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OZET

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yetistirilerek kesime gonderilen 1 ay - 3 yas arasindaki 312 domuz’a ait tonsil
orneginde  Actinobacillus pleuropneumoniae spesifik DNA’s;, dsbE like geninden derive primerler
(5’GATAAACCTTTTCCGGAATT-3" ve 5-TACCACACCGTGTTTATCAA-3’) kullanilarak PCR ile arastirildi.
PCR sonucunda tonsil &rneklerinin hi¢ birinde 342 bp’lik bantlar goriilmedi. Orneklerin PCR negatif olarak
saptanmasi, domuz pleuropnémonisinin incelenen isletmelerde bulunmadigin ortaya koymasi yoniinden sevindiricidir.
Bu ve diger infeksiydz hastaliklar agisindan yeni ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Domuz, A. pleuropneumoniae, dsbE geni, PCR

ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE PRESENCE OF ACTINOBACILLUS PLEUROPNEUMONIAE BY PCR IN PIGS

A. pleuropneumoniae specific DNA in tonsil samples of 1 month to 3 years old pigs raised in different regions and
send to slaughterhouses was investigated by PCR using primers (5-’"GATAAACCTTTTCCGGAATT-3" and 5’-
TACCACACCGTGTTTATCAA-3") derived from dsbE like gen.

In neither tonsil sample, 342 bp bands were observed by PCR. Determining the samples as PCR negative is
promising that the infection is not present in the investigated farms and further studies should be performed for this
and other possible infectious diseases of pigs.
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Giris A. pleuropneumoniae gram  negatif,
hareketsiz, fakiiltatif anaerobik, kapsiillii,
sporsuz, Pasteurellacea familyasinda yer alan
pleomorfik bir kokobasildir (Holt ve ark.,

Actinobacillus pleuropneumoniae’nin
neden oldugu domuz pleuropnémonisi diinya
capinda biiyiik ekonomik kayiplara neden olan,

solunum gii¢liigii ve gen¢ domuzlarda biiylime
geriligi ile karakterize ve akut olgularda
Olimle sonuglanan bulasict bir infeksiydz
hastaliktir (Dubreui ve ark., 2000; Maclnnes
ve Rosendal, 1988).

1994; Rycroft ve Garside, 2000).

Domuz siiriilerinde A. pleuropneumoniae’
nin tanist i¢in kiiltlir ve serolojik testler
kullanilmakla birlikte PCR’ 1n oldukca spesifik
ve duyarli bir yontem oldugu bildirilmistir.
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(Gram ve ark., 1996; Moral ve ark., 1999;
Xiao ve ark., 2006).

Arastirmacilar domuzlardan A.
pleuropneumoniae nin izolasyonu amaciyla,
tonsil 6rneklerinden yapilan izolasyonun, nasal
svab Orneklerinden yapilan izolasyona gore
daha fazla oldugunu, bu nedenle tonsil
orneklerinin alinmasiin daha uygun olacagini
belirtmislerdir (Chiers ve ark., 2002b; Sdibe
ve ark., 1993).

Tonpitak ve ark. (2007), Tayland’da 18
ciftlikten toplam 100 hayvana ait tonsil biyopsi
ornegini incelediklerini, 6rneklerden 20 adet
Actinobacillus spp. izole edildigini ve yapilan
PCR da 10 6rnekte A. pleuropneumoniae, 10
ornekte ise A. porcitonsillarum saptadiklarini
bildirmislerdir.

Gram ve ark. (1996), Danimarka’da dokuz
farkli domuz ciftliginden ait toplam 101 tonsil
orneginden kiiltiirle %23 pozitiflik, PCR ile
%65 oraninda pozitiflik saptadiklarini rapor
etmislerdir.

Chevallier ve ark. (2000), Fransa’da
yaptiklar1 ¢alismada A. pleuropneumoniae
varligmi PCR ile aragtirmiglar ve farkli

yetistiricilik  bakimindan %6-22  oraninda
pozitiflik saptamislardir.

Cin’de yapilan bir ¢alismada ise PCR ile
100  saghkli  hayvanin  26’sinmm  A.
pleuropneumoniae pozitif oldugunu
bildirmislerdir (Xiao ve ark., 2006).

Brezilyada PCR ile yapilan bir ¢alismada,
hasta hayvanlarda %31, saglikli hayvanlarda
ise %14 oraninda A. pleuropneumoniae pozitif-
ligi rapor edilmistir (Da Costa ve ark., 2004).

Bu calismada daha Onceki bir c¢alisma
(Metiner ve Ak, 2007) kapsaminda domuz
pleuropnémonisi  yoniinden  bakteriyolojik
olarak incelenen ve bir Ornekte pozitiflik
saptanan domuzlara ait tonsil 6rneklerinde A.
pleuropneumoniae spesifik DNA’nin dshE-
like geninden derive primerler kullanarak, PCR
teknigi ile arastirilmasi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem
Ornekler
Kesime sevk edilen 1 ay - 3 yas arasindaki
312 hayvana ait tonsiller kullanild.
Hayvanlarin  sayisi, alindigr ¢iftlik, yasi,
cinsiyeti klinik ve kesim sonrasi makroskobik
bulgular Tablo 1’de verilmistir.

Tablo1l. Kesime getirilen hayvanlara ait tonsil 6rneklerinin kaynaklari, sayisi, yasi ve 6rnegin alindigi hayvanda kesim

oncesi ve kesim sonrasi saptanan bulgular

Table 1. Origin, number, age, sex, clinical and postmortem findings of the animals

Cinsiyet Alnan 6rnek Saptanan bulgular
Ciftlik Yas Q a3 Tonsil 6rnekleri Klinik Kesim sonrasi
(n) (n) (n) bulgular bulgular
Adana 1-3 yil 12 1 13 a d
Balikesir 1-12 ay 2 26 28 a d
. 1-12 ay 3 13 16
Edirne- Kesan 1-3 yil - 1 1 a d
Erzincan 1-3yil 15 4 19 a d
: 1-12 ay 12 22 34
Istanbul-1 13 yil 37 20 57 a d
. 1-12 ay 1 2 3
Istanbul-2 1-3 yil 19 5 24 a,b c
Istanbul-3 1-12 ay 4 13 17 a d
Izmir 1-12 ay 19 15 34 a d
Tekirdag-Corlul 1-12 ay 11 7 18 a d
Tekirdag-Corlu2 1-3 yil 2 3 5 a d
S 1-12 ay 3 27 30
Tekirdag Malkara 1-3 yil 7 6 13 a d
Toplam 147 165 312
a : bliytime geriligi, yeterli kiloya ulasamama b : topallik

¢ : akcigerlerde 6dem ve nekroz
a:decrease in weight gain, or weight loss
c:necrotic and haemorrhagic lung lesions

b : lameness

d : makroskobik bir lezyon saptanmadi

d : no macroscopic lesion
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DNA ekstraksiyonu ve PCR

DNA ekstraksiyonu QlAamp DNA Mini kit
(Qiagen, Cat. No0.51306) kullanilarak iiretici
tavsiyesine gore gerceklestirildi.

A. pleuropneumoniae Serotip 1, 10, 11, 12
NAD ilaveli PPLO agar’ a ekimleri yapilarak
elde edilen kiiltlirlerden aym yoOntemle
DNA’lan ekstrakte edilerek PCR islemlerinde
pozitif kontrol olarak kullanildi.

Spesifik  amplifikasyonun  saglanmasi
amaciyla dsbE geninden derive primerler
(5’ GATAAACCTTTTCCGGAATT-3" ve 5’-
TACCACACCGTGTTTATCAA-3’)
kullanild.

Amplifikasyon i¢in; PCR tiiplerine DNA
ekstraktindan Spl, her bir primerden 0,4 uM,
Tagq DNA polimeraz 2,5 U, 1XPCR tamponu
(TriS-HCI, KCI, (NH4)2$O4, 1,5 mM MgC|2,
Ph:7,8) ve her bir dNTP den 200 uM olacak
sekilde (Qiagen,Taq PCR Master Mix, kat. No
201 445) 50 pl lik karigimlar hazirlandi, tizeri
mineral yag’la kapatilip PCR cihazina
(Biometra, Uno-Thermoblock) yerlestirildi
(Chiers ve ark., 2001).

342 bp

Ornekler 95 °C de 5dk 6n denatiirasyona
tabi tutuldular. 95 °C de 45 sn denatiirasyon,
57 °C de iki dk hibridizasyon , 72 °C de bir dk
sentez (toplam 3 siklus) asamalarini takiben 95
°C de 20 sn denatiirasyon 57 °C de bir dk.
hibridizasyon 72 °C de bir dk sentez (toplam
30 siklus) asamalann ile gergeklestirildi.
Sikluslarin sonuna 72 °C de yedi dk son sentez
asamasi eklendi (Chiers ve ark., 2001).

Amplifikasyon sonrasinda elde edilen PCR
iiriinleri 100 bp lik DNA marker ile birlikte %
1,5 agaroz jelde (0,5xTBE tampon solusyonda)
elektroforetik seperasyona tabi tutuldular.

Bulgular

Daha onceki c¢alisma kapsaminda A.
pleuropneumoniae serotip 12 izole edilen
tonsil 6rnegi de dahil olmak iizere, incelenen
312 tonsil Orneginden gerceklestirilen PCR
sonucunda 342 bp lik bantlarin olusmadigi
saptandi. Tim Ornekler PCR negatif olarak
degerlendirildi.  Elektroforez ~ sonucu jel
gOrlintiisli figiir 1’de gosterilmistir.

Sekil 1. Elektroforez sonucu tonsil rneklerinin %1,5 lik agaroz jeldeki goriintiisii
Figure 1. Agarose gel (1.5 %) showing PCR products of positive control and negative tonsil samples

M: marker (100 bp); N: negatif kontrol; P: pozitif kontrol (A. pleuropneumoniae serotip 12); 1 - 9: incelenen tonsil 6rnekleri
M: marker(100 bp); N: negative control; P: positive control (A. pleuropneumoniae serotipl2); 1 - 9:  tonsil samples
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Tartiyma ve Sonu¢

Aragtiricilar  A.  pleuropneumoniae nin
izolasyonunda nasal svab ve tonsil 6érneklerinin
kullanildigini, tonsil ornekleri ile g¢aligmanin
izolasyon  sansint daha da  artirdigini
bildirmislerdir (Chevallier ve ark., 2000;
Chiers ve ark., 2002a; Sdibe ve ark., 1993).
PCR teknigi kullanilan bir ¢alismada da nasal
svab Orneklerine gore tonsil Orneklerinden
belirgin sekilde fazla pozitif sonu¢ saptandigi
rapor edilmistir (Chiers ve ark., 2001).

Chiers ve ark. (2001), A.
pleuropneumoniae’ nin tanisi i¢in farkli PCR
teknikleri kullandiklarini ve A.
pleuropneumoniae’ya spesifik dsbE- PCR
sonuclarmin = omlA-PCR  ve  Adiavet-PCR
sunuclarima gore daha duyarli ve spesifik
bulundugunu bildirmiglerdir.

Belirtildigi  lizere tonsilden pozitifilik
oraninin yiiksek olmasi nedeniyle bu ¢aligmada
da inceleme 6rnegi olarak tonsiller kullanilmis
ve spesifik dsbE geninden derive primerler
tercih edilmigtir.

Schaller ve ark. (2001), rutin 6rneklerden
kiiltiir ve serolojik taniyla A. pleuropneumoniae
olarak saptanan izolatlar1 apx IV toksin gen
primerleri kullanilarak PCR ile inceledikleri,
PCR sonucunda A. pleuropneumoniae spesifik
DNA’st  yoniinden  negatif  olduklarim
belirlediklerini, ancak izolatlarin 16S rRNA
dizi analizleri yapildiginda  bunlarin
tanimlanmamig A. pleuropneumoniae tiirlerine
ait olduklarini belirtmislerdir.

Gottschalk ve ark. (2003), izole ettikleri iki
A. pleuropneumoniae susunu biyokimyasal ve
antijenik olarak serotip 1 ve 9 olarak identifiye
ettiklerini bildirmisler ancak daha sonra bu
suslar ile gercgeklestirdikleri A
pleuropneumoniae spesifik PCR testi ile negatif
sonug elde ettiklerini bildirmislerdir.
Aragtiricilar yaptiklar1 16S rRNA dizi analizleri
sonucunda A. pleuropneumoniae’ya fenotipik
olarak benzer fakat filogenetik olarak farkli
olan bu suslarin Actinobacillus
porcitoncillarum  olarak  adlandirilmasini
Onermislerdir. Bu izolatlarin deneysel olarak
domuzlara inokulasyonundan sonra infeksiyon

olusturmadiklarim1 ve apatojen Actinobacillus
tiirleri olduklarini belirtmislerdir.

Da Costa ve ark. (2004), gergeklestirdikleri
bir c¢aligma kapsaminda domuzlardan izole
edilerek  A.  pleuropneumoniae  olarak
siniflandirilan 29 izolati Apx IVA geninin
varligt yoniinden PCR ile incelemis ve 16
izolatin PCR negatif olduklarin1 saptamislardir.
Arastiricilar bu izolatlar1 16S rDNA dizi analizi
sonuglarina gbére A. mindr (11 adet), A.
porcinus ( 3 adet) ve Pasteurella spp. (2 adet)
olarak  saptadiklarmi  rapor  etmislerdir.
Biyokimyasal testlerin A. pleuropnomoniae
izolatlarinin ¢ogunlugu icin karakterizasyonda
yeterli olmakla birlikte, PCR ve 16S rDNA dizi
analizlerinin dogru siniflandirmadaki Snemini
vurgulamiglardir.

Calismamizda tiim orneklerin PCR negatif

oldugu  saptanmuistir.  Onceki  ¢aligmada
(Metiner ve Ak, 2007), biyokimyasal ve
antijenik ozellikleri yoniinden A

pleuropneumoniae serotip 12 saptanan tonsil
orneginde de A. pleuropneumoniae spesifik
DNA’s1 saptanmamisgtir. Bu sonuc,
ekstraksiyon problemleri ya da oOrneklerdeki
olast PCR inhibitor faktorlerinin varligimi akla
getirmekle birlikte serotip 12 oldugu diisiiniilen
izolatin ekstraksiyon sonrasi yapilan Olgiimleri
kabul edilebilir sinirlarda oldugu i¢in bu
olasilik degerlendirilmemistir. Bakterinin 16S
rRNA geninin 1394 bp uzunlugundaki gen
bolgesinin dizi analizi sonucunda Haemophilus
parainfluenzae susuna %97, Terrahaemophillus
aramaticivorans susuna %97, Haemophilus
pittmaniae susuna %96, A. pleuropneumoniae

suslarina %95 - 96 oraninda benzerlik
gosterdigi belirlenmistir (yayinlanmamis veri).
Bundan  dolayi, yukaridaki  c¢alismalara

paralellik gosteren bir sonucun oldugu, izolatin
tir diizeyinde saptanan oranlarin yukarida
belirtilen tiirler i¢inde diisiik bir oranda oldugu
saptanmistir. Izolatin kullandigimiz primerlerle
saptayamadigimiz Pasteurellacae familyasina
ait tanimlanmamus (Actinobacillus spp.) bir tiir
olabilecegi, bu varsayimin baska ¢aligmalar ile
de desteklenmesi gerektigi diistiniildii.

Calismamizda kullanilan o6rnekler ¢iftlik
bazinda incelendiginde sadece Istanbul-2
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ciftliginde =~ canli  hayvanlarda  topallik,
postmortem  incelemeleri  sonucunda ise
akcigerlerde o6dem ve nekroz odaklarinin
oldugu goriildii. Diger ¢iftliklerde solunum yolu
infeksiyonlari isaret edecek herhangi bir
bulgu goriilmedi. Ornek aldigimiz ¢iftliklerin
hepsinde yeterli kiloya ulasamama sorunu
mevcuttu. Hayvanlarda goriilen semptomlarin
yetersiz  beslenme ve olumsuz bakim
kosullarina bagl olabilecegi diistiniildii.

inzana ve ark. (1988), infeksiyonun
bulasmasinda kalabalik nakil ve olumsuz hava
kosullarimin rol alabilecegini bildirmiglerdir.
Levonen (2001), ozellikle kronik veya gizli
infekte domuzlarin c¢iftliklere alinmasi, gizli
infekte domuzlarm burun buruna temas
esnasinda bulagsmanin direkt olabilecegi gibi
ayrica hava yolu ile de bulasmanin olabilecegini
bildirmistir.

A.  pleuropneumoniae’nin = PCR  ile
saptanamamasi, yurdumuzdaki domuz
yetistiriciliginin, kuiglik c¢apta az sayidaki
hayvanlarla yapildigi, (TUIK, 2010) ciftliklerin
birbirlerinden uzak mesafelerde olmalar,
ciftlikler arasi hayvan alig verisi ve hayvan
transportunun yok denecek kadar az olmasina
bagli olabilecegini diislindiirmektedir.

Aragtirmanin sonuglar1 domuz
pleuropndmonisinin  incelenen isletmelerde
bulunmadiginin ortaya koymasi yoniinden
sevindiricidir. Ulkemizde domuz
yetistiricili§inin artmasina paralel olarak bu
konuda ozellikle molekiiler diizeyde yeni
calismalarin yapilmasi gereklidir.
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