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OZET

Turkiye’'nin farkli bolgelerinde yetistirilerek kesime gonderilen 1 ay - 3 yag arasindaki 312 domuz’a ait tonsil
omeginde Actinobacillus  pleuropneumoniae  spesifik DNA’sy, dsbE like geninden derive primerler
(O’GATAAACCTTTTCCGGAATT-3" ve 5-TACCACACCGTGTTTATCAA-3") kullamlarak PCR ile arastinildi.
PCR sonucunda tonsil &rneklerinin hi¢ birinde 342 bp’lik bantlar gorilmedi. Orneklerin PCR negatif olarak
saptanmasi, domuz pleuropnémonisinin incelenen igletmelerde bulunmadigmn: ortaya koymasi yéniinden sevindiricidir.
Bu ve diger infeksiyoz hastaliklar agisindan yeni ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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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 dsbF 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, fakiltatifi anaerobik, kapsilli,
sporsuz, Pasteurcllacea familyasinda yer alan
pleomorfik bir kokobasildir (Holt ve ark.,
1994; Rycroft ve Garside, 2000).

Actinobacillus ipleuropneumoniae nin
neden oldugu domuz pleuropnémonisi diinya
capinda biiyitk ekonomik kayiplara neden olan,
solunum giicligii ve geng domuzlarda biuyiime

geriligi ile karakterize ve akut olgularda
olimle sonuglanan bulagici bir infeksiyoz
hastaliktir (Dubreui ve ark., 2000; Maclnnes
ve Rosendal, 1988).

Domuz sirillerinde A. 'pleuropneumoniae’
nin tanist i¢in kiltir 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).

Aragtirmacilar domuzlardan A.
pleuropneumoniae min  izolasyonu amaciyla,
tonsil 6rneklerinden yapilan izolasyonun, nasal
svab omeklerinden yapilan izolasyona gore
daha fazla oldugunu, bu nedenle tonsil
omeklerinin almmasmin daha uygun olacagini
belirtmiglerdir (Chiers ve ark., 2002b; Sdibe
ve ark., 1993).

Tonpitak ve ark. (2007), Tayland’da 18
ciftlikten toplam 100 hayvana ait tonsil biyopsi
omegini incelediklerini, émeklerden 20 adet
Actinobacillus spp. izole edildigini ve yapilan
PCR da 10 oémekte A. pleuropneumoniae, 10
omekte ise A. porcitonsillarum saptadiklarim
bildirmiglerdir.

Gram ve ark. (1996), Danimarka’da dokuz
farkli domuz ¢iftliginden ait toplam 101 tonsil
omeginden kiltirle %23 pozitiflik, PCR ile
%065 oraninda pozitiflik saptadiklarini rapor
etmislerdir.

Chevallier ve ark. (2000), Fransa'da
vaptiklart ¢alismada A. pleuropneumoniae
varligmi PCR ile aragtirmiglar ve farkh

yetigtiricilik  bakimindan  %6-22 oraninda
pozitiflik saptamiglardir.

Cin’de yapilan bir ¢alismada ise PCR ile
100 saghkli  hayvanin  26’smmn = 4.
pleuropneumoniae pozitif oldugunu
bildirmislerdir (Xiao ve ark., 2006).

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

Bu calismada daha onceki bir galisma
(Metiner ve Ak, 2007) kapsaminda domuz
pleuropnémonisi  yoniinden  bakteriyolojik
olarak incelenen ve bir 6mekte pozitiflik
saptanan domuzlara ait tonsil érneklerinde A.
pleuropneumoniae spesifik DNAnin dsbE-
like geninden derive primerler kullanarak, PCR
teknigi ile aragtirilmasi amaglandi.

Gerec ve Yéntem
Ornekler

Kesime sevk edilen 1 ay - 3 yag arasindaki
312 hayvana ait tonmsiller kullamldi.
Hayvanlarin sayisi, alindigr ¢iftlik, vasi,
cinsiyeti klinik ve kesim sonrasi makroskobik
bulgular Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Kesime getirilen hayvanlara ait tonsil 6émeklerinin kaynaklari, sayisi, yast ve émegin alindigi hayvanda kesim

oncesi ve kesim sonrast saptanan bulgular

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

Cinsiyet Alinan 6rnek Saptanan bulgular
Ciftlik Yas Q a Tonsil 6rnekleri Klinik Kesim sonrasi
(n) (n) (n) bulgular bulgular

Adana 1-3yil 12 1 13 a d
Balikesir 1-12 ay 2 26 28 a d

. 1-12 ay 3 13 16
Edirne- Kesan 13yl - 1 1 a d
Erzincan 1-3 yil 15 4 19 a d
. 1-12 ay 12 22 34
Istanbul-1 1-3 yil 37 20 57 a d
; 1-12 ay 1 2 3
Istanbul-2 13 yil 19 5 24 a,b c
Istanbul-3 1-12 ay 4 13 17 a d
[zmir 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

Q5 1-12 ay 3 27 30

Tekirdag Malkara e 7 6 13 a d
Toplam 147 165 312
a : biiytime geriligi, yeterli kiloya ulagamama 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



Domuzlarda Actinobacillus pleuropneumoniae Varhgmm PCR ile Arastirilmas 19

DNA ekstraksiyonu ve PCR

DNA ckstraksiyonu QIAamp DNA Mini kit
(Qiagen, Cat. No.51306) kullanilarak iretici
tavsiyesine gore gergeklestirildi.

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

Spesifik  amplifikasyonun  saglanmasi
amaciyla dshE geninden derive primerler
(5’GATAAACCTTTTCCGGAATT-3" ve 5°-
TACCACACCGTGTTTATCAA-37)
kullanild.

Amplifikasyon i¢in; PCR tiiplerine DNA
ckstraktindan Sul, her bir primerden 0,4 uM,
Taq DNA polimeraz 2,5 U, 1XPCR tamponu
(Tris-HCL, KCIL, (NH4).S0., 1,5 mM MgCl,,
Ph:7.8) ve her bir dNTP den 200 uM olacak
sekilde (Qiagen, Tag PCR Master Mix, kat. No
201 445) 50 wl lik karnigimlar hazirlandi, tizeri
mineral yag’la kapatiip 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) asamalarimi takiben 95
°C de 20 sn denatiirasyon 57 °C de bir dk.
hibridizasyon 72 °C de bir dk sentez (toplam
30 siklus) asamalan ile gergeklestirildi.
Sikluslarin sonuna 72 °C de yedi dk son sentez
asamasi eklendi (Chiers ve ark., 2001).

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

Bulgular

Daha onceki ¢alisma kapsaminda A.
pleuropneumoniae serotip 12 izole edilen
tonsil 6megi de dahil olmak iizere, incelenen
312 tonsil omeginden gergeklestirilen PCR
sonucunda 342 bp lik bantlarin olugmadigi
saptandi. Tim omekler PCR negatif olarak
degerlendirildi.  Elektroforez  sonucu jel
goruntiisii figiir I’de gosterilmigtir.

Sekil 1. Elektroforez sonucu tonsil 6rmeklerinin %1,5 lik agaroz jeldeki goriintlist
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 (4. pleuropneumoniae serotip 12); 1 - 9: incelenen tonsil 6rnekleri
M: marker(100 bp); N: negative control; P: positive control (4. pleuropneumoniae serotipl2); 1 - 9:  tonsil samples
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Tartisma ve Sonug

Arastinicillar 4. 'pleuropneumoniae min
izolasyonunda nasal svab ve tonsil érneklerinin
kullanildigini, tonsil &mekleri ile g¢aligmanin
izolasyon sansm1 daha da  artirdigim
bildirmiglerdir (Chevallier ve ark., 2000;
Chiers ve ark., 2002a; Sdibe ve ark., 1993).
PCR teknigi kullanilan bir ¢alismada da nasal
svab oOrneklerine gore tonsil Orneklerinden
belirgin sekilde fazla pozitif sonug saptandigi
rapor edilmistir (Chiers ve ark., 2001).

Chiers ve ark. (2001), A.
pleuropneumoniae’ nmin tanist igin farkli PCR
teknikleri kullandiklarini ve A.
pleuropneumoniae’ya  spesifik  dsbE- PCR
sonuclarmin  omlA-PCR  ve Adiavet-PCR
sunuclarina gore daha duvarli ve spesifik
bulundugunu bildirmiglerdir.

Belirtildigi  iizere tonmsilden pozitifilik
oraninin yiikksek olmast nedeniyle bu ¢alismada
da inceleme 6rnegi olarak tonsiller kullanilmig
ve spesifik dshE geninden derive primerler
tercih edilmistir.

Schaller ve ark. (2001), rutin 6rneklerden
kiiltir ve serolojik tamiyla A. pleuropneumoniae
olarak saptanan izolatlarn apx IV toksin gen
primerleri kullanilarak PCR ile inceledikleri,
PCR sonucunda A. pleuropneumoniae spesifik
DNA’st  vyoninden  negatif  olduklarnm
belirlediklerini, ancak izolatlarin 16S rRNA
dizi analizleri vapildiginda bunlarin
tanimlanmanug A. pleuropneumoniae tirlerine
ait olduklarini belirtmislerdir.

Gottschalk ve ark. (2003), izole ettikleri iki
A. pleuropneumoniae sugunu biyokimyasal ve
antyjenik olarak serotip 1 ve 9 olarak identifiye
ettiklerini  bildirmigler ancak daha sonra bu
suslar ile gergeklestirdikleri A.
pleuropneumoniae spesifik PCR testi ile negatif;
sonug elde ettiklerini  bildirmislerdir.
Aragtiricilar yaptiklan 16S rRNA dizi analizleri
sonucunda A. 'pleuropneumoniae’ya fenotipik
olarak benzer fakat filogenetik olarak farkli
olan bu suslarin Actinobacillus
porcitoncillarum olarak adlandirlmasini
onermiglerdir. Bu izolatlarmm deneysel olarak
domuzlara inokulasyonundan sonra infeksivon

olusturmadiklarim ve apatojen Actinobacillus
tirleri olduklarini belirtmiglerdir.

Da Costa ve ark. (2004), gergeklestirdikleri
bir ¢alisma kapsaminda domuzlardan izole
edilereck 4. pleuropneumoniae  olarak
smiflandinlan 29 izolatt Apx IVA geninin
varligt yoninden PCR ile incelemis ve 16
izolatin PCR negatifi olduklarimi saptamiglardir.
Aragtiricilar bu izolatlart 16S rDNA dizi analizi
sonuglarma goére 4. minor (11 adet), A.
porcinus ( 3 adet) ve Pasteurella spp. (2 adet)
olarak  saptadiklarrmi  rapor  etmislerdir.
Biyokimyasal testlerin A. pleuropnomoniae
izolatlarinin ¢ogunlugu igin karakterizasyonda
yeterli olmakla birlikte, PCR ve 16S rDNA dizi
analizlerinin dogru smiflandirmadaki Gnemini
vurgulamiglardir.

Calismamizda tim 6rneklerin PCR negatif

oldugu  saptanmustir.  Onceki  galismada
(Metiner ve Ak, 2007), biyokimyasal ve
antiyjenik ozellikleri yoniinden A.

pleuropneumoniae serotip 12 saptanan tonsil
omeginde de A. 'pleuropneumoniae spesifik
DNA’s1 saptanmamustir. Bu sonuc,
ckstraksiyon problemleri ya da o6rneklerdeki
olast PCR inhibit6r faktérlerinin varligini akla
getirmekle birlikte serotip 12 oldugu dusiiniilen
izolatin ekstraksiyvon sonrasi yapilan Slgiimleri
kabul edilebilir sinirlarda oldugu igin bu
olasilik degerlendirilmemigtir. Bakterinin 16S
rRNA geninin 1394 bp uzunlugundaki gen
bolgesinin dizi analizi sonucunda Haemophilus
parainfluenzae suguna %97, Terrahaemophillus
aramaticivorans susuna %97, Haemophilus
pittmaniae susuna %96, A. pleuropneumoniae

suslarma %95 - 96 oraninda benzerlik
gosterdigi belirlenmistir (yaymlanmamig veri).
Bundan  dolayi, yukaridaki  ¢aligmalara

paralellik gosteren bir sonucun oldugu, izolatin
tir dizeyinde saptanan oranlarin yukarnda
belirtilen tiirler iginde diisiikk bir oranda oldugu
saptanmustir. Izolatin kullandigimiz primerlerle
saptayamadigimiz Pasteurellacae familyasma
ait tamimlanmanug (Actinobacillus spp.) bir tir
olabilecegi, bu varsayimin bagka galigmalar ile
de desteklenmesi gerektigi diigtnildii.

Calismamizda kullanilan 6rnekler ¢iftlik
bazinda incelendiginde sadece Istanbul-2
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ciftliginde = canli  hayvanlarda  topallik,
postmortem  incelemeleri  sonucunda  ise
akcigerlerde 6dem ve nekroz odaklarinin
oldugu gorildi. Diger ciftliklerde solunum yolu
infeksiyonlarini  isaret edecek herhangi bir
bulgu goriilmedi. Omek aldigimiz ¢iftliklerin
hepsinde yeterli kilova ulagsamama sorunu
meveuttu. Hayvanlarda gorillen semptomlarin
yetersiz  beslenme ve  olumsuz  bakim
kosullarina bagli olabilecegi diistintldii.

Inzana ve ark. (1988), infcksiyonun
bulagmasinda kalabalik nakil ve olumsuz hava
kosullarinin rol alabilecegini bildirmiglerdir.
Levonen (2001), ozellikle kronik veya gizli
infekte domuzlarin ¢iftliklere alinmasi, gizli
infekte domuzlarn burun buruna temas
esnasinda bulagsmanin direkt olabilecegi gibi
ayrica hava yolu ile de bulagmanin olabilecegini
bildirmigtir.

A.  pleuropneumoniae’nin  PCR  ile
saptanamamasi, yurdumuzdaki domuz
yetistiriciliginin, kiigik ¢apta az sayidaki
hayvanlarla yapildig1, (TUIK, 2010) ¢iftliklerin
birbirlerinden uzak mesafelerde olmalan,
cgiftlikler arasi1 hayvan alig verisi ve hayvan
transportunun yok denecek kadar az olmasina
bagli olabilecegini diusiindiirmektedir.

Aragtirmanin sonuglari domuz
pleuropnémonisinin  incelenen  isletmelerde
bulunmadiginin ortaya koymast yoniinden
sevindiricidir. Ulkemizde domuz
vetigtiriciliginin  artmasina paralel olarak bu
konuda 6zellikle molekiiller diizeyde yeni
caligmalarin yapilmasi gereklidir.
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