagimsiz 4.
volantium, A. avium ve A. species A suslarinin da izole edilebilecegini

bildirmislerdir.
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IK, broylerlerde Hindi Rhinotracheatis (TRT) virusu tarafindan olusturulan
siskin bas sendromu, hipovitaminozis A ve tavuk ¢icegi hastaliklariyla da karisabilir.
Artiritis, Korizada nadiren goriilen bir semptomdur; ancak bu tiir vakalarda da 1K

g6z onilinde bulundurulmalidir (Vargas ve Terzolo, 2004b).

1.9. Laboratuar Teshisi

1.9.1. Ornek Alma

Akut hastalik siiphesi goriilen hayvanlarda nekropsi sonrasi infraorbital sinus bolgesi
spatula ila yakilir. Deri ensize edilir ve steril pamuk bir svap sinus kavitesine
yerlestirilerek 6rnek alinir. Tipik olarak erken donemde A. paragallinarum siniiste
saf kiiltiir halinde bulunur. Trachea ve hava keselerinden de svaplar alinabilir; fakat
mikroorganizmanin bu bolgelerden daha az oranda izole edildigi bildirilmistir (Bragg

ve ark., 2004)

Bragg ve ark. (2004) transport kosullarinda 4. paragallinarum’un canliligini
korumak i¢in en uygun besiyerinin g¢esitli supplementlerle zenginlestirilmis Ames
Transport medium (charcoal icermeyen) oldugunu ve bu medyumda tutulan
svaplardan 4 °C’de 18 giin ve 25 °C’de 8 giine kadar pozitif kiiltiirler elde etmenin
miimkiin oldugunu gostermislerdir. Bragg ve ark. (2004) ayrica supplement
icermeyen Ames transport medium (charcoal igermeyen) i¢inde 4 °C, 25 °C ve 37
°C’de tasmnan svaplardan sirasiyla 9, 8 ve 9 giin sonrada bakterinin izole

edilebilecegini bildirmislerdir.

Canli hayvanlardan da Ornekleme yapmak miimkiindiir. Bu teknikte sinus
bolgesine baski yapilarak burun deliklerinden ¢ikan mukustan 6ze ile veya svapla
ornekleme yapilabilir. Bu sekilde alinan svaplar gliserolle-zenginlestirilmis PBS’te 4
°C veya -20 °C’de saklandiginda 180 giine kadar PCR pozitif sonug verebildigi
belirlenmistir (Chen ve ark., 1998b; Blackall ve Matsumoto, 2003).
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1.9.2. izolasyon ve Identifikasyon

Identifikasyonda bakterinin satelletik {ireme gdstermesi, oksijenli ortamda
tireyememesi, Gram negatif, katalaz negatif olmas1 6nem tagimaktadir. Satelletizmin
goriilebilmesi icin ekimlerin kanli agara, liremeyi arttiran bakteriyle (S. aureus veya
S. hyicus) beraber yapilmasi onemlidir. Bununla birlikte, diger mikroorganizmalarin
A. paragallinarum’un liremesini baskilamamasi i¢in besiyerine antibiyotik ilavesi ve
lize olmus kan eklenmesi, bakterinin izolasyonunu kolaylastirabilir (Blackall ve
Yamamoto, 2006). Bakterinin satelletik sekilde iireyen kanatli orijinli diger
Avibacterium tirlerinden ayriminda katalaz negatif olmasi, galaktoz ve trehalozu
fermente etmemesinden faydalanilmaktadir (Cizelge 1.3). Ancak NAD-bagimsiz
suslarin da izole edilebilecegi gozardi edilmemelidir. Satelletik lireme gdstermeyen
NAD-bagimsiz suglarin Pasteurella genusundaki diger bakterilerden ayriminda basta
karbonhidrat fermentasyon testleri ve diger biyokimyasal testlerin yapilmasi

gerekmektedir (Cizelge 1.2).

1.10. Serolojik Calismalar

Page (1962), A. paragallinarum organizmalarini lam aglutinasyon testiyle A, B ve C
serovarlar1 olarak, Sawata ve ark. (1978) ise serovar 1 ve 2 olarak siniflandirmistir.
Daha sonra yapilan caligmalarda Page serovar A ve C’nin sirasiyla Sawata’nin
serovar 1 ve 2’sine karsilik geldigi gosterilmistir (Yamaguchi ve ark., 1989).
Yamaguchi ve ark. (1991) 6nceki iddialarin aksine B serotipinin de patojen oldugunu
gostermislerdir. Page semasina gore tiplendirmede aglutinasyon testleri disinda
Hemaglutinasyon Inhibisyon (HI) testi de kullamilabilmektedir (Blackall ve ark.,
1990a). HI testlerinin A. paragallinarum’un serotiplendirilmesinde aglutinasyon
testlerine gore daha yararli bir metot oldugu belirlenmistir (Blackall ve ark., 1990a:

Yamaguchi ve ark., 1989).

Serotip 1’den elde edilen antijenlerin hemaglutinasyon 6zelligi oldugu halde

serotip 2’den elde edilen antijenlerin potasyum tiyosiyonat (KSCN) ile muameleye
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ve sonikasyona tabi tutulduktan sonra Glutaraldehit (GA) ile tespit edilmis tavuk
eritrositlerine kars1 hemaglutinasyon 6zelligi kazandig1 gosterilmistir (Findik, 2000).
Kume ve ark. (1983) KSCN ile muamele edilmis ve sonike edilmis hiicreler, tavsan
hiperimmun serumlar1 ve GA-fikse edilmis tavuk eritrositleri kullanilarak yapilan HI
testine dayanilarak 17 A. paragallinarum izolati i¢in 3 serogrup belirlemisler ve
bunlarin Page’in A, B, C serotipleriyle benzerlik gosterdigini ileri siirmiislerdir.
Ayrica capraz-absorbsiyon testleri bu ii¢ serogrubun ikisinin de kendi i¢inde ii¢
serotipe ayrildigi belirlenmistir. Boylece Kume semasinda ii¢ serogrup (I, II, III)
icinde toplamda 7 serotip (HA-1....... HA-7) gosterilmistir (Kume ve ark., 1983).
Daha sonra Kume semasi i¢inde 8. (Eaves ve ark.,1989) ve 9. serovarin (Blackall ve
ark., 1990b) varlig: bildirilmistir. Blackall ve ark. (1990b) Kume semasi yerine yeni
bir nomenklatiir o6nermis; I, II, III serogruplart A, B, C olarak yeniden
isimlendirilmis ve her serogrup icindeki serovarlarin daha fazla (serovarlarin
eklenebilecegi diisiiniilerek) sayisal bir diizende gosterilmesini Onermislerdir.
Boylece 9 Kume serovart A-1, A-2, A-3, A-4, B-1,C-1, C-2, C-3, C-4 olarak
isimlendirilmistir (Soriano ve ark., 2004a). Kume semas1 teknik olarak uzmanlik
gerektiren bir yontem oldugundan, yaygin olarak kullanilmamakta ve alternatif
serotiplendirme metotlarina ihtiya¢ duyulmaktadir (Blackall ve Matsumoto, 2003;
Eaves ve ark.,1989).

HI testleri tavuklarda A. paragallinarum’a kars1 antikorlarin tespitinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Blackall ve ark., 1997). Baslica ii¢ ¢esit olan HI testleri basit
HI, ekstraksiyon gerektiren HI ve muamele gerektiren HI testleridir (Blackall ve
Yamamoto, 2006). Basit HI testinin uygulamasi kolay olup, hem asili hem de enfekte
tavuklarda sadece serovar A’ya karsi gelisen antikorlar tespit edilmektedir (Blackall
ve ark., 1997). Ekstraksiyon gerektiren HI testinde, KSCN ile ekstrakte edilmis ve
sonikasyona tabi tutulmus A. paragallinarum hiicreleri ve GA-fikse edilmis tavuk
eritrositleri kullanilir. Bu test Page serovar C ile sedece asilanan tavuklarda serovar-
spesifik antikor yanitini tespit edebilmektedir. Sonug olarak, Koriza i¢in segilecek
serolojik test hem tespit edilecek serovara hem de bunun asili veya infekte
hayvanlarda uygulanacagina bagl olarak degiskenlik gostermektedir (Tagaki ve ark.,

1991a). Muamele gerektiren HI testinde, hyaluronidazla muamele edilmis A.
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paragallinarum hiicreleri  ve formaldehitle sabitlenmis tavuk eritrositleri
kullanilmaktadir (Blackall, 1999). Bu test ile sadece A ve C ile asilanmis tavuklarda
yiiksek titreler belirlenmistir (Yamaguchi ve ark., 1991).

Agar Jel Presipitasyon (AGP) testiyle tespit edilen 1si-dayanikli antijenlere
dayali bagka bir serotiplendirme semasi tanimlanmistir. Bu semayla belirlenen 6
serovar  immunotiplerle  paralellik  gdstermemekte ve  yaygin  olarak
kullanilmamaktadir (Blackall ve ark., 1997). Bu test ile infeksiyon veya asilamadan
sonra olusan antikorlar 2. haftadan sonra 11 hafta siireyle tespit edilebildigi

bildirilmistir (Iritani ve ark., 1977; Yardimci, 2002).

Verschoor ve ark. (1989), 0083 (Page serotip A), 0222 (Page serotip B) as1
suslar1 ve asilt siirlilerden izole edilen saha suslarina karsi bir panel monoklonal
antikoru (Mab) ilk kez iiretmislerdir. Uretilen bu monoklonal antikorlarin biri sadece
as1 suglart A ve B ile, bir baskas1 da sadece saha suslar1 ile degisen derecelerde
capraz reaksiyon vermis ve bu sekilde asi suslari ile saha suglarinin kesin ayrimi
yapilmistir.  Verschoor ve ark. (1989) tarafindan gelistirilen Mab’larin 4.
paragallinarum igin spesifik oldugu gdosterilmistir. Ancak bu antikorlarin serogrup
spesifik hemagglutininleri tespit etmemesi nedeniyle 4. paragallinarum suslarinin
serotiplendirilmesinde 6nemli bir degeri olmadigi gosterilmistir (Bragg ve ark.,

1993b).

A. paragallinarum’a kars1 bagska Mab’lar da gelistirilmistir (Yamaguchi ve ark.,
1990a; 1990b). Bu Mab’lar, yapilan ¢esitli caligmalarda HI ve Dot-blotting testleri
kullanilarak degerlendirilmistir (Blackall ve ark., 1990a; Blackall ve ark., 1991b).
Yamaguchi ve ark. (1990a; 1990b) tarafindan gelistirilen Mab’lar ile A ve C
serogrubundaki tiim serovarlar belirlenmistir. Ancak bu Mab’lar B serogrubundan

hicbir izolatla reaksiyon vermemistir (Blackall ve ark., 1990d; 1991e).

Zhang ve ark. (1999) A. paragallinarum’a kars1 serovar-spesifik antikorlar
tespit etmek amaciyla sirasiyla Page A ve C serovarlarina karsi hazirlanan Mab’lar

kullanilarak iki blocking ELISA (B-ELISA) gelistirmisler; ancak sensitivitelerinin
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diisiik olmasi nedeniyle bu testlerin bireysel degerlendirme i¢in uygun olmayip siirii
testi olarak kullanilmasi gerektigi bildirmislerdir. Miao ve ark. (2000) gelistirdikleri
serovar A B-ELISA kitinin % 95 sensitivite ve % 100 spesifite, serovar C B-ELISA
kitinin ise % 73 sensitivite ve % 100 spesifite gosterdigini bildirmislerdir. B-
ELISA’lar sensitivitesi ve spesifitesi bilinmeyen pek ¢ok teste gore daha giivenilir
oldugu ve spesifiteleri yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica ¢ok sayida serumu test
etme imkani ve hizli sonu¢ alinabilmesi de testin diger avantajlart olarak
bildirilmistir. B-ELISA’lar i¢in en 6nemli sinirlamalar kullanilan Mab’larin ticari
olarak satilmamasidir (Miao ve ark., 2000) ve bazi lokal suglarin Mab’larla reaksiyon
vermemesidir (Blackall ve ark., 1994; Terzolo ve ark., 1993; Blackall ve ark.,
1990b). Ayrica Page serovar B icin gelistirilen Mab olmadigindan, bu serovar icin
Mab’a dayali bir ELISA testi de gelistirilememistir (Zhang ve ark., 1999; Miao ve
ark., 2000).

Sun ve ark. (2007) A. paragallinarum A ve C serovar suslariyla epriivasyona
tabi tuttuklar1 tavuklarda antikor titrelerini B-ELISA ve HI yontemleri ile tespit
ederek, bu yontemleri karsilastirmislar ve serotip A ve C spesifik antikorlarini
belirlemede B-ELISA’nin saptadig1 pozitiflik oranlarinin HI ile tespit edilenlere gore

cok daha yiiksek oranda oldugunu belirlemislerdir.

1.11. Molekiiler Teshis

A. paragallinarum yavas iireyen bir bakteri oldugundan, tiremesi kontaminantlarla ve
besinsel ihtiyac1 daha az olan ve tavuklarin normal florasinda bulunan A. volantium
ve A. avium gibi baska mikroorganizmalarla maskelenebilir (Blackall, 1999). Bu
nedenle A. paragallinarum’un izolasyon ve identifikasyonu bir¢ok laboratuvar i¢in
zordur (Chen ve ark., 1996). Kanatlilardan hemofilik bakteriler izole edilse bile 4.
paragallinarum’un kesin identifikasyonu 6zel besiyerlerinde etkenin saf kiiltiirliniin
elde edilmesi ve kompleks besiyerlerinde karbonhidrat fermentasyon ve diger
biyokimyasal testlerin uygulanmasini gerektirir. Konvansiyonel kiiltiir metodlariyla

karsilagilan giiclikler PCR veya DNA probu gibi alternatif yaklagimlar1 c¢ekici
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kilmaktaktadir (Chen ve ark., 1996). Ayrica molekiiler teshiste Amplifiye 16 S
ribozomal DNA restriksiyon analizi (ARDRA) ve 5' Taq Nuclease Testi
gelistirilmistir (Mendosa-Espinoza ve ark., 2008; Corney ve ark., 2008).

Chen ve ark. (1996) 4 DNA probu ve iki farkli primer ¢ifti kullanarak iki PCR
testi gelistirmistir. Bu DNA problar1 ve PCR testleri ile A. paragallinarum’un Gliney
Afrika, Cin, Avustralya, Amerika, Japonya ve Arjantin orjinli saha suslarini; Giiney
Afrika’da rapor edilen NAD-bagimsiz suslar;; Kume ve Page referans suslari ve
varyant Ozellikteki Page A serovar izolatlartyla Arjantin orjinli B serovar izolatlar
dahil 40’1n iizerinde A. paragallinarum izolati bu test ile pozitif bulunmustur.
Pasteurella ve Actinobacillus genusundan yakin iligkili bakteriler, M. gallisepticum
ve M. synoviae ile DNA problarindan higbiri reaksiyona girmemis ve bunlar PCR ile
de negatif bulunmustur (Miflin ve ark., 1999; Chen ve ark., 1996). Konvansiyonel
testlerle etkenin izolasyon ve fenotipik karakterizasyonu birka¢ giin siirerken
(Blackall, 1999) PCR ile 6 saat icinde sonuca ulagsmak miimkiindiir (Soriano ve
Terzola, 2004; Chen ve ark.,1996).

HPG (Haemophilus paragallinarum)-1 ve HPG -2 olarak isimlendirilen PCR
testleri hem koloni hem de sivi kiiltiir 6rneklerinde etkili bulunmustur. Kirkbir A.
paragallinarum ve 26 A. paragallinarum olmayan bakteri ekstraktlar1 her iki PCR
testiyle dogrulanmistir. Klinik 6rneklerden alinan svaplara direkt uygulama sonuglari
HPG-1 PCR i¢in basarili olmamistir; ¢ok sayida yanlis negatif sonuclar elde
edilmistir. Fakat amplifikasyon Oncesi non-iyonik deterjan ve proteinaz K
kullanildiktan sonra yapilan HPG-2 PCR ile klinik 6rneklerden alinan svaplarda da
basariya ulagilmistir. HPG-2 PCR ile konvansiyonel kiiltiir metodunu karsilastirmak
i¢cin 36 adet svabin hem kiiltiirii yapilmis hem de bunlara HPG-2 PCR uygulanmustir.
Bu 6rneklerden 25 adeti her iki yontemle pozitif ve 11 adeti de negatif bulunmustur
(Chen ve ark., 1996). Yapilan baska bir calismada IK siipheli bir salginda 8
isletmedeki tavuk kafalarindan alinan sinus svaplarina hem A4. paragallinarum igin
kiltiir yapilmis hem de direkt olarak PCR uygulamasi yapilmis; 8 isletmenin 6

tanesinden gelen 39 6rnegin 15 tanesi PCR ile pozitif bulunurken, kiiltiir yontemiyle
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bu isletmelerin dort tanesinden gelen 39 6rnegin sadece 8 tanesi pozitif bulunmustur

(Chen ve ark, 1998a).

Cinde yapilan bir calismada 4 veya —20 C°’de 180 gline kadar gliserollii PBS’te
saklanan Orneklerin ¢ogu PCR ile hala pozitif bulunurken; kiiltiir ile aym
sicakliklarda 3. giliniin sonunda 4. paragallinarum tespit edilememistir. Antibiyotik
tedavisi hem kiiltiir hem de PCR ile A. paragallinarumun tespit edilme oranini

azaltmistir (Chen ve ark., 1998b).

Mendosa-Espinoza ve ark. (2008), A. paragallinarum’un identifikasyonunu
amplifiye 16S ribozomal DNA restriksiyon analizi (ARDRA) olarak adlandirilan
molekiiler bir teknik kullanilarak gergeklestirmislerdir. Universal bakteri primerleri
kullanilarak PCR’la ¢ogaltilan 16S ribozomal genlerine RFLP (Restriksiyon
Fragment Lenght Polymorphism) uygulanmasi esasina gore yapilan bu metodun,
bakterinin molekiiler teshisinde PCR’a alternatif oldugu 6ne siiriilmiistiir. Ayni metot
A. paragallinarum’a filogenetik olarak yakinlik gosteren veya kanathilarin st
solunum yollarinda rastanabilecek E. coli, O. rhinotracheale, P. multocida,
Avibacterium gallinarum ve Gallibacterium anatis i¢in de uygulanmis ve her tiir i¢in
farkli DNA profilleri elde edilmistir. Bu da ARDRA tekniginin sadece A.
paragallinarum’u degil kanatlilarda solunum sistemini etkileyen diger bakterilerin de
identifikasyonunu sagladigi ve genotiplendirme i¢in uygun bir metod oldugunu
gostermistir. Ayrica 4. paragallinarum igin ortaya c¢ikan genetik profilin O.
rhinotracheale ve E. coli gibi bakterilerinkinden tamamen farkli ve bakteriye spesifik
olmasi nedeniyle, ARDRA tekniginin spesifitesinin yliksek ve giivenilir oldugu 6ne

stiriilmiistiir (Mendosa-Espinoza ve ark., 2008).

Corney ve ark. (2008), A. paragallinarum’un molekiiler tanis1 i¢in
gelistirdikleri yeni bir molekiiler yontem olan 5° Taq Nuclease Testinde kullanilacak
primer ve problarin dizayni i¢gin HPG-1 amplikonunu referans almislar; HPG-1’de
herhangi bir sekansla benzerlik gdstermeyen bir bolge secilmis ve bu bolgeye
baglanan isaretli prob teknolojisini kullanmislardir. Arastiricilar bu yontemde, dizayn

ettikleri A. paragallinarum igin spesifik 5’ Taq Nuclease testini kullanarak Giiney
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Afrika NAD-bagimsiz suslar1 da dahil farkli cografi bolge orijinli saha izolatlarini,

Kume ve Page serovarlarini tespit etmekte basarili olmuslardir.

1.12. Molekiiler Tiplendirme

Restriksiyon Endoniikleaz analizi (Blackall ve ark., 1990¢), ribotiplendirme (Miflin
ve ark, 1995), ERIC-PCR ile tiplendirme (Soriano ve ark., 2004b) gibi molekiiler
tiplendirme metotlarinin epidemiyolojik ¢alismalar i¢in yararlt oldugu gosterilmistir.
A. paragallinarum izolatlarinda plazmid insidansinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle

plazmid profillerinin epidemiyolojik caligmalar icin 6nemli olmadig1 sonucuna

varilmigtir (Blackall, 1988a; Blackall ve ark., 1990e).

Blackall ve ark. (1990e) tarafindan yapilan bir calismada Hindlll enzimi
kullanilarak ~ yapilan kromozomal DNA’nin  REA’smin  IK  salginlarinm
epidemiyolojisinin ¢alisilmasinda yararli bir yontem oldugu gosterilmistir. So6z
konusu calismada 16 IK vakasindan REA ile 3 patern tepit edilmis ve bazi
ciftliklerde aymi A. paragalllinarum susuyla tekrarlayan bir kronik enfeksiyon
olabilecegi diisiinlilmiistiir. Boylece bu calisma ile siirii degisiminin hastaligin asil
kaynag1 oldugu gosterilmistir (Balckall ve ark., 1990b). Blackall ve ark. (1991a)
tarafindan farkli enzimler (BamHI, EcoRl, Hindlll veya Smal) kullanilarak yapilan
bir REA calismasinda Smal enziminin 4. paragallinarum suslarina etkisi olmamus,
diger enzimler icerisinde ise izolatlar1 ayirt etmede en yararhi paternler Hindlll
enzimi kullanilarak elde edilmistir. HindIII enzimi kullanilarak ortaya ¢ikan paternler
incelendiginde dort Avustralya susuna ait paternlerin ¢ok benzer oldugu, Avustralya
orjinli olmayanlarin ise birbirinden ve Avustralya suslarindan ¢ok farkli oldugu
goriilmiistiir (Blackall ve ark., 1991a). REA profillerinin in vivo (Blackall ve ark.,
1990e) ve in vitro (Blackall ve ark., 1991a) stabil oldugu gosterilmistir.

Miflin ve ark. (1995) Giiney Afrika’dan izole edilmis 15 adet NAD-bagimsiz
susu serotiplendirme, biyotiplendirme, REA ve ribotiplendirme yontemleriyle

incelemiglerdir. Tiim izolatlar serovar A olarak bulunmus; REA ve ribotiplendirme
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ile ortaya c¢ikan paternler tek tip bulunmustur, bu da bu suslarin iilkedeki NAD-
bagimli suglar arasindaki farkliligin tersine az derecede genetik farklilik gosterdigini
ortaya cikarmistir (Miflin ve ark., 1995). Miflin ve ark. (1995) bu bulgulara
dayanarak NAD-bagimsiz suslarin klasik bir sus klonuna bagli oldugunu ileri
sirmislerdir. Miflin ve ark. (1997) tarafindan yapilan ¢alismada Cin’de farkli
yillarda ortaya c¢ikan 5 salgindan izole edilmis olan 12 Page serovar A izolatinin
ribotiplendirme profilleri belirlenmistir. Kromozomal DNA’nin restriksiyonu i¢in 4
enzim (Haelll, Hind III, Hpall ve Sspl) kullanilmigtir. 12 izolatin ribotiplendirme
profili Hind Il veya Sspl kullanildiginda sadece bir adet, Hpall kullanilarak ii¢ adet
ve Haelll kullanilarak ise dort adet olarak belirlenmistir. Hpall ve Haelll ile
olusturulan profillerin kiime (cluster) analizi izolatlarin bilinen epidemiyolojik
gecmisiyle paralellik gostermistir. Bu 12 izolatin ayrimi biyokimyasal 6zellikleri
veya serolojik karakterizasyonuyla miimkiin olmamistir. Ribotiplendirme ¢alismasi
sonucunda ise 1. ve 3. salginin birbiriyle ve diger 3 salginla iliskili olmadigi, diger {i¢
salginin ise A. paragallinarum’un aynm klonuyla olustugu ileri siiriilmiistiir. Ancak
REA’nin dezavantaji1 olusan fragmentlerin sayis1 nedeniyle profiller arasindaki kiiciik
farkliklarin gormekte zorlanilmasi olarak bildirilmistir. Ribotiplendirmede yiiksek
oranda korunmus bir gene dayanan bir probun kullanimiyla boyle bir kompleksite ile
karsilagilmaz. Ribotiplendirmeyle olusturulan profillerin kiime (cluster) analizi ile
degerlendirilmesi durumunda bu yontemin yararli oldugu ileri siiriilmiis ve Cin’deki
A. paragallinarum suslarmin genetik farkliliklar1 da gosterilmistir (Miflin ve ark.,

1997).

PCR temelli bir tiplendirme metodu olan ERIC PCR A. paragallinum
izolatlarini tiplendirme kapasitesine sahiptir. ERIC PCR hizl ve kolay bir yontemdir;
cok az miktarlardaki bakteri kiiltiirlerine uygulanabilir (Soriano ve ark., 2004b). Bir
ERIC-PCR tiplendirme calismasinda A. paragallinarum’un 39 susu ve referans
suslar i¢in 18 ERIC patterni tanimlanmigtir. Yapilan baska bir ¢alismada ise 15 adet
A. paragallinarum izolat1 i¢in 8 farkli profil bulunmustur. (Soriano ve Terzolo,
2004b). ERIC PCR ile yapilan bir tiplendirme ¢alismasinda ayni patterni gosteren
Avustralya orijinli HP14 (A-4) ve HP60 (C-4) suslar1 disinda tiim 4. paragallinarum
Kume referans suslarinin farkli bir ERIC PCR profili gosterdigi bildirilmistir



26

(Soriano ve ark., 2004b). Soriano ve ark. (2004b) ise, Kume referans suglarinin her

biri i¢in farklt ERIC paterni bulmuslardir.

Blackall ve Yamamoto (1989) tarafindan yapilan bir calismada A.
paragallinarum  izolatlarinin  eriyebilir  tiim-hiicre proteinlerine SDS-PAGE
uygulanmis ve 15 sus ic¢in iki farkli profil belirlenmis; suslarin serolojik
siniflandirilmalariyla protein profil tipleri arasinda bir korelasyon bulunmamustir.
Blackall ve ark. (1990e) 16 A. paragallinarum izolatinin tiim-hiicre protein profilini
tek tip bulmuslardir. Blackall ve ark. (1990c) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada
4 A. paragallinarum sugunun dis membran protein (OMP) profillerini SDS-PAGE ile
incelenmis; OMP C olarak isimlendirilen proteinin farkli suslardaki degisken

molekiiler agirligina gore iki farkli OMP profil tipi oldugu gdsterilmistir.

1.13. Sagaltim

Hastalik goriiler siiriilerin antibiyotikle tedavisi yapilmaktadir ve bu amagla ¢ok
sayida antibiyotik kullanilmaktadir. Tedavide eritromisin ve oksitetrasiklin en yaygin
kullanilan antibiyotiklerdir (Blackall ve Matsumoto, 2003). Bu iki antibiyotige ilave
olarak norfloksasin ve enrofloksasinin hastaligin tedavisinde basarili sonuglar verdigi
ortaya ¢ikmistir (Chen ve ark., 1988a). Huberman ve ark. (2005) A.
paragallinarum’un horizontal bulagsmasini azaltmak icin N-alkil dimetil benzil
amonyum klorid (TIMSENTM) dezenfektanin igme suyuyla verilmesi ve her giin

cevresel spreylemenin yapilmasinin yararli oldugunu bildirmislerdir.

1.14. Koruma ve Kontrol

1.14.1. Bakim-idare uygulamalar:

Hastaligin  kontrol edilmesinde bakim-idare uygulamalar1 6nemli yarar

saglamaktadir. Bu amagla hastalik geciren ve kronik tasiyici tavuklarin, hastaligin
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dogal rezervuar1 oldugu bilinmeli ve bu siiriilerden civciv ve/veya yarka alinmasi
engellenmelidir. Ayrica ¢ok yash isletmelerde hastalik c¢iktiginda hemen tedavi
islemi uygulanmali ve hastalik ¢ikan kiimesle diger kiimeslerin personel ve ekipman
hareketleri kontrol edilmelidir. Hastalik ¢ikan siiriilerde, altlik ¢ikarilmasi, ekipman
ve kiimes dezenfeksiyonu icin temizliginin ve dezenfeksiyonundan sonra yeni civciv
girisinden once isletmenin 2-3 hafta bos birakilmasi gerekir (Vergas ve Terzolo,

2004b).

1.14.2. Asilama

Son zamanlara kadar asilarin ¢ogu sadece Page A ve C serovarlarini igeriyordu. Bu
bivalan as1 konseptinin nedeni Page B serovarinin gercek bir serovar olmadigi ve
Page A ve C serovarlarinin capraz bagisiklik sagladigi konusundaki goriise
dayaniyordu. Bugiin ise serovar B’nin farkli bir serovar oldugu bilinmektedir ve

trivalan asilar gelistirilmistir (Jacobs ve ark., 1992).

Bakterinlerin genellikle kanatlilara 10-20 haftalik yasta enjekte edilmesi ve
beklenen bir salgindan 3-4 hafta once yapilmasinin uygun oldugu belirtilmistir.
Asmin kas ici veya deri alti yolla uygulanmasi etkilidir (Blackall ve Reid, 1987).
Adjuvant iceren inaktif asilarin tek doz uygulamasindan sonra belirgin bagisikligin 9
ay, iki doz as1 uygulamasinin ise 56 hafta etkili oldugu gosterilmistir (Blackall,

1995).

Inaktif 1K bakterinleri sadece asida mevcut bulunan Page serovarlarina karsi
koruma sagladigindan, bakterinlerin hedef popiilasyonda bulunan serovarlari
icermesi son derece Onemlidir. Ayrica Page B serovarinin endemik oldugu
bolgelerde, serovar B’nin farkli suslar1 arasinda birbirlerine karsi tam koruma
saglamamasi nedeniyle otojen bir bakterinin hazirlanmasi yarar saglayabilmektedir

(Yamaguchi ve ark., 1991).
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Tavuklarda IK’ya kars1 asilama A-1, B-1 ve C-2 serovarlarini iceren trivalan
asilarla yapilmasi, varyant serovar B salginlarmin goriildiigii bolgelerde tetravalan
asilarin kullanimi tavsiye edilmektedir. Bazi durumlarda bu asilara lokal izolatlarin
dahil edilmesinin, aginin koruyucu etkisini giiclendirebilecegi bildirilmisti (Vergas ve

Terzolo, 2004b).

Bu tez ¢calismasinda IK siipheli tavuklardan 4. paragallinarum’un izolasyon ve
identifikasyonu amacglanmigtir. Ayrica aynmi klinik Orneklerden etkenin molekiiler
yontemlerle teshisi ve sonuglarin konvansiyonel yontemlerle karsilagtiriimasi
hedeflenmistir. Daha once bu konuda yapilan az sayidaki ¢alismalardan farkli olarak
bu c¢alisma, Tiirkiye’de 4. paragallinarum’un molekiiler tanisinin yapilacagr ilk
calismadir. Calismada, IK’nm teshisinde kullanilacak PCR temelli tekniklerin
standardizasyonu ile rutin teshis ve arastirma amacli kullaniminin saglanmasi ve

NAD-bagimsiz suslarin varliginin aragtirilmasi da amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec¢

2.1.1. Ornekler

Bu calisma kapsaminda solunum sistemi infeksiyonu ya da tipik infeksiydz Koriza
bulgular1 gosteren yumurtaci, broyler ve broyler damizlik siiriilerden alinan
materyaller incelendi. Bu amacla 49 yumurtaci kiimesten 245 adet, 24 broyler
damizlik kiimesten 130 adet ve 22 broyler kiimesten 125 adet tavuk olmak iizere
toplam 95 kiimesten 500 adet tavuk materyali toplandi (Cizelge 2.1). Solunum
sistemi problemli tavuklarin infraorbital sinuslarindan alinan svaplar etken
izolasyonu amaciyla besiyerlerine ekildi. Svap 6rnekleri alinmadan 6nce infraorbital
sinus bolgesindeki deri spatula ile yakildi ve steril bistiiri yardimiyla acilan
sinuslardaki igerik ¢evresel kontaminasyon olmamasina dikkat edilerek alindi. Ekim
islemini takiben svab 6rnekleri PCR analizi icin % 15 gliserol iceren PBS ig¢inde

saklandi.

Cizelge 2.1. Incelenen materyallerin orijini, yetistirme yonleri ve sayilari

Materyalin orijini Yetistirme yonii Kiimes sayis1 Materyal sayis1
CORUM Yumurtact 18 77
[ZMIR Yumurtact 5 12
BALIKESIR Yumurtaci 2 3
KONYA Yumurtaci 7 40
YOZGAT Yumurtaci 5 25
AFYON Yumurtaci 5 30
ANKARA Yumurtaci 3 20
Yumurtaci 7 33
BOLU Broyler damizlik 24 130
Broyler 27 125
TOPLAM 95 500
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2.1.2. Avibacterium paragallinarum referans suslari

Calismada kontrol amaciyla kullanilan 9 adet A. paragallinarum Kume referans
suslari, Dr. P. J. Blackall (The Animal Research Institute, Morooka, Avustralya)’dan
temin edildi. Liyofilize halde saglanan suglar 5-7 giinlilk embriyolu tavuk
yumurtasina ekimleri yapilarak canlandirildi ve 24-48 saatlik inkubasyon sonrasi

toplanan yumurta sarilar1 — 70 °C’de saklandi.

2.1.3. Soliisyonlar

Karbonhidrat Soliisyonlari

Karbonhidrat fermantasyon testlerinde kullanilmak {izere glukoz, galaktoz, laktoz,
maltoz, mannitol, sorbitol, slikroz, trehaloz ve ksilozun (Merck) distile suda %
10’luk ¢ozeltileri hazirlandi. Sterilizasyon amaciyla milipor filtrelerden (0,2 pm;

Acrodisc) gegirildi ve testlerde kullanildi.

Gliserollii PBS
K,HPO4 (Potasyum Hidrojen Fosfat; Merck) 10g
KH,PO4 (Potasyum Dihidrojen Fosfat; Merck) 5¢g
NaCl, (Sodyum klortir; Merck) 18 mg
Distile su 1000 ml

Yukaridaki sekilde hazirlanan PBS soliisyonunun pH’st 7,2°ye ayarlandi. % 15
oraninda gliserol eklenerek, otoklavlandiktan sonra 3 ml’lik steril kapakli tiiplere

dagitildi.

Oleik Albumin Kompleks

Sodyum oleat soliisyonu, 0,3 ml oleik asit ile 25 ml 0,05 N NaOH (Sodyum
hidroksit) karistirllarak hazirlandi. 23,75 g sigir albumin fraksiyon V (JRH
Biosiences), 475 ml FTS icinde ¢ozdiiriilerek albumin soliisyonu hazirlandi ve 25 ml

sodyum oleat soliisyonu albumin soliisyonu ile karigtirildi. Karigimin pH’s1 6.8’
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ayarland1 ve milipor filtreden (0,2 um; Acrodisc) gecirilerek sterilize edildi. 37
°C’lik su banyosunda bir gece, ertesi giin 56 °C’lik su banyosunda 30 dk bekletildi
ve 4 °C’de sakland.

NADH Soliisyonu

Kullanilacak miktar g6z dniine alinarak toz halindeki NADH (Roche Diagnostics)
son hacmi % 1 (w/v) olacak sekilde distile suda ¢ozdiiriildii. Sterilizasyon i¢in
milipor filtreden (0,2 um; Acrodisc) gegirildikten sonra kii¢iik hacimlere paylastirildi
ve 4 °C’de saklandi.

Tiamin Soliisyonu

Toz halindeki 0,05 g tiamin (Merck) 100 ml distile suda ¢ozdiiriildii. Sterilizasyon
icin milipor filtreden (0,2 um; Acrodisc) gecirildikten sonra kii¢iik hacimlere

paylastirildi ve 4 °C’de saklandi.

2.1.4. Besiyerleri

Izolasyon amaciyla asagida igerikleri verilen Columbia Blood Agar (Oxoid; % 7 lize
at kanli) ve Tryptose Blood Agar (Difco; % 5 koyun kanli) kullanildi. izole edilen
bakterilerin identifikasyonunda yapilan biyokimyasal testler icin Brain Hearth
Infusion Broth (Lab M), Phenol Red Broth, Test Medium Broth ve Test Medium
Agar’dan yararlanildi. X/V faktor gereksinimlerini belirlemek i¢in Test Medium

Agar, icinden NADH ve serum ¢ikarilarak (TM besiyeri) kullanildi.

Columbia Blood Agar (CBA; Oxoid)

Special Peptone 23 ¢
NaCl, 5¢g
Starch lg
Bacteriological Agar 10g

Distile su 1000 ml
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Karisimin pH’s1 7,3’e¢ ayarlandi. Otoklavlandiktan sonra sogutuldu ve petrilere

dokiilmeden once icerisine % 7 lize at kan1 ve vankomisin (25 pg/ml) ilave edildi.

Lize at kani, defibrine taze at kaninin 56 °C’lik su banyosunda 40 dk siireyle

bekletilmesiyle hazirlandi ve hazirlanan lize at kan1 — 20 °C’de saklandi.

Brain Hearth Infusion Broth (BHIB; Lab M)

Calf brain infusion
Beef heart infusion
Protease peptone
NaCl,

Glikoz

Disodyum phosphate
Distile su

200 g
250 g
10g
5¢g
2g
25¢g
1000 ml

Karisimin  pH’s1  7,4’e ayarlandiktan sonra otoklavlanarak sterilize edildi.

Sogutulduktan sonra, tiiplere paylastirilmadan once igine steril at serumu (% 1) ve

NADH (% 0,0025) ilave edildi.

Test Medium Agar (TM/SN)

Biosate Peptone (Sigma)
NaCl, (Sodyum kloriir; Merck)
Starch (Merck)

Glikoz (Merck)

Yeast extract (Merck)
Bacteriological Agar (Merck)
Distile su

Suplementler

% 1 NADH (Roche Diagnostics)
% 0,05 Tiamin HCI

Istyla inaktive (56 'C/30 dk)
O-A Kompleks

10g
10g
lg
05¢g
05¢g
15¢g
1000 ml

2.5ml
10 ml
10 ml
50 ml
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Yukaridaki sekilde hazirlanan besiyeri otoklavlanip sogutulduktan sonra petrilere
dokiilmeden once filtrasyon (0,2 um; Acrodisc) sonrasinda steril hale getirilen

suplementler eklendi.

Test Medium Broth (TM/B)

Yukarida igerigi aciklanan TM/SN besiyerinden agarin ¢ikarilmasi ile hazirlandi.

Phenol Red Broth
Pancreatic Digest of Casein (Sigma) 10g
NaCl, (Sodyum kloriir; Merck) 5¢g
Phenol Red (Merck) 18 mg
Distile su 1000 ml

Yukaridaki sekilde hazirlanan besiyeri otoklavlandiktan sonra, i¢ine % 0,0025 (w/v)
NADH ve % 1 (v/v) oraninda tavuk serumu eklenerek tiiplere dagitildi.

2.1.5. PCR Analizinde Kullanmilan Buffer ve Soliisyonlar

Nonidet P-40, Tween 20, Proteinaz K Karisinm

N

Svaplardan DNA ekstraksiyonunda kullanilmak iizere, her bir 6rnek i¢in % 0,5 (v/v)
Nonidet p-40 (Sigma), % 0,5 (v/v) Tween 20 (Merck) ve 200 mg/ml proteinaz K
(Fermentas) igceren 10-20 ul’lik 1x PCR buffer soliisyonu ekstraksiyon oncesinde

hazirlandi.

Primerler

Calismada materyallerden direkt PCR analizi i¢in ticari olarak sentezlettirilen HPG-2
primerleri (Primer N1 5’-TGAGGGTAGTCTTGCACGCGAAT-3’; Primer R1 5’-
CAAGGTATCGATCTGCTCTCTACT-3") kullanildi (Chen ve ark., 1996). izole

edilen ve Kume referans 4. paragallinarum suslarimin tiplendirilmesi i¢in kullanilan
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ERIC-PCR i¢in ERIC-1R (5’- ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3") ve ERIC-2
(5'- AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3") primerlerinden yararlanildi (Soriano ve
ark., 2004).

2.1.6. PCR Analizinde Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Bu calismada, jel elektroforez cihazi (Wealtec elite 3000 plus), hassas terazi (Scaltec
sbc41), pH metre (Orion), UV transilliminatorlii bilgisayarli goriintiileme sistemi
(Genius, Syngene, Bio Imaging System), sogutmali santrifiij (Hettich), steril kabin
(laminar flow) (Bioair Instruments, Aura 2000, Mac), thermal cycler (Biometra) ve

vorteks (Fine Vortex) kullanildi.

2.2. YONTEM

2.2.1. izolasyon ve Identifikasyon

Solunum sistemi problemi olan tavuklarin infraorbital sinuslarindan aliman svab
ornekleri Tryptose Blood Agar (TBA) ve Columbia Blood Agar (CBA) besiyerlerine
ekildi. Ekim islemini takiben TBA besiyerindeki ekim hattina dikey olarak Ankara
Universitesi ~ Veteriner ~ Fakiiltesi ~Mikrobiyoloji ~ Anabilim Dali  Kiiltiir
koleksiyonundan saglanan Staphylococcus aureus ekildi. Besiyerleri gaspak (Oxoid;
BR 0038B) igeren jarlarda 37 °C’de 24-48 saat siireyle inkubasyona kaldirildi.
Ureyen bakteriler ilk olarak koloni morfolojisi, satelletik {ireme ve Gram boyanma
ozellikleri yoniinden degerlendirildi. izole edilen siipheli kolonilerin identifikasyonu,
makroskopik ve mikroskopik morfolojileri ve biyokimyasal 6zelliklerine gore yapildi
(Blackall ve Reid, 1982). Identifikasyon icin katalaz, indol, nitrat ve karbonhidrat
fermentasyon testleri yapildi. Suslarin  X/V  faktdr ihtiyaglar1 belirlendi.
Identifikasyon i¢in kullanilan kati besiyerlerinin inkubasyonu % 5-10 CO,’li ortamda
ve siv1 besiyerlerinin inkubasyonu ise aerobik kosullarda yapildi. Identifikasyonda

yapilan testlerde kontrol sus olarak Kume referans 4. paragallinarum 221 susu

kullanildi.
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Katalaz Testi

Bir 6ze dolusu bakteri bir lam tizerinde % 3’liik hidrojen peroksit ile karigtirildi ve

kopiirme pozitif kabul edildi (Blackall ve Reid, 1982).

X ve V faktor gereksinimlerinin belirlenmesi

Bu amagcla bakterinin TM/SN besiyeri veya CBA’da bakterinin saf kiiltiirii tiretildi.
Bir gecelik bakteri kiiltiiri 6ze ile alindiktan sonra PBS ile siispanse edildi.
TM/SN’den serum ve NAD c¢ikarilarak hazirlanan besiyerinde birbirine esit
mesafede belirlenen 3 noktaya X, V ve X/V oxoid diskleri yerlestirilmeden once 6ze
ile bakteri ekimleri yapildi ve ekim hatlarinin ortalarina diskler yerlestirilerek
inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonrasi disklerin etrafindaki {ireme durumlar
incelenerek, lireme i¢in s6z konusu maddelere duyulan ihtiyag belirlendi (Blackall ve

Farrah, 1985).

Nitrat Testi

Rutin identifikasyon i¢in kullanilan nitrat besiyerine suplementler (% 0,0025 NADH
ve % 1 at serumu) katildiktan sonra PBS ile sulandirilan bakteri kiiltiirii ile inokule
edildi. inkubasyon sonras1 tiiplere nitrat ayiraglarindan birer ml ilave edildi. Kiremit

kirmizis1 rengin olusmasi pozitif kabul edildi (Ok, 1996).

Ureaz Testi

Rutin identifikasyon i¢in kullanilan Christensen besiyerine (Oxoid) suplementler (%
0,0025 NADH ve % 1 at serumu) katildiktan sonra PBS ile sulandirilan bakteri
kiiltiirii ilave edildi. Inkubasyon sonrasinda besiyerinin pembe renge doniismesi

pozitif olarak kabul edildi (Ok, 1996).
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indol Testi

Icerisinde % 1 at serumu, %0,0025 NADH ve %0,1 triptofan bulunan BHIB
besiyerine bakteri inokulasyonu yapildi. Inkubasyon sonrasinda besiyeri kiiltiiriine
indol ayiract damlatildi. Pembe-kirmizi halka pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi

(Ok, 1996).

Karbonhidrat Fermentasyon Testleri

Identifikasyon amaciyla yapilan karbonhidrat fermentasyon testleri, phenol red
buyyonda yapildi. Bu besiyerine % 1 oraninda test edilen karbonhidrat ilave edildi ve
besiyerine PBS ile siispanse edilen bakteri kiiltiiriinde 0,1 ml ilave edildi. Inkubasyon
sonrasinda besiyerinin kirmizidan sar1 renge donlismesi pozitif olarak degerlendirildi

(Blackall ve Reid, 1982).

2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction- PCR) ve

ERIC-PCR

Solunum sistemi problemi olan tavuklardan alinan svaplardan direkt A.
paragallinarum teshisi; svaplardan izole edilen A. paragallinarum suslari ve Kume
Referans suslarinin dogrulanmasi amaciyla HPG-2 primerlerinin kullanildigt PCR
uygulandi. Ayrica izole edilen saha ve referans suslardan ekstrakte edilen tiim DNA
ornekleri ERIC-PCR ile incelendi. Bu amagla svap drneklerinden ve izolatlardan ilk
asamada DNA ekstraksiyonu yapildi. Bu asamay1 takiben amplifikasyon ve niikleik

asitlerin goriintiilenmesi asamalar1 gergeklestirildi.
DNA Eldesi (Ekstraksiyon)
Svap orneklerinden DNA ekstraksiyonu: Svaplar, iginde 1 ml PBS bulunan

ependorf tiiplere daldirildi ve iyice karistirildi. Ependorf tiipler 2.000 rpm’de 3-5 dk

santrifiij edildi ve iist siv1 bagka bir tlipe alindi. Bu islemi takiben iist sivi 13.000
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rpm’de 15 dk santrifiij edilidi. Ust s1v1 atilarak olusan pelet DNA ekstraksiyonu igin
kullanildi. PCR 6ncesinde pelet % 0,5 (v/v) Nonidet p-40, % 0,5 (v/v) Tween 20 ve
200 pg/ml proteinaz K iceren 10-20 pl’lik 1x PCR buffer’da siispanse edildi.
Ornekler 56 °C’lik su banyosunda 1 saat bekletildi. Proteinaz K’y1 inaktive etmek
i¢in drnek 98 °C’de 10 dk 1sitildi. Ornek PCR igin kullanilmadan &nce buzda 10 dk
bekletildi ve elde edilen silispansiyon ekstrakte DNA 6rnegi olarak PCR’da kullanildi
(Chen ve ark, 1996).

Bakteri Kkiiltiirlerinden DNA ekstraksiyonu: Bu calismada izole edilen ve referans
suslarin DNA ekstraksiyonu, kaynatma metodu ile yapildi. Ekstrakte edilen DNA’lar
hem PCR hem de ERIC-PCR’da ortak olarak kullanildi. DNA ekstraksiyon
isleminde bir-iki adet 4. paragallinarum kolonisi 0,6 ml’lik bir PCR tiipiinde 10-20
ul distile su icine siispanse edildi. Ornekler 98 °C’de 10 dk kaynatildi ve 10 dk buzda
bekletildi ve elde edilen silispansiyon ekstrakte DNA 6rnegi olarak PCR’da kullanildi
(Chen ve ark, 1996).

PCR Amplifikasyon

PCR islemi Chen ve ark. (1996) tarafindan bildirilen metot modifiye edilerek
uygulandi. Amplifikasyon i¢in ekstrakte edilen her bir DNA 6rnegi i¢in 50 pl’lik
PCR karisimi hazirlandi. PCR karigimi, 5 ul 10 x PCR buffer (Fermentas), 0,2 ul
primerler, 0,25 pl Taq polimeraz enzimi (Fermentas), 1 ul ANTP (Fermentas) ve 5 pul
MgCl, (Fermentas) karisimindan olustu. Bu karisim DNAse ve RNAse
enzimlerinden ari steril su ile 45 pl’ye tamamlandi ve tlizerine 5 pl ekstrakte DNA
eklendi. Ornekler thermal cyclera yiiklendi ve 98 °C’de 2,5 dk’lik 6n denaturasyonu
takiben 25 siklusta 94 °C’de 1 dk, 65 °C’de 1 dk ve 72 °C’de 2 dk olarak
gerceklestirildi. Bunu takip son siklus ise 94 °C’de 1 dk, 65 °C’de 1 dk ve 72 °C’de
10 dk’da gerceklestirildi.
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ERIC- PCR Amplifikasyon

Soriano ve ark. (2004) tarafindan bildirilen metot modifiye edilerek uygulandi. Her
bir 6rnek icin 50 pl’lik PCR karigimi 5 pl 10 x PCR buffer (Fermentas), 0,2 ul
primerler, 0,2 pl Taq polimeraz enzimi (Fermentas), 1 ul INTP (Fermentas) ve 7,5 pl
MgCl, (Fermentas) ile hazirlandi. Bu karisim DNAse ve RNAse enzimlerinden ari
steril su ile 46 pl’ye tamamlanarak iizerine 4 pl ekstrakte DNA eklendi. Ornekler
thermal cyclera yiiklendi ve 94 °C’de 5 dk’lik 6n denaturasyonu takiben 35 siklus 94
°C’de 1 dk, 52 °C’de 1 dk ve 74 °C’de 6 dk olarak gerceklestirildi ve siklus 74 °C’de

6 dk ile tamamlandi.

Nukleik Asitlerin Goriintiilenmesi

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan jelin hazirlanmasi: PCR ve ERIC-PCR
sonucunda amplifiye olan 6rneklerin elektroforezinde % 1°lik agaroz jel kullanildi.
Bunun i¢in 2 g agaroz (Basica Le Agarose, Prona) tartilarak steril bir erlene konuldu.
Uzerine Tris Borate EDTA (TBE; AppliChem) buffer (x 5 konsantrasyonda)’dan 200
ml eklenerek karistirildi. Su banyosunda agaroz eriyene kadar tutuldu. Eriyen agaroz
sogutulduktan sonra igerisine ethidium bromide (0,5 pg/ml) eklenerek karistirildi ve
yatay DNA elektroforez cihazinin kalibina dokiildii. Hemen tarak yerlestirilerek

ornek c¢ukurlar1 hazirlandi.

PCR orneklerinin elektroforezi ve goriintiileme: Agaroz jel hazirlandiktan sonra
elektroforez tankina yerlestirildi ve tanka jelin yiizeyini kaplayacak sekilde 5 x TBE
buffer ilave edildi. PCR orneklerine % 20 oraninda yiikleme boyasi (Fermentas)
eklenip karigtirildiktan sonra jeldeki gozlere 10 pl’lik hacimlerde yiiklendi. Birinci
gbze DNA marker eklendi. Elektroforez cihazi giic kaynagina baglanarak sabit
akimda 160 volt’ta 60 dk elektroforeze edildi. Sonuglar UV-transilluminatorda

incelenerek goriintiileme tinitesinden fotograflandi.



39

3. BULGULAR

3.1. Izolasyon ve identifikasyon Bulgulari

Calismada 95 kiimesten alinan svap Orneklerinden 3 (% 3,15) kiimeste A.
paragallinarum izolasyonu gerceklestirildi. Calisma kapsaminda izolasyon yapilan 3
kiimesin yumurtact kiimes oldugu belirlendi. Broyler ve broyler damizlik
kiimeslerinden alinan hicbir materyalde A. paragallinarum izolasyonu yapilamadi.
Yetistirme yoniine gore izolasyon oranlar1 degerlendirildiginde; incelenen toplam 49
yumurtact kiimesin 3 (% 6,12)%iinde Infeksiyéz Koriza’nin oldugu belirlendi. 4.
paragallinarum 1izolasyonu, ikisi Corum’dan ve biri Balikesir’den saglanan
kiimeslerden gerceklestirildi ve bu kiimeslerden farkli hayvanlara ait svablardan
olmak {izere Corum’dan 6 adet ve Balikesir’den 1 adet A. paragallinarum susu izole
edildi. Izolasyon i¢in biitiin svaplar % 7 lize at kanli CBA ve % 5 koyun kanli TBA’a
eszamanli olarak ekildi. 7 adet A. paragallinarum susunun 7°si de CBA’da izole
edilirken, bunlardan 5 tanesi TBA’da izole edildi. izole edilen 4. paragallinarum
suslarinin farkli besiyerlerindeki goriiniimleri Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’de
sunulmustur. Izole edilen tiim suslarin Gram negatif, kokobasil morfolojisinde
oldugu goriildii ve katalaz, indol, nitrat negatif ve iireaz pozitif reaksiyon verdi.
Yapilan karbonhidrat fermentasyon testleri sonucunda suslarin glukoz, maltoz,
mannitol, siikroz ve sorbitol pozitif oldugu bulunurken; galaktoz, laktoz, trehaloz ve

ksiloz negatif oldugu saptandi.
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Sekil 3.1. TM/SN besiyerinde A. paragallinarum kolonilerinin goriiniimii

Sekil 3.2. CBA besiyerinde A. paragallinarum kolonilerinin goriiniimii
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Sekil 3.3. BTA’da 4. paragallinarum Xkolonilerinin satelletik ve ¢ig damlasi
seklindeki goriiniimii

3.2. PCR ve ERIC-PCR Bulgular1

Solunum sistemi problemi olan tavuklardan alinan svaplardan direkt A.
paragallinarum teshisi i¢in yapilan PCR isleminde, 95 kiimesin 11 (% 11,6)’inde A.
paragallinarum igin spesifik olan 500 pb biiyiikliiglinde bantlar elde edildi ve bu
kiimesler pozitif olarak kabul edildi (Sekil 3.6.). PCR ile pozitif bulunan 11 kiimesin
tamaminin yumurtaci kiimeslere ait oldugu saptandi ve bu bulgu yetistirme ydniine
gore yapilan degerlendirme ile solunum sitemi problemi olan yumurtaci siiriilerin %
22,45’inde IK oldugunu gosterdi. PCR yontemiyle, saha suslarinin izole edildigi
Balikesir ve Corum Il’lerinin yani sira; Konya, Afyon ve Yozgat’tan gelen svap
orneklerinde de 23 adet pozitiflik saptanarak, bu illerde de hastaligin varhigi
belirlenmis oldu. Boylece yumurtaci tavuklarda PCR ile belirlenen toplam pozitif
svap Ornegi sayist 30 (% 12,24) adet olarak belirlendi (Cizelge 3.1.; 3.2.). Broyler ve
broyler damizlik kiimeslerden saglanan orneklerde PCR ile negatif sonug¢ alindi.
Bakteriyolojik yontemlerle A. paragallinarum izolasyonu yapilan ii¢ kiimese ait
ornekler PCR ile de pozitif sonu¢ verdi. Bu bulgularin, bakteriyolojik yontemlerle

elde edilen bulgular1 destekledigi belirlendi.
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M A B CDE F G H

Sekil 3.4. 4. paragallinarum Kume referans suslarinin PCR ile dogrulanmasi. M, Marker (3
kb DNA ladder); A, 2403 (Serovar A-2); B, HP60 (Serovar C-4); C, Modesto (Serovar C-2);
D, 221 (Serovar A-1); E, HP14 (Serovar A-4); F, E-3C (Serovar A-3); G, 2671 (Serovar B-
1); H, SA-3 (Serovar C-3);

Izole edilen saha suslarinin ve Kume Referans suslarmin dogrulanmasi igin
yapilan PCR’da, tim suslarin pozitif sonu¢ vermesi, hem direkt teshiste hem de
izolatlarin dogrulanmasinda PCR analizinin yararli oldugunu gosterdi (Sekil 3.4.;

3.5.).

Sekil 3.5. izole edilen 4. paragallinarum suslarinin PCR ile dogrulanmasi. M, Marker (3 kb
DNA ladder); A, Bandirma susu ; B, Corum 1(1. kiimes); C, Corum 2 (1. kiimes); D, Corum
3 (2. kiimes); E, Corum 4 (2. kiimes); F, Corum 5 (2. kiimes); G, Corum 6 (2. kiimes).

M-A B CDE F G

Sekil 3.6. PCR ile A. paragallinarum yoniinden pozitif oldugu saptanan svap orneklerinden
bazilar1 orijinleriyle belirtilmigtir. M, Marker (3 kb DNA ladder); A, Afyon (3. Kiimes); C,
Konya (1. kiimes); D, Konya (1. kiimes);E, Konya (1. kiimes); G, Konya (1. kiimes); I,
Bandirma (1. kiimes); J, Corum (3. kiimes); M, Marker (3 kb DNA ladder).
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Saha suslariin ve referans suslarin yapilan ERIC-PCR analizinde, farkli ERIC-
PCR paternlerinin varligr saptandi. Saha suslarinin izole edildigi kiimeslere gore,
kiimes i¢inde ERIC-PCR paternleri benzer bulunurken, kiimesler arasi paternlerin
farklt oldugu belirlendi (Sekil 3.7.). Bu bulgu, izolasyon yapilan kiimeslerdeki A.
paragallinarum suglarmin molekiiler olarak farkli oldugunu gosterdi. Molekiiler
olarak farkli bulunan bu suslarin bu tezde incelenen fenotipik 6zellikler bakimindan
ayni bulunmasi, 4. paragallinarum suslarinin  tiplendirilmesinde molekiiler

tekniklerin epidemiyolojik olarak yarar sagladigin1 gdsterdi.

M A BCDETFGHTIJIKM

Sekil 3.7. A. paragallinarum Kume referans suglart ve Bandirma — Corum izolatlarinin
ERIC-PCR profili. M, Marker (3 kb DNA ladder); A, HP-60 (Serovar C-4); B, 221 (Serovar
A-1); C, SA-3 (Serovar C-3); D, HP-14 (Serovar A-4); E, 2403 (Serovar A-2); F, Modesto
(Serovar C-2); G, E-3C (Serovar A-3); H, 2671 (Serovar B-1); I, Corum 1 (1. kiimes); J,
Corum 2 (1. kiimes); K, Bandirma (1. kiimes); M, Marker (3 kb DNA ladder).

3.3. Izolasyon ve PCR Bulgularimin Karsilastirmah Degerlendirilmesi

Solunum sistemi problemi olan kiimeslerden A. paragallinarum yoniinden yapilan
izolasyon caligmalar1 ile PCR sonuglar1 karsilastirmali olarak degerlendirildiginde;
PCR testinin kiiltiir islemine gore daha yiiksek oranda pozitif sonug verdigi belirlendi
(Cizelge 3.1. ve 3.2). izolasyon ¢alismalarinda diisiik diizeyde pozitiflik saptanmast,
bu teknigin her kosulda tek basina teshis yontemi olarak kullanilamayacagini ortaya
koydu. Altyapis1 uygun laboratuarlarda PCR tekniginin IK siipheli materyallerde
rutin teshis amaciyla kullanilmasimin hastaliklarin etiyolojisini belirlemede daha

uygun oldugu, ancak ileri diizeyde analizlerde ve molekiiler tiplendirme
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caligmalarinda izolasyon tekniginin kullanilmasinin yararli oldugunu ortaya kondu.
Ayrica bu c¢alismada izolasyon ve PCR ile pozitif sonu¢ bulunan kiimeslerin
yumurtaci siiriiler olmasi, bu hastaligin yumurtaci siiriiler i¢cin daha 6nemli oldugunu

gosterdi.

Cizelge 3.1. Kiiltiir ve/veya PCR Pozitif Orneklerin Dagilimi

Orijin izole edilen sus sayist PCRle belirlenen
pozitif 6rneklerin sayisi
Bandirma 1. kiimes 1 2

Corum 1 .kiimes 2 2
Corum 2 .kiimes 4 5
Corum 3. kiimes 0 2
Yozgat 4. kiimes 0 3
Yozgat 5. kiimes 0 4
Afyon 1. kiimes 0 1
Afyon 2. kiimes 0 2
Afyon 3. kiimes 0 4
Konya 1. kiimes 0 3
Konya 2. kiimes 0 2

TOPLAM 7 30

Cizelge 3.2. Kiiltiir ve PCR Sonuglarinin Karsilagtirilmasi
PCR pozitif PCR negatif

Ornek sayis1 | Kiimes sayis1 | Ornek sayis1 | Kiimes sayis1

Kiiltiir pozitif 7 3 0 0

Kiiltiir negatif 23 8 470 84
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4. TARTISMA

Tavuklarda solunum sistemi infeksiyonlari, olduk¢a yaygin goriilen ve Onemli
ekonomik kayiplara neden hastaliklardir. Bu nedenle tavuklarda solunum sistemi
hastaliklarinin kontroliiniin yapilmasi, bu kayiplar1 6nlemede temel olusturmaktadir.
Solunum sistemi hastaliklarinin etiyolojilerinin belirlenmesi ve hastaliklarin siddetini
etkileyen diger faktorlerin ortaya konmasi, koruma ve kontrol Onlemlerinin
diizenlenmesi i¢in gereklidir. Ulkemizde 6zellikle yumurta yonlii yetistirmelerde
Infeksiydz Koriza nin siklig1 ile epidemiyolojik bilgiler oldukga simirh diizeydedir ve
solunum sistemi hastaliklarinda Avibacterium paragallinarum’un rolii tam olarak
ortaya konamamustir. Bu ¢alismada, iK siipheli tavuklardan 4. paragallinarum’un
klasik yontemlerle izolasyonu, molekiiler teshisi ve molekiiler tiplendirilmesi

amaglanmistir.

Bu tez calismasinda incelenen 95 tavuk siiriisiiniin 3 adedinde A.
paragallinarum 1izole ve identifiye edildi. Etken izolasyonu gergeklestirilen ii¢
sliriiniin de iiretim donemindeki yumurtaci siiriiler oldugu belirlendi. Bu bulgu, ergin
tavuklarin IK’ya daha duyarli oldugunu bildiren Blackall ve ark. (1997) bulgularini
destekler niteliktedir.

Tavuklarda IK’nin ortaya konmasi i¢in yapilan izolasyon ve identifikasyon
calismalarinda, materyalin énemi farkli arastiricilarla ortaya konmustur (Ok, 1996;
Chen ve ark., 1998b; Blackall, 1999; Byarugaba, 2007b). Ok (1996), 303 yumurtaci
tavuktan aldig1 akciger, karaciger, dalak, kalp, trakeal svap ve infraorbital sinus svabi
orneklerini kiiltlirle incelemis ve hepsi infraorbital sinus svaplarindan olmak iizere 16
adet A. paragallinarum izolasyonu gerceklestirmistir. Tavuklarda IK siipheli
materyallerden A. paragallinarum izolasyonunun diisiik olmasinin yaygin antibiyotik
kullanimu ile iliskili olabilecegi ortaya konmustur (Chen ve ark., 1998b). Ilave olarak
uygun Ornek alinmamasi, materyallerin laboratuvara ulastirilmasinda yasanan

gecikmelerin de izolasyonu zorlastirdigi bildirilmistir (Byarugaba, 2007b). Bu tez
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calismasinda materyal olarak sadece infraorbital sinus svabi1 kullanilmistir. Pozitif
bulunan 3 kiimese ait alinan svab drneklerinden ayri1 ekimler sonrasinda 7 adet A.
paragallinarum 1izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu calismada diger organlardan
izolasyon c¢alismasi yapilmadigindan ve tedavi ile ilgili yeterince bilgi

almamadigindan diger ¢alismalarla herhangi bir karsilagtirma yapilmamustir.

Bu tez calismasinda yumurtaci, broyler ve broyler damizliklardan alinan
materyallerden sadece yumurtaci siirlilere ait materyallerden etken izolasyonu
yapilmistir. Ayrica PCR ¢alismasinda da sadece yumurtaci siiriilerde pozitiflik
saptanmustir. Bu bulgu, 4 .paragallinarum nedenli infeksiyonlarin 6ncelikli olarak
yumurtact siiriiler i¢in 6nemli oldugu, broiler ve broiler damizliklarda ise bu
calismada elde edilen sonuglara gore onemli olmadigi ortaya konmustur. Bu bulgu
infeksiyoz korizanin yumurtaci siiriiler i¢in 6nemini bildiren c¢aligmalarla uyumlu
bulunmustur (Blackall ve Yamamoto, 2006; Blackall, 1999; Soriano ve Terzolo;
2004b). Broyler ve broyler damizliklarla ilgili daha detayli calismalarin yapilmasi,
bu bakteriye bagli infeksiyonlarin ne siklikta bu yetistirme yonlerindeki tavuklarda

goriildiigiiniin belirlenmesi i¢cin 6nem arz etmektedir.

Bu ¢alismada, toplanan tiim materyallerden A. paragallinarum’un izolasyonu
amaciyla % 5 koyun kanli Blood Tryptose Agar ve % 7 lize at kan1 ve vancomycin
iceren Colombia Blood Agar eszamanli olarak kullanilmistir. Ug kiimese ait svap
orneklerinden TBA’da 5 adet izolasyon yapilirken CBA’da 7 adet 4. paragallinarum
izolasyonu yapilmistir. Bu bulgu, CBA’nin etken izolasyonunda daha kullanigh
oldugunu gostermis ve bu durum CBA’nin antibiyotik icermesi ile aciklanmistir.
Calismada elde edilen bu bulgu, Terzola ve ark. (1993)’nin bulgulariyla uyumlu

bulunmustur.

Bu calismada izole edilen A. paragallinarum’un X, V faktor ihtiyacini
belirlemek i¢in TM besiyeri ve Oxoid X, V ve XV faktor diskleri kullanilmistir. Tim
suslar, X faktor diski etrafinda iremezken; V faktor ve XV faktor diskleri etrafinda
tireme gozlendi. Bu bulgu, izole edilen tim A4. paragallinarum suslarinin iiremesi

icin sadece V faktore ihtiya¢ gosterdigini ortaya koydu ve konu ile ilgili olarak
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Blackall (1983), Blackall (1988a), Blackall ve ark. (1990¢), Reid ve Blackall (1984)
ve Sawata ve ark. (1979) bulgulariyla uyumlu bulundu.

Bu calismada izole edilen tiim suslarin incelenen biyokimyasal ozellikleri
benzer bulundu ve suslar arasinda bir farklilik saptanmadi. Farkliligin saptanmamasi,
izolatlarin az sayida olmasi ve ¢ogunun ayni kiimes orijinli olmasi ile agiklandi. Bu
bulgu, A. paragallinarum suslarmin biyokimyasal olarak c¢ok fazla varyasyon
gostermedigi bildiren arastiricilarin (Page, 1962; Blackall ve Reid, 1982; Chen ve
ark, 1993; Terzola ve ark, 1993; Blackall ve ark, 1994; Ok. U, 1996) bulgularini
destekler niteliktedir.

IK siipheli hayvanlardan A. paragallinarum teshisi igin son yillarda PCR
temelli teknikler gelistirilmistir. Bu teknikler hastalik etkeninin hizli ve dogru
tanisinda izolasyon ve identifikasyon c¢alismalarima gore bazi avantajlar
bulunmaktadir. Bu ¢alismada, izolasyon caligsmalari i¢in ekim islemini takiben ayni
infraorbital svap ornekleri PCR ile incelendi. PCR ile incelenen 95 kiimesten 11 (%
11,6)’1 pozitif bulundu. Kiimeslerden alinan svablarin ayr1 ayr1 incelenmesi sonunda
30 svab orneginde A. paragallinarum igin spesifik bandlar saptandi. Bu bulgu, PCR
testinin kiiltiir islemine gore pozitif vakalarin belirlenmesinde olduk¢a duyarli
oldugunu gosterdi. IK siipheli vakalarda etken izolasyonunu ile birlikte PCR
teknigini ile de A. paragallinarum’™un arastirllmasinin, kesin etiyolojinin ortaya
konmasi ic¢in gerekli oldugunu gosterdi. Kiltir ve PCR ile ilgili yapilan
caligmalarda; Chen ve ark. (1998a), inceledikleri 127 6rnekte kiiltiirle 21, PCR ile 29
adet pozitiflik saptamislardir. Benzer bir ¢alismada ise, Byarugaba ve ark. (2007b)
68 ornekten 5’inde A. paragallinarum izolasyonu gercgeklestirirken, PCR ile 11
ornekte A. paragallinarum igin spesifik bandlar1 saptamislardir. Her iki calismada da
PCR ile etkenin varli1 kiiltiir islemine gore daha yiiksek oranda saptanmistir. Bu
calismada elde edilen bulgular, Chen ve ark. (1998a) ve Byarugaba ve ark. (2007b)
tarafindan bildirilen bulgularla uyumludur. Ayrica bu ¢alismada Byarugaba ve ark.
(2007b)’1n bulgularina paralel sekilde PCR ile pozitifligi saptanan 6rneklerden dahi
etken izolasyonunun az oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada PCR ile pozitif oldugu

belirlenen 30 svap 6rneginin sadece 7 adedinden izolasyon yapilmistir.
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A. paragallinarum suslariin molekiiler tiplendirmelerinde farkli yontemler
kullanilmaktadir. Bu ¢alismalarla, izole edilen suslarin molekiiler benzerliklerini
belirlemek miimkiin olmakta ve molekiiler epidemiyolojik bilgiler saglanmaktadir.
ERIC PCR, molekiiler tiplendirme i¢in kullanilan yontemlerden biridir. Soriano ve
ark. (2004b) Kume referans suslarint da igeren 11 A. paragallinarum referans
susunun her birinin farkli ERIC PCR profili gosterdigini; farkli kaynaklardan
saglanan iki Modesto (C-2) susunun ise aynmi ERIC profiline sahip oldugunu
gostermislerdir. Ayni ¢aligma ile Meksika orjinli 29 A. paragallinarum izolatinin 17
farkli ERIC profili gosterdigi bildirilmistir. Bu ¢calismada ise, izole edilen 7 izolatin 3
farkl1 ERIC PCR paterni gosterdigi saptanmistir. Ayni kiimesten izole edilen suslarin
ERIC PCR paternlerinin ayn1 olmasi dikkat gekicidir. Izole edilen her kiimese ait
izolatlarin farkli ERIC PCR paterni gostermesi, diger arastiricilarin bulgularini

destekler niteliktedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Infeksiydz koriza siipheli materyallerden 4. paragallinarum’un izolasyonu,
identifikasyonu, molekiiler teshis ve tiplendirilmesi amaciyla yapilan bu tez

calismasinda asagidaki sonuglara varilmgtir.

e Incelenen yumurtaci kiimeslerin ii¢iinde A. paragallinarum izolasyonu
gerceklestirildi. Broyler ve broyler damizliklardan alinan 6rneklerden izolasyon
yapilamadi. Bu bulgu A. paragallinarum’un o6zellikle yumurtact siiriiler icin
problem olusturdugunu ortaya kondu.

o A. paragallinarum’un izolasyonunun yapilabilmesi i¢in antibiyotik iceren selektif
besiyerlerinin kullanmasinin, izolasyon oranin arttirdigi belirlendi.

e A. paragallinarum teshisi i¢in PCR teknigi Tirkiye’de ilk kez kullanildi. Bu
caligsmalar sonunda, incelenen 95 kiimesin 11’inde PCR ile pozitiflik belirlendi.
Bu bulgu, PCR tekniginin kiiltiir yontemine gore A. paragallinarum’un
teshisinde pozitif vakalarin belirlenmesinde daha gilivenilir oldugunu ortaya
koydu.

e Tiplendirme ¢aligmalarinda ERIC PCR teknigi kullanildi ve farkli kiimeslerden
izole edilen A. paragallinarum suslarinda farkli band paternleri saptandi. Bu
teknikle ilgili olarak, molekiiler tiplendirmede etkin kullanim icin daha fazla
susla calisilmast gerektigi diistintildii.

e Hem kiiltiir hem de PCR ile 4. paragallinarum pozitifliginin belirlenmesi ile bu
infeksiyonun kontroliinde o6zellikle asilarin dahil oldugu koruma ve kontrol

stratejilerinin uygulanmasi gerektigi sonucuna varildi.
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OZET

Tavuklardan izole Edilen Avibacterium paragallinarum Suslarinin Molekiiler
Teshisi ve Tiplendirilmesi

Bu calismada solunum sistemi problemi olan yumurtaci, broyler ve broyler damizlik
siriilerde 4. paragallinarum’un izolasyonu, identifikasyonu, molekiiler teshis ve
tiplendirilmesi amaglandi. Bu amagcla toplam 95 kiimesten toplam 500 adet tavugun
infraorbital sinuslarindan alinan svap Ornekleri kiiltiir ve PCR ile incelendi. Alinan svap
ornekleri izolasyon amaciyla 6zel besiyerlerine ekildi ve uygun kosullarda inkube edildi.
Inkubasyon sonrasinda siipheli koloniler makroskopik ve mikroskopik morfolojileri ile
biyokimyasal 6zellikleri incelenerek identifiye edildi. izole edilen saha suslarinin ve Kume
referans suglarinin PCR ile dogrulanmasindan sonra molekiiler tiplendirmeleri ERIC-PCR ile
gergeklestirildi.

Incelenen 95 kiimesin 3 (% 3,15)’iinden A. paragallinarum izole edildi. izolasyon
sadece yumurtaci kiimeslerden gerceklestirilirken, broiler damizlik ve broiler siiriilere ait
materyallerden izolasyon ve PCR ile etken tespiti yapilamadi. Direct-PCR ile yapilan
calismalarda 11 yumurtaci siirii/30 hayvanda A. paragallinarum pozitifligi belirlendi. ERIC-
PCR ile tiplendirilen Kume referans suslar1 ve A. paragallinarum izolatlarinin ERIC
paternleri arasinda farkliliklar saptandi. Aynmi kiimesten izole edilen A. paragallinarum
izolatlarmin ERIC paternlerinin ayni oldugu tespit edildi.

Sonug olarak, infeksiydz Koriza siipheli tavuklarda PCR ile izolasyona gore daha
yiiksek oranda pozitiflik saptanmasi, 4. paragallinarum infeksiyonlarmin rutin teshisinde
PCR tekniginin kullanilabilirligini ve yararliligini ortaya koydu. Ayrica izolasyon yapilan ve
PCR ile pozitif bulunan materyallerin yumurtaci siiriilere ait olmasi, A. paragallinarum
infeksiyonunun yumurtacilar i¢in daha énemli bir infeksiyon oldugunu gosterdi. Elde edilen
bulgular, A. paragallinarum infeksiyonuna baglh kayiplarin ortadan kaldirilmasinda
asilamalarinda yer aldigi koruma ve kontrol 6nlemlerinin eksiksiz yliriitiilmesi gerektigini
ortaya koydu.

Anahtar sozciikler: 4. paragallinarum, izolasyon, PCR, tavuk
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SUMMARY

Molecular Diagnosis and Typing of Avibacterium paragallinarum Strains
Isolated from Chickens

The aim of this study was isolation, identification, molecular diagnosis and typing of
Avibacterium paragallinarum from broiler, broiler breeder and layer flocks with
suspect of a respiratory disease. For this purpose, a total of 500 infraorbital sinus
swab samples from 95 farms were examined by both culture and PCR. The swab
samples were cultivated on special growth media for isolation and incubated in
suitable conditions. After incubation colonies showing typical macroscopic and
microscopic morphology were purified and subjected to confirmatory biochemical
testing for identification. After confirmed by PCR, Kume reference strains and field
isolates of A. paragallinarum were tested by ERIC-PCR for molecular
fingerprinting.

A. paragallinarum was isolated from 3 (3,15 %) layer flocks of 95 flocks
investigated. Therefore, A. paragallinarum isolation was accomplished only from
layer flocks. Neither culture nor direct PCR detected any positive chicken amongst
broiler breeder and broiler flocks. Direct PCR detected 30 chickens/11 layer flocks as
A. paragallinarum positive. Typing of Kume reference strains and A. paragallinarum
isolates by ERIC-PCR revealed different ERIC patterns. ERIC patterns of isolates
from same farm were found to be same.

In conclusion, higher positive rate obtained by PCR compared with culture from
chickens with suspect Infectious coryza, indicated the usefullness and applicability of
PCR technique in routine diagnosis of A. paragallinarum. The finding that PCR and
culture positive samples originated from only layer flocks showed the importance of
the infection to be much more in layer chickens. Obtained results showed that to
prevent from loses due to A. paragallinarum infections, control and prevention
measures containing vaccinations must be taken accurately.

Key words: A. paragallinarum, isolation, PCR, chicken
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