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1. GIRIS

Mikoplazmozis genellikle pili¢, tavuk ve hindilerde solunum sisteminde yerlesen ve
agir ekonomik kayiplara yol agan bir hastaliktir. Hastalik solunum sisteminde kronik
bozukluklara neden oldugundan “kronik solunum yolu hastaligi” (Chronic Respiratory
Disease) CRD olarak ta tanimlanmaktadir (Charlton ve ark 1996). Kiimes hayvanlarinda
patojen etkiye sahip olan suslar gram negatif, hareketsiz, kapsiilsiiz ve diger mikoplazma
tiirleri gibi hiicre duvarlart bulunmayan, mikroskopik olarak kokoid ve pleomorfik bir
gorliniime sahip olan Mycoplasma gallisepticum (MG) , M. synoviae (MS), M. meleagridis
(MM) ve M. iowae (MI)’ dir (Kleven 2003).

Kanatlilarda mikoplazmozis etkeni olarak c¢ogunlukla M. gallisepticum ile
karsilasilir. M. gallisepticum genelde Escherichia coli, Pasteurella multocida ve
Haemophilus paragallinarum ile miks enfeksiyon olusturmasmin yani sira Infeksiyoz
bronchitis (IB) ve Newcastle hastaligi (ND) ile de beraber seyredebilmektedir. Dig
ortamlarda birka¢ glinden fazla yasama sanst olmayan M. gallisepticum tavuklarda
herhangi bir hastalik yapmadan bulunabilmektedir. Ancak enfeksiyonlarin birlikte
seyrettigi hallerde ya da kiimes sartlarinin kotiliigli, yem kalitesinin diisiikliigii, idari
yetersizlikler, ani hava degisimleri, IB veya ND asilamalari, kiimeslerde amonyak gaz
diizeylerinin asir1 yiikselmesi ve ayrica tozlu hava gibi stres olusturan hallerde agir ve

kronik enfeksiyonlar olusturabilmektedir (Charlton ve ark 1996).

Bulagsmanin hastalikli hayvanlarin solunumlari sirasinda hava yolu ile yem, su ve
yasam ortamlarinin kontaminasyonu sonucu olmaktadir. Enfeksiyon etkenleri, kuslar,
kontamine ayakkabilar, giyisiler ve kiimes ekipmanlar1 ile bulasabilir. Enfekte tavuklarin
yumurtalariyla civcivlere transovaryan yolla gecen hastalik, civcivler arasinda hizli bir
lateral yayilim gosterir (Charlton ve ark 1996). Enfeksyion, enfekte hayvanlarda antikor
belirlenemeyen ve 12- 21 giin arasinda seyreden birinci dénem ya da latent donem, enfekte
hayvanlarin  %5-10’unda hastaligin klinik olarak gozlendigi 1- 21 giin arasinda
seyredebilen 2. donem, siirliniin %90-95’inde antikor titrelerinin ytikseldigi 7- 32 giin
stiregelen 3. donem ve siirliniin tamaminda antikorlarin saptandigi 4. donem olmak {izere 4

ayr1 doneme ayrilmaktadir (McMartin 1987).

Kulugka siiresi 6- 21 giin arasinda degisen hastaligin ¢ikigini bir¢ok faktor
etkilemektedir (Kleven 2003).



Klinik bulgular genelde yavas olusur ve siddeti degismekle beraber haftalar hatta
aylar siirebilir. Oksiiriik, burun akintisi, burun ve gdzden gelen akint1 ve trakeal tikanma
bulgular ile yumurtlayan tavuklarda yem tiiketiminde ve yumurta randimaninda diisis,
broylerlerde yem tiikketimi ve yemden yararlanmada azalma, ¢evre faktorlerine bagh
yiiksek mortalite gozlenir. Trakeada, burun boslugunda, sintislerde ve bronslarda fark edilir
diizeyde kataral bir yangi, hava keselerinde kalinlagsma, hava kesesi yangisi, fibrindz
perihepatit ve yaygin perikardit goriilebilir. Bu bulgular patognomonik olmayip
Escherichia coli, Salmonella spp. ve diger tir spesifik bakterilere bagli septisemilerde ve

klamidiozisde de goriilebilir. Hindilerde ise infraorbital siniisler siser (Charlton ve ark 1996).

Mikoplazmoziste enfeksiyondan 7-10 giin gibi kisa bir siire sonra olusan etkene
0zgii antikorlar1 tespit etmek icin hizli, ucuz ve sensitiv olmasindan dolay1 en ¢ok tercih
edilen serolojik tarama testi lam agliitinasyon testidir (LAT). Lam agliitinasyon testi
genelde biliylime doneminde siiriiniin %10°nu temsil edecek 6rnek, yumurtlama déneminde
ise her siiriiden 30 adet serum ornegi alinarak MG, MS ve MM igin iiretilmis boyali
antijenlerle yapilir (Kleven 1998). Lam agliitinasyon testinin en biiyiik dezavantaj1 yanlig
pozitifliktir ve testin uygulandig siiriilerde gercek pozitiflik ya da negatifligi tespit etmek
icin hemagliitinasyon inhibisyon (HI) ve ELISA testleri kullanilir veya serumlarin 1:10
dilusyonu ile LAT tekrarlanir. Ticari ELISA test kitlerinin kalitesinin iyi olmasina ragmen

bazen yanlis pozitif sonuglar verebilecegi bildirilmistir (Kempf ve ark 1998).

Mikoplazmoziste kesin teshis igin kiiltiir “altin standart” tir. Orneklerde yeteri
kadar mikroorganizma olmama ihtimali, izolasyonun zaman almasindan dolayr oldukca
sensitiv ve spesifik PZR tesleri teshiste kullanilmaktadir (Nascimento 1991, Silveria 1996,
Wang 1997,Salisch ve ark 1998).

Mikoplazmozisten korunmada biyogiivenlik prosediirlerinin yan1 sira MG ve
MS’nin degisik suslarindan (MGF, MGts-11, MG6/85, MS89079/7NS) elde edilen asilarin
kullanilabildigi, fakat hastalik teshisinde konvansiyonel serolojik veya izolasyon
metodlarinin as1 susunu saha susundan ayirmada yetersiz kaldigi ve PZR ile ayriminin

yapilabilecegi bildirilmektedir (Nascimento 1993)

Tedavide enfekte siiriilerde siiriiyii stres kosullarindan uzak tutarak, bakim besleme
sartlarini iyilestirerek, kiimes i¢i toz ve amonyak seviyesini azaltarak, tylosin ve tetrasiklin

gibi antibiyotikler kullanilmaktadir (Charlton ve ark 1996).



Ulkemizde CRD enfeksiyonunun varlig1 serolojik testlerle ortaya konmus ve verim
kayiplarina sebep olan bir hastalik oldugu bildirilmistir (Ozkal 1956, Atilgan 1964, Atilgan ve
Yesilada 1967, Esendal 1991, Ulgen 1991). Giiler (1992) Veteriner Kontrol Arastirma
Enstitiilerinde tanis1 konan hastaliklar arasinda yaklasik %19’luk bir oranla CRD’nin ilk
sirada oldugunu bildirmis, 33 isletmede yaptig1 serolojik incelemelerde LAT testi ile 20

(%60)’sinin HI testi ile ise 6 (%18)’sinin pozitif sonug verdigini tespit etmistir.

Kanatlilarda mikoplazmoziste hem {iriin kaybindan hem de uygulanan tedavilerden
dolay1 ekonomik kayiplar olmakta, bu ekonomik kayiplarin en az diizeye indirmek i¢in
hastaligin kesin teshisinin yapilmasi gerekmektedir. Hastalik teshisinde gelistirilen kiiltiir
ve seroloji kesin teshiste yetersiz kalmakta ve ucuz, hassas ve kolay uygulanabilen bir test
ile desteklenmesi icin gelistirilen PZR testinin kullanilabilirligi yapilan bir¢ok arastirmada

(Nascimento 1991, Silveria 1996, Wang 1997,Salisch ve ark 1998) incelenmistir.

Bu caligmada, ticari yumurtaci kiimeslerde MG ve MS enfeksiyonlarinin rutin

teshisinde PZR’1n kullanilabilirligini arastirmak amac¢lanmaistir.
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2. LITERATUR BiLGI
2.1. Kanathlarda Solunum Sistemi
2.1.1. Kanathlarda solunum sisteminin anatomik ve fizyolojik yapisi

Kanatlilarin solunum sistemleri akcigerler, hava keseleri ile larinks, trakea ve
akciger dis1 bronglar1 kapsayan akciger dist kanallardan olugmaktadir. Bu sistem filtre
edilen, 1sitilan ve nemlendirilen havanin akcigerlere ulastirilmasi yani sira ses olusumunu

da saglamaktadir (Duncker 1974).

Akcigerler iginde tek pargadan olusan primer bronglar, ii¢ ana boliimden olusan
sekonder bronslar ve hava ile kan arasinda O, ve CO, degisiminin gerceklestigi ii¢linciil
(parabronglar) bronglardan olusmaktadir. Parabronglarda O, ve CO, degisiminin
gerceklestigi yiizeylerin %80°ni kapsayan kisim paleobronslar ve geri kalan ylizeyini
olusturan kisimlar neopulmonik parabronglar olarak isimlendirilmektedir. Cesitli sekonder
bronglardan koken alan ve primer bronslara dogru seyreden kanatlilarin hava keseleri
kraniyal ve kaudal olmak {izere iki ana kisimdan olusur ve ¢ogu kanath tiirlinde 9 adet
bulunur. Hava keselerinin kanla beslenmesi zayif oldugundan kana oksijen saglanmasinda

onemli degildirler (Fedde 1994).
2.1.2. Kanathlarda solunum sisteminin savunma mekanizmasi

Solunum sistemi bazal membranlar1 aerodinamik filtrasyon, mukosiliar transport,
akcigerlerde devreye giren tuzaklar ve fagositoz gibi bagisiklik sisteminin devreye
girmedigi sistemlerle korunur. Solunum sistemine alinan hava icindeki biiyiik partikiiller
(3.7-7 mikron) burun boslugunda ve trakeanin 6n tarafinda filtre edilerek tutulurken bu
filtrasyondan kurtulan 0.09—1.1 mikron capindaki bir¢ok virus, bakteri, mantar sporlart ve
toz zerrecikleri solunum sisteminin derinliklerine dogru yayilir ve hastaliklara neden
olurlar (Ficken 1994). Filtrasyondan kurtulan ve akcigerlere ulasan partikiiller mukosiliar
transportla akcigerlerin bazal membranlarina iletilir ve buradaki makrofajlar tarafindan
parcalanirlar. Bu parcalanmadan kurtulan partikiiller bazal membranlar1 gegerek bolge

hiicrelerine girer ya da kan ve lenf dolagimina ulasirlar (Stearns 1987).

Filtrasyondan kurtulan ve akcigerlere ulasan biiyiik partikiillerin yok edilmesinde
gorev alan mukosilialarin, siliostazis, silialarin kaybi ve oOliimii gibi nedenlerle
aktivitelerini kaybetmeleri halinde biiyiik partikiillerin akcigerlerdeki sayilarinin yiikseldigi
goriilmiis ve amonyak gazinin siliostazis’e ve silialarin kaybina ve respiratorik viruslarin

(6rn. Newcastle viriisii, Yucapia viriis, Influenza viriisii ve Adenoviriis) silialarin kaybina ve fazla
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miktarda tozun solunmasin da mukus sekresyonunun artisiyla yabanci pargaciklarin

solunum sistemindeki membranlara yapismasina yol astig1 bildirilmistir (Green 1977)

Savunmada yer alan diger bir unsur ise fagozitoz ile baslayan, fagositik hiicrenin
Olimii ve hiicrenin mukosiliar transport ile ortamdan uzaklastirilmasi ve komplement
fikzasyon araciligiyla lizisi ile sonuglanan bakteriyel temizlik olarak adalandirilan
bakterilerin solunum sisteminden uzaklastirilmasidir. Trakeada mukosiliar transport ile
fiziksel uzaklastirma en Onemli savunma mekanizmast iken, akcigerlerde bakteriyel
temizlik o6zellikle siliali epitelin bulunmadig: alanlarda daha 6nemli yer tutar. Bakteriyel
temizlik mekanizmasinda gorev alan ylizeysel koruyucu maddelerin, esansiyel yag
asitlerinden yetersiz beslenen kanatlilarda azalmasi sonucu mikrobik olmayan solunum

yolu hastalig1 gelisebilir (Ficken 1994).

Solunum havasi ile alinan tozlarin makrofajlarda fazla depolandiklari zaman
makrofajlarin mikroorganizmalar fagosite etme sanslar1 azalir. Newcastle (ND) virusu ve
amonyak gaz1 fagositik aktivitede azalmaya yol acarken, Avian Influenza (AI) virusu

tamamiyla durdurur (Stearns 1987).

Normal sartlar altinda hiicreler bakteriyel kolonizasyona kars1 daha dayanikli iken
viral bir etkenle enfekte hiicreler kolonizasyona karsi daha duyarli hale gelirler.
Kolonizasyon yetenegine sahip bir bakteri ise o bolgeye kolonize olduktan sonra bazal

membrani gecerek dolasima ulasir ve bakteriemiye sebep olur (Ackermann ve ark 1991).
2.1.3. Kanathlarda solunum sisteminde bagisiklik ve bagisikligin baskilanmasi

Kanatli hayvanlarin gelisimi sirasinda bursa Fabricius’tan koken alan B hiicreleri ve
timustan koken alan T hiicreleri olgunlastiktan sonra primer organlardan dalak,
gastrointestinal sistem, solunum sistemi ve iirogenital sistemden olusan sekonder lenfoid
organlara goc ederler. Bir enfeksiyon varliginda eger lokal bagisiklik yeterli olmazsa

sekonder organlar araciligiyla sistemik bir immiin yanit baglar (Sharma 1994).

Patojen etkenlerin solunum sistemine ulagmasi halinde bolgede bulunan lenfoid
dokulardan lokal antikor sentezi ve salinimi baslar. Ust solunum yolunun sekonder lenfoid
organi olan Harder bezi lokal spesifik antikor iiretimi yapabilmesine karsin (Davelaar

1982), MG’ye kars1 antikor olugturmadigi ileri siiriilmiistiir (Karaca ve ark 1989).

Solunum sisteminin sekonder lenfoid organlarinda sentezlenen antikorlar tiikiiriik,
gbzyasi, burun akintisi, trakea ve akciger lavaji ile elde edilen sivilarda saptanmistir.

Genelde solunum sisteminde varlig1 belirlenen antikorlar IgG ve IgM’ler olmasina karsin
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mukozal bagisikliktan sorumlu IgA’larin iretildigi belirlenmis ve kanda goriilen antikor

tiplerinin solunum sistemiyle uyumlu oldugu gézlenmistir (Sharma 1994).
2.2. Mikoplazma etkenlerinin genel ozellikleri

Sadece bir plazma membrani ile c¢evrelenmis hiicre duvart olmayan kiiciik
prokaryotik hiicreler olan mikoplazmalar kizarmis yumurtaya benzeyen bir koloni
morfolojisine sahiptirler ve hiicre duvari sentezini engelleyen antibiyotiklere direnglidirler
(Kleven 2003). Mycoplasmataceae familyasinin genel ozelliklerini tasiyan bu etkenler
hareketsiz, sporsuz ve kapsiilsiizdiirler. Gram negatif olmalarina ragmen anilin boyalar ile
giic boyanirlar. Giemsa, Macchiavello ve Castaneda gibi boyama yontemleri ile
boyanabilen bu mikroorganizmalar hiicre duvar1 olmadigindan pleomorfik 6zellige
sahiptirler ve diger bakterilerden farkli olarak peptidoglikan polimerinden yoksundurlar.
Bunun yerine “unit membran” diye adlandirilan lipidlerden (fosfolipidier, glikolipidler,
lipoglikanlar, steroller), karbonhidratlardan ve proteinlerden olusan bir katmanla
cevrilmislerdir. Unit membrandaki karbonhidratlar, komplementi fikse etmede ve
notralizan antikorlarin saptanmasinda rol oynarken, proteinler, metabolik inhibisyon ve
presepitasyonda rol alan antikorlarin sentezini uyarirlar. M. gallisepticum’da bu katmanin
tizerinde plazma membranindan orijin alan yarim ay seklinde kabarciklar bulunur. Bu
cikintilar epitel hiicrelerine ve eritrositlerdeki glikoforin reseptorleri yardimiyla da
eritrositlere tutunmasini sagladiklarindan hemagliitinasyon ozelligine sahiptir (izgiir 1997).
Genelde konakg¢iya 6zgii olan mikoplazmalarin bazilar1 sadece bir tiir hayvanda hastalik
olusturabilirken bir kismida farkli hayvan tiirlerinde hastalik yapabilirler. Mikoplazmalar
insanlarda, hayvanlarda ve boceklerde bulunabilirler. Genelde mukoza yiizeyinde bulunan
mikoplazmalarin bir¢ogu invaziv degilken, M. gallisepticum gibi bazi tiirler hiicrelere

penetre olabilmektedir (Kleven 2003).
2.2.1. Karakterizasyon

Kanatlilardan izole edilen mikoplazma tiirlerinin ¢ogu %10-15 at serumu eklenmis
yiiksek protein iceren besi yerlerine gereksinim duyarlarken, maya yan {riinlerinin ilavesi
tiremelerini hizlandirir. Besi yerlerine nikotinamid adenin diniikleotide (NAD) ilavesi M.
synoviae liremesi i¢in zorunludur. Mikoplazmalar genelde yavas iireyen, 37-38°C’lik 1s1ya
gereksinim duyan, besi yerine katildiklarinda diger mikroorganizmalarin {iremesini
durduran talyum asetat ve penisiline kars1 daha direncgli bakterilerdir. Kati besi yerlerinde

patojen olmayan suslardan M. gallinarum ve M. gallinaceum 1. giinde iirerlerken, patojen
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suslar 37°C’de 3-10 giin arasinda, kii¢tik (0,1-1,0 mm capinda), yuvarlak, kosesiz ve orta
kisimlarinda yogunlagsma gosteren koloni morfolojisi ile ¢ogalabilirler. Glikozu son iiriin
olarak asite fermente eden ya da edemeyen olmak iizere iki gruba ayrilan mikoplazmalar
genelde fosfotaz ve arjinin dekarboksilaz aktivitelerine sahiptirler ve bir¢ok tiir enerji
kaynag1 olarak glikozun fermentasyonu yerine bir aminoasit olan arjinini kullanirken,
M.iowae ve birka¢ tir hem glikozu fermente edebilir hem de arjininin hidrolizini
gerceklestirebilirler. M. gallisepticum, M. synoviae ve M. meleagridis’in tavuk ve hindi
eritorositlerini hemagliitine edebildiklerinden, hemagliitinin antijenleri bu tiirlerin serolojik
tanisinda kullanilmaktadir. Floresan antikor teknigi (FAT) mikoplazma izolatlarinin
tanisinda kullanilan en yaygin yontem olmasina karsimn, iireme inhibisyon ve
immiinodifiizyon gibi testlerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Kleven 2003). Ancak son
yillarda bu yontemlere PZR da katilmistir (Lauerman ve ark 1993).

2.2.2. Smiflandirma

Mikoplazmalar; 100’den fazla tiirii olan, 600 — 1350 kb genome sahip, lireme i¢in
kolesterole ihtiya¢ duyan bir kismi insan ve hayvanlarda hastalik olusturabilen ve 37°C’de
optimum iireme gosteren, Mycoplasmataceae familyasina bagli Genus 1 de yer alan
mikroorganizmalardir. Ayn1 familyanin Genus II’sinde Ureaplazmalar yer alirken, Genus
III te ise iiremeleri i¢in besi yerlerinde kolesterol gereksinimi duymayan Acholeplasma’ lar
bulunur (Kleven 2003). Tablo 2.1 de mikoplazma tiirleri ve 6zellikleri sunulmustur (Kleven

1998).

2.3. M. gallisepticum’un Ozellikleri
2.3.1. M. gallisepticum’un etiyolojisi

Zayif gram negatif Ozellikte olan ve anilin boyalar1 ile giic boyanan MG 151k
mikroskopunda kokoid bir yap1 gosterir ve yaklasik 0,25- 0,5 mikron biiyiikliiglindedirler.
Mikoplazma tiirlerini diger bakteri tiirlerinden ayirt eden en 6nemli 6zelliklerinden biri
tiremesi i¢in besi yerine katilmasi gereken kolesterole duydugu gereksinimdir (Arda 1982,

Tully 1983).

M. gallisepticum, glikoz ve maltozu gaz olusturmadan fermente edebilirken, laktoz,
ksiloz, arabinoz, sorbitolu fermente edemez. Fozfataz aktivitesi negatiftir ve arjinini
hidrolize edemez. 2,3,5 triphenyl tetrazolium’n ve neotetrazolium’u indirgedigi
bildirilmistir (Razin 1984). Ulgen (1991) M. gallisepticum’u diger mikoplazmalardan

ayirict teshisini yapabilmek icin 6zellikle glikoz fermentasyon, tetrazolium reduksiyon,
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arjinin hidrolizi ve film-spot olusumu testlerinin uygulanmasi gerektigini bildirmistir.
Branton ve ark (1997b) binde altmis ii¢ oraninda amonyum kloridli su tiiketen tavuklarin
sinus bosluklarindan MG izolasyonunun ¢ok zor oldugunu, izolasyon yapabilmek ig¢in

ornek sayisini iki katina ¢ikarilmasini ve 6rneklerin trakeadan alinmasini 6nermislerdir.

M. gallisepticum, MM ve MI gibi patojenik kanatli mikoplazma etkenlerinin ylizey
proteinlerinin ve hemagliitininlerinin antijenik yapida ve dolayisiyla immiin yanitta

farklilik olusturabilecegi bildirilmistir (Bencina 2002).

Tavuk ve hindilerde, MG izolatlar1 arasinda saha suslarina gére daha zor izole
edilen patojenitesi, bulasabilme giicli ve immunijenitesi daha diisiik olan varyant ve klasik

suslarin varlig: bildirilmistir (Razin ve ark 1998).
2.3.2. M. gallisepticum’un Patobiyoloji ve Epizootiyolojisi
2.3.2.1. insidensi ve yayilim

Tiim diinyada ticari tavukc¢ulugun yapildigi bdlgelerde yetistiricilerin karsisina
cikan ekonomik ©nemi olan MG enfeksiyonlarinda (Kleven 1996), Amerika Birlesik
Devletlerinde son 40 yilda uygulanan Ulusal Tavukguluk Gelistirme Programi (UTGP)
sayesinde ticari siiriilerde gozle goriiliir bir azalma tespit edilmistir. Fakat halen ticari et
tipi isletmelerde ve farkli yas grubu bulunan yumurtaci igletmelerde hastaligin endemik
olarak seyrettigi ve bunun da en O6nemli sebeplerinden birinin arka bahge tavukculugu
olarak tanmimlanan kiiciik aile isletmelerinin yaptig1 kontrolsliz tavukguluk oldugu

bildirilmistir (AAAP/AVMA, 2001).

Ulkemizde CRD enfeksiyonun varligi ilk kez Ozkal tarafindan 1956 yilinda
bildirilmistir (Atilgan 1964). Atilgan ve ark (1967), inceledikleri 415 tavuk serumunun
130’unda (%31.3) pozitiflik saptamiglardir. Esendal (1991) Ankara ¢evresinde incelenen
900 tavuk serumunun LAT ile 182 (%20.22), HI testi ile 128 (%14.22), agar jel
presipitasyon (AGP) testi ile 51 (%5.67), ELISA testi ile de 543 (%60.35) pozitif sonug
verdigini bildirmistir. Bursa ve cevresinde incelenen 137 tavuga ait Orneklerden 15
(%11)’inde M. gallisepticum izole edilmis, incelenen 499 kan serumundan, lam
aglutinasyon testi ile 242 (%49)’si, hemaglutinasyon inhibisyon testi ile 263 (%53)’linde
pozitiflik saptanmistir (Ulgen 1991).
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2.3.2.2 Bulasma

Kanatlilarda mikoplazma direk temas, enfekte materyal, damlacik, toz, kontamine
ekipman, yem, su, kuslar, rodent ve giibreler ile horizontal, damizlik anaclarin
yumurtalarindan civcivlere transovaryan bulagsmakta ve siirli iginde ¢ok hizli bir yayilim

gostermektedir (Marois ve ark 2002).

Tablo 2.1. Kanath Mikoplazma Tiirlerinin Ozellikleri (Kleven 1998)

Tiir Konakgl Glikoz fermentasyonu Argjinin hidrolizi
A. laidlawiia Cesitli + -
M. anatis Ordek + -
M. anseris Kaz - +
M. buteonis Sahin + -
M. cloacale Hindi, Kaz - +
M. columbinasale Giivercin - +
M. columbinum Giivercin - +
M. columborale Giivercin + -
M. corogypsi Siyah akbaba + -
M. falconis Sahin - +
M. gallinarum Tavuk - +
M. gallinaceum Tavuk + -
M. gallisepticum Tavuk, hindi, dig. + -
M. gallopavonis Hindi + -
M. glycophilum Tavuk + -
M. gypis Akbaba - +
M. imitans Ordek, kaz, papagan + -
M. iners Tavuk - +
M. iowae Hindi + +
M. lipofaciens Tavuk + +
M. meleagridis Hindi - +
M. pullorum Tavuk + -
M. sturni Avrupa s181rcigi + -
M. synoviae Tavuk, hindi + -

U. galloraleb

Tavuk

Stirinlin  tamammin MG ile pozitif hale gelmesi hastalik belirtilerinin

goriinmesinden bir ya da iki hafta sonra olur. M. gallisepticum enfeksiyonunun klinik
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bulgular1 ve siiresi degigsmekle beraber soguk aylarda hastalik daha uzun stirmekte ve geng
tavuklar daha fazla etkilenmektedir (Bokhari 2007). Branton ve ark (1999) tiily doékiimii

yapilmig tavuklarin MG enfeksiyonuna daha duyarli olduklarini bildirmislerdir.
2.3.2.3. Inkiibasyon periyodu

Deneysel enfeksiyonlarda hastaligin kulucka siiresi 6-21 giin arasinda tespit
edilmesine karsin, saha kosullarinda MG’un inkubasyon siiresinin degiskenlik gosterdigi

ve deneysel enfeksiyonlara gore daha uzun oldugu bildirilmistir (Bokhari 2007).
2.3.2.4. Klinik bulgular

Branton ve ark (1997b) MG ile dogal enfeksiyonda en karakteristik bulgularin

trakeal tikanma, burun akintis1 ve oksiiriik oldugunu bildirmislerdir.

M. gallisepticum enfeksiyonlarinda ilk bulgu olarak gozlenen burun akintisini,
gozlerin kopikli akintisi takip eder, broylerlerde canli agirlik kayb1 ve yem tiiketiminde
azalma, yumurtac1 tavuklarda yem tiiketiminde azalma ve yumurta veriminde diisis,
hindilerde infraorbital siniislerin, burun boslugunun, trakeanin ve bronslarin sismesi, hava
keselerinde kalinlasma, opasite artis1 ve peynirimsi bir eksudat gozlenebilen diger

bulgulardir (Bokhari 2007).

Hussni ve ark (1987) yetistirme doneminde MG’ye bagli yumurta {iretim kaybinin
%20 oldugunu bildirmislerdir.

2.3.2.5. Morbidite ve mortalite

Saha enfeksiyonlarda; morbidite ve mortalite, ¢evresel ve iklim sartlarina ve
sekonder enfeksiyonlarin tipine bagli olmakla beraber hafif ve az 6liimden, siddetli ve
yiiksek Oliim oranlarina kadar degisebilir. Broylerlerde ve hindilerde c¢evresel sartlar ve
idare kosullar1 1yi degil, stres ve sekonder enfeksiyonlar devreye girmisse 6liim oranlari
yiiksek olur. Yumurtaci tavuklarda 6liim oranlar diisiik olmasina ragmen birgok hayvanin

gii¢siiz oldugu saptanabilir (Bokhari 2007).

M. gallisepticum enfeksiyonunun bir tavuk siirlisiinde genelde tiim tavuklari
etkilemesine ragmen siiresinin ve siddetinin degiskenlik gosterdigi, ND, IB, APV ve E.coli
ile miks enfeksiyonlarda hastalik tablosunun ¢ok daha agir olustugu ve mortalite
oranlarinin yumurtlayan tavuklarda 6nemsenmeyecek kadar az iken broylerlerde %0-30

arasinda degistigi bildirilmistir (Mohammed 1987).
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2.3.2.6. Patoloji

Branton ve ark (1997a) M. gallisepticum’un F susu ile enfekte edilen tavuklarin
dalak, karaciger, bobrek ve kemik iliginin histopatolojik incelemelerinde tiim enfekte
tavuklarin dalak ve kemik iliklerinde lenfosit infiltrasyonlarina rastladiklarin

bildirmislerdir.

M. gallisepticum ile deneysel enfekte edilen tavuklarda yapilan histokimyasal
incelemelerde trakeada genellikle viral hastaliklarda ortaya ¢ikan CD8+ T hiicreleri tespit
edilmis ve bu hiicrelerin enfeksiyonun erken sathalarinda ortaya c¢iktigi, M. gallisepticum’
un patogenezinde ve hatta mukozada folikiiler lezyonlarin olusumunda rolii oldugu ileri

stiriilmiistiir (Gaunson 2000).
2.3.2.7. Enfeksiyonun patogenezi

Kleven (2003) M. gallisepticum’un duyarh konkaciya ilk olarak iist solunum yolu
ve konjunktivadan girdigini ve solunum sistemindeki mukozal membranlara ylizey
proteinleri ve polipeptidleri ile yapisarak enfeksiyonun ilk asamasini baslattigin
bildirilmistir.

M. gallisepticum’un fagositik 6zelligi olmayan hiicrelerin i¢ine girebilmesi ile
konak¢1 direncinde ve antibiyotiklerin etkisinden korunarak kronik enfeksiyonlara ve
iclerine girdikleri hiicreler ile mukozal bariyerleri gecerek sistemik enfeksiyonlara sebep

oldugu bildirilmistir (Winner 2000).
2.3.2.8. Bagisikhik

Mikoplazma enfeksiyonlarinda bagisiklik ilk olarak komplement aktivasyonu ile
baslar ve makrofajlarin etkeni yok etmesi ve etkene spesifik antikorlarin sentezi ile son
bulur (Gaunson ve ark 2000). Solunum sistemindeki mukozal membranlara yapisan
proteinler ve polipeptidlere karsi gelisen antikorlar tavuklarin enfeksiyona karsi
gelistirdikleri direncin ana faktorlerindendir (Ellakany ve ark 1998). Solunum sisteminden
sentezlenen ve salinan antikorlarin MG’a direng gelisiminde onemli rol oynadigi ve ayni
zamanda bu antikorlarin MG’nin trakeal epitellere yapigsmasin1 dnleyerek antikora bagiml

selliiler bagisiklikta aracili onemli bir gérev yaptig1 bildirilmistir (Kleven 2003).

M. gallisepticum enfeksiyonlarinda hem hiicresel hem de humoral bagisikligin

onemli oldugu bursektomi ve timektomi ¢aligmalari ile gdsterilmistir (Gaunson ve ark 2000)
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2.3.3. M. gallisepticum Teshisi
2.3.3.1. Etkenin izolasyon ve identifikasyonu

Mikoplazmalarin saha materyallerinden izolasyonun gii¢ oldugu ve izolasyon ig¢in
alinacak Orneklerin enfeksiyonun erken donemlerinde mikroorganizmanin miktar
azalmadan, konak¢t dokusu tarafindan elimine edilmeden ve mikroorganizma
ekstraselliiler ortamdan intraselliiler ortama ge¢meden alinmasinin izolasyon sansini
arttiracagl, dokularda bulunan ilaglarin, antiserumlarin, 6liimden sonra salgilanan kimi
maddelerinin, ekim amaciyla alinan doku ve eksudatin miktarinin, se¢iminin, alinig
seklinin (sivap, inokulum, homojenat, kazima ve yikama gibi) ve transferinin, kullanilan
vasatin seklinin (kati, yar1 kati, sivi), igeriginin MG izolasyonunu etkileyen faktorler
oldugu bildirilmistir (Kleven 1998, Kleven 2003).

Izolasyon igin; organ veya dokulardan alinan sivaplar, eksudatlar veya seyreltilmis
organ homejanatlar1 kullanilabilir. Kiiltiirler ayn1 zamanda infraorbital sinuslardan eklem
bosluklarindan, yumurta veya embriyolardan da yapilabilmektedir. Klinik bulgularin ve
lezyonlarin varhign ornek segimini etkilemektedir. Izolasyon igin broth ve agar
kullanilabilmekte fakat identifikasyondan once agar tizerinde mikoplazma kolonilerini elde
etmek gerektigi bildirilmistir (OIE Manuals 2006). Besi yerinde iireme ydniinden
mikoplazma tiirlerini diger bakteri tiirlerinden ayirt eden en 6nemli unsur iireme igin
kolesterole ihtiya¢ duymalaridir. Tiim vasatlar temel olarak %10-15 at serumu veya serum
fraksiyonlar1 ile zenginlestirilmis bir protein inflizyon vasatina maya faktorleri, glikoz,

arginin, ve bakteriyel inhibitorlerin katilmasiyla hazirlanir (Giiler 1992, Tully 1983).

Hazirlanan sivi besi yerine konan Ornekler 37°C de %10 CO*li ortamda
inkiibasyona birakilir ve tireme indikatorii olarak vasata ilave edilen fenol red ile renk
degisimi yoniinden izlenir. Glikozu kullanan mikoplazmalar i¢in sar1 ya da portakal sarisi,
arjinini kullananlar i¢in ise pembe renk olusur. M. gallisepticum glikozu asit olusturarak
fermente eder ve sar1 veya portakal sarisi renk olusturur. Ureme tespit edilen tiiplerden
alinan bir damla s1v1, kat1 besi yerine damlatilarak bir cam baget ile besi yerinin yiizeyine
yayilir. Koloni gelisimi giinliikk oalrak izlenir ve genelde 3 giin i¢inde lireme gozlenir.
Yetmis iki saat sonra lireme goriilmeyen sivi ve kati besi yerlerinden tireme olana kadar 3
kez kor pasajlar yapilir, 3. pasajda da iireme goriilmeyen Ornekler negatif olarak
degerlendirilir. Ureme olan kati besi yerlerindeki kolonilerin mikoplazma kolonisi

oldugunu tespit etmek i¢in dinens boyasi ile boyama yapilir ve mikoplazma kolonisi
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oldugu tespit edilen kolonilere digitonin duyarlilik testi yapilarak Acholeplasma’ lardan

ayirimi yapilir (Jordan 1983, Tully 1983, Giiler 1992, Kleven 1998).

Mikoplazma oldugu kesinlesen kolonilerin identifikasyonu i¢in ilk olarak sivi besi
yerinde gosterdikleri renk degisimine gore glikozu fermente edenler veya arjinini hidrolize
edenler olarak ayrilirlar. Glikozu asit olusturarak fermente eden MG bu 6zelligi ile bazi
mikoplazmalardan (M. gallinarum, M. meleagridis v.b.) ayrilirken MS ile ayn1 6zelligi
gosterir. M. gallisepticum oldugu diisiiniilen kolonilerin tetrazolium reduksiyon testi
pozitif, film ve spot olusturma testi negatif olarak tespit ediltikten sonra etkenin kesin
identifikasyonu ic¢in floresan antikor teknigi (FAT), immunperoksidaz veya {ireme
inhibisyon testi kullanilarak diger mikoplazmalardan monospesifik antikor bazinda, PZR

ile genetik diizeyde ayrim1 yapilir (Giiler 1992, Kleven 1996, Kleven 1998, Kleven 2003).

Mikoplazma enfeksiyonlarinda kiiltiiriin ¢ok is¢ilik gerektirmesi, kiiltiir sirasinda
kontaminasyon olma ve alinan orneklerde yeteri kadar canli mikroorganizma olmama
thtimali, kesin negatif sonuglar i¢in 30 giinliik bir siirenin gerekliligine ragmen, kesin

teshis i¢in altin standart olarak belirtilmistir (Salisch ve ark 1998)
2.3.3.2. Etkenin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile teshisi

Tavuklarda M. gallisepticum enfeksiyonunun teshisinde kullanilan serolojik testler
ve /veya etkenin izolasyonu ve identifikasyonun yam sira yliksek hassasiyette ve
ozglinliige sahip PZR testlerinin de kullanilabilecegi bildirilmistir (Nascimento 1991,
Silveria 1996, Wang 1997).

Kempf ve ark (1993), SPF tavuklarin M. gallisepticum ile enfeksiyonu sonrasinda;
kiiltiir ile 73 stvap numunesinden 49 pozitif, PZR ile 72 numunenin 70 inde pozitif sonug

elde ettiklerini bildirmislerdir.

Bagcigil (2002), CRD tanisinda izolasyon c¢aligmalarinin uzun siirdiigiinii ve ¢ok
iscilik gerektirdigini, yalnizca serolojik testin yetersiz oldugunu ve enfeksiyonun
saptanmasinda PZR tekniginin giinlimiizde ¢abuk ve giivenilir bir yontem oldugunu
bildirmistir.

Marois ve ark (2002); deneysel yolla enfekte edilen kanatli kiimeslerinin ekipman,
duvar, tavan ve ¢evrelerinden alinan 6rneklerinde kiiltiir ve PZR ile mikoplazma varligini

tespit etmisler ve PZR’nin kiiltiire gore daha iyi sonug verdigini bildirmislerdir.
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2.3.3.3. Seroloji

Hemagliitinasyon = (HA) mikroorganizma hiicre  siispansiyonunun  veya
mikroorganizma  proteinlerinin  eritrositleri  ¢Oktiirmesi  olarak  tanimlanirken,
hemadsorbsiyon (HAD) ise mikroorganizma kolonilerinin eritrositlere baglanmasini ifade
etmektedir. Kanathlar icin patojen olan mikoplazma etkenlerinin serolojik testlerin
temelini olusturan hemagliitinasyon (HA) ve/veya heamadsorbsiyon (HAD) 6zelliklerine

sahip oldugu bildirilmistir (Bencina 2002).

Deneysel enfeksiyon sonucunda yapilan lam agliitinasyon testlerinde; inokulasyonu
takip eden 1. haftada pozitif seruma rastlanmazken, 2. ve 3. haftalarda enfekte edilen tiim

tavuklarda pozitif reaksiyonlar goriilmiistiir (Gaunson 2000).

Avakian ve ark (1988) MG negatif oldugu bilinen tavuklari; MG bakterin, MS
bakterin, koriza bakterin, kolera bakterin, inaktif gumboro asisi, yag adjuvantli KEF
(kanatli embriyo fibroblast), yag adjuvantlt FMS (%12 domuz serumu iceren Frey’s medyum),
yag adjuvantli S. aureus, ve yag adjuvanth tuzlu su ile asiladiktan sonra ELISA, LAT ve
HI testleri ile MG yo6niinden incelediklerini ve sonugta kontrol edilen toplam 90 serumdan
LAT testinde 12 (%13.3)’sinin, 2 farkli ELISA test kitinde sirasiyla 26 (%28.9) ve 49
(%54.4)’unun ve HI testinde de 9 (%10)’unun pozitif sonu¢ verdigini ve LAT testinin

spesifite ve sensitivitesinin ELISA tesinden daha iyi ¢iktigini bildirmistir.

Kemp ve ark (1998) damizlik tavuklarda yapilan deneysel enfeksiyonlardan 10 giin
sonra LAT ve ELISA testi ile pozitif sonuglar alinabildigini, kan alma isleminin zor oldugu
damizlik hayvanlarin MG kontrollerinde yumurta sarisindan antikor tespitinin alternatif
olarak kullanilabilecegini fakat testin enfeksiyondan sonra en erken 15-16 giin sonra

pozitif sonuglari tespit edebilecegini bildirmislerdir.

M. gallisepticum ile dogal enfekte bir siirtide 5 giin stire ile 10 mg / kg canli agirlik
dozunda enrofloksasin tedavisinden 4 hafta sonra LAT pozitif sonu¢ alinirken HI

titrelerinde % 40 diislis goriilmiistiir (Stanley 2001).

M. gallisepticum enfeksiyonlariin teshisinde antikorlarin kullanildig: diger bir test;
solunum sistemi yikantisinda MG spesifik antikorlarin immunblot yontemi ile tespitidir.
Deneysel yolla enfekte edilen tavuklarda yapilan ¢alismalarda; inokulasyonu takip eden ilk
haftalarda IgA’lar ve diisiik miktarlarda IgM’ler tespit edilirken, IgG’ler 3 haftadan sonra
tespit edilmistir (Ellakany ve ark 1998).
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Ellakany ve ark (1997) MG hastaliginin, mikoplazmalarin yiizey antijenlerine ve
lipoproteinlerine karst gelisen antilipoprotein 6zelligindeki monoklonal antikorlarin
kullanildigr immunblot testi ile enfeksiyon sonrasi birinci haftada tespi edilebildigini
bildirmistir.

Morsy ve ark (1991) Mycoplasma gallisepticum PG31 ig¢in monoklonal antikorlar
gelistirmisler ve bunlarin  enfeksiyonun teshisinde antijen ELISA testi ile
kullanilabilecegini bildirmisler, May ve ark (1997) ise antijen ELISA testinde

identifikasyon i¢in alinan orneklerin ilk 6nce zenginlestirilmesi gerektigini bildirmislerdir.
2.3.4. M. gallisepticum’dan korunma

Mikoplazma enfeksiyonlarindan korunmada ilk adim olarak karantina sistemi
olusturulmasi, ¢iftlik giris c¢ikislar1 ve is akis1 yeniden diizenlenmesi, gen¢ hayvanlarin
yash hayvanlardan ayr1 tutulmasi ve yas farki bulunan siirtiler arasinda kontaminasyona

sebep olacak hareketlerin engellenmesi gerektigi bildirilmistir (Bokhari 2007).
2.3.4.1. Kiimes dezenfeksiyonu ve biyogiivenlik

MG den ari bir siirli elde etmek amaciyla civciv alimlarinda MG den ari siirii ve
kulugkahanelerden civciv alinmasi ve civeivlert MG bulagsmasi olmayan insanlar ve civciv
araglari ile teslim edilmesinin saglanmasi, eger bir dnceki siiriide MG varsa tiim ekipman,
yem ve hayvanlar kiimeslerden ¢ikarilmasi, giibre ve altligin kiimesten uzaklastirilmasi,
tim i¢ mekan ve duvarlarin fenolik veya kresilik asit dezenfektanlar1 ile dezenfekte
edilmesi, %0.1°lik gluteraldehid soliisyonlar1 ile 10 m* alana 40 litre olmak iizere sprey
yapilmasi, hepsi igeri - hepsi disar1 kuralina uyulmasi ve kiimeslerin birbirinden miimkiin

oldugu kadar uzak yapilmasi gerektigi bildirilmistir (Bokhari 2007).
2.3.4.2.As1lama

Tavukgulukta mikoplazma miicadelesinde kullanilan 6nemli stratejilerden biri olan
asitlama genellikle yumurta veriminin diisiisiinii engellemek i¢in yumurtaci siiriilerde

uygulanmaktadir (Nascimento ve ark 1993, Branton ve ark 1999).

M. gallisepticum’un F susundan hazirlanmis asinin 1988 de Amerika Birlesik
Devletleri Tarim Bakanligi’nin izni ile degisik yas gruplarini igeren yumurtaci siirtilerde
yogun bir sekilde kullanimi sonucunda asili siiriilerde, her tavuk i¢in 7 adet daha faza
yumurta iiretmiini saglamasina ragmen broylerlerin ve broyler damizliklarin kontrolsiiz bir

sekilde enfekte olma riskinin arttirdigi, F susunun tamamen apatojenik olmadigi ve MG
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den ari hindi ve tavuk ciftliklerine bulasabildigi ve bulagsma sonucunda hastaligin as1 susu
mu yoksa diger patojen suslar m1 olup olmadiginin serolojik ve izolasyon identifikasyon
testleri ile anlagilamadigi bildirilmistir (Nascimento ve ark 1993, Branton ve ark 1997b,

Branton ve ark 1997¢)

Noormohammadi ve ark (2002) asilamada kullanilan canli ateniie ts-11 susundan
elde edilen aginin bir¢ok lilkede MG kontroliinde kullanildigin1 bildirmiglerdir. Biro ve ark
(2005) ts-11 asis1 ile asilanan siiriilerde as1 reaksiyonu olusmadigini ve asili grubun MG ile
celing edilmesi sonucunda MG enfeksiyonunun klinik bulgularini gostermedigini ve
ELISA testi ile az oranda LAT tesi ile zayif ve/veya hi¢ pozitif sonu¢ alamadiklarin
gozlemlemisler ve ts-11 ile asil siirtilerin ts-11 pMGA ve S6 pMGA antijenleri ile kaph
ELISA test ve LAT karsilastirmalarinda, ts-11 pMGA ELISA testinin S6 pMGA
ELISA’dan ve LAT testinden daha hassas oldugunu da tespit etmislerdir.

Yukarida bildirilen asilar disinda kullanilan diger bir as1 da MG 6/85 asisidir.
Branton ve ark (2002), MG R susu ile ¢eling yapilan MG 6/85 asil1 siiriilerde ¢eling yapilan
etkenin yumurta biylkligli, yumurta verimi ve yumurta kanali fonkiyonlarini

etkilemedigini bildirmislerdir.
2.3.5. Tedavi

Mikoplazmozis tedavisinde 14 giin siireyle 10 mg/ kg canli agirlik dozunda
kullanilan enrofloksasinin MG’u tedavi etmede etkili bulundugu, tedaviye baslandig
giinden 7 gin sonra MG igin tire 0zgli DNA tespit edilemedigi, MG izolasyonu
yapilamadigr ve HI antikor seviyelerinin tedavi Oncesi degerlerden daha diisiik oldugu

saptanmistir (Ortiz ve ark 1995, Stanley 2001).

Tiim mikoplazma tiirlerinde oldugu gibi asilamanin yetersiz kaldigi MG
enfeksiyonlarinin ekonomik kayiplarint en aza indirmek amaciyla biyogiivenlik
uygulamalar1 ile beraber kemoterapi de kullanildigi, makrolidler, tetrasiklinler ve
florokinolonlar gibi bir¢ok antimikrobiyel ajanin kanathi mikoplazmalari iizerine in vitro
etkinlige sahip olmasina ragmen bu antibiyotiklere karsi direng gelistigi bildirilmistir

(Gautier-Bouchardon ve ark 2002).

Ozellikle etlik pilig siiriilerinde antibiyotiklerin mikoplazma etkenleri {izerinde
azalan etkisinin antibiyotiklere kars1 gelisen dirence bagli oldugu ve direncin gelisiminde
de etkisiz dozda ve siirede etkinli§ az olan antibiyotiklerin kullaniminin etkili oldugu

bildirilmektedir (Zanella ve ark 1998).
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Barbour ve ark (1998) ve Zanella ve ark (1998), In vito sartlarda birgok
antibiyotigin mikoplazma etkinligi ayni olmasina ragmen, enrofloksasinin E.coli ile
kompleks mikoplazma enfeksiyonlarinda E.coli iizerinde de gosterdigi gram negatif etkisi
ile basar1 saglayan en avantajli antibiyotik oldugunu ve birinci giin MG ydniinden
seropozitif sonug alinan iki grup civeivden bir gruba 7 giin siireyle 10 mg / kg canli agirlik
dozunda enrofloksasin uygulamasi sonucunda grubun 45 giin sonunda MG yoniinden
seronegatif hale geldigini ve maternal antikorlarin negatif hale gelmesinin sebebinin
enrofloksasinin solunum yolunda MG’nun kolonizasyonunu azaltarak daha az immun

reaksiyona sebep olmasi sonucunda oldugunu bildirmislerdir.

Charleston ve ark (1998) , tilmikosinin 3 giin siire ile 50 mg/ It igcme suyu oraninda
kullanimimmin IB gibi mikoplazma enfeksiyonlarin1 daha siddetli hale getiren viriisler ile
enfeksiyonda dahi broylerlerde hava kesesi reaksiyonlarinin siddetini azaltict etki

gosterdigi ve glinliik canli agirlik artisini korudugunu bildirmislerdir
2.4. M. synoviae’nmin Ozellikleri

Hem tavuklar hem de hindiler i¢in patojen bir mikroorganizma olan M. synoviae,
genelde iist solunum yolu hastaligi olarak ortaya c¢ikarken, infeksiy0z synovitis’ten
sorumlu olabildigi gibi hava keselerinde ve eklemlerde olusturdugu yangi sonucu karkas
kalitesinde bozukluklar, biiylime, ¢ikim randimani, yumurta randimaninda goriilen
diistisler yoniinden ekonomik zararlara sebep olabilmektedir (Marois ve ark 2000).
M.synoviae’nin 1B ve ND ile beraber seyrettigi zamanlarda veya MS enfeksiyonu bulunan
bir siiriiye sprey ND ve IB asilarimin uygulanmasi ile hava keselerinde yangiya sebep

olabildigi bildirilmistir (Kleven 2003).
2.4.1. M. synoviae’nin etiyolojisi

Daha oOnceleri S susu olarak adlandirilan M. synoviae mikoplazma etkenleri
arasinda nikotinamid adenin diniikleotid’e ihtiyag duymast ile diger mikoplazmalardan
ayrilir (Kleven 2003). Cok nazli lireyen MS’nin {ireyebilmesi i¢in besi yerinde seruma
ihtiyag vardir ve tercihen domuz serumunun kullanilmasi daha iy sonug verir. Uremesini 3-
5 giin i¢inde tamamlayan MS’nin 1-3 mm ¢apindan daha kii¢iik kolonileri kat1 besi yerinde
yiikkselmis yuvarlak ve 1zgara goriinlimiine benzeyen bir goriintii olusturur, giemsa
boyamada ise 0.2 mikron biiyiikliigiinde kokoidler seklinde goriiliir (Arda 1982, Lauermann
ve ark 1993, Lockaby ve ark 1999). Oda sicakliginda tiiylerde 3 giin, burun boslugunda ise 12
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saat canliligin1 koruyabilen M. synoviae 6,8 ve altindaki pH’lara ve 39°C ve tlizerindeki

1s1lara ise duyarlidir (Kleven 2003).
2.4.2. M. synoviae’nin patobiyolojisi ve epizootiyolojisi
2.4.2.1. Bulasma

Hem vertikal hem de horizontal bulagsmanin oldugu MS enfeksiyonlarinda hava,
toz, sinekler, kamyonlar, ciftciler, ziyaretgiler, giibre, su ve yem olarak siralanabilen canli
ve cansiz vektorlerin bulagmada etkili oldugu, MS’nin pamuk bir materyal iizerinde 8 saat
ila 2 gilin arasinda, lastik {izerinde 8 saatten az, talasta 4 saat, aga¢ malzemede 8- 12 saat,
tilylerde ise 2-3 giin canli kalabildigi tespit edilmis, tavuklar kiimese alinmadan Once
cevreden alinan numunelerden MS analizinin yapilmasmin iyi bir uygulama oldugu

bildirilmistir (Marois ve ark 2000, Stanley ve ark 2001).
2.4.2.2. inkiibasyon periyodu

Temas yolu ile MS etkenin alinmasi sonucunda inkubasyon periyodunun genelde
11-21 giin olmasina ragmen hastaligin 6 giinliik yastaki civcivlerde bile goriilmesi yumurta
ile hastalik etkenini alan siirilerde hastalifin inkubasyon periyodunun ne kadar kisa
oldugunu gostermektedir. Antikorlar heniiz klinik tablo belirgin olmadan tespit
edilebilirken hastalik etkenin intratrakeal yolla verilmesinden 4 giin sonra trakea ve
sinuslarin etkeni sagmaya basladiklari, aerosol bulagtirmadan 17- 21 giin sonra ise hava

keseleri lezyonlariin tespit edilebildigi gozlemlenmistir (Kleven 1972).
2.4.2.3. Klinik bulgular

Tavuk ve hindilerde solgun bir ibik, laminitis ve biiylimede gerileme ile baslayan
MS enfeksiyonunda hastalik ilerledik¢e tiiylerin karistigi, eklemlerde ve tabanlarda
siskinliklerin olustugu ve hafif yesil bir digkinin goriildiigii tavuklarda 4-6 giin icinde
hiriltilar baglarken, kis aylarinda hava keselerinde yangi goriiliir. MS ile deneysel yolla
enfekte edilen bir yumurtaci siiriide yumurta veriminin enfeksiyonu takip eden ilk haftada
distiigii, ikinci haftada diistisiin %18’1 buldugu ve 4 hafta i¢cinde ise yumurta veriminin
hastaliktan Onceki seviyesine geldigi, dogal enfekte tavuklarda ise yumurta verim ve
kalitesinde bir degisiklik goriilmedigi saptanmistir (Branton ve ark 1999). Hussni ve ark
(1987) vyetistirme doneminde MS’ya bagli bir kaybin olmadigini bildirmekte iken
Mallinson (1985) MS’ya bagl yumurta iiretim kaybinin %3.3 oldugunu bildirmistir.
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2.4.2.4. Morbidite ve mortalite

Enfekte siiriilerde ortalama morbidite oran1 %5-15 olmasinda ragmen %75’e kadar
cikabilmekte, solunum sistemi ile ilgili olaylarda ise asemptomatik olmasina karsin oran
%90-100’1 bulabilmektedir. Mortalite genelde %1 den daha azken miks enfeksiyonlarda
%10’a kadar ¢ikabildigi bildirilmistir (Mohammed 1987) .

2.4.2.5. Patoloji

M. synoviae’nin bazi izolatlar1 ile enfekte olmus ve sonrasinda ND ve IB ile
asilanmis stiriilerde ve MS-IB miks enfeksiyonlarinda 6zellikle hava keseleri yangisiyla
seyreden siddetli solunum sistemi problemlerinin goriildiigii tespit edilmistir (Khehra ve ark

1998).

Hastaligin erken donemlerinde tiim synovial membranlarda rengi krem renginden
griye kadar degisebilen viskoz bir eksudatin bulundugu ve hastalik ilerledik¢e bu eksudatin
kazedz bir hal aldig1 bildirilmistir (Kleven 2003).

2.4.2.6. Enfeksiyonun patogenezi

M. synoviae’nin bir¢cok virulent izolatinin patogenizinin iist solunum yolunda
kolonizasyon ve solunum yolu epitellerine yapisma ile baslayarak sistemik invazyonlarda
lezyon olusturma olarak belirlenmistir. M. synoviae’ya ait 6 izolat incelendiginde en
virulent sus olarak tespit edilen K1968 susunun géze damlatma inokulasyonundan sonra

sistematik olarak yayildig1 ve lezyon olusturdugu tespit edilmistir (Lockaby ve ark 1999).
2.4.2.7. Bagisikhik

M. synoviae enfeksiyonlarinda da hem hiicresel hem de humoral bagisiklik rol
oynarken, MS’ya solunum yolu ile maruz kalan tavuklarin ayak tabani lezyonlarina
direncli hale geldikleri, intranasal yolla 1siya duyarli MSts-44 susu ile immunize edilen
tavuklarin ise hava kesesi yangilarindan 21 hafta siire ile korundugu gézlenmistir (Scott ve

ark 1994).
2.4.3 M. synoviae’nin teshisi
2.4.3.1. Etkenin izolasyon ve identifikasyonu

M. synoviae izolasyonu i¢in organ veya dokulardan alinan sivaplar, eksudatlar veya
seyreltilmis organ homejanatlari, nikotinamid adenin dinukleotide (NAD) i¢ceren PPLO s1vi

besi yerlerinde 37-38°C, %10 CO;’li ortamlarda inkubasyona birakilir. M. gallisepticum
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izolasyonun da oldugu gibi ilk 6nce siv1 daha sonra kati besi yerinde giinliik gézlemler ve
3 kor pasajdan sonra iireme tespit edilen koloniler, glikoz ve maltozu gaz olusturmadan
fermente ederken, fozfataz testi negatif, tetrazolyum’u indirgeme 6zellikleri ¢ok sinirlidir.
Izolasyonu ve biyokimyasal testleri tamamlanan izolatlar, FAT, immunperoksidaz ve

tireme inhibisyon testleri ile identifiye edilirler (Lauermann ve ark 1993, Kleven 2003).
2.4.3.2. Seroloji

Hastaligin hizli teshisinde MG enfeksiyonlarinda oldugu gibi LAT ve ELISA
testleri kullanilmakta, MS ile enfekte siiriilerden alinan serumlarin bazen M. gallisepticum
pleyt antijenlerini aglutine ederek sonuc¢larin yanlis yourmlanmasina sebep olmaktadir. M.
synoviae antikorlarinin tespiti amaciyla bircok ELISA testi gelistirilmis, bunlardan biri
olan ve tim mikoplazma hiicresinin sonikasyonu sonucunda olusan osmotik lizis {iriinii
veya Triton X- 100 de ¢Oziinen membran proteinlerinden olusan ham membran
proteinlerinin antijen olarak kullanildigi ELISA testi MS teshisinde hassas bir test olarak
kullanilabilecegi saptanmustir. SDS-PAGE kullanarak M. synoviae F10-2AS’dan ig
membran antijeni (p53, p41 ve p22) saflastirmasi yapilarak hazirlanan dot-ELISA testinde
p41 ile yapilan testler M. synoviae antikorlarimi tespitte hemagliitinasyon testinden daha
hassas olmasina karsin p53 ve p22 ile yapilan testlerin hassas olmadigi bildirilmistir

(Noormohammadi ve ark 1999).
2.4.3.3. M. synoviae’nin molekiiler metotlar ile teshisi

Lauermann ve ark (1993) MS’ya 6zgii primerler ile yaptiklar1 PZR testinde, kiiltiir
ve serolojik testlere gore PZR testinin sensitivitesini %82, spesifitesini ise %100

bulmuslardir.

Salisch ve ark (1998) kiiltiir ve PZR karsilastirmalarinda MS teshisinde PZR
testinin de kiltiir kadar spesifik ve sensitive bir test oldugunu ve MG-MS
enfeksiyonlarinin ayn1 anda bulundugu siirilerde basar1 ile kullanilabilecegini

bildirmislerdir.

Marois ve ark (2002) MS ile denysel yolla enfekte edilen siiriilerin yem, su, altlik,
kiimes ekipmanlarindan aldiklar1 6rnekleri kiiltiir metodu ile karsilsatirdiklarinda kiiltiir ile

tespit edilen MS pozitif sonuglardan daha fazla MS’ya 6zgii DNA tespit etmislerdir.
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2.4.3.4. Ayirt edici teshis

Klinik bulgularin énemli oldugu ayirt edici teshiste sinovitis ve arthritis’e neden
olan bakteriler elimine edilmeli, serolojik testlerle viral tenosinovitisten ayrimi yapilmali
ve solunum sistemi bulgular1 varliginda MG ve diger solunum sistemi hastaliklar1 (ND, 1B,
APV) elimine edilmelidir. Buna ragmen MS antikorlarina herhangi bir klinik belirti
olmadan da rastlanmaktadir (Khehra ve ark 1998).

2.4.4. M. synoviae’dan korunma tedbirleri
2.4.4.1. Asillama

Nonomura ve ark (1982) MS’nin 1-3SN  susunu  N-nitro-N-methyl-N-
nitrosoguanidine ile muamele ederek 12 1s1ya duyarl (ts) sus arasindan MSts-44 susunun
immunojenik ve apatojenik oldugunu tespit etmislerdir. Morrow ve ark (1998) ise
Avusturya saha izolatlarindan secilen 89079/7NS  susunun N-nitro-N-methyl-N-
nitrosoguanidine ile kimyasal mutasyona ugratilmasi sonucu 4 klon elde edildigini, klonlar
ile yapilan calismalarda klon D ve klon H ileride yapilacak as1 ¢aligmalar1 i¢in aday olarak
secildigini, Noormohammadi ve ark (2007) ise elde edilen H klonlarindan {iretilen canli,
ateniie ve 1stya duyarli MS-H asisinin hindilerde giivenle kullanilabilecegini ve MS’nin

saha susunun sebep oldugu lezyonlardan koruyabilecegini bildirmislerdir.
2.4.5. Tedavi

M. synoviae ve MG ile dogal enfekte damizlik bir siirtide 10 mg/kg dozunda 14 giin
siire ile yapilan enrofloksasin tedavisinin bitiminden 1, 3, 10, 14 ve 20 hafta sonra PZR ile
MG yoéniinden negatif sonuglar alinirken MS yoniinden pozitif sonuglar tespit edilmis,
enrofloksasin tedavisinin MG enfeksiyonunda oldugu gibi basarili olmadig1 fikrine

varilmistir (Stanley 2001).

Fiorentin ve ark (2003) PZR ile MS pozitif oldugu tespit edilen bir broyler damizlik
stiriiyii MS yoniinden kontamine olmamis bir kiimese yerlestirdiklerini ve E.coli’ye bagh
peritonitis tedavisi icin 3 kere florokinolon kullandiktan sonra 2 hafta siire ile yemden 600
ppm oksitetrasiklin hidroklorid kullanarak bu siire zarfinda PZR ile MS’i tespit

edemeyecek diizeye diistirdiiklerini bildirmiglerdir.
2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ik olarak 1983 yilinda DNA’nin ¢ogaltilmasi amaciyla kullanilan PZR, spesifik

oligoniikleotid primerleri, 1siya dayanikli DNA polimeraz enzimi, deoksiniikleotid
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trifosfatlar1 kullanarak mekanik bir 1s1 yardimi ile kiigiik miktarlardaki niikleik asitleri tespit
edilebilir miktarlara ¢ogaltan bir molekiiler testtir (Lauermann ve ark 1993) ve PZR da tipki
molekiiler kopyalanma gibi daha 6nceleri imkansiz olan bir¢ok deneme ile gelistirilmistir

(Donald 2007).
2.5.1. PZR’nin mikoplazmoziste kullanim

Slavik ve ark (1993) intranasal yolla MG ve MS ile enfekte edilen SPF tavuklarda
yapilan PZR testlerinin kiiltiir ile paralellik gésterdigni ve MG i¢in kullanilan PZR testinin

MS ile enfekte siiriilerde negatif sonug verdigini bildirmistir.

Salisch ve ark (1998) PZR tekniginin kiiltiir kadar hassas ve duyarli oldugunu
dogrulamislar MG ve MS i¢in hazirlanmis polimeraz zincir reaksiyonuna dayali DNA
probe test kitlerinin MG ve MS teshisinde hali hazirda kullanilan metotlara ve 6zellikle es

zamanl1 enfeksiyonlarda degerli katkilarinin oldugunu bildirilmislerdir.

Wang ve ark (1997) dort patojen mikoplazma susunu (MM, MG, MI, MS) 35
siklustan olusan tek bir PZR reaksiyonu ile jel elektroforezis de MM i¢in 850 bp, MG ig¢in
732 bp, MI icin 299 bp ve MS i¢in de 207 bp de olusan bantlar1 goriintiilemis ve
kullandiklar1t metodun MG igin 1 pg, MS i¢in 1 pg, MM i¢in 100 pg ve MI i¢in de 100 pg
hassasiyette tiire 6zgii DNA tespit edebildigini ve 1 pg tiire 6zgii DNA’nin 1.000-10.000

KOB/ ml mikroorganizmayi ifade etmekte oldugunu bildirmislerdir. .

Pang ve ark (2002) tarafindan gelistirilen ve optimize edilen multipleks PZR
testinde ayni anda alti setten olusan ve IB, Al, ILT, ND, MG, MS i¢in spesifik
oligoniikleotid primerler kullanilmis, 35 siklustan sonra testin IB, AI, MG ve IL i¢in 10 pg,
ND ve MS i¢in 100 pg hassasiyette tiire 6zgii DNA tespit edebildiklerini tespit etmislerdir.

Marois ve ark (2002) biyogiivenlik prosediirlerinin yeterince uygulanip
uygulanmadiginin tespiti veya kiimese yeni bir siirli alinmadan 6nce mikoplazma agisindan
gerekli kontrollerin yapilabilmesi i¢in PZR ile MG ve genel mikoplazma taramalarinin

olumlu sonuglar sagladigini bildirmislerdir.

Kempf ve ark (1994) deneysel yolla MG ile enfekte edilen ve daha sonra
enrofloksasin tedavisi uygulanmis tavuklardan 8 farkl: tarihte alinan trakeal sivaplari kiiltiir
ve PZR ile incelediklerini ve ilk orneklemelerde PZR testinin kiiltiire gore daha fazla
pozitif verdigini, kiiltiir yoniinden son pozitif sonuglarin enfeksiyondan 26 giin sonra
aliabildigini fakat PZR testinin canli mikrooganizmaya ihtiya¢c duymamasindan ve daha

hassas olmasindan dolay1 54. giine kadar PZR ile pozitif sonug alindigin1 bildirmisglerdir.
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Carli ve Eyigor (2003), light cycler sistemi kullandiklar real-time PZR testi ile M.
gallisepticum ile enfekte siiriilerin hizli teshisinde veya izlenmesinde hassas ve duyarl bir
test oldugunu bildirmisler, Mekkes ve ark (2005) ise real-time PZR testini standart PZR
testine ve kiltir'e gore 10- 1000 kat daha fazla hassas bulduklarinm1 ve MG klinik
orneklerde hem kalitatif hem de kantitatif teshiste basari ile kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Raviv ve ark (2007) real-time PZR ile MG F, ts-11, 6/85, K5831, K5054 ve
R suglarinin birbirlerinden ayirimini kantitatif olarak yapabildiklerini ve bu sonug¢larin hem
asilarin koruma diizeylerinin belirlenmesinde hem de saha da asi1 ve saha susunun

ayriminda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Kojima ve ark (1997) canli kanath asilarinin mikoplazma kontaminasyonlarindan
ari oldugunu tespit etmek amaciyla PZR testi kullandiklarini, test sonucunda
mikoplazma’ya ait 9 tiiriin 34 izolatin1 kullanilan primerler ile tespit edebildiklerini ve PZR

testinin asilarin kontrollerinde kullanilabilecek etkili bir test oldugunu tespit etmislerdir.

Yapilan arastirmalar sonucunda PZR testinin MG ve MS ile enfekte siiriilerin
laboratuvar teshisinde yiiksek spesifite ve sensitivite ile kullanilabilecegi bildirilmistir
(Nascimento 1991, Silveria 1996, Wang ve ark 1997). Ayrica Bagcigil (2002) izolasyon
caligmalarinin uzun siirdiigiinii ve bircok nedene bagli olarak yetersiz kaldigini, tek bir
serolojik testin yetersiz oldugunu ve enfeksiyonun saptanmasinda PZR’in giiniimiizde

cabuk ve giivenilir bir yontem oldugunu bildirmistir.

Kempf (1998) ise bir giinliikk civcivlerde, civcivlerin hepsinin tam anlamiyla
hastalikla enfekte olamiyacagi ve transovaryan bulasmadan dolayr anaglart MG ve MS
yoniinden pozitif olan siiriilerin civcivlerinin teshisi i¢in serolojik testlerin kullanilmasi
gereketigini, PZR’1in klinik enfeksiyonlarin hizli teshisinde anamnez, klinik bulgular,
serolojik sonuglar ve en son olarak ta kiiltlir ile desteklenerek kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Feberwee ve ark (2005)’da deneysel enfeksiyon olustururarak kiiltiir, iki
farkli PZR kiti, LAT testi, HI testi ve sekiz farkli ELISA test kitinin performanslarini
degerlendirmisler ve yaptiklar1 sensitivite ve spesifite testleri sonucunda teshiste sadece

tek bir test metodu lizerinde durulmamasini 6nermislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 MATERYAL
3.1.1. Organ ve sivap ornekleri

Serolojik olarak daha oOnce pozitif bulunmus 15 siiriiden rastgele Ornekleme
yontemiyle secgilen 73 adet tavugun trakea, akciger, hava keselerinden ve eklem
stvilarindan toplam 365 sivap alinmis ve drnek alinan tavuklarin yaglari, kiimeslere gore

dagilimi ve klinik bulgular1 Tablo 3.1’de gosterilmistir.
3.1.2. M. gallisepticum ve M. synoviae suslari

Pozitif kontrol olarak Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisi’nden

(Istanbul) M. gallisepticum S6 ve M. synoviae WVU 1853 suslar1 temin edildi.

Tablo 3.1. Ornek ahnan tavuklarin yaslari, kiimeslere gore daghm ve klinik

bulgular
Kiimes Yas Klinik Canh Olii

No (Hafta) Bulgular Serum Trakea Trakea Akciger Hava Eklem
Kesesi Sivisi

1 75 Var 20 5 5 5 5 5

2 37 Yok 20 5 5 5 5 5

3 55 Yok 20 3 3 3 3 3

4 24 Var 20 5 5 5 5 5

5 25 Yok 20 5 5 5 5 5

6 34 Yok 20 5 5 5 5 5

7 29 Yok 20 5 5 5 5 5

8 44 Yok 20 5 5 5 5 5

9 44 Yok 20 5 5 5 5 5

10 44 Yok 20 5 5 5 5 5

11 52 Yok 20 5 5 5 5 5

12 48 Var 20 5 5 5 5 5

13 33 Yok 20 5 5 5 5 5

14 33 Yok 20 5 5 5 5 5

15 29 Yok 20 5 5 5 5 5

Toplam 300 73 73 73 73 73
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3.1.3. Besiyerleri

Calismada s1v1 ve katt PPLO besi yerleri kullanildi (Giiler 1992).

S1vi PPLO Besi Yeri;
PPLO Broth Base (kristal viyolesiz) (Difco) : 14,7 g
Glucose (%10) : 10 ml
Arginin (%10) : 10 ml
Taze Yeast extract (25) : 100 ml
Thallus acetat (%5) : 10 ml
Penicilin G (200.000 IU / ml) : 5ml
Phenol Red (%0.1) : 20 ml
At Serumu : 150 ml
Distile Su : 650 ml
pH: 7,6 — 7,8

Kat1 PPLO Besi Yeri;
PPLO Broth Base (kristal viyolesiz) (Difco) : 14,7 g
Purifiye Agar : 10 g
Glucose (%10) : 10 ml
Arginin (%10) : 100 ml
Taze Yeast extract (25) : 100 ml
Thallus acetat (%5) : 10 ml
Penicilin G (200.000 IU / ml) : 5ml
At Serumu : 150 ml
Distile Su : 650 ml

3.1.4. Seroloji
3.1.4.1. Kan serum ornekleri

Kan ornekleri tavuklarin vena wulnaris’lerinden ependorf tiiplerine alindi ve
kazanilan serumlar tekrar eppendorf tiiplerine alinarak kullanilincaya kadar -20°C’lik derin
dondurucuda saklandi. Toplam 300 serum Ornegi i¢inden sivaplarin alindig tavuklara ait

73 serum bireysel serolojik testlerinin yapilmasi i¢in ayr1 bir eppendorf tiipiine boliindii.
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3.1.4.2. Lam agliitinasyon test (LAT) antijeni

LAT testinde MG ve MS boyali mikoplazma test antijenleri kullanildi. (Intervet

Boxmeer Hollanda)
3.1.4.3. Enzim linked immunosorbent assay (ELISA) testi
3.1.4.3.A. ELISA test kiti
ELISA testlerinde MG ve MS ELISA test kitleri kullanild1 (Biocheck, Hollanda) .
3.1.4.3.B. ELISA okuyucusu

ELISA pleytlerinin optik dansitesinin belirlenmesi i¢cin Anthos II Labtec
Instruments A 5022, Salzburg ve MWGt Lambda Scan 200 Bio-Tek Inst. Inc USA
kullanildu.

3.1.5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
3.1.5.1. DNA amplifikasyonunda kullanilan malzemeler
3.1.5.1.A. Thermal cycler
Eppendorf Master Cycler Gradient, Eppendorf AG Hamburg(Germany) kullanildi.
3.1.5.1.B. Primerler

Calismada kullanilan primerler Integrated DNA Technologies’de (USA)

sentezlettirildi.
3.1.5.1.B.1. M. gallisepticum spesifik primerleri
MG 1 5- GGATCCCATCTCGACCAGGAGAAAA —3" (forward)

MG 2 5°- CTTTCAATCAGTGAGTAACTGATGA — 3" (reverse) (Wang ve ark
1997).

3.1.5.1.B.2. M. synoviae spesifik primerleri

MS 15 - GAAGCAAATAGTGATATCA - 3 (forward)

MS 2 5" - GTCGTCTCGAAGTTAACAA - 3" (reverse) (Wang ve ark 1997)
3.1.5.1.C. Taq polimeraz

Taq DNA polimeraz (Promega) kullanildi.
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3.1.5.1.D. Deoxynucleotid set

dNTP’ler (Promega) 25 pl oraninda saf su ile sulandirilarak kullanildi.
3.1.5.2. Olusan DNA’larin goriintiilenmesi
3.1.5.2.A. Agaroz jel elektroforezi icin gerekli ¢ozeltiler

1) Tris asetat (TBE) tamponu (10x)

Tris base 60,50 g

Borik asit 30,85 ¢

Na,EDTA.2H,0 372 g

H,O(Distile Su) 1 L’ye ilave edildi, eritildi, ¢ozeltildi ve kullanincaya kadar oda

sicakliginda saklandi.

2) Agaroz Gel (%1.5) (wW/v)

Agaroz 3 g (W)

TBE 200 ml

3) Etidyum bromiir stok soliisyonu (10 mg/ml)

Etidyum bromiir 20 mg

Distile su 1,98 ml

Karanlikta muhafaza edildi ve stok soliisyonu agaroz jele 0,5 pg/ml oraninda katildi.
4) Yiikleme tamponu

6X Loading Dye solution (MBI Fermentas, R0411)

3.1.5.2.B. Film

Bantlarin goriintiilenebilmesi i¢in Sony F 717 Cybershot dijital fotograf makinesi
ve Professional Coaterless B&W Instant Pack Film Filter (sar1 renkli, USA) ile kombine
edilerek kullanildi.

3.1.5.1.C. Marker

100 bp-1 kbp DNA Ladder (Promega) kullanildi.
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3.2. METOT
3.2.1. Organ ve sivap orneklerinin toplanmasi

Siipheli siiriilerden rastgele drnekleme yontemiyle secilen tavuklar S.U Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kanatlh Hayvan Hastaliklar1 nekropsi salonuna
getirildi. Canli hayvanlarin larinks kismina alttan hafif¢e bastirarak agiz ic¢inin daha
goriiniir bir sekil almasi1 saglanip steril bir sivap ile larinkse girilerek ve trakeaya bastirarak
trakeal sivap alindiktan sonra tavuklara trakeanin olabildigince alt kismindan kesilerek
Otanazi uygulandi. Trakea siiratle tamamen agilarak yine steril bir sivap yardimi ile burun
boslugundan baslayarak trakeanin daha derin ksimlarindan sivap ile kazinarak trakea ve
burun boslugu epitellerinin ve mukozal sivinin sivaplara yapigsmasi saglanarak o6li
hayvanlara ait trakeal sivap numuneleri alindi. Gogiis kafesi acildiktan sonra ilk olarak
hava keselerinden daha sonra ise akcigerlerden sivap 6rnekleri ve son olarak bacak eklemi

acilarak eklem sivisindan sivap 6rnekleri alindi.
3.2.2. izolasyon cahismalari
3.2.2.1. Orneklerin besiyerlerine ekimi

Ornekler bir bek alevi yakininda bir tiip icerisindeki 5 ml sivi PPLO besi yerine
kondu Sivi besi yerleri 37°C de %5-10 CO*’li ortamda inkiibasyona birakildi ve hergiin
renk degisimi bakimindan kontrol edildi (Giiler 1992).

3.2.2.2. Ureme takibi ve degerlendirilmesi

Renk degisimi (glikozu kullananlar i¢in sar1 ya da portakal sarisi, arjinini
kullananlar i¢in pembe) goriilen tiiplerden bir damla kat1 besi yerine damlatilarak bir cam
baget ile besi yerinin ylizeyine yayildi. Koloni gelisimi giinliik izlendi ve 72 saat sonra
tireme goriilmeyen s1vi ve kat1 besi yerlerinden kor pasajlar yapildi. Bu sekilde 3 kez pasaj
yapildiktan sonra iireme goriilmeyen materyaller negatif olarak degerlendirildi (Jordan

1983).
3.2.3. identiﬁkasyon calismalari
3.2.3.1. Ureyen kolonilerin dinens boyasi ile boyanarak incelenmesi

Kiiciik bir kare parcasi seklinde kesilerek koloniler liste gelecek sekilde lam iizerine
yerlestirilen kolonileri igeren agar pargasinin etrafi parafin ile kaplanarak yiizeyi 1- 4
damla Dinens kullanma solusyonu ile kaplandi. Boyanmis agar blogunun {izerine bir lamel

yerlestirildi ve parafin ile lamelin temasi saglandi. Mikoplazma kolonileri maviye
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boyanirken ¢ogu bakteriyel ve fungal koloniler ve mikoplazma kolonilerine benzeyen hava

kabarciklar1 renksiz olarak goriildii (Kleven 1998).
3.2.3.2. Digitonin duyarhlik testlerinin hazirlanmasi ve yapilmasi

Digitonin duyarhlik test besiyeri: %1.5’lik digitonin stok solusyonu hazirlamak icin
75 mg digitonin ve 5 ml %95 etanol kapakli bir siseye konup kaynayan suda hafifce
sallanarak digitoninin erimesi saglandi. Yaklagtk 6 mm ¢apinda hazirlanan filtre
kagidindan hazirlanan disklere emdirilen digitonin kat1 besi yerine yerlestirildi. 48 saatlik
test kiiltiiriiniin 1/100 diliisyonundan (yaklastk 10° KOB / ml) 0,2 ml kati besi yerinin
yiizeyine yayildi ve ylizey kuruyuncaya kadar bekletildi. Steril pens ile digitonin
emdirilmis disk pleytin ortasina yerlestirilerek hafifce bastirildi. 37°C de nemli %5- 10
COy’li ortamda inkiibe edilerek 24 saatten sonra kontrol edilen disklerin etrafinda olusan
halkanin genisligi 6lciildii. 5 mm ve daha genis halkalar pozitif olarak degerlendirildi

(Tully 1983).
3.2.3.3. Biyokimyasal testlerin hazirlanmasi ve uygulanmasi
3.2.3.3.A. Glikoz fermentasyon testi

Glikoz fermentasyon test besiyeri: Glikoz fermentasyonunu saptamak i¢in izolasyon
amaciyla hazirlanan sivi besi yeri kullanildi. Besi yeri renginin sar1 veya portakal sarisi

rengine doniligsmesi glikozu fermente edebildigini gosterdi (Kleven 1998).
3.2.3.3.B. Arjinin hidroliz testi

Arjinin hidroliz test besiyeri: Glikoz ilave edilmemis sivi besi yerine %1 oraniunda
Arjinin ilave edilerek besiyerinin pH’s1 7,3’e ayarlandiktan sonra 5’er ml agz1 kapakl
tiplere dagitildi. Sterilite kontrolleri yapildiktan sonra +4 °C de saklandi. Besi yeri

renginin pembe renge doniismesi arjinini fermente edebildigini gosterdi (Kleven 1998).
3.2.3.3.C. Tetrazolyum rediiksiyon testi

Tetrazolyum rediiksiyon test besiyeri: Steril disitile su igerisinde %1 lik 2,3,5-
Trifeniltetrazolyum klorid solusyonu hazirlanarak 0,45 um membran filitre ile sterilize
edildikten sonra glikoz ilave edilmemis kat1 besi yerine son konsantrasyonu % 2 olacak
sekilde ilave edildi. Tamamen karistirildiktan sonra petri kutularina dagitildi. Besi yeri

renginin kirmiziya doniismesi o testtin pozitif oldugunu gosterdi (Kleven 1998).
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3.2.3.3.D. Film ve spot olusumunun degerlendirilmesi

Film ve Spot olusumu test besiyeri: Mikoplazmalarin lipolitik aktivitelerini gosteren
bu test i¢in %20 oraninda serum katilmis kat1 besi yeri kullanildi. Besi yerinin yiizeyinde
goriilen film kolesterol ve fosfolipidlerden olusur. Kati besi yeri i¢ginde ve koloniler
etrafinda kiiciik siyah benekler halinde goriilen spot mikroorganizmanin lipolitik aktivitesi

sonucu olugan yag asitlerinin kalsiyum ve magnezyum tuzlaridir (Kleven 1998).
3.2.3.4. Ureme inhibisyon testlerinin uygulanmasi

Ureme inhibisyon test besiyeri: 0,025 ml miktarinda ticari bir firmadan (LATFAS
Charles River MG Hiperimmun Serum, Charles River MS hiperimmun serum) satin alinan
hiperimmun serumlar kagit disklere emdirilerek kat: besi yerine yerlestirildi. Izolatlarin
1/10* lik diliisyonlar1 hazirlandi. Bu diliisyonlardan almman 0,2 ml lik ornekler agar
ylizeyine yayildiktan sonra hiperimmun serum emdirilmis diskler yerlestirildi.
Inkubasyona birakilan petriler hergiin disk etrafinda olusacak halka gap1 ydniinden kontrol
edildi. 2 mm ve daha genis capta halka olusturan numuneler pozitif olarak degerlendirildi

(Kleven 2003).
3.2.4. Serolojik testlerin uygulanmasi
3.2.4.1. Serolojik testlerde kullanilacak serumlarin hazirlanmasi

Serum ornekleri inaktivasyon i¢in Erdag ve ark (1988) dnerdigi sekilde 56 °© C de
30 dk tutuldu.

3.2.4.2. Cabuk lam agliitinasyon testinin yapilisi

Inaktive edilen serum 6rneginden ve test antijeninden birer damla temiz beyaz bir
fayans tizerinde karistirildi. Dairesel hareketler yaptirilarak 2 dk igerisinde olusan
reaksiyonlar izlendi. Pozitif 6rneklerde 30 sn i¢inde aglutinasyon goriilmeye baslandi

(Erdag ve ark 1988).
3.2.4.3. Serum titrelerinin ELISA ile belirlenmesi

ELISA testi inaktive edilen serum Ornekleri ile iiretici firmanin belirttigi prosediire

gore yapildi Kullanilan test kitinde;

Titre Aralig1 Referans Kontrolleri R6 (1000- 2500)
Mean Titre Referans Kontrolleri : R6=837

Pozitif Cutoff S/P >= 0,50

Degerleri kabul edildi.

37



3.2.5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
3.2.5.1. DNA ekstraksiyonu

Orneklerin laboratuvara naklinde PBS kullanildi (Silveria ve ark 1996). DNA
ekstraksiyonu icin s1vi besi yerinden veya sivaplardan alinan 1 ml numune 14,000 x g de 5-
10 dk santifuj edildikten sonra PBS ile yikanarak tekrar 25-50 ul PBS ile sulandirldi. 120 °
C de 10 dk kaynatilan numuneler +4 ° C de de 10 dk tutuldu (Moscoso ve ark 2002).

3.2.5.2. Tekli ve multipleks PZR ile DNA amplifikasyonu

Toplam 100 ul PZR karisimi; 500 mM KCL, 100 mM Tris — HCL (ph 8.3), 2,5 mM
MgCl2, her biri 200 uM olan dNTP (dATP, dCTP, dGTP ve dTTP) her biri 1 pl olacak
sekilde primerler (334 ng/ul), 2,5 U Taq DNA polimeraz ve 10 pl template DNA

igermektedir.

Hem tekli hem de multipleks PZR’da amplifikasyon i¢in Thermal Cycler belirtilen
sekilde programlandi: 94°C de 5 dk 6n denatiirasyon basmagi baslatildi. Daha sonra 35
kez 94°C 1 dk denatiirasyon, 50°C 1 dk sogutma ve 72°C 2 dk polimerizasyon asamasi
yapildi. Son olarak 1 kez 72 © C de 10 dk son ektensiyon asamasi ile amplifikasyon
tamamlandi (Wang ve ark 1997, Moscosso ve ark 2002)

3.2.5.3. Amplifiye edilen orneklerin agaroz jel elektroforez yontemi ile

goriintiilenmesi

Amplifiye edilen DNA’larin spesifik bantlarinin tespiti icin jel elektroforezis
kullanildi. Boyal1 yiikleme solusyonu (6X Loading Dye Solution MBI Fermentas, R0411) ile
karistirilan 12 pl PZR {iriinii daha 6nceden ethidium bromide ile boyanan %1.5 agaroz jel
tizerinde acilan ¢ukurlara mikropipetler yardimyla yerlestirildi. Pozitif, negatif kontroller
ve Promega Ladder da ilgili ¢cukurlara eklendikten sonra yatay elektroforezde Tris Asetat
ile 80V 230 mA de iki buguk saat siire ile yiiriitiildii. Siire sonunda karanlik odada UV 15181
altinda (illuminator) goriintiilenerek Professional Coaterless B&W Instant Pack Film Filtre
(sar1 renkli USA) yardimi ile Sony F 717 Cybershot dijital fotograf makinesi ile

fotograflanarak goriintiiler bilgisayar ortamina aktarildi.
3.2.6. Testlerin sensitivite ve spesifitesinin hesaplanmasi

Tablo 3.2°de gosterilen formiilde a harfi yerine hem gercek hastaligin var oldugu
hem de analizi yapilan testin pozitif oldugu durumdaki 6rneklerin sayisi, b harfi yerine

gercek hastaligin olmadig: fakat testin pozitif oldugu 6rnek sayisi, ¢ harfi yerine gergek
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hastaligin oldugu fakat testin negatif oldugu 6rnek sayisi ve son olarak d harfi yerine hem
gercek hastaligin olmadigi hem de analizi yapilan testin negatif oldugu durumdaki
orneklerin sayis1 yazilarak belirtilen formiiller dogrultusunda spesifite ve sensitivite

hesaplamalar1 yapildi.

3.2.7. istatistik analizler

Arastirmada elde edilen veriler McNemar (iliskili 2 o6rnekte ki kare testi) testi

kullanilarak degerlendirildi (SPSS 1998).

Tablo 3.2 Testlerin sensitivite ve spesifitesinin hesaplanmasi (Erganis 1993)

Test Sonuglari Gergek Durum Gergek Durum Toplam
Hastalik Pozitif Hastalik Negatif
Pozitif a Dogru pozitif b Yanlis pozitif atb
Negatif ¢ Yanlis negatif d Dogru negatif c+d
Toplam atc b+d atb+c+d
Test sensitivitesi = a / (a+c) Test spesifitesi = d / (b+d)
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4. BULGULAR
4.1. Kiiltiir Bulgular:

Incelen 15 kiimese ait &rneklerin kiiltiir sonuglar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir. Her
tavuktan alinan 5 sivaptan sadece trakeaya ait Orneklerin 3’iinde iireme tespit edildi.
Uremeler ikinci pasajlarda besi yerlerinde diigme tarzinda koloniler ile tespit edildi (Resim
4). Ureme tespit edilen izolatlardan biyokimyasal testler ve iireme inhibisyon testleri
yapildi. Tablo 4.2°de gosterilen kiimes bazinda yapilan incelemelerde; incelenen 15
kiimesten 3 tanesi MG yoniinden kiiltiir ile pozitif bulundu. M. synoviae yoniinden yapilan
incelemelerde iireme tespit edilmedi. Ureme tespit edilen kiimeslerin CRD yoniinden

klinik bulgular1 olan kiimesler oldugu tespit edildi.

Tablo 4.1 Orneklerin Kiiltiir sonuclar

2 Canh Trakea  Olii Trakea  Akciger Hava Kesesi Eklem Sivis1i  Toplam

g Ornek  Pozitif Ornek Pozitif Ornek Pozitif Ornek Pozitif Ornek Pozitif Ornek Pozitif
2 n n/% n n/% n n/% n n/% n  n/% n /%
1 5 1/20 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 25 1/4

2 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 25 0/0

3 3 0/0 3 0/0 3 0/0 3 0/0 3 0/0 15 0/0

4 5 0/0 5 1/20 5 0/0 5 0/0 5 0/0 25 1/4

5 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 25 0/0

6 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 25 0/0

7 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 25 0/0

8 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 25 0/0

9 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 25 0/0

10 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 25 0/0

11 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 25 0/0

12 5 0/0 5 1/20 5 0/0 5 0/0 5 0/0 25 1/4

13 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 25 0/0

14 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 25 0/0

15 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 5 0/0 25 0/0

g 73 1/ 1,36 73 2/2,73 73 0/0 73 0/0 73 0/0 365 3/0,82
E
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Tablo 4.2. Kiimes bazinda Kkiiltiir ve PZR sonuclari

Ki;‘:)‘es 1/2|3|4(5|6|7/8[9|10[11]12]13|14 15| Toplam
S| MG [+ |- |- |+ |- |-|-|-|-|-|-|*+]|-]-]- 3
Sl oms |- T 0
| MG |+ |+ |+ |+ |+ |+ |-|-|-]-|-|+|-|-]-+ 7
S YT O N Y U Y Y O U I 3

4.2. Biyokimyasal Bulgular

Ureme tespit edilen 3 izolata yapilan digitonin testi ile kolonilerin Acholeplasma’
lardan ayirimi yapildi. Mikoplazma oldugu kesinlesen drneklere Tablo 4. 3°te gdsterilen
biyokimyasal testler sonucunda glikoz fermentasyon pozitif, arjinin hidrolizi negatif,
tetrazolium reduksiyon testi ise pozitif bulundu. Izolatlarm MG-MS ayriminda yapilan
iireme inhibisyon testinde izole edilen her iic sus da iiredikleri besi yerlerinde MG
hiperimmun serum’a kars1 4-6 mm Onleme halkas1 olusturdugu tespit edildi. incelenen
toplam 73 hayvan ve 365 sivap numunesinde hayvan bazinda (3/73) % 4.11, sivap
ornekleri bazinda ise (3/365) % 0.82 oraninda iireme tespit edildi. Ureyen izolatlarm MG

oldugu biyokimyasal testlerle dogrulandi.
4.3. Serolojik Bulgular

Toplam 300 serum 6rneginden 127 (%42) tanesi LAT ile MG yoniinden pozitif
bulunurken (Resim 5, 6) ELISA testinde pozitif oran 243 (%80) e yiikseldi (Resim 7, 8,
9). M. synoviae yoniinden LAT ile incelendiginde 165 (%55)’1 pozitif olan serumlarin,

ELISA testi ile 265 (%88)’1 pozitif bulundu.

M. gallisepticum ve MS yoniinden klinik bulgulari bulunan 1, 4 ve 12 nolu
kiimeslerden alinan orneklerde yapilan LAT testlerinde sadece 12 nolu kiimeste %50°yi
asan pozitif sonuc belirlenirken, ELISA testlerinde her {i¢ kiimeste de %50’den fazla
sonucun varligi tespit edildi. Klinik bulgu gostermeyen siiriilerde MG yoniiniinden LAT ile
yapilan incelemelerde ise 1, 3, 5, 6, 8, 9, 10, 13, 14 nolu kiimeslerde %50 den az, 7, 11, 15
nolu kiimeslerde %350’yi asan pozitif sonu¢ belirlenirken, ELISA testlerinde tiim
kiimeslerde %50’den fazla pozitif sonug elde edildi. M. synoviae yoniinden klinik bulgu

gostermeyen kiimeslerde LAT ile yapilan incelemelerde 6, 9, 11, 13, 14,15 nolu
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kiimeslerde %50’den az, 1, 3, 5, 7, 8, 10 nolu kiimeslerde %50’yi asan pozitif sonug elde
edildi.

Tablo 4.3. Kiiltiir pozitif 6rneklerin biyokimyasal bulgulari.

Ornekler
Biyokimyasal Testler 2 Nolu Numune 15 Nolu Numune 56 Nolu Numune
Digitonin Pozitif Pozitif Pozitif
Glikoz Fermentasyonu Pozitif Pozitif Pozitif
Arjinin Hidrolizi Negatif Negatif Negatif
Tetrazolium Reduksiyon Pozitif Pozitif Pozitif
Spot Olusumu Negatif Negatif Negatif
Film Olusumu Negatif Negatif Negatif
) . MG yoéniinden Pozitif Poztif Pozitif
Ureme Inhibisyon Testi MS yéniinden Negatif Negatif Negatif

Ornek alman 300 serum &rnegi icinden ayrilan ve sivap Orneklerinin alindig
tavuklara ait olan toplam 73 serumun MG ve MS yoniinden LAT ve ELISA test sonuglari
Tablo 4. 4 ve 4. 5’te gosterilmektedir.

Stvap orneklerinin alindig1 73 tavuga ait serumlarda LAT ile MG yoniinden %29
oraninda, ELISA testi ile %84 oraninda pozitif sonug tespit edilitken, LAT ile MS
yoniinden %38 oraninda, ELISA testi ile %95 oraninda pozitif bulundu.

Serolojik testlere ait spesifite ve sensitivite testlerinin hesaplanmasinda sivap
orneklerinin alindig1 73 tavuga ait kiltiir ve serolojik test sonuglar1 (Tablo 4.6)
kullanilarak, LAT testinin MG teshisindeki sensitivitesi %100, spesifitesi %72.7, MS
teshisinde sensitivitesi %100, spesifitesi %51.7 (Tablo 4.7, 4.8), ELISA testinin MG
teshisindeki sensitivitesi %66.6, spesifitesi %11.9, MS teshisinde sensitivitesi %0,
spesifitesi %5.5 olarak bulundu (Tablo 4.9, 4.10). Lam agliitinasyon testi ve ELISA testi
MG ve MS teshisi yoniinden istatistik olarak McNemar testi ile karsilastirildiginda iki test
arasinda onemli diizeyde farklilik bulundu (P < 0.001).

42



Tablo 4.4. Serolojik test (LAT ve ELISA) sonuclari

Kiimes Serum MG MS
No Sayisi LAT ELISA LAT ELISA
Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif Pozitif
n % n % n % n %
1 20 7 35 19 95 10 50 19 95
2 20 18 90 19 95 14 70 19 95
3 20 2 10 13 65 15 75 7 35
4 20 15 75 16 80 18 90 16 80
5 20 7 35 19 95 11 55 16 80
6 20 4 20 15 75 5 25 18 90
7 20 16 80 18 90 18 90 18 90
8 20 5 25 16 80 14 70 19 95
9 20 3 15 16 80 6 30 19 95
10 20 9 45 16 80 19 95 19 95
11 20 10 50 16 80 9 45 19 95
12 20 6 30 12 60 8 40 19 95
13 20 2 10 12 62 6 30 19 95
14 20 4 20 16 80 5 25 19 95
15 20 18 90 19 96 5 25 19 95
Toplam 300 127 42 243 80 165 55 265 88
Tablo 4.5 Sivap ornekleri alinan tavuklarin LAT ve ELISA bulgular
Testte LAT ELISA
Serum
kullamlan Sayisg ~ Pozitif  Siipheli  Negatif | Pozitif  Siipheli  Negatif
Antijen n % n % n % | n % n % n %
MG 73 21 29 3 4 49 67 | 61 84 3 4 9 12
MS 73 28 38 15 21 30 41 |69 95 O 0 4 5
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Tablo 4.6 Sivap ornekleri alinan tavuklara ait kiiltiir, LAT ve ELISA testi bulgular:

Ornek
NO

Kiiltiir Sonuclari

Serolojik Test Sonuglari

Canh Trakea Olii Trakea

Akciger

Hava Kesesi

Eklem S1vis1

LAT

ELISA

MG MS

MG MS

MG MS

MG MS

MG MS

MG MS

MG MS

O 0 NN AW -

A A A A A W WWWWWLWUWUWWNNNNNNDNDNDNLDLNED == = e e e e e d e e
AWN=O O W0 NN A WN=] OO I U &A WNMEEOWYWISNUNA RN =OO

+ + + + + + + + + 4+

[ I R |

+ +

-[+

++ 4+ ++ T AT A F A R4
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45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
+
+ + + + + + +

1
+ +

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
+ + + 1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
+ + + + + + +

+ + + +F + A FFEE A F A F

Tablo 4.7. MG LAT testinin sensitivite ve spesifitesi

Test Sonuglar Kiiltiir Pozitif Kiiltiir Negatif Toplam

MG LAT Pozitif 3 18 21
MG LAT Negatif 0 48 48

Toplam 3 66 69

Test sensitivitesi = 3/3+0*100= 100 Test spesifitesi = 48 / 66*100= 72.7
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Tablo 4.8. MS LAT testinin sensitivite ve spesifitesi

Test Sonug¢lar: Kiiltiir Pozitif Kiiltiir Negatif Toplam
MS LAT Pozitif 0 28 28
MS LAT Negatif 0 30 30
Toplam 0 58 58
Test sensitivitesi = 0/ 0+0*100= 0 Test spesifitesi = 30 / 28+30*100=51.7
Tablo 4.9. MG ELISA testinin sensitivite ve spesifitesi

Test Sonug¢lar: Kiiltiir Pozitif Kiiltiir Negatif Toplam
MG ELISA Pozitif 2 59 61
MG ELISA Negatif 1 8 9
Toplam 3 67 70
Test sensitivitesi = 2/ 2+1*100= 66,6 Test spesifitesi = 8 / 59+8*100=11.9
Tablo 4.10. MS ELISA testinin sensitivite ve spesifitesi

Test Sonuglar: Kiiltiir Pozitif Kiiltiir Negatif Toplam
MS ELISA Pozitif 0 69 69
MS ELISA Negatif 0 4 4
Toplam 0 73 73
Test sensitivitesi = 0/ 0+0*100= 0 Test spesifitesi = 4/ 4+69*100= 5.5
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4.4. PZR Bulgulan

Calismada 73 tavuga ait toplam 365 sivap numunesinde bireysel olarak hem MG
hem MS yoniinden elde edilen bulgular Tablo 4.11.’da verilmektedir. MG1, MG2 ve MSI1
ve MS2 primerleri ile yapilan tekli ve multipleks PZR sonucunda toplam 11 adet tavukta
(11/73) %15.06 oraninda tiire 6zgli DNA tespit edilirken sivap bazinda bu oranin (12/365)
%3.29’a geriledigi goriildii.

Multipleks ve tekli PZR ile MG ig¢in 365 sivap numunesinin 9’unda (%2.46) 732
bp’de tiire 6zgii DNA’lar goriintiilendi. (Resim 1, Resim 3). M. synoviae igin 6rneklerin

3’linde (%0.82) 207 bp’de tiire 6zgli DNA’lar goriintiilendi (Resim 2, Resim 3).

Izolasyon yapilan ve identifikasyon sonucu MG oldugu tespit edilen 2, 15 ve 56
nolu orneklerin PZR testi ile de MG yoniinden pozitif sonu¢ verdigi, sonuslar1 Tablo
4.2°de gosterilen kiimes bazinda yapilan incelemelerde ise incelenen 15 kiimesten 7°si MG
3’1 ise MS yoniinden pozitif bulundu. PZR testinin MG yoniinden sensitivitesi %100,
spesifitesi %92.8, MS yoniinden ise sensitivitesi %0, spesifitesi ise %95.9 olarak

saptanmugstir (Tablo 4.12., 4.13.)

Kiiltiir ve PZR testi; MG teshisi yoniinden istatistik olarak McNemar testi ile
karsilastirildiginda iki test arasinda 6nemli diizeyde farklilik bulunurken (P < 0.05), MS

teshisi yoniinden istatistik olarak fark bulunmamistir (P < 0.05).
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Tablo 4.11. Orneklere ait Kiiltiir ve PZR sonuclari.

S 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
~m—>~m EQ—V—H M 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
&)
=
S 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
~mumuv~ &>&m M 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
) &)
. =
S @
m, 5 M 1 1 ] ] 1 1 1 ] 1 ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
JIo1d
mM v m 1 1 ] ] 1 1 1 ] 1 ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
R 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
n m 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 + 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
edeA], DIQ o
M [ [ 1 [ 1 1 1 1 [ 1 1 1 1 1 [ 1 1 -+ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
S 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
M 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
BRI, [[UE) .
M 1 + 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
z 1 1 ] ] 1 1 ] ] 1 ] 1 1 ] 1 1 1 1 1
st WD M 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Q
M 1 1 1
Z 1 1 ] ] 1 1 ] ] 1 ] 1 1 ] 1 1 1 1 1
52593 EACH M 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
- ' G 1 1 ] ] 1 1 ] ] 1 ] 1 1 ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 =
=4 wn
M M 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
& REHIR) A% o
-r 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 =
=
K m 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L LEN L (0)
h m 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 + 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
m 1 1 ] ] 1 1 ] ] 1 ] 1 1 ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
BIYeI], [[ue)
m 1 4 ] ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
ON Pu1Q — N T o~ ® o RFZILECNZZ2RSNSIELERETAIZSERITISNESEA
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Tablo 4.12. MG PZR testinin sensitivite ve spesifitesi

Test Sonuclar Kiiltiir Pozitif Kiiltiir Negatif Toplam
MG PZR Pozitif 3 5 8
MG PZR Negatif 0 65 65
Toplam 3 70 73
Test sensitivitesi = 3/ 3+0*100= 100 Test spesifitesi = 65/ 65+5*100= 92.8
Tablo 4.13. MS PZR testinin sensitivite ve spesifitesi

Test Sonug¢lar: Kiiltiir Pozitif Kiiltiir Negatif Toplam
MS PZR Pozitif 0 3 3
MS PZR Negatif 0 70 70
Toplam 0 73 73
Test sensitivitesi = 0/ 0+0*100= 0 Test spesifitesi = 70 / 70+3*100= 95.9

Resim 1. M. synoviae yoniinden incelenen numunelerin agoroz jel elektroforezde

olusturdugu bantlarin goriintiisii.

1: Marker (100 bp 1kbp), 2: MS WVU 1853 (Pendik Vet. Kont. Aras. Enst Istanbul ), 3:Negatif kontrol (Ultra
saf su), 4: 6 nolu kiimesten alinan 29 numarali numune, 5: 13 nolu kiimesten alinan 63 numarali numune, 6.
15 nolu kiimesten aliman 73 numarali numune, 7: 1 nolu kiimesten alinan 2 numarali numune, 8: 1 nolu

kiimesten alinan 4 numarali numune.
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Resim 2. M. gallisepticum yoniinden incelenen numunelerin agoroz jel elektroforezde

olusturdugu bantlarin goriintiisii.

1: Marker (100 bp 1kbp), 2: Negatif kontrol (Ultra saf su3: ), MG S6 (Pendik Vet. Kont. Aras. Enst Istanbul),
4: 1 nolu kiimesten alinan 1 numarali numune, 5: 1 nolu kiimesten alinan 2 numarali numune, 6: 6 nolu
kiimesten alinan 25 numarali numune, 7: 12 nolu kiimesten alinan 56 numarali numune, 8: 2 nolu kiimesten
alinan 7 numarali numune.

L2 adoudesd a6 T 82900

Resim 3. M. gallisepticum ve M. synoviae yoniinden multiplex PZR ile incelenen

numunelerin agoroz jel elektroforezde olusturdugu bantlarin goriintiisii.

1: Marker (100 bp 1kbp), 2: Negatif kontrol (Ultra saf su3: ), MG S6 (Pendik Vet. Kont. Aras. Enst Istanbul),
4: MS WVU 1853 (Pendik Vet. Kont. Aras. Enst Istanbul ),, 5: MG ve MS standart suslar, 6: 6 nolu kiimesten
alinan 29 numarali numune, 7: 14 nolu kiimesten alinan 66 numarali numune, 8: 2 nolu kiimesten alinan 7
numaralt numune, 9: 1 nolu kiimesten alinan 2 numarali numune, 10:1nolu kiimesten alinan 2 numarali
numune ve 6 nolu kiimesten alinan 29 numarali numune.
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5. TARTISMA VE SONUC

Ulkemizde ticari yumurtaci tavukculuk ve broyler iiretiminde MG ve MS
enfeksiyonlari ve bunlarin kontrolii ekonomik etkileri bakimindan ©nemli olup
enfeksiyonlarin varligr serolojik olarak tespit edilmekte fakat gelistirilecek veya
gelistirilmis yeni testlerin pratikte kullanilmasinin endiistriye biiylik yarar1 olacagi
muhakkaktir. Etkenin izolasyon ve identifikasyonu ile hastalik kesin olarak teshis
edilmekte, ancak izolasyonun zor ve her vakada miimkiin olmamasindan dolay: pratikte

tercih edilmemektedir.

Ulkemizde de birgok gelismis iilkede oldugu gibi kanath siiriilerinin MG ve
MS’dan ari olmasina yonelik ¢alismalar yapilmakta ve ari olan siiriilere Tarim ve Kdyisleri
Bakanlig1 tarafindan 1991 yilinda ¢ikarilan “kuluckahane ve damizlik igletmelerinin saglik
kontrol” yonetmeligi kapsaminda arilik sertifikasi verilmekte ari olmayan isletmelerin
caligmalarina izin verilmemektedir. Bu yonetmelik kapsamindan siiriiler ilk 6nce LAT ve
ELISA testleri ile tarama testleri yapilmakta, eger pozitif ¢ikan siirii olursa kiiltiir ve PZR

ile kesin teshise gidilmektedir. (Y6netmelik 1991).

Konya Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’niin yillik hastalik teshis rakamlar1
incelendiginde Konya bolgesinde LAT ve ELISA testi ile yapilan ve klinik gozlemlerle de
desteklenen teshisler sonucu hastaligin bolgede endemik olarak seyrettigi gozlenmistir

(Orhan 2006).

Mikoplazma enfeksiyonlarinin teshisinde bildirilen metotlarin bazi avantaj ve
dezavantajlar1 vardir. Kiiltiir; ¢ok is¢ilik gerektirmesi, kiiltiir sirasinda kontaminasyon olma
thtimali ve Ornekteki etkenin canliligimi korumamis olmasi gibi sonucu etkileyecek
dezavantajlar1 olmasina ragmen teshis i¢in “altin standart” olarak degerlendirilmektedir.
Kiiltiirde pozitif sonuglar genelde 4-7 giin arasinda alinmasina ragmen negatif sonuglar

i¢cin 30 giinliik bir siirenin gegmesi gerekmektedir (Salisch ve ark 1998).

Giiler (1992) Konya Veteriner Kontrol Arastirma Enstitiisii Tavuk Hastaliklar
Teshis Laboratuvarina CRD siiphesi ile gelen toplam 40 siiriide 126 kanatlinin 19
(%15.07)’unda MG izole ettigini bildirmistir. Kempf ve ark (1993), SPF tavuklarin M.
gallisepticum ile enfeksiyonu sonrasinda; kiiltiir ile 73 sivap numunesinden 49 pozitif
sonu¢ elde ettiklerini bildirmisler, Bagcigil (2002) ise inceledigi 96 sivap Ornegnin
kiiltiirleri ile sadece 3 (%3,1) ornekte MG izole edebildigini ve inceledigi orneklere ait

tavuklarin LAT ile %10 oraninda pozitif oldugunu belirtmistir.

52



Stanley ve ark (2001) deneysel yolla enfekte ettikleri tavuklarda MG ydniinden
%100’lik bir pozitiflik testpit ettikten sonra uyguladiklart 14 giinliik enrofloksasin
tedavisinin 7. giiniinde hi¢c MG izolasyonu yapamazken tedavi bittikten 1, 3, 10, 14 ve 20
hafta sonra MG izolasyonu yapabildiklerini bildirmistir. Salisch ve ark (1998) MG siipheli
10 kiimeste kiiltiir ile stirtilerin 8‘inde seropozitif sonug elde ettiklerini, yine bu siiriilerden
alman toplam 294 sivap orneginden 41 (%13.9) tanesinin MG yoniinden pozitif, MS
yoniinden ise toplam 236 svab 6rneginden 122’sinin (%51.7) kiiltiir i¢in pozitif oldugunu

bildrimistir.

Bu caligmada toplam 15 siiriide 73 tavuktan 3 (%4.10)’linde, Giiler 1992, Kempf ve
ark 1993 ve Salisch ve ark 1998 bildirdikleri oranlardan daha az MG izolasyonu yapilmus,
MS izolasyonu yapilamamistir. Tespit edilen seropozitif degerlere gore izolasyonun bu
kadar az olmasi siiriilerin, hastaligin kronik doneminde olmasindan, antibiyotik kullanilmig
olabileceginden, yagsayan mikroorganizma sayisinin tespit edilebilir diizeyden az oldugunu
veya alinan Orneklerde etkenin canliligini koruyamamis olmasi ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Bagcigil (2002)’in bildirdigi diisiik seropozitiflik oranlari ile es zamanh
tespit edilen diisiik izolasyon oranlar1 ise bu ¢alismadaki sonuclarla paralellik

gostermektedir.

Kiss ve ark (1997) identifikasyonda ilireme inhibisyon testinin yiiksek titreye sahip
monospesifik mikoplazma antiserumuna ihtiya¢ duydugunu bildirmis ve bu bilgi
dogrultusunda bu calismada da monospesifik hiperimmun serumlar ticari bir firmadan

temin edilmistir.

Glisson (1983) lam agliitinasyon testinde bulunan pozitif sonuglarin nonspesifik
reaksiyonlardan da kaynaklanabilecegini, kiiltiir ve HI testi ile dogrulanmas1 gerektigini
bildirmistir. Avakian ve ark (1988) kanath siiriilerinde uygulanan MG disindaki inaktif
bakterin ve viral asilarin ELISA ve LAT testlerinde yanhs pozitifliklere neden
olabilecegini fakat LAT mn ELISA testinden daha sensitiv ve spesifik bir test oldugunu
bildirmislerdir.

Bu caligmada da 6rnek alinan tiim siiriilerin biiyiitme ve yetistirme donemlerinde
MG ve MS disinda inaktif bakterin ve viral agilarla asilandiklar1 bilinmektedir. Elde edilen
LAT sonuglarinin ELISA testi ile paralellik gostermesi, LAT testinin ELISA testinden

daha spesifik ve sensitiv bulunmasi, LAT ile pozitif siiriilerin PZR ile pozitif bulunmasi
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LAT ile pozitif bulunan sonuglarin spesifik reaksiyonlar sonucunda oldugunu

desteklemektedir.

Kempf ve ark (1998) anaglarin deneysel enfeksiyonlarindan 10 giin sonra ¢ikan bir
giinliik civeivlerde ELISA ile pozitif bulunan MG maternal antikorlarinin sayisinin LAT
ile pozitif bulunanlardan daha fazla oldugunu ve kullanilan farkli ELISA test kitleri
arasinda da istatistiki yonden farklilik olmadigini bildirmistir. Bu arastirmada da Kempf ve
ark (1998)’nin bildirdigi sonuglara parlel olarak MG ELISA testinin MG LAT testine gore
daha fazla pozitiflik gosterdigi fakat bu calismada da Avakian ve ark (1988)’nin
bildirdikleri gibi LAT testi ELISA testinden daha spesifik ve sensitiv bulunmustur (Tablo
4.6 ve 4.8).

Serolojik testlerin farkli sonuclar verdigi ve bu farkliliklarin 6nemli oldugu yapilan
istatistik analizler ile dogrulanmistir. Bu farkliliklar sonucunda rutin teshiste de LAT ve
ELISA testlerinin ayn1 serumlara farkli sonuclar vererebileceginin goz ardi edilmemesi ve
stirtiler ile ilgili kesin kararin verilmesinden dnce uygulanan teshis metodundan farkl: bir

serolojik metot ile dogrulanmasi 6nerilmistir.

Izole edilen suslarin identifikasyonu sub kiiltiir ile baslayip; biyokimyasal testler ve
tireme inhibisyon testi ile devam etmektedir. Tiim bu prosediirler uzun siirdiigii ve isciligi
cok oldugu i¢in bir¢ok arastirmact PZR’1 kullanmistir (Hyman 1989, Kempf ve ark 1993,
Lauerman ve ark 1993, Carli ve Eyigér 2003). Hatta hem bakteriyel hem de viral genlerin
tespit edildigi multipleks PZR amplifikasyon teknikleri kullanilmaya baglanmistir (Pang ve
ark 2002).

Nascimento ve ark (1991)’nin yaptiklari calismada PZR test ile MG teshisinde
testin 1 ng MG DNA’simn1 tespit edebildigini bulmuslar ve bu miktarin yaklasik 1.000.000 —
10.000.000 KOB’e denk geldigini bildirmislerdir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar da PZR
testlerinin hem klinik 6rneklerinde hem de kiiltiir 6rneklerinde hassasiyetin 1 ng oldugu ve
bu miktarlarda bir mikroorganizmanin ancak hastaligin akut fazinda bulunabilecegini
bildirmistir (Hyman 1989, Levishon 1989).

Bu arastirmada; MG seropozitif siiriilerden alinan 6rneklerin PZR testi ile sadece
%10.95 oraninda pozitif olmasi bu siirli veya hayvanlarin hastaligin akut evresinde
oldugunu digerlerinde ise kronik bir CRD durumu oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica
hem kiiltiir hem de PZR pozitif bulunan 3 6rnegin ait oldugu stirtilerin MG LAT testlerinin

%100’den daha az pozitif olmasi, serolojik yanitin tam sekillenmedigini ve 6rnek alinan
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tavuklarin hastaligin akut fazinda oldugunu ve MG firemesi i¢in yeterli miktarda canl

mikroorganizma olmasi ile izolasyonunun saglandigi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada PZR testinde kullanilan primerler; 6rnek alinan ¢aligsmada (Wang ve
ark 1997) bildirilen dizilimlere gore se¢ilmistir. Kullanilan MG ve MS spesifik primerler
aynt zamanda Nascimento ve ark (1991) ve Lauerman ve ark (1993) tarafindan da
kullanilmistir. Ayni sekans dizilimine sahip primerlerin kullanildigir ve viral solunum
sistemi etkenlerinin primerlerinin de oldugu bir calismada (Pang ve ark 2002) da MG i¢in
732 bp, MS i¢in 207 bp’de spesifik bant goriintiilerinin alindig bildirilmistir. Kiss ve ark
(1997) 5’AACACCAGAGGCGAAGGCGAGG-3’ forward ve
5’ACGGATTTGCAACTGTTTGTATTGG-3’ reverse diziliminde primerler kullanilarak
530 bp’ de spesifik bant goriintiileri aldiklarini bildirmistir.

Salisch ve ark (1998) MG siipheli 10 kiimeste DNA prob tabanli PZR ile siiriilerden
alinan toplam 294 sivap 6rneginden 45 (%15.3)’nin MGAV8/31 prob testinde MG pozitif,
MS yoéniinden ise toplam 236 svab oOrneginden 116 (%49.1)’sinin pozitif ¢iktiini
bildirmistir. Carli ve Eyigor (2003), 68’1 canli, 28’1 ise nekropsi yapilan MG pozitif fakat
klinik belirti gdstermeyen hayvanlarin trakealarindan alinan toplam 96 sivap numunesini
M. gallisepticum real-time PZR ile inceledigini bildirmistir. Nekropsi yapilan tavuklardan
alinan 28 svabin 18’1 MG yoniinden pozitif bulunur iken canli hayvanlardan alinan 68
numunenin tamaminin MG yoniinden negatif ¢iktigini1 belirtmistir. Bagcigil (2002), M.
gallisepticum DNA Test kiti (Flock Check, IDEXX) ile inceledigi 96 sivap Orneginin 47
(%49)’sinde spesifik DNA tespit ettigini bildirmistir.

Bu calismada ise gosterildigi tizere MG yoniinden seropozitif toplam 15 siiriiden
alinan 365 sivap numunesinin 9 (%2.46)’u MG yoniinden, 3 (%0.82)’ti MS ydiiniinden
pozitif bulunmustur (Tablo 4.10). Tespit edilen pozitif sonuglarin Salisch ve ark (1998)’nin
ve Bagcigil (2002)’in bildirdikleri oranlardan daha az ¢ikmasinin sebebinin sivap oérnekleri
alinan stiriilerin ¢ogunun hastalig1 subklinik olarak gecirdigi ve alinan sivaplarda yeterli
miktarda DNA olmadig1 diistiniilmektedir. Hastalig1 subklinik geciren tavuklarin sivap
numunelerinin MG PZR yoniinden negatif sonug verebildigi rapor edilmistir (Carli ve

Eyigor 2003).

PZR ile MG pozitif tespit edilen sivaplarin nekropsi yapilan tavuklarin trakeal
stvaplarindan olmasi, Carli ve Eyigdr (2003)’iin de bildirdigi nekropsi yapilan hayvanlarin

“trakea mukoza yiizeyi kazintis1 metodu” ile paralellik gdstermektedir. Ayrica ayni metod
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ile alinan 2 6rnegin de kiiltiir yoniinden pozitif ¢ikmasi 6rnek alirken nekropsi yapilan
hayvanlarin trakea ve infraorbital sinuslarindan kazinarak alinan sivaplarin tercih edilmesi

gerektigini diigiindiirmiistiir.

Lauerman ve ark (1993) MS PZR testinin spesifite ve sensitivite testlerini yaparken
MS PZR sonuglarinin HI, ELISA, kiiltiir sonuglarinin biri veya hepsi ile karsilagtirilarak
bulunmasi gerektigini bildirmigler, yeterli veri olmamasi1 durumunda da HI, ELISA ve
kiltiir sonuglarindan yalnmiz birinin de kullanilabilecegini eklemislerdir. Bu ¢alismada
gerek MG gerek MS i¢in kullanilan testlerin spesifite ve sensitivite degerlendirilmelerinde
kiiltiir sonuglarinin gercek hastalik durumunu belirledigi kabul edilmistir. MS i¢in hicbir
tireme olmamasindan dolayt MS PZR’1n sensitivitesi %0 spesifitesi ise %95.6 olarak tespit
edilmistir. Lauerman ve ark (1993) bildirdikleri yorumu gz oniinden bulundurarak MS
PZR testinin sensitivite ve spesifite degerlendirilmeleri ELISA test sonuglar ele alinarak
tekrar hesaplanmis ve MS PZR’1n spesifitesi %100, sensitivitesi ise %95.6 olarak tespit

edilmistir.

Hartup ve ark (1999) PZR analizinin canli veya cansiz kaynaklarin DNA’larinin
tiire 6zgii segmetlerinin ¢ogaltilmas1 esasina dayandigini ve alinan bir 6rnek PZR pozitif
sonug verir iken kiiltiirlin pozitif olmasinin; canli organizmanin ve aktif bir enfeksiyonun
olmadigin1 gosterdigini bildrimigtir. Bu arastirmada tespit edilen PZR pozitif, kiiltiir
negatif olan siiriilerin klinik bulgulan karsilastirdiginda, kiiltiir negatif olan hayvanlarin

aktif bir enfeksiyonu olmadig klinik bulgularla dogrulanmistir (Tablo 3.1.).

M. gallisepticum yoniinden PZR ve Kkiiltlir ile yapilan testlerde bulunan sonuglar
arasinda fark oldugu yapilan istatistik degerlendirmeler ile tespit edilmistir. Polimeraz
Zincir Reaksiyonu ayni Ornekler ile kiiltlirden daha fazla oranda pozitif verdigi,
uygulanmasi kiiltiire gore daha kolay, hizli ve ucuz oldugu ve yiiksek oranda spesifik ve
sensitive oldugu i¢in PZR testinin MG teshisinde kullanilabilecek bir test oldugu fikrine

varilmistir

M. synoviae yoniinden yapilan incelemelerde ise PZR ve Kkiiltiir arasindaki
farkliliklar 6nemsiz bulunmustur. Fakat MG teshisinde oldugu gibi PZR’1n kiiltiire gore
olan avantajlarindan ve kiiltiir ile hi¢ pozitif sonu¢ alimaz iken PZR ile pozitif sonug
bulunmasindan dolay1 PZR testinin MS teshisinde kullanilabilecek bir test oldugu fikrine

varilmstir.
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Sonug olarak;

1. Yumurtaci tavuklarda MG ve MS teshisinde hem multipleks hem de tekli PZR’1n
1zolasyondan iistlin oldugu ve pratikte kullanilabilecek bir test oldugu ve PZR i¢in alinacak
numunelerin miimkiin oldugu kadar erken ve nekropsi yapilan hayvanlarin trakelarindan

mukozalar kazinarak alinmasinin daha iyi sonug verdigi tespit edilmistir.

2. Ayrica bu tez calismasinda Konya bdlgesindeki yumurta tavukgulugu yapan
isletmelerin CRD teshisinde kullanilan serolojik analizlerde rutin olarak yapilmayan MS
LAT ve MS ELISA testleri de yapilarak siiriilerin serum o6rneklerinin %55’nin MS
yoniinden pozitif oldugu bulunmustur. Bu sonuclar dogrultusunda MS’nin da serolojik

testlerde kontrol edilmesi gereken bir etken oldugu fikrine varilmigtir.
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6. OZET

S.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Anabilim Dali

DOKTORA TEZI/KONYA- 2008

“Tavuklarda Mycoplasma gallisepticum ve Mycoplasma synoviae’nin tanisinda PZR

kullanim1”

Erkut GURBUZ

Veteriner Hekim

Danisman

Prof. Dr. Osman ERGANIS

Konya bolgesinde, yumurtaci tavuk ciftliklerinde M. gallisepticum ve M. synoviae
varlig1 bakteriyolojik olarak izolasyon ve identifikasyon, serolojik olarak Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) ve Lam Agliitinasyon Testi (LAT) ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile arastirildi. Daha 6nce solunum sistemi problemi gecirmis ve Konya
Veteriner Kontrol Arastirma Enstitii’siinde serolojik olarak CRD enfeksiyonu teshisi
konmus farkli yaglarda 15 kiimesten 73 tavuga ait toplam 300 kan 6rnegi toplandi. Ayrica
73 tavugun trakealarindan, hava keselerinde, akcigerlerinde ve eklem sivilarindan toplam

365 stvap alind1.

Toplam 15 kiimesten alinan 300 serum 6rneginin 127°s1 (%43) MG yoniinden LAT
ile pozitif, 1731 (%57) negatif, 165’1 (%55) MS yoniinden LAT ile pozitif, 235’1 (%45)
negatif olarak degerlendirildi. Ayn1 300 6rnegin 243’1l (%80) MG yoniinden ELISA ile
pozitif, 57°si (%20) negatif olarak, 265’1 (%88) MS yoniinden ELISA ile pozitif, 35’1
(%12) negatif olarak degerlendirildi. Toplam 365 sivap numunesinin sadece 3’iinde etken
izole edilerek yapilan identifikasyon calismalari ile etkenin MG oldugu tespit edilmistir.
PZR ile ticari yumurtaci kiimeslere ait toplam 365 sivap Orneginin 9’u (%2.46) MG
yoniinden pozitif, 3’1 (%0.82) MS yoniinden pozitif olarak degerlendildi.
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Sonug olarak; yumurtaci tavuklarda MG ve MS teshisinde hem multipleks hem de
tekli PZR’1n izolasyondan {istiin oldugu ve pratikte kullanilabilecek bir test oldugu ve PZR
i¢in alinacak numunelerin miimkiin oldugu kadar erken ve nekropsi yapilan hayvanlarin

trakelarindan mukozalar kazinarak alinmasin1 daha iyi sonug verdigi tespit edilmistir.
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7. SUMMARY

“The use of PCR for the diagnosis of Mycoplasma gallisepticum and Mycoplasma synoviae

in chickens”

The occurence of Mycoplasma gallisepticum and Mycoplasma synoviae in
commercial layer populations in Konya region was investigated by using bacteriological
methods, serological methods and Polymerase Chain Reaction (PCR). A total number of
300 blood samples were collected from 15 flocks 73 hens with different ages which has a
history of respiratoric problems confirmed by serological test for CRD in Konya
Veterinary Control and Research Institute. 365 swap samples from trachea, air sacs, lungs
and synoviae were collected from 73 hens. Out of 300 samples from a total of 15 flocks,
127 (%A43) samples were found positive for MG and 173 (%57) samples observed negative
by LAT, 165 (%55) samples were found positive for MS and 235 (%45) samples observed
negative by LAT as well. Out of the same 300 samples, 243 (%80) samples were found
positive for MG and 57 (%20) samples observed negative by ELISA, 265 (%88) samples
were found positive for MS and 35 (%12) samples observed negative by ELISA. Out of
365 swap samples from 73 hens, 9 (%2.47) samples were found positive for MG and 3
(%0.82) were found positive for MS by PCR.

As a conclusion; both the single and the multiplex PCR was found superior than the
1solation and identification methods and can be applied for the detection of MG and MS in
laying hens and to take the swap samples by scraping the trachea mucosa after the

necropsy as soon as the clinical signs appear is recommended as well.
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Resim 5 MG ve MS Antijenleri
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