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ONSOZ

Mycoplasma synoviae (Ms), énemli ekonomik kayiplara sebep olan, tavuk ve
hindi yetistiriciliginde diinya capinda kontrol ve eradikasyon c¢alismalari yliriitiilen
onemli bir etkendir. Vertikal bulagsma ozelligi sebebiyle bircok tiilkede yasal
mevzuatlarla damizlik stirtilerin ariligi saglanmaya calisilmaktadir. Ayrica diinya
genelinde yaygin asilama c¢alismalariyla hastalikla miicadele edilmesine karsin
tilkemizde damizlik siiriilerde as1 kullanimi yasaktir. Giinlimiiz ekonomik sartlar1 ve
teknolojisi gz Oniine alindiginda 6zellikle tilkemizin yiiz aki sektorleri arasinda yer
alan kanath endiistrisi i¢in fayda saglayacagini diislindiiglimiiz bu calisma ile Ms
enfeksiyonunun Ege Bolgesindeki giincel durumunu ortaya koymak amaglanmistir.
Bu calismada Izmir, Manisa, Aydimn, Denizli, Usak, Kiitahya ve Afyonkarahisar
illerinde bulunan ticari tavuk ve hindi isletmelerinden orneklemeler yapilmistir. Ms
varligi, toplanan tiim orneklerde konvansiyonel kiiltir yontemi ve direkt gPCR

(Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu) testi ile arastirilmistir.

Doktora 6grenimim siiresince her konuda destek olan danisman hocam Dog.
Dr. H. Kaan MUSTAK a, Mikrobiyoloji Anabilim Dali &gretim iiyeleri Prof. Dr.
Mehmet AKAN’a, Prof. Dr. Hakan YARDIMCI'ya, Prof. Dr. Bars
SAREYYUPOGLU’na tesekkiir ederim. Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii
Kanatl1 Hastaliklar1 Teshis Laboratuvar1 personelleri, mesai arkadaslarim Dog. Dr.
Fethiye COVEN, Dr. Ismail SAHINDOKUYUCU, Ozge YILMAZ CAGIRGAN,
Dr. Erciiment ERTUNC, Ayhan GUNCU’ye ve ekibimize disaridan teknik destek
hizmeti veren Bahtiyar YILMAZ’a tesekkiir ederim. Ayrica tez konum ile ilgili bilgi
ve tecriibelerini paylasan, ¢alismamda kullandigim izolati temin ettigim Pendik
Veteriner Kontrol Enstitiisii Mycoplasma Referans Teshis Laboratuvar1 personelleri;
Dr. Umit OZDEMIR, Dr. Sefika Hande ERPEK ve Muhammed KARAHAN’a
tesekkiir ederim. Son olarak bu siiregte bana her zaman gii¢ veren esim Bahar KILIC
ve kizim Umut Yaz KILIC’a, bugiinlere gelmemde biiyiik emekleri olan annem
Sevim KILIC, babam Bayram KILIC’a ve ablalarim Buket DOGAN ve Fatma
FIDAN’a sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Mikoplazmalar, insanlarda, bir¢ok hayvan, bitki ve insektalarda bulunan,
dogada serbest olarak yasayabilen en kiigiik ve en basit prokaryotik
mikroorganizmalardir. Bu prokaryotlar, kii¢iik boyutlar1 ve genomlari, o6zellikle
hiicre duvarlarinin olmayisi ve yalniz plazma membranina sahip olmalariyla
karakterizedir. Bu 6zellikleri mikoplazmalarin kendilerine 6zel ‘sahanda yumurta’
benzeri  koloni morfolojisi  olusturmalarni, antibiyotiklere karsi  direng
gelistirmelerini ve kompleks besinsel gereksinimlerini agiklamaktadir (Razin ve ark.,
1998). Mikoplazmalarin bazi tiirleri farkli konaklar1 enfekte edebilmektedir. Bazi
tiirleri ise konak spesifik olup tek bir hayvan tiiriinii enfekte eder. Ornegin;
Mycoplasma meleagridis sadece hindileri enfekte eder (Kleven, 1998). Genellikle
mikoplazmalar mukozal yiizeylerde kolonize olurlar ve invaziv degildirler. Fakat,
Mycoplasma gallicepticum ve Mycoplasma synoviae tiirlerinin hiicre igine
penetrasyon yeteneklerine sahip olduklari bilinmektedir (Dusanic ve ark., 2009 ve
Winner ve ark., 2000).

Kanatli hayvanlarda goriilen ve onemli ekonomik kayiplara neden olan
mikoplazmalar; Mycoplasma gallicepticum (Mg), Mycoplasma meleagridis (Mm),
Mycoplasma synoviae (Ms) ve Mycoplasma iowae (Mi) dir. Genellikle solunum
sistemi lizerinde etkileri olan bu etkenlerin horizontal bulasmanin yan1 sira vertikal
bulagmalar1 sebebiyle de 6zellikle damizlik hayvanlarin ari olmasi agisindan oldukga

onemlidir (Ferguson-Noel ve ark., 2013a).

Ms kolonileri ilk olarak 1960 yilinda Chalquest ve Fabricant’in nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD) gereksinimlerini ortaya koymasi sonucu tespit edilmistir.
1964 yilinda Olson ve arkadasglari ise ilk kez M. synoviae adini farkl: bir tiir olarak

isimlendirmistir (Ferguson-Noel ve Noormohammadi, 2020).

Ms kanatli hayvanlarda ¢ogunlukla subklinik iist solunum yolu enfeksiyonuna

sebep olmaktadir. Newcastle hastalifn ve/veya Infeksiydz Bronsitis ile kombine



oldugu takdirde, hava kesesi lezyonlarina sebep olabilmektedir. Sistemik enfeksiyon
olusturmast durumunda eklemlerde ve tendonlarda synovitis, tendovaginitis ve

bursitis sekillenmektedir (Ferguson-Noel ve ark., 2013Db).

Ms hem tavuklar hem de hindiler i¢in patojen bir mikroorganizmadir.
Genellikle iist solunum yolu hastalig1 olarak ortaya ¢ikarken, infeksiydz Synovitis’e
yol agmakta, hava keselerinde ve eklemlerde yangi olusturarak biiylime ve gelismeyi,
¢ikim randimaninit ve yumurta randimanini etkilemekte ve oOzellikle son yillarda
yapilan caligmalarda kabuk sekil bozukluklarina sebep oldugu bildirilmektedir
(Catania ve ark., 2010).

Ms’in neden oldugu hastalik tablosunda Ozellikle de solunum sistemi
formunda; konagin yasi, tiirii, miks enfeksiyon olusumu ve susun virulensi oldukga
Oonemlidir. Ayrica beslenme ve havalandirma kosullarina bagli olarak kiimes
icerisindeki fazla amonyak, toz, asir1 kalabalik kiimesler, dezenfeksiyon
noksanliklart ve stres faktorleri hayvanlart daha duyarli hale getirmektedir. Etkenin
dogal konaklar1 arasinda tavuk, hindi ve be¢ tavugu bulunmakta olup en duyarl

hayvan tavuktur (Akan ve izgiir, 2002).

Ms evcil kanatlilarda azalan yumurta kalitesi ve verimi, bliylimede gerileme,
azalan kulucka randimani ve karkas kayiplar1 sebebiyle kanatli endiistrisinde
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Tavuk ve hindi siirlilerinde etkenin
yayilmasinda vertikal bulagmanin biiyiik 6nem tasimasi sebebiyle en etkili kontrol
yontemi stiriilerin diizenli olarak izlenmesi ve 6zellikle pozitif damizlik siiriilerin
elemine edilmesidir. Enfeksiyonun yayilmasmin 6nlenmesi i¢in giivenilir ve hizh

teshis gerekmektedir (Luitel ve ark., 2020).

Kanatli mikoplazmalarmin teshisinde etken izolasyonu, molekiiler yontemlerle
organizmanin niikleik asit tespiti ve serolojik testler kullanilmaktadir. Ms’in
teshisinde kiltlir yontemi altin standarttir, ancak bu yontem zahmetli ve zaman
alicidir. Tamamlanmasi 3-4 hafta kadar siirebilmektedir. Serolojik yontemler ise siirii

izleme ve kontrol programlarinda diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu



testlerde diisiikk sensitivite, nonspesifik reaksiyonlar ve kros-reaksiyonlar
sekillenebilmesi sebebiyle konfirmasyona ihtiyag duyulmaktadir. Bu agidan,
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli testler hizli, hassas ve spesifik olup
mikoplazmal DNA varligimi tespit etmek i¢in kiiltiirel yontemlerin yerine siklikla

kullanilmaktadir (Pohuang ve ark., 2020).

Ms enfeksiyonlarina karsi tedavide antibiyotikler kullanilmaktadir. Ancak
enfeksiyonun tamamen ortadan kaldirilmasinda yeterli degildirler. Enfeksiyondan
korunmada ise canli asilar bir¢ok iilkede tercih edilmektedir (Ferguson-Noel ve

Noormohammadi, 2020).

1.1. Tarihge

Mikoplazmalar, ilk olarak 1898 yilinda Nocard ve Roux tarafindan sigirlarda
goriilen Pleuro Pneumonia olgularindan izole edilmis, bu sebeple dnceleri PPLO
(Pleuro Pneumonia Like Organism), Asterococcus, Anulomyces diye adlandirilmig
ancak ilk kez Julien Nowak tarafindan 1929 yilinda Mycoplasma adi verilmistir
(Arda ve Izgiir, 1984 ve Krass ve Gardner, 1973).

Kanatlilarda mikoplazma enfeksiyonlari ilk kez, Dodd tarafindan, 1905 yilinda
Ingiltere’de, hindilerde epizootik pndmo enterit olarak adlandirilmistir (Dodd, 1905).
1935 yilinda Nelson burun akintisi goriilen tavuklardan elde ettigi kokobasil
goriiniimiine sahip, yavas iireyen bu mikroorganizmalarin emriyolu tavuk
yumurtasinda ve doku kiiltiiriiniin yan1 sira besiyerinde de iiredigini tespit etmistir

(Nelson, 1935).

Dickinson ve Hinshaw (1938), hindilerin Infeksiyoz Synovitis’ini
adlandirmislardir. 1943°te Delaplane ve Stuart, embriyolu tavuk yumurtasinda etkeni
iireterek, tavuklardan Kronik Solunum Yolu Infeksiyonu (CRD)’ nu, daha sonra ise

siniizitli hindilerden Mg izole etmiglerdir.



1950’nin baslarinda Markham ve Wong (1952) ile Van Roekel ve Olesiuk
(1953)’un  yaptiklar1  g¢aligmalarda, tavuk ve hindilerden elde edilen
mikroorganizmalarin  basarili  bir sekilde iretilmesiyle birlikte bunlarin

Pleuropneumonia grubundan (Mycoplasma spp.) olduklarini bildirmislerdir.

Ms kaynakl1 Infeksiydz Synovitis olgusu ilk olarak Olson ve ark. (1954, 1956)
tarafindan ortaya konmustur. Ms’in solunum sistemi formu (Olson ve ark., 1964) ve
hava keselerinin enfeksiyonu tablosu (Kleven ve ark., 1972) ise broylerlerde

Infeksiydz Bronsitis ve Newcastle asilar1 kullanimu ile goriildiigii bildirilmistir.

1.2. Etiyoloji
1.2.1. Simiflandirma

Mikoplazmalar, Mollicutes sinifi, Mycoplasmatales takimi, Mycoplasmataceae
ailesinde bulunan, 120’den fazla alt tiirii olan, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz,
pleomorfik sekillerde goriilebilen, fakiiltatif anaerob mikroorganizmalardir (Akan ve
Izgiir, 2002). Mollicutes sinifinda veteriner hekimligi i¢in &nemli olan baslica iki
familya; Mycoplasmatacea ve Acholeplasmatacea’lardir. Bunlarin temel olarak
farkliliklar1; morfolojileri, genom biiyiikliikleri ve besinsel gereksinimleridir

(Weisburg ve ark., 1989).

Diinya’da 120°den fazla mikoplazma tiirii oldugu ve bunlarin 20’sinden
fazlasiin kanatli hayvanlar1 enfekte ettikleri bilinmektedir. Mg ve Ms kanatl: tiirleri
icin major patojenler olup, Mm ve Mi ise hindilerde onemlidir (Kleven, 2008a).
Kanatlilarda gorillen mikoplazma tiirlerinin gilincel listesi Cizelge 1.1°de

bulunmaktadir (Ferguson-Noel ve Noormohammadi, 2020).



Cizelge 1.1. Mikoplazma tiirleri ve dogal konaklar1 (Ferguson-Noel ve Noormohammadi, 2020).

Tiir Dogal Konak Glikoz Fermentasyonu Arjinin Hidrolizi
A. laidlawii Birgok tiir + -
M. anatis Ordek + -
M. anseris Kaz +
M. buteonis Sahin + -
M. cloacale Hindi, Kaz +
M. columbinasale Giivercin - +
M. columbinum Giivercin - +
M. columborale Giivercin + -
M. corogypsi Akbaba + -
M. falconis Dogan - +
M. gallinarum Tavuk - +
M. gallinaceum Tavuk + -
M. gallisepticum Tavuk, Hindi, Saka, Digerleri + -
M. gallopavonis Hindi + -
M. glycophilum Tavuk + -
M. gypis Kizil Akbaba - +
M. imitans Ordek, Kaz, Keklik + -
M. iners Tavuk - +
M. iowae Hindi 5 +
M. lipofaciens Tavuk + +
M. meleagridis Hindi - +
M. pullorum Tavuk + -
M. sturni Sigirctk + -
M. synoviae Tavuk, Hindi + -
M. tullyi Penguen + -
U. gallorale Tavuk - -

Genom biiyiikliikleri 580-1350 kbp ve G+C igerigi %23-40 olan, 300-800 nm
biiyilikliigiindeki, kiigiik pleomorfik mikoplazmalarin sitoplazmik membranlar
protein, lipid ve karbonhidrat yapida ii¢ tabakali {init membrandan olugmaktadir.
Unit membranin  yapisindaki bu maddeler mikroorganizmalarin ~ antijenik
ozelliklerinden sorumludurlar. Sitoplazmik membranin yapisindaki karbonhidratlar,
diger suslarla kros-reaksiyonlarda ve noétralizan antikorlarin tespitinde rol
oynamaktadirlar. Proteinler ise; metabolik inhibisyon ve presipitasyonda rol alan

antikorlarin sentezini uyarmaktadirlar (Ferguson-Noel ve ark., 2013a ve Saif, 2001).

Eritrositleri1 hemaglutine etme 6zelligi olan Mg, Mm ve Ms tiirlerinde ise bu
katmanin iizerinde, plazma membranindan kdken alan, yarim ay seklinde kabarciklar
vardir. Bu kabarciklar eritrositler iizerinde yer alan glikoforin reseptorleri yardimiyla
bakterinin eritrositlere tutunmasini saglamaktadir. Serolojik olarak hemaglutinasyon
inhibisyon (HI) testi bu ¢ tiir i¢in kullanilabilmektedir (Ferguson-Noel ve ark.,
2013a).



1.2.2. Morfoloji ve Boyanma

Giemsa ile boyanmis preparatlarda veya karanlik saha incelemelerinde, Ms
genellikle 0,2-0,5 pm c¢apinda pleomorfik kokoid veya kokobasiller cisimler olarak
goriiniir. Ince gubuk, filament ve halka formlar1 da goriilmiistiir (Ferguson-Noel ve

Noormohammadi, 2020).

Mikoplazmalar, diger bakterilerden farkli olarak hiicre duvarlarindan
yoksundurlar. Bu sebepten dolayr Gram boyanma o6zellikleri olmamasina karsin
Gram negatif gibi boyanirlar. Mikoplazmalarin genetik yapilar1 incelendiginde ise
Gram pozitif bakterilerle iliskilidirler. Giiniimiizde filogenetik olarak Gram pozitif
bakterilerin igerisinde, fakat ayri bir soy olarak smiflandirilmaktadirlar (Krieg ve
ark., 2010).

1.2.3. Ureme Gereksinimleri

Mikoplazmlarin iiretilmesi diger bakterilere gére daha zordur. Nazli tireyen bu
mikroorganizmalarin laboratuvar kosullarinda iireyebilmesi i¢in bazi 6zel iiretme
faktorlerine ihtiyag duyulmaktadir. Ms genellikle %10-15 oraninda domuz serumu
igeren proteince zengin ortamlara ihtiyag duymaktadir. Ayrica bazi maya tiirevli
bilesenlerin ilavesi faydali olmaktadir. Ms’in iretilmesinde nikotinamid adenin
dintikleotid  (NAD)  eklenmesi  gerekmektedir. ~Gram  pozitif  bakteri
kontaminantlarin tiremesini engellenmek i¢in penisilin G, Gram negatif bakteriler
ile mantarlarin iiremesinin engellenmesi i¢in de thallium acetate eklenmektedir.
Ayrica kullanilan besi yerlerine fenol kirmizisi gibi indikatér maddeler de
katilabilmektedir (Ferguson-Noel ve ark., 2013a). Gilintimiizde, kanatli mikoplazma
tiirlerini tiretmek i¢in yaygin olarak kullanilan besi yerleri Frey (Frey ve ark., 1968)

veya Bradbury (Bradbury, 1977) tarafindan gelistirilen besiyerleridir.

Mikoplazmalar oldukga yavas iireyen mikroorganizmalar olup genellikle 37-
38°C ve %5-10 CO,’li ortamu tercih etmektedirler. Ilk izolasyonda doku antijenleri,

antikorlar ve toksinler ortamda fazla olabileceginden inokulum seyreltilerek



hazirlanmali ve 24 saat sonra yeni besiyerine pasajlanmalidir. Sivi besiyerine %10
oraninda ekim yapilmalidir. Koloniler 3-10 giin igerisinde kat1 besiyerinde

sekillenirler (Ferguson-Noel ve Noormohammadi, 2020).

Glikozu fermente eden mikoplazma tiirleri, ortamin pH’smin disiisiyle,
besiyerini kirmizidan turuncu/sariya degigsmesine neden olarak, biiylimenin gorsel
olarak tespit edilmesine olanak saglamaktadir. Ozellikle Ms pH degisimine ¢ok
duyarhdir. Besiyerinde bulunan fenol kirmizisi indikatérii kirmizidan sariya
dondiikten (pH 6,8’in altina indiginde) birka¢ saat sonra inkubasyon devam ederse
Ms hizla 6lmeye baslar. Sivi kiiltiirler renk degisimini takiben agara ve yeni bir sivi

besiyerine transfer edilmelidir (Ferguson-Noel ve Noormohammadi, 2020).

Mikoplazmalarin, iiretilmesinde ayrica emriyolu tavuk yumurtasi ve hiicre
kiiltiiri yontemleri de kullanilabilmektedir. Diger bakterilerden kiigiik olduklari i¢in
0,45 pm’lik filtreden gegebilmektedirler (Ferguson-Noel ve Noormohammadi,
2020).

1.2.4. Koloni Morfolojisi

Mikoplazmalar, genellikle 37-38°C’de oldukg¢a yavas iiremeye meyillidirler.
Kolonileri, 7,2-7,8 pH’da, %5-10 CO;’li ve nemli ortamda, 37°C’de, 5-7 giin
inkiibasyonda katt ve sivi besiyerinde sekillenmektedir. Tipik kolonileri, genellikle
gozle goriilemeyen, ancak stereomikroskopla goriilebilen, tipik ‘sahanda yumurta’
veya ‘ortast diigmeli’ sekilde, 0,1-1 mm araliginda, kiiciik, diizgiin, sirkiiler yapidadir
(Sekil 1.1). Mikoplazmalarda goriilen bu koloni sekline L (Lister) koloni formu
denilmektedir. Mikoplazma hiicreleri 0,2-0,5 pm arasinda degismekte olup genellikle
kokoid, kokobasil seklinde olmalarina karsin, ince ¢omak, flament ve halka formlari

da goriilmiistiir (Ferguson-Noel ve ark., 2013a).
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Sekil 1.1. Mikoplazma kolonileri (Ulgen, 2018).

1.2.5. Biyokimyasal Ozellikleri

Glikozun fermentasyonu tiirler arasinda farklilik gostermekle birlikte
mikoplazma besiyerlerine ilave edilmektedir. Bazi tiirlerde temel enerji kaynagi
olarak glikoz fermentasyonu yerine arjinin kullanilmaktadir. Yalniz M. iowae ve bazi
tiirler hem arjinini hem de glikozu fermente edebilmektedir (Ferguson-Noel ve ark.,
2013a). Kanatli mikoplazma etkenlerinin biyokimyasal 6zelliklerini gosteren tablo

Cizelge 1.2°de sunulmustur.

Cizelge 1.2. Tavuk ve hindilerde goriilen mikoplazma tiirlerinin bazi biyokimyasal 6zellikleri.

HA Glikoz Arjinin Fosfataz | Tetrazolyum ggg: NAD
Mg + + - . i - -
Ms + + - - i * *
Mm + - + + - - -
Mi - + * - - - -

1.2.6. Kimyasal ve Fiziksel Etkenlere Duyarhhg:

Mikoplazma tiirlerinin hiicre duvarmin olmamas1 sebebiyle dis ortama ve
dezenfektanlara kars1 dayaniklilig1 azdir ancak; hiicre duvart metabolizmas: tizerinde
etkili tim antibakteriyellere kars1 direnglidirler. Bununla birlikte, dondurup

¢ozdiirmeye diger bakterilere kiyasla daha dayaniklhidirlar. Mikoplazmalar, canli



viicudunda uzun siire yasayabilirken, dis ortamda sicaklik artis1 ile yasam siiresi
kisalmaktadir. Etkenin c¢evresel kosullardan etkilenmesi etken ile miicadelede

oldukea &nemlidir (Akan ve Izgiir, 2002 ve Jordan, 1996).

Yaygin olarak kullanilan bir¢ok dezenfektana karsi duyarlidirlar. Kanatli
mikoplazmalarinin inaktivasyonunda kullanilan baglica dezenfektanlar; fenol
bilesikleri, formalin, beta-propiolakton ve tiyomersal’dir (Ferguson-Noel ve

Noormohammadi, 2020).

Sivi kiiltiirleri -70°C’de veya liyofilize edilerek +4°C’de yillarca muhafaza
edilebilmektedir. Agarda taze iireyen koloniler oda sicakliginda giinlerce canli
kalabilirler. Mg ve Ms’in enfekte kulugkalik tavuk yumurtasindan 45,6 — 45,8°C ve
12-14 saatlik inkubasyon sonucu inaktive edildigi bildirilmistir. Ayrica tiiy, toz, yem,
icme suyu ve diski dahil olmak iizere ¢evresel 6rneklerde tespit edilebilmektedir

(Ferguson-Noel ve Noormohammadi, 2020).

1.2.7. Antijenik Yapi

Ms, MSPA (Mycoplasma synovial protein A/C-terminal hemaglutinin proteini)
ve MSPB (Mycoplasma synovial protein B/N-terminal lipoprotein) adli iki antijene
sahiptir. MSPA’nin hemaglutinin ile ilgili oldugu bilinmektedir; ancak MSPB’nin
fonksiyonu bilinmemektedir (Ferguson-Noel ve Noormohammadi, 2020). Bu iki
antijen prolipoprotein yapisindadir ve VIhA (variable lipoprotein ve hemaglutinin)

geni tarafindan kodlanirlar (Noormohammadi ve ark., 2000).

Ms’in vIhA geni ile Mg’nin vIhA 4.10 (pMGA1.7) geni yiiksek oranda
birbirlerine benzemekte ve birbirine benzer proteinleri kodlamaktadirlar. Bu sebepten
dolay1 da serolojik testlerde bu mikroorganizmalar arasinda capraz reaksiyon

olabilmektedir (Ferguson-Noel ve Noormohammadi, 2020).



Hemaglutininler, Ms ve Mg’nin viriilensi igin &nemlidir. Ozellikle

kolonizasyonda rol alan en dnemli yiizey antijenleridirler (Bencina, 2002).

1.2.8. Viriilens Faktorleri

Ms’in izolatlar1 arasinda hastalik yapma oOzellikleri bakimindan farkliliklar
vardir. Baz1 viriilent saha suslarinin ¢ok az klinik tablo olusturdugu ya da hig

olusturmadig: bilinmektedir (Ferguson-Noel ve Noormohammadi, 2020).

Saha suslarinin  patojenitesi ve virlilenslerindeki  farkliliklar sadece
hemagliitinasyon, hemadsorbsiyon, hiicrelere tutunma veya silyostazis gibi viriilens
faktorleri ile agiklanamamaktadir. Ancak, hemaglutinasyon pozitif veren bir Ms
susu, negatif verene gore daha yaygin Infeksiyoz Sinovitis lezyonlar1 yapmaktadir

(Lockaby ve ark., 1998).

Sialidaz aktivitesi, nitrik oksit liretimi ve hiicre invazyonu, Ms viriilensi ile
iliskilendirilmektedir. Ayrica MSPA ve MSPB’nin antijenik varyasyonlar1 da

viriilens faktori olarak goriilmektedir (Ferguson-Noel ve Noormohammadi, 2020).

1.3. Patogenez ve Epidemiyoloji

Infeksiydz Sinovitis ilk olarak 1950-1960 yillar1 arasinda ABD’de 4-12
haftalik broyler tavuklarda goriilmiistiir. 1970’li yillarda ise solunum formu daha
yaygin olarak goriilmeye baglanmis olup diinya c¢apinda yaygin bir enfeksiyondur.
Subklinik enfeksiyon olarak giiniimiizde de halen goriilebilmektedir. Ms
enfeksiyonlar1 yash ticari yumurtaci siiriilerde siklikla goriilebilmektedir. Hindilerde
ise genellikle 10-20 haftalik yastaki siiriilerde goriilmektedir (Ferguson-Noel ve

Noormohammadi, 2020).

Tavuk ve hindiler Ms enfeksiyonunun dogal konaklaridir. Ayrica 6rdek, kaz,

beg tavugu, giivercin, japon bildircini, siiliin, keklik, devekusu, filamingo, sergce ve
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diger yabani kus tiirlerinin dogal olarak enfekte oldugu bildirilmistir. Siiliinler,
kazlar, ordekler ve muhabbet kuslar1 ise deneysel enfeksiyonlara kars1 duyarlidirlar
(Ferguson-Noel ve Noormohammadi, 2020). Kleven ve Fletcher (1983), sercelerin

yapay olarak enfekte olmalarina karsin oldukga direncli olduklarini bildirmiglerdir.

Tavuklarda akut enfeksiyon genellikle 4-16 haftalik yaslarda, hindilerde ise 10-
24 haftalik yaslarda goriilmektedir. Kronik enfeksiyon akut fazi takip edebilir ve
stiriiniin yasami1 boyunca devam edebilir (Ferguson-Noel ve Noormohammadi,
2020).

Mikoplazmalarda bulasma, ¢esitli sekillerde olabilmektedir. Enfekte
hayvanlardan sagliklilara direkt temasi ile horizontal bulasma, kontamine yem, su,
altlk ve personel ile indirekt bulasma olabilmektedir. Ayrica damizliklardan
yumurtalarin  kontaminasyonu ile vertikal bulasma da olduk¢a Onemlidir

(Nascimento ve ark., 2005).

Ms enfeksiyonlari lateral ve vertikal yol ile bulasabilmektedir. Lateral bulasma
dogrudan temas ile hizli sekilde olabilmektedir. Siiriide birkag tavuk klinik belirti
gosterse bile solunum yoluyla bulagsma sonucunda tiim siiriiniin %100°l4 enfekte
olabilmektedir. Bulasma ¢ogunlukla, konjonktiva ve iist solunum yolu araciligiyla
olmaktadir (Weinack ve ark., 1983).

Vertikal bulasma Ms’in tavuk ve hindilerde yayilmasinda biiyilk Onem
tasimaktadir. Broyler damizlik bir kiimesin deneysel olarak enfekte edilmesi
sonucunda, inokulasyonu takiben 6-31 giin arasinda, bir giinliik civciv, infertil
yumurta ve kabukalti 6lmiis embriyolarin trakealarinda Ms enfeksiyonu tespit
edildigi bildirilmistir (Vardaman, 1976). Ticari damizlik siiriiler yumurta tretimi
sirasinda enfekte oldugu zaman ilk 4-6 hafta vertikal bulagmanin en fazla oldugu

donemdir (Ferguson-Noel ve Noormohammadi, 2020).
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Infeksiydz Sinovitis’in 6 giinliik civcivlerde goriilmesi, yumurta ile bulasma
sonucu inkiibasyon periyodunun daha kisa oldugunu gostermektedir. Lateral bulagsma
ile ortaya cikan enfeksiyonlarda ise kulucka siiresi 1-21 arasinda degiskenlik
gosterebilmektedir. Bu siire, organizmaya giren etkenin miktar1 ve patojenitesine
gore degiskenlik gosterebilmektedir. Antikorlar ise klinik tablo ortaya ¢ikmadan
once tespit edilebilmektedir. Trakeal yol ile alinan etken 4 giin igerisinde trakea ve
sinlis enfeksiyonuna sebep olur ve temas halindeki diger kanatlilara hizlica bulagir.
Hava kesesi lezyonlar1 ise 17-21 giin sonra sekillenir (Ferguson-Noel ve
Noormohammadi, 2020). Hava kesesi yangis1 Newcastle hastaligi ve Infeksiydz
Brongitis asilar1 veya diger solunum yolu enfeksiyonlariyla birlikte siddetlenir
(Kleven ve ark., 1972). Hava kesesi yangisini tetikleyen diger faktorler; olumsuz
kiimes kosullar1 ve Gumboro gibi immunsupresyona sebep olan hastaliklardir
(Giambrone ve ark., 1977). Ayrica siddetli sinovitis goriilen hindilerde meningeal

vaskiilitis lezyonlar1 goriilmistiir (Chin ve ark., 1991).

Hiicre duvarina sahip olmayan mikoplazma etkenlerinin konak diginda omrii
olduk¢a azdir. Etkenin konak disinda soguk ortamlarda yasama siiresi artmakta,
tavuk diskisinda 1-3 giin arasinda canli kalabilmektedir (Akan, 2007). Yapilan
caligmalarda etkenin insan burun boslugunda bir giin, giysilerde ise ii¢ giin kadar
yasayabildigi ve bu nedenle 6zellikle ciftliklerdeki bakicilarin siiriiler arasinda farkl
kisiler olmas1 gerekmekte, buna imkan yoksa da is akisini negatif stiriilerden siipheli
ve en son pozitif siirlilere dogru takip etmesi enfeksiyonun yayilimini1 6nlemek adina

onemlidir (Akan ve Izgiir, 2002).

1.3.1. Klinik Bulgular

Kanatli hayvanlarda Ms enfeksiyonlar1 genellikle eklem bozukluklar1 ve
solunum sistemi bozukluklar1 ile karakterize olmak iizere iki formda karsimiza

¢ikmaktadir (Akan ve Izgiir, 2002).

Akut enfeksiyon, tavuklarda genellikle 4-16 haftalik yaslarda, hindilerde ise
10-24 haftalik yaslarda goriilmektedir. Kronik enfeksiyon, akut formu takiben
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olusabilir ve bazen de persiste olarak siirii hayatinin geri kalaninda etkeni
tasiyabilmektedir. Bazen de kronik tablo siiriide herhangi bir yas araliginda akut

form olusmadan sekillenebilmektedir (Ferguson-Noel ve ark., 2013b).

Tavuklarda Infeksiydz Sinovitis’te ilk olarak gozlenebilen belirtiler ibikte
solma, topallik ve biiyiimede geriliktir. Hastalik ilerledik¢e tiiyler karisir, ibik
kiigiiliir ve hatta baz1 olgularda mavimsi kirmizi renkte olabilmektedir. Ozellikle
ayak ve diz eklemleri etkilenir, Sekil 1.2’de goriildiigi gibi eksudat birikimi, sislik ve
buna bagli topallik sekillenir. Hindilerde ise siklikla gdgiiste su dolu kabarciklar
sekillenir. Enfekte hayvanlar genellikle dehidre, cansiz ve giicsliz haldedir.
Cogunlukla digkinin rengi yesilimsi goriiliir. Hava kesesi yangisi ozellikle kis
aylarinda hava kalitesinin bozuldugu donemlerde, broyler siiriilerde siklikla ortaya

cikmaktadir (Ferguson-Noel ve ark., 2013Db).

Sekil 1.2. Ayak taban1 ve eklemlerde Ms kaynakli olusan sislik (Adul-Azis ve Barnes, 2018).

Yumurtaci siiriilerde, verim diisiikliigii, dolsiiz yumurta sayisinda %10’dan
fazla artis ve dolli yumurtalarda kabuk alti Sliimler sekillenmektedir. Ayrica
yumurtact tavuklarda Ms, E. coli kaynakli peritonitis tablosunda mortalitenin
artmasina sebep oldugu bildirilmistir. Son yillarda Hollanda, italya ve Almanya’da
yapilan ¢alismalarda Ms’in apikal yumurta kabugu anormalliklerinde rol oynadigi
ortaya konmustur (Ferguson-Noel ve ark., 2013b).

Hindilerde Ms, tavuklardaki bulgulara benzer klinik tablo olusturur. Topallik

en yaygin goriilen semptomdur. Eklemlerdeki sisliklerin disinda bazen sternal
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bursada genisleme goriiliir. Enfekte hayvanlarda kilo kaybi goriiliir (Ferguson-Noel
ve Noormohammadi, 2020).

Hindilerde solunum sistemi semptomlar1 genellikle goriilmez. Ancak Ms
pozitif siiriilerin trakealarindan Ms tespit edildigi bildirilmistir. Hindilerde goriilen
siniizitin Ms ve Mm’in sinerjistik etkisi sonucu oldugu tespit edilmistir (Ferguson-

Noel ve Noormohammadi, 2020).

Tavuklarda morbidite; Klinik sinovitis olgularinda %2-75 arasinda, respiratorik
olgularda ise genellikle subklinik olmakla birlikte %90-100 oraninda tiim
hayvanlarda goriilebilmektedir. Mortalite ise genellikle %1’den azdir ve %10’a kadar
¢ikabilmektedir. Hindilerde ise morbidite %1-20 arasinda degismektedir (Ferguson-
Noel ve ark., 2013b).

1.3.2. Patolojik Bulgular

Infeksiydz Sinovitis formunda tavuk ve hindilerde genellikle tendon
kiliflarinin, eklemlerin ve omurga bursalarinin sinovial membranlarinda Sekil
1.3’deki gibi eksudat birikir. Bobrekler siskin ve renkleri solgundur. Hastaligin
ilerleyen formlarinda tendon kiliflarinda, eklemlerde ve hava keselerinde kazeoz
eksudat goriiliir. Ust solunum yollarinda biiyiik lezyonlar goriilmez. Hava keselerinin
ise seffafligim1  kaybederek matlastigi goriilebilmektedir (Ferguson-Noel ve

Noormohammadi, 2020).
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Sekil 1.3. Sekiz haftalik hindide ayak tabaninda granulasyon dokusu ve purulent eksudat

(Ferguson-Noel ve Noormohammadi, 2020).

1.4. Teshis ve Ayirici Teshis

Kanath mikoplazma etkenleri serolojik, bakteriyolojik ve molekiiler yontemler
kullanilarak belirlenebilmektedir. Mikroorganizmalarin konvansiyonel kiiltiirel
yontemler ile izolasyonu ve teshisi, mikoplazma enfeksiyonlarinin teshisinde altin
standarttir (Kleven, 2008a). Izolasyon icin alinabilecek numuneler; taze alinmis
organ veya dokular, eksudatlar, seyreltilmis doku homojenizati, sivaplar, yumurta
sar1s1 ve embriyolar olabilmektedir. Klinik bulgular ve lezyonlar materyal se¢iminde
onemlidir. Kanatli mikoplazmalarinin laboratuvar teshisinde Sekil 1.4’te goriildiigii
lizere siipheli materyalden dogrudan etken izolasyonu ve identifikasyonu veya
enfekte dokulardan, sivap numunelerinden etkenin DNA’smin tespiti teknikleri
kullanilmaktadir.  Ayrica serolojik testler tani amaciyla yaygin olarak

kullanilmaktadir (OIE, 2021).
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| SUPHELI MATERY AL |

I 1.Etken identifikasyonu I I 2.Serolojik Testler I
—> Kiiltiir =  Serum Aglutinasyon Testi (RSA)
—> Immunolojik Metodlar —> Hemaglutinasyon Inhibisyon Testi (HI)

* Indirekt Florasan Antikor Testi (IFA) ELISA Testi

* Indirekt Immunpercksidaz Testi (1P) L 3.Nikleik Asit Tespiti |

# Tlreme Inhibisyon Testi (GI) —> Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Sekil 1.4. Mikoplazma etkenlerinin tan1 yontemleri (OIE, 2021).

Teshiste Ornek secimi Onemli olup, enfeksiyonun yerlestigi organa gore
farklilik gostermektedir. Canli hayvanlardan orofarinks, 6zefagus, trakea, goz, kloaka
ve fallus sivaplar1 alinmalidir. Olii hayvanlardan ise akciger, trakea dokular1, burun
boslugu, infraorbital siniis, trakea ve hava kesesi Sivaplari alinabilecegi gibi
infraorbital sinus ve eklem sivilar1 da enjektorle g¢ekilerek ornek alinabilmektedir.
Ayrica kuluckadan ¢ikamayan canli veya 6lii embriyolardan vitellin membran i¢
ylizeyi, orofarinks ve hava kesesinden 6rnek alinabilir. Alinan 6rnekler laboratuvara
soguk zincirde 24-48 saat icerisinde ulastirilmalidir ve transport besi yeri olarak
PPLO broth ya da Frey’s broth kullanilmalidir. Numunelerin seri seyreltilmeleri,
dokulardaki spesifik antikorlarin, kullanilan antibiyotiklerin veya inhibe edici

maddelerin varligini azaltarak mikoplazmalarin izolasyon sansini arttirmaktadir.

Mikoplazmalar, bakteriyolojik kiiltiirlerde oldukca zor iireyen bakterilerdir ve
yaklasik 3-4 hafta kadar inkiibasyon siiresine ihtiya¢ duymaktadirlar. Mikoplazmalari
tretmek icin kullanilan besi yerleri protein, maya ekstrakti, glikoz, serum ve
bakteriyel inhibitorler icermektedir. Frey tarafindan gelistirilen besi yeri diinya
capinda yaygin sekilde kullanilmaktadir. I¢erigindeki nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD) ozellikle Ms izolasyonunda biiylime faktoridir (OIE, 2021). Ms
enfeksiyonun akut doneminde lezyonlardan izole edilebilir ancak; kronik evrede
canli mikroorganizmalar lezyonlu dokularda bulunmayabilir. Ust solunum yollarinda
ise etken kalict oldugu i¢in izolasyon da 6rnek aliminda tercih edilebilir (Ferguson-

Noel ve Noormohammadi, 2020). Ms identifikasyonunda iireme inhibisyon testi
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(growth inhibition test) ve spesifik problarla yapilan PCR testi kullanilmaktadir
(Ferguson-Noel ve Noormohammadi, 2013a).

Kiiltiir teknikleri fazla is giici ve zaman kaybina sebep olabilmekte ayrica,
kronik enfekte ya da antibiyotik tedavisi almis kanatlilarda daha da zor
yapilabilmektedir. Kiiltiir teknikleri mikoplazmalarin; patojeniteleri, antibiyotik
direncliligi, virulens faktorleri ve sus farkliliklar1 gibi epidemiyolojik ¢alismalarinda

kullanilmaktadir (Demirbilek ve ark., 2017).

Kanatli mikoplazmalarinin identifikasyonunda biyokimyasal testler (arjinin
hidrolizi, glikoz fermentasyonu) spesifik olmayip, immiinolojik yontemler (Florasan
Antikor Testi, Immunperoksidaz Testi ve Ureme Inhibisyon Testi) ve molekiiler

yontemler kullanilmaktadir (OIE, 2021).

Serolojik testler yaygin kullanildiklarinda 6zgiinliik ve duyarliliklar1 acisindan
eksiklikleri olabilmektedir ve siiriilerin kontrollerinde kullanilmasi tavsiye
edilmektedir. En yaygin kullanilan testler; Serum Pleyt Aglutinasyon (SPA) Testi,
ELISA Testi ve Hemaglutinasyon Inhibisyon (HI) Testi’dir (OIE, 2021).
Mikoplazma enfeksiyonlarinin siirii bazinda ©on tanist ig¢in, izolasyon ve
identifikasyon yoOntemlerine basvurmadan once serolojik yontemlerin kullanilmasi
gerekmektedir. Kullanilan serolojik testlerin 6zgiinliigii ve duyarliligi diisiik olup,

yalanci pozitif ve negatif sonuclar goriilebilmektedir (Demirbilek ve ark., 2017).

Synovitis ile karakterize Ms enfeksiyonlar1 ise baslica synovitis yapan;
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pasteurella ve Salmonella’lar ile
karisabilmektedir (Ferguson-Noel ve ark., 2013b). Hindilerin hava kesesi yangisi ile
karakterize Mm enfeksiyonlarini diger mikoplazma etkenleri ile ayirt etmek onemli
olabilmektedir. Ayrica Mm kaynakli iskelet anormalliklerini ise Mi ve diyet kaynakli
olanlarla karistirmamak gerekmektedir (Chin, 2013).
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1.5. Koruma Stratejileri

Mikoplazmalar i¢in en 6nemli kayip, enfekte damizlik siiriilerden elde edilen
yumurtalar ile elde edilen civciv performansi verileridir. Bu sebeple iilkemizde ilk
olarak 1989 yilinda ‘Kulugkahane ve Damuzlik Isletmelerin Saglik ve Kontrol
Yonetmeligi® yiiriirliige girmis ve en son 2014 yilinda yapilan degisiklikler ve ilgili
yonetmelige bagli 2015 yilinda yayimlanan uygulama talimati kapsaminda
damizliklarin ve kulugkahanelerin kontrolleri yapilmaktadir. Bu yOnetmelik
kapsaminda isletmelerden alinan 6rnekler bagli bulunduklar1 bolge Enstitiilerince
S. Gallinarum, S. Pullorum, S. Enteritidis, S. Typhimurium, Mg, Mm (hindilerde)
etkenleri ile toplam bakteri ve mantar yoOniinden laboratuvarlarda analiz edilir.
Ulkemizde damizhik ve kulugkahanelerden tavuklarda Mg, hindilerde ise Mm
kontrolleri i¢in sivap, civciv, yumurta, kan ve cevresel numuneler alinarak ilgili
enstitiilerce analizleri yapilmaktadir. Bu kontrollerin alti ayda bir yapilmasi
gerekmektedir. Yapilan analiz sonuglarinda aranan bakteriyel etkenlerin izole
edilmesi durumunda, damizlik stiriiler kesime, kulugkahanelerde bulunan yumurtalar
ise sofralik kullanim imkan1 yoksa imha edilmektedir. 2015 yilindan sonra kontrolii
yapilan etkenler arasindan Ms ¢ikartilmistir. Ayrica iilkemizde damizlik kanatlilarda

mikoplazma asilarinin kullanimi yasaktir.

Ulkemize yurtdisindan ithal edilen kulugkalik yumurtalar ile ilgili 01.01.2015
tarihli ‘Devekusu Cinsi Yumurtalar Disinda Kalan Kuluckalik Yumurtalarin Tirkiye
Cumhuriyeti’ne Sevkleri Igin Veteriner Saglik Sertifikas1® geregi yumurtalarm elde
edildigi siiriiler; tavuklar icin Mg, hindiler i¢in ise Mg ve Mm yoniinden tarama
programlarina sokulmus olmalari, Ms yoniinden ise muayene edilmis ve herhangi bir

klinik bulgunun olmama sartlar1 aranmaktadir.

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde Mg’nin kontroliine 1960’l1 yillarda
baslanmis olup Ms ve Mm daha sonralar1 programa dahil edilmistir. Mikoplazma
kontrol programi ABD’de National Poultry Improvement Plan (NPIP) kapsaminda

isletmelerin goniilliiliik esasina dayali olarak yiiriitilmektedir. Bu kapsamda, broyler
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damizlik, yumurtact damizlik, hindi damizlik igletmeleri, ayrica hobi ve siis kuslari,

oyun kuslari, su kuslari isletmelerinde mikoplazma kontrolleri yapilmaktadir.

Kanatlilar i¢in patojen olan tiim mikoplazmalar, vertikal olarak bulastiklar i¢in
oncelikli hedef mikoplazma-ari damizlik stoklar elde etmek olmalidir. Mikoplazma-
ari stiriilerin devamliliginin saglanmasi i¢in yine ari kaynaklardan temini ve hepsi
iceri hepsi disart yetistirme sistemi kullanilmalidir (Okwara, 2016). Siiriileri
mikoplazma etkenlerinden uzak tutmak i¢in etkili biyoglivenlik yontemleri
uygulamalar1 gerekmektedir. Giinlimiizde ise kii¢iik cografi alanlarda biiylik ticari
stiriilerin bulunmasi1 bu yoOntemlerin uygulanmasinit zorlastirmaktadir (Kleven,

20084).

Mikoplazma enfeksiyonlarinin 6nlenebilmesi icin siirekli olarak uygulanan
izleme programlarmin olmasi gerekmektedir. Herhangi bir salgin durumunda diger
stiriilere bulagmay1 6nlemek icin erken tespit olduk¢a Onemlidir. Yashh damizlik
stiriilerde dol verimini arttirmak i¢in siiriiye geng erkekleri eklemek oldukga riskli bir
uygulamadir. Genel olarak ise az sayida numunenin daha sik izlenmesi, ¢ok sayida

numunenin daha az siklikla izlenmesine tercih edilmektedir (Kleven, 2008a).

1.5.1. Tedavi

Antibakteriyel tedavi, klinik belirtilerin ve kayiplarin 6nlenmesine yardimci
olsa da enfeksiyonu siiriiden tamamen elemine edemez ve uzun vadeli ¢oziim
degildir. Mikoplazmalar ile enfekte damizliklarda antimikrobiyaller ile yapilan
tedavilerde klinik belirtilerin ve transovaryan bulagsma riskinin azaldig
bildirilmektedir. Ayrica kulugkalik yumurtalarin antibiyotik ¢ozeltisine daldirilmasi
veya tek tek yumurtalarin enjeksiyonu Mg ve Mm’in yumurta gegisini azaltmak veya
ortadan kaldirmak i¢in kullanildigi bildirilmistir (Kleven, 2008a). Oksitetrasiklin,
aminoglikozidler, linkozamidler, florokinolonlar, tylosin ve tiamulin gibi birgok
antimikrobiyal ajanin, ¢esitli kanatli mikoplazmalarina kars1 etkili olduklar
bildirilmistir. Ozellikle son zamanlarda yapilan ¢alismalarda mikoplazma ile enfekte

tavuklarda tylosinin etkisinin yiiksek oldugu bildirilmektedir. Buna karsin,
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tetrasiklin, makrolid ve kinolonlara karsi direng gelistirdigi bildirilmistir.
Yumurtalarin tylosin gibi antibiyotiklerle daldirma yoluyla tedavisi ve dogrudan
yumurtaya inokulasyonu veya kuluckalik yumurtalarin 1s1l isleme maruz birakilmasi
gibi yontemler de yumurta ile bulasin engellenmesi i¢in kullanilmaktadir (Ferguson-

Noel ve Noormohammadi, 2020).

Ayrica yogun antimikrobiyal ilaclarmin kullanimi direngli Mg ve Ms
etkenlerinin gelismesine yardime1 olmaktadir. Mikoplazmalar diger bakterilere gore
daha yiliksek mutasyon oranlarina sahip olduklarindan, tylosin ve oksitetrasiklinlere
kars1 da yakin zamanda 6zellikle Avrupa’da yogun kullanimlar1 sonucunda direng

gelistirecekleri diisiniilmektedir (Okwara, 2016).

1.5.2. Asillama

Kanatli mikoplazma etkenlerinden Mg ve Ms icin iilkemizde ve diinyada
kullanilan asgilar bulunmaktadir. Mg i¢in inaktif asilar ve canli asilar kullanilmaktadir
(Raviv ve Ley, 2013). Ms i¢in ise inaktif bakterin asilari ticari olarak bulunmaktadir.
Ancak bakterin asilar1 ile Ms enfeksiyonlarinin kontrolii ile ilgili yeterince ¢alisma
bulunmamaktadir. Canli Ms agis1; MS-H Avusturalya saha izolatlarinin mutasyonu
sonucunda elde edilmistir. Asinin etkinligi ve giivenirliligi deneysel ve saha
caligmalariyla kanitlanmistir. Asinin 4,8x10° cfu/m!’lik dozunun koruyucu oldugu ve
bagisikligin asilamadan 3-4 hafta sonra sekillendigi, 40’1nc1 haftaya kadar siirdiigii
tespit edilmistir. MS-H, ozellikle Ms kaynakli yumurta kabuk anomalilerine kars1
etkili oldugu bildirilmistir. Bu as1 genis kullanim alani bulmakta ve 3-6 haftalik
yaslarda, diger viral asilarla da higbir sorun yasatmaksizin ¢ogunlukla géze damla
seklinde uygulanmaktadir. MS-H agisinin hindiler i¢in de etkili ve koruyucu oldugu
bildirilmistir (Ferguson-Noel ve Noormohammadi, 2020).

Ulkemizde Tarmm ve Orman Bakanlig: tarafindan ruhsatlandirilmis canli asi
olarak; Intervet Veteriner Ilaglar1 Paz. ve Tic. Ltd. Sti. (MSD Hayv. Sag.) tarafindan
satisa sunulan Nobilis Mg 6/85 ve Nobilis Ms-live asilar1 bulunmaktadir. Inaktif Mg
asist ise; yurtdisindan ithal edilen ve Gilinesli A.S. tarafindan satisa sunulan MYC-
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VAC isimli yag emiilsifiye asisidir (BVKE, 2019). Sahada asinin kullanimu, siiriiniin
genel saglik durumu ve Mg/Ms antikor titresinin varligmma gore degiskenlik
gostermektedir. Mg canli 6/85 asis1 6zellikle saglikli yumurtaci siiriilerde alt1 haftalik
yas ve sonrasi ile yumurtlama dénemi oncesi dort haftaya kadar kullanimi uygun
goriilmektedir. Yiiksek enfeksiyon riskine gore ise siiriilerin durumu ve yasina gore

iki uygulama yapilabilmektedir (Anonim, 2019).

Bu calismada, Ege bolgesinde bulunan ticari tavuk ve hindi isletmelerinde Ms
varhi@ginin klasik kiiltiirel metot ve VIhA genini hedefleyen qPCR yontemi ile
belirlenmesi; hem hastaligin genis kapsamli taramasinin yapilmasi hem de teshis

metotlarinin karsilastiritlmasi hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. Cahsmada Kullanilan Ornekler

Calismada kullanilan 6rnekler i¢in ‘Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’
onayina gerek bulunmadigma iliskin ‘Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Deney

Hayvanlar1 Etik Kurulu Raporu’ Ek-1de yer almaktadir.

Tez calismasinda Kullanilan &rnekler Ege bolgesinde bulunan izmir, Aydin,
Manisa, Denizli, Usak, Kiitahya ve Afyonkarahisar illerinde yer alan ticari tavuk ve
hindi isletmelerinden toplandi. Orneklemede damizlik kiimesler, kulugkahaneler,
broyler kiimesleri ve ticari yumurtact kiimesler kullanildi. 2021 yil1 Ocak ile Aralik
aylar1 arasinda toplanan Ornekler Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Kanath
Hastaliklar1 Teshis Laboratuvari’nda c¢alisildi. Bu zaman araliginda her kiimesten

sadece bir kez drnekleme yapildi.

Damuzlik isletmelerin her bir kiimesinden 15 adet trakeal ve 15 adet kloakal
stvap Ornekleri Frey broth igeren tasima vasati icerisinde ayni giin laboratuvara
ulastirilacak sekilde alindi. Bu kapsamda 10 adet yumurtact damizlik tavuk kiimesi
ve 211 adet broyler damizlik tavuk kiimesi olmak iizere toplam 221 adet damizlik

kiimesinden 3315 trakeal sivap ve 3315 kloakal sivap drnekleri toplanda.

Kulugkahanelerden yapilan orneklemede isletme basina 10 adet kabukalti
Olmis civcivlerin akciger, trakea ve vitellin membran Ornekleri toplandi. Bu
kapsamda toplam 13 adet tavuk kulugkahane isletmesinden 130 adet kabukalt1 6lmiis
tavuk civciv ornekleri ve 2 adet hindi kulugkahane isletmesinden 20 adet kabukalti

Olmiis hindi palaz1 6rnekleri toplanda.

Broyler tavuk, yumurtaci tavuk ve etlik hindi kiimeslerinden i¢ organ (akciger,

trakea) veya kiimes basina 15 adet trakeal sivap ve 15 adet kloakal sivap Ornegi
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toplandi. Bu kapsamda, ticari yumurtaci tavuk ve broyler tavuk isletmelerinden 22
kiimesten ve etlik hindi isletmelerinden 6 kiimesten olmak iizere toplamda 28
kiimesten akciger ve trakea ornekleri toplandi. Ayrica broyler tavuk ve yumurtaci
tavuk isletmelerinden 110 kiimes ile 1 adet etlik hindi kiimesinden 1665 trakeal sivap

ve 1665 kloakal sivap 6rnekleri toplandi.

Tiim yetistirme gruplart dahil edildiginde toplamda; 332 kiimesten 9960 sivap,
28 kiimesten i¢ organ (akciger, trakea) numunesi ve 15 kulugkahaneden 150 adet
kabukalt1 Olmiis civeiv Ornegi toplandi. Tasima vasati olarak Frey’s Broth
kullanilmig olup 6rnekler soguk zincirde laboratuvara getirildi. Tez ¢alismasinda her
kiimesten toplanan 6rnekler havuzlanarak (her 6rnek tipi kendi igerisinde) bir drnek
olarak degerlendirildi. Buna gore 6rnekleme yapilan iller ile yetistirme tiplerine gore

kiimes/isletme sayilar1 Cizelge 2.1 ve 2.2°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Kulugkahane ve damizlik kiimeslerden toplanan numunelerin illere gore dagilima.

Izmir Manisa Usak Toplam
Broyler Damizhik Kiimesi 146 35 30 211
Yumurtaci Damizhik Kiimesi 0 10 0 10
Tavuk Kulugkahane Isletmesi 9 3 1 13
Hindi Kuluckahane Isletmesi 1 1 0 2
Toplam 156 49 31 236

Cizelge 2.2. Ticari tavuk ve hindi kiimeslerinden toplanan numunelerin illere gore dagilimi.

Broyler Tavuk Yumurtact Tavuk |- por pindi Kiimesi Toplam
Kiimesi Kiimesi

izmir 16 4 2 22
Manisa 28 17 4 49
Aydin 4 5 0 9
Denizli 2 2 0

Usak 8 0 0 8
Kiitahya 0 6 1 7
Afyonkarahisar 4 36 0 40
Toplam 62 70 7 139
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2.1.2. izolasyonda Kullanilan Besiyeri

Tez ¢alismasinda Ms izolasyonu i¢in Modifiye Frey besiyeri kullanilmis olup,
besiyeri icerigi Cizelge 2.3’de gosterilmistir. Frey besiyeri hem sivi hem de kati
olarak hazirlandi. Distile su, Frey Mycoplasma Broth Base (Sigma-Aldrich, Katolog
no: 102243060), glikoz ve fenol kirmizisi karistirilip, pH 7,6-7,8 olacak sekilde
ayarland1 ve 121°C’de 15 dk otoklavlanarak sterilize edildi. Kat1 besiyeri ise bu
karisima bakteriyolojik agar ilave edilerek hazirlandi. Daha sonra bu karisim
50°C’ye sogutularak igerisine, domuz serumu, talyum asetat, penisilin, [3-
Nicotinamide Adenine Dinucleotide (B-NAD), Sistein ve MEM vitamin soliisyonu
ilave edildi. Hazirlanan sivi besiyeri steril falkon tiiplere 10 ml koyularak
porsiyonlandi. Kat1 besiyeri ise steril petrilere dokiilerek +4°C’de muhafaza edildi

(Ferguson-Noel ve Noormohammadi, 2020).

Cizelge 2.3. Modifiye Frey besiyeri icerigi (Ferguson-Noel ve Noormohammadi, 2020).

Frey Mycoplasma broth base (BBL) 2259
Glikoz 39
Domuz Serumu 120 ml
B-NAD 0,19
DL Cysteine hydrochloride 0,19
Fhenol red (%1) 2,5ml
Thallium acetate (%10) 5ml
Penicillin G 1.000.000 1U
MEM Vitamin Solution 0,25¢g
Distile Su 1000 ml
Bakteriyolojik Agar (Kat1 besiyeri i¢in) 109

2.1.3. Kullanilan Referans Sus

Tez c¢alismasinda pozitif kontrol olarak kullanilan, Mycoplasma synoviae
WVUI1853 susu, OIE tarafindan 2019 yilinda Kanatli Mycoplasmozisi (Mg, Ms)
konusunda yetkilendirilen ve ayrica Mycoplasma Ulusal Referans Laboratuvari olan;
Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Mycoplasma Referans Teshis Laboratuvari’ndan

temin edildi.
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2.1.4. Molekiiler Teshis

Tez calismasinda molekiiler yontem hem teshis hem de dogrulama amaciyla
kullanildi. DNA ekstraksiyonu 6rnek miktarina gore hem manuel olarak hem de
gerek duyuldugunda Magna Pure LC (Roche, Almanya) ckstraksiyon robotu ile
yapildi.

DNA ekstraksiyonu, manuel olarak High Pure PCR Template (Roche, Katolog
no: 11796828001) DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak yapildi. Ekstraksiyon robotu
icin Magna Pure LC Total Nucleic Acid (Roche, Katolog no: 03038505001)

izolasyon Kiti kullanildi.

Gergek zamanl kantitatif PCR (qPCR) analizleri Ehtisham-Ul-Haque ve ark.
(2015), tarafindan gelistirilen yontem ile Cizelge 2.4’te bulunan primerler ve MGB
(Minor Groove Binder) probu kullanilarak yapildi. Bu yontem Ms teshisi igin
kullanilan PCR yontemlerine gore daha gelismis ve basitlestirilmis ve pratik bir
yontem oldugu i¢in tercih edildi. Primerlerin ¢ogaltti§it DNA bdlgesinin uzunlugu
373 bp olup, Ms’in hemaglutinin ile ilgili olan MSPA adl1 yiizey proteinini kodlayan
vlihA geni hedeflendi. Bu primerler ve TagMan® probu niikleotid dizileri NCBI veri
tabanindan BLAST aranmas1 sonucunda Ms izolatlarinin bir¢ogu ile anlamli diziler

olusturdugu, diger mikoplazmalar ile benzer siralamalarin olmadig: goriildii.

Cizelge 2.4. Primerler ve TagMan® probunun genel 6zellikleri.

Etken Hedef Gen Oligoniikleotid Dizilimi (5°-3”) ™™
vIhA-F CCC AGGAGGTGGTACAGTTGAC 59°C

M. synoviae | vIhA-R CAT CAATAG CGG TTT TAG CTT CTG 58°C
vlhA-prob FAM-CTG TAG AGG CTG CTA AA-MGB/NFQ 69°C

gPCR analizi Light Cycler 480 Il (Roche, Almanya) cihazi kullanilarak
gerceklestirildi. qPCR reaksiyon karisimi LightCycler Probes Master Kit (Roche,
Katolog no: 0470749401) igerigi kullanilarak hazirlandi.
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2.2. Yontem

2.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Laboratuvara ulastirilan trakeal ve kloakal sivaplar ayni giin icerisinde bakteri
izolasyonu ve molekiiler analizler i¢in hazirlandi. Trakeal sivaplar bir tiipe ve kloakal
stvaplar ayr1 bir tiipe olacak sekilde Frey broth iceren falkon tiiplerine koyuldu.
Tiipler vorteks ile iyice karistirildiktan sonra mikoplazma izolasyonu igin, trakeal
stvap igeren falkon tlipiinden 0,5 ml ve kloakal sivap igeren falkon tiipiinden 0,5 ml
olacak sekilde toplam 1 ml sivi kisim alinarak ekim yapildi. DNA ekstraksiyonu igin

ise her iki tiipten toplam 200 pl s1v1 kisim alinarak -20°C’de saklandi.

Kulugkahane isletmelerinden laboratuvara getirilen kabukalt1 6lmiis civeivlerin
vitellin membran, akciger ve trakealar1 ile broyler ve yumurtaci kiimeslerden
toplanan akciger ve trakea ornekleri doku homojenizatorii (MagnaLyser, Roche)
yardimiyla homojenize edildi. Elde edilen homojenizatin 1 ml’si Frey brotha ekim

icin alind1, 200 pl’si ise DNA ekstraksiyonu i¢in alinarak -20°C’de saklandi.

2.2.2. Bakteriyel Kiiltiir

Homojenize edilen dokular ve sivaplardan yapilan santrifiij sonrasinda elde
edilen siipernatantlar direkt Frey broth igerisine %10 oraninda ekildi. Daha sonra
ekim yapilan broth igerisinden 1 ml alinarak 9 ml Frey broth igeren falkon tiipe
aktarildi. Buradan da bir bagka 9 ml Frey broth igeren tiipe 1 ml aktarilarak 6rnegin
10™¢ kadar 10 katli seri diliisyonlari yapildi. Ornekler 37°C’de %5-10 CO’li etiivde
inkiibasyona birakildi. ilk 24 saatlik inkiibasyon sonucunda besiyerleri bakteriyel
kontaminasyon olup olmadigi yoniinden kontrol edildi. Besiyerlerinde bulaniklik
goriilmesi durumunda sivi kiiltiirler 0,45 pm’lik filtreden gegirilip Frey broth
icerisine pasajlanarak inkiibasyona devam edildi. Sivi kiiltiirler Sekil 2.2’de
goriildiigii gibi her giin liremenin kanitt olan renk degisimi (kirmizidan turuncu-
sartya dogru) yoniinden kontrol edildi. Renk degisimi goriildiglinde sivi

besiyerinden kat1 besiyerine pasajlanarak 37°C’de %5-10 CO,’li etiivde inkubasyona
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birakildi. Sivi kiiltiirlerde herhangi bir renk degisimi goriilmedigi durumlarda ise,

s1v1 besiyerlerine 7 giin arayla 3 kez kor pasaj yapilarak takibi yapildi.

Sekil 2.2. Ekim yapilmamus Frey broth (kirmizi) ve Ms tireyen Frey broth (turuncu-sari).

Kat1 kiiltlirler iiremeler yoniinden her giin stereo mikroskop ile incelenerek
Sekil 2.3’teki gibi tipik, sahanda yumurta gériiniimiine sahip Mikoplazma kolonileri
arandi. Uremelerin tespit edildigi agarm koloni iceren kisimlari blok seklinde
cikarilarak hem sivi hem de kati1 besiyerine subkiiltiirii yapildi. Oze yardimiyla
cikarilan agar blogu sivi besiyeri icerisine dogrudan koyularak, kati besiyerine ise
agar blogun koloni igeren yiizii ters ¢evrilip tist kismi asagida olacak sekilde yeni
agar yiizeyine dogrudan siiriilerek subkiiltire edildi. Agar yiizeyinde iiremenin
goriilmedigi 21’inci giinde 6rnekler negatif olarak degerlendirildi. Uremenin tespit
edildigi besiyerlerinden alinan kolonilere ise gPCR testi yapilarak {ireyen koloninin

Ms olup olmadigi dogrulandi.

Sekil 2.3. Frey agarda iiretilen Ms WVU1853 susu.
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2.2.3. Molekiiler Teshis
2.2.3.1. DNA Ekstraksiyonu

Kimeslerden toplanan sivap ve i¢ organ ornekleri havuz yapilarak o kiimesi
temsil edecek sekilde numaralandirildi. Homojenize edilen doku ve sivap
orneklerinden elde edilen slipernatantlardan DNA ekstraksiyonu i¢in 200 pl alinarak

niikleaz-free Ependorf tiiplere koyuldu.

Ms izolasyonu sonucunda tiremenin goriildiigii agardan ¢ikarilan koloniler 1 ml
Frey broth igeren tiiplere koyuldu. Tiip igerisine alinan, koloni i¢eren agar steril 6ze
yardimiyla Frey broth igerisinde homojenize edildi ve vorteks ile iyice karigtirildi.
Elde edilen homojenizattan 200 ul almarak niikleaz-free tiiplere koyuldu. Uretici

firma talimatlar1 dogrultusunda DNA ekstraksiyonu gerceklestirildi.

Ekstraksiyon sonucunda elde edilen DNA’larin safligi ve konsantrasyonlari
spektrofotometre (NanoDrop) ile 6lciildii. Olgiilen DNA miktarlar1 50 ng/5ul olacak
sekilde seyreltildi ve PCR yapilana kadar -20°C’de saklandi.

2.2.3.2. qPCR Analizi

gPCR islemi total hacim 20 pl olacak sekilde 5 ul DNA, 1 pl ileri ve 1 ul geri
primerleri, 0,4 pl prob ve 10 pul prob mastermiks (2x konsatrasyonlu) oranlar ile
gergeklestirildi (Cizelge 2.5).

gPCR amplifikasyon kosullari; 95°C’de 10 dk 6n denaturasyon sonrasi 40
dongii boyunca 95°C’de’de 10 sn, 58°C baglanma sicakliginda 30 sn ve 72°C’de 1 sn
tutularak gergeklestirildi (Cizelge 2.6).

gPCR’in tiim asamalarinda pozitif kontrol olarak Ms WVU1853 susu ve

negatif kontrol olarak ise molekiiler 6lgekli distile su kullanildi.
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Cizelge 2.5. gPCR yontemi i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi ve hacimleri.

Karisim Hacim (pul)
2x Probe Master Mix 10 ul

fleri Primer (0,5 um) 1ul

Geri Primer (0,5 um) 1ul

Prob (0,2 pm) 0,4

Su 2,6 ul
DNA 5 ul
Toplam 20 pl

Cizelge 2.6. qPCR reaksiyonunun 1s1, zaman ve dongii siireleri.

Evre Is1 (°C) Zaman Siklus
On denaturasyon 95 10 dk 1
Denaturasyon 95 10 sn
Baglanma 58 30sn 35
Uzama 72 1sn
Soguma 40 30sn 1

gPCR testinde, her dongii sonunda olusan ¢ogalma egrisi es zamanli olarak
izlenerek, pozitif 6rnekler hem pozitif hem de negatif kontroller ile karsilastirilarak
Cq (Quantification Cycle) degerleri kaydedildi. Cq degerlerine iliskin cut-off (limit)
degeri Ehtisham-Ul-Haque ve ark. (2015), tarafindan yapilan ¢alismada belirlenen
36,46 olarak belirlenen deger baz alindi. Bu degerin iizerinde Cq degeri veren

ornekler negatif olarak degerlendirildi.

29



3. BULGULAR

3.1. Bakteriyel Kiiltiir Bulgulari

Tez calismasinda 6rnek toplanan toplam 375 kiimese ait 6rneklerden yapilan
Ms izolasyonu sonucunda 26 (%6,9) kiimesten Ms izole edildi. Yetistirme tiplerine
gore Ms izole edilen kiimes sayis1 ve oranlar1 Cizelge 3.1°de sunulmaktadir. 332
kiimese ait trakeal ve kloakal sivap orneklerinin 24 (%7,2)’tinden, 28 kiimese ait
akciger/trakea oOrneklerinin 2 (%7,1)’sinden Ms izole edilmis olup, 15
kulugkahaneden alinan kabukalt1 6lmiis civcivlerin vitellin membran, akciger ve

trakea orneklerinden Ms izole edilmedi.

Cizelge 3.1. Ms izolasyonu sonuglart.

Kiimes Sayist Ms“izole Edilen Ms izole Edilen
Kiimes Sayisi Kiimes Oranlari (%)
Broyler Damizlik Kiimesi 211 9 4,3
Yumurtact Damizhik Kiimesi 10 2 20
Tavuk Kulugkahane isletmesi 13 0 0
Hindi Kulugkahane isletmesi 2 0 0
Broyler Tavuk Kiimesi 62 4 6,4
Yumurtaci Tavuk Kiimesi 70 11 15,7
Etlik Hindi Kiimesi 7 0 0
Toplam 375 26 6,9

3.2. Molekiiler Teshis Bulgular:

Yapilan qPCR test ¢alismalar1 sonucunda galisilan 375 6rnegin 122 (%32,5)’si
Ms yoniinden pozitif bulundu. Yetistirme tiplerine gére qPCR ile Ms tespit edilen
kiimes say1s1 ve pozitif 6rneklerin orani1 Cizelge 3.2°de gosterilmistir. 332 kiimese ait
trakeal ve kloakal sivap orneklerinden 113 (%34)’1, 28 kiimese ait akciger/trakea
orneklerinden 8 (%28,6)’i Ms yoniinden pozitif bulundu. Ayrica 15 kuluckahane
isletmesinden alinan kabukalti 6lmiis civcivlerin vitellin membran, akciger ve trakea
orneklerinden yapilan gercek zamanli qPCR sonucunda 1 (%6,7) drnek Ms pozitif

bulundu.
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Cizelge 3.2. qPCR test sonuglart.

Kiimes Sayist Ms Pozitif Kiimes | Ms Pozitif Kiimes
Sayisi Oranlar (%)

Broyler Damizhk Kiimesi 211 55 26,1
Yumurtact Damizhik Kiimesi 10 6 60

Tavuk Kulugckahane isletmesi 13 1 7,7

Hindi Kuluckahane isletmesi 2 0 0
Broyler Tavuk Kiimesi 62 8 12,9
Yumurtaci Tavuk Kiimesi 70 52 74,2

Etlik Hindi Kiimesi 7 0 0
Toplam 375 122 32,5

Calismada Ege bolgesinde bulunan Izmir, Aydm, Manisa, Denizli, Usak,
Kiitahya ve Afyonkarahisar illerinden toplam 375 kiimesten alinan 6rnekler direkt
qPCR testi ile ¢alisilmis olup, illere gore gelen numune sayilar1 ve Ms pozitif kiimes

sayilar1 Sekil 3.1°de gosterilmistir.

48/177

Aydin
5/14

Denizli
1/4

Sekil 3.1. {llere gore Ms pozitif kiimes sayisinin alinan érnek sayisina orani.
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4. TARTISMA

Ms, tavuk ve hindilerde {ist solunum yolu enfeksiyonlarma ve Infeksiydz
Synovitis’e neden olmaktadir. Ozellikle yumurtaci siiriilerde Ms yumurta verimi ve
kabuk Kalitesini etkilemektedir. Damizlik kiimeslerde ise subklinik enfeksiyon
seklinde goriiliir ve zamanla yumurta veriminde, kulugka randimaninda diisiis ve
civciv oliimlerine neden olmaktadir (Carli, 2018). Broyler kiimeslerinde ise 6zellikle
yetistirmenin ti¢lincli haftasindan sonra baglayan canli agirlik kayiplari ve komplike

durumlarda mortalite artiglar1 goriilmektedir (Akan, 2008).

Ms enfeksiyonlar1 kanatli sektorii tarafindan yeterince 6nem verilmeyerek
ozellikle Mg enfeksiyonlarinin golgesinde kalmis ve isletmelerde 6nemli ekonomik
kayiplara neden olmaya devam etmistir (Carli, 2018). Kanatli mikoplazmalarinin
kontroliinde diinya genelinde Onerilen sistemlerde ortak amag; enfeksiyonu biiyiik
ebeveyn (Grand Parent, GP) diizeyinde eradike ederek, ebeveyn (Parent, P)
diizeyinde ise biyogilivenlik onlemleriyle hastaliktan ari siiriileri koruma olmalidir

(Gokeelik, 2008).

Bu tez caligmasinda, Ege bdlgesinde bulunan tavuk ve hindi ticari
isletmelerinden toplanan orneklerde Ms’in bolgedeki giincel durumunun ortaya
konulmas1 hedeflendi. Bu kapsamda Izmir, Manisa, Usak ve Aydin illerinde faaliyet
gosteren toplam 347 broyler ve yumurtact tavuk damizlik kiimeslerinin 221
adedinden Ornekleme yapildi. Ayrica Ege bolgesinde bulunan 13 adet tavuk
kulugkahane ve 2 adet hindi kuluckahane isletmelerinin tamamindan 6rnekleme
yapildi. Bununla birlikte yine Ege bolgesinde yer alan 70 ticari yumurtact tavuk, 62
broyler tavuk ve 7 etlik hindi isletmesinden olmak {izere toplamda 139 kiimesten

ornekleme yapildi.

Bu calismada, 6rnekleme yapilan 211 broyler damizlik tavuk kiimesinden 55
(%26,1)’1, 10 yumurtact damizlik tavuk kiimesinden ise 6 (%60)’s1 gPCR ile Ms
pozitif bulundu. Tiirkiye’de yapilan benzer ¢alismalarda ise; Akan ve ark. (2008)
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molekiiler ve serolojik yontemlerle yaptigi bir ¢alismada, 43 broyler damizlik
kiimesinden 9 (%20,9)’unu Ms, 7 (%16,3)’sini Mg yoniinden pozitif oldugunu
bildirmistir. Ayrica bu caligmada, Tiirkiye’deki damizliklarda Ms’in Mg’ye gore
daha yaygin goriildiigii bildirilmistir. Dakman ve ark. (2009) ise, 37 adet broyler ve
yumurtact damizlik kiimesten serolojik ve molekiiler yontemlerle 3 (%8,1)’tinden Ms
teshis ettiklerini bildirmislerdir. 2015 yilinda Kahya ve ark., 32 damizlik kiimesten
topladiklar1 187 6rnegi Ms yoniinden PCR ile incelenmis ve bu kiimeslerden 13
(%6,9)tnti pozitif tespit ettiklerini raporlamistir. Diger iilkelerden, Hollanda’da
2008 yilinda yapilan bir ¢alismada ise, 148 broyler damizlik kiimesinde %35, 40
yumurtact damizlik kiimesinde %25 oraninda Ms sero-prevalansi tespit edilmistir
(Feberwee ve ark., 2008). Iran’da 2002-2008 yillar1 arasinda 350 broyler damizlik
kiimesinde yapilan calismada 60 hafta ve iistli yastaki tavuklarda %47,8 oraninda,
10-20 haftalik yastaki tavuklarda ise %14,2 oraninda Ms pozitifligi tespit edilmistir
(Seifi ve Shirzad, 2012). Portekiz’de 2008-2012 yillar1 arasinda yapilan bir bagka
epidemiyolojik calismada ise, 36 adet asisiz broyler damizlik kiimeste 24 (%66,7)
kiimes hem ELISA hem de PCR sonucuna goére pozitif bulunmustur (Moreira ve ark.,
2015). Ispanya’da 2021 yilinda broyler danmizlik kiimeslerinde yapilan bir calismada
ELISA ile %74, PCR testi ile %35 oraninda prevalans tespit edilmistir (Cortes ve
ark., 2021). Yapilan ¢alismalar Ms’in damizlik kiimeslerdeki prevalansinin 6nemli
diizeyde oldugunu gostermektedir. Tez ¢alismasinda elde edilen veriler 6zellikle
Avrupa’da yapilan caligmalardaki bulgularla  ortiismektedir.  Ulkemizdeki
damizliklarda yapilan diger ¢alismalarda (Dakman ve ark., 2009 ve Kahya ve ark.,
2015) ise Ms varligi oranlarinin daha diisiik kaldigi goriilmiis olup, sebebinin
calismalarda kullanilan molekiiler teshis yontemlerinin farkliliklarindan olabilecegi
ya da bu oranin yillar i¢erisinde uygulanan kontrol programlarindaki degisikliklerden
ileri geldigi disiiniilmektedir. Ayrica lilkemizde damizliklar ile ilgili stirekli serolojik
izlemelerin ve daha kapsamli ¢alismalarin da yapilmasinin fayda saglayacagi

diistiniilmektedir.

Bu tez caligmasinda, Ege bolgesinde faaliyet gosteren 13 adet tavuk
kulugkahanesinden alinan orneklerden 1 (%7,7)’inde Ms teshis edilmis olup, hindi

kulugkahanelerinden ise pozitiflik saptanmadi. Bu calisma ile Tiirkiye’de ilk kez
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tavuk kulugkahane numunesinden Ms teshisi yapilmis oldu. Tavuk ve hindi
kuluckahanelerinden alinan civciv ve embriyolu yumurtalardan Ms taranmasi ile
ilgili Tirkiye’de yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Diinya’da yapilan bazi
calismalarda ise bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgular ile benzer sonuglar elde
edildigi gorilmektedir. Cin’de 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada; toplam 1332 adet
embriyolu tavuk yumurtasina yapilan PCR sonucunda 217 adedi (%16,29) Ms pozitif
tespit edilmistir (Sun ve ark., 2017). Misir’da yapilan bir baska c¢alismada;
kuluckahanede ¢ikimi gergeklesen 46 adet, bir giinliik civcivlerin sar1 keselerinden
yapilan PCR testi sonucunda 4’ii (%8,7); 20 adet dollii yumurtadan ise 3 (%15)’t4 Ms
pozitif tespit edilmistir (Marouf ve ark., 2020). Bu oranlar tez ¢alismasinda elde
edilen sonuglarla benzerlik gostermekte ve damizlik kiimes ve kulugkahanelerdeki
Ms varligmin onemli diizeyde oldugu goriilmektedir. Ms, vertikal yolla
bulasabildiginden enfekte siiriilerden elde edilen dolli yumurtalarin embriyolarindan
ve bir giinliik civcivlerden etken teshisi yapilabilmektedir (Cobb, 2011). Bu sebeple
1989 yilinda yiiriirliige giren ve en son 2014 yilinda yenilenen ‘Kuluckahane ve
Damizlik Kanathi Isletmeleri Yonetmeligi’ ve bu ydnetmelige bagli 2015 yilinda
yaymlanan uygulama talimati ile damizlik ve kuluckahanelerin kontrolleri
yapilmaktadir. Ancak bu son revizyonla daha dnceden kontrolii yapilan Ms kapsam
dis1 birakilmistir (Anonim, 2014). ABD’de uygulanan NPIP kapsaminda goniillii
damizlik ve kuluckahane isletmelerinde Ms kontrolleri yapilmaktadir (Anonim,
2019). Ulkemizde ise ithal edilen kulugkalik yumurtalarin sevklerinde Mg, Mm ve
Ms yoniinden analizlerinin yapilmas: istenmektedir (Anonim, 2015). Bu tez
calismasinda elde edilen yiiksek oranlar (Yumurtact damizliklarda %60, broyler
damizliklarda %26,1 ve kuluckahanelerde %9,1) bu kiimeslerin periyodik ve rutin

izlemelerinin yapilmasinin 6nemli oldugunu gostermektedir.

Bu tez calismasinda, 6rnekleme yapilan 70 adet ticari yumurtaci kiimesin 52
(%74,2)’si ile 62 broyler tavuk kiimesinin 8 (%12,9)’i Ms pozitif bulundu.
Tiirkiye’de ve diinyada broyler ve yumurtaci kiimeslerde yapilan g¢aligmalarda
yumurtaci siiriilerde Ms pozitifliginin daha yiiksek oldugu tespit edilmis olup bu tez
calismasindan elde edilen sonuglar ile uyumlu bulundu. Ulkemizde yapilan

caligmalarda; 2014 yilinda Konya’da ticari yumurtact 20 kiimesten toplanan
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orneklerden yapilan kiiltir ve PCR sonucunda 5 (%25) kiimes Ms pozitif tespit
edilmistir (Aras ve Sayin, 2014). 2015 yilinda yapilan bir tez calismasinda Izmir,
Aydin, Manisa ve Denizli illerindeki broyler kiimeslerinden 700 kan serumunun 422
(%60,2)’si ve yumurtaci kiimeslerden toplanan 360 kan serumunun 298 (%82,7)’i
Ms yoniinden pozitif bulunmustur (Ozgiin, 2015). Diinya’da yapilan benzer hedefli
caligmalarda ise: 2005-2006 arasinda Hollanda’da Feberwee ve ark. (2008)’nin ticari
yumurtact Ve broyler tavuk kiimeslerinden alinan kan serumu Ornekleri SPA
yontemiyle analiz edilmis ve 185 broyler kiimesinde %13, 173 ticari yumurtaci
kiimesinde ise %73 Ms sero-prevalansi tespit edilmistir. Yumurtaci siiriilerde Ms
prevalansinin daha yiiksek olmasiin temel nedenleri, ¢ok katli kafes sistemi ile
yetistirme ve diislik biyogiivenlik énlemleri oldugu bildirilmistir (Feberwee ve ark.,
2008). Polonya’da Kursa ve ark. (2019), tarafindan ticari yumurtacit kiimeslerde
yapilan bir ¢alismada, 903 kiimesten 265 (%29)’i qPCR testi ile Ms pozitif tespit
edilmis olup bu g¢alismada; Ms’in ticari yumurtacilardaki prevalansinin yiiksek
olmasi Avrupa kitasindaki diger iilkelerde yapilan c¢alismalarla da benzerlik
gosterdigi bildirilmistir. Ornegin; Almanya’da %75 (Kohn ve ark., 2009), Fransa’da
%68 (Dufour-Gesbert ve ark., 2006), ingiltere’de %78,6 (Hagan ve ark., 2004) ve
Portekiz’de %66,7 (Moreira ve ark., 2015) oraninda yumurtact isletmelerde Ms
prevalansi tespit edildigi bildirilmistir. Polonya’da ise Ms prevalansinin (%29) bu
tilkelerdekine gore daha diisiik olmasi, ciftliklerdeki biyogiivenlik 6nlemlerinin daha
sik1 kontrol altinda tutulmasindan dolay: olabilecegi bildirilmistir (Kursa ve ark.,
2019). Ispanya’da 2021 yilinda yapilan bir ¢alismada 19 ticari yumurtaci kiimesin
Ms sero-prevalans: ELISA ile %95, prevalansi ise PCR testiyle %95 olarak tespit
edilmistir (Cortes ve ark., 2021). Bu verilere gore 6zellikle ticari yumurtact siiriilerde
Ms’in daha yaygin goriildiigli sonucu bu tez ¢aligmasindan elde edilen sonuglar ile
uyumludur. Broyler siiriilerinin daha kisa Omiirlii olmasi ve biyogiivenlik
uygulamalarinin daha siki kontrol edilmesinden dolayr Ms’in broyler siiriilerinde
goriilme oranmnin daha diisikk oldugu diisiiniilmektedir. Bu tez calismasinda da
goriildiigli iizere Ozellikle yumurtaci kiimeslerde yiiksek oranda Ms varligi
beraberinde 6nemli yumurta problemlerini de getirecegi i¢in siiriilerin Ms yoniinden

koruma ve kontrollerinin siirekli yapilmasi 6nemlidir.
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Bu tez calismasinda 7 adet etlik hindi kiimeslerinin hig¢birinde Ms varligi
belirlenmedi. Hindi kiimeslerinde Ms varligi ile ilgili Tirkiye’de ¢alisma
bulunmamakta, Diinya’da ise smirli sayida c¢alisma bulunmaktadir. Misir’da 2020
yilinda yapilan ¢alismada, toplam 22 hindi kiimesinden izolasyon ve PCR
yontemiyle 1 (%4,5)’i Ms pozitif tespit edilmistir (Marouf ve ark., 2020). Ayrica
Feberwee ve ark.’nin 2008 yilinda yaptigi ¢aligmada, 50 adet etlik hindi kiimesinden
%16 oraninda Ms sero-prevalanst tespit edilmistir. Hindilerdeki Ms sero-
prevalansinin diisiik olmasinin, bu hayvan tiiriinde Ms’e karsi olusan immun yanitin
daha diisiik olmasi sebebiyle oldugu ve hindilerde etken izolasyonu ve PCR testinin
serolojik analizlere gore daha duyarli oldugu bildirilmistir (Feberwee ve ark., 2008).
Hindi stiriilerinde Ms varligimin diisiik bulunmasinin sebebi, 6rneklem sayisinin az
olmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Hindi yetistiriciliginin yogun
oldugu bolgelerde kapsamli ¢alismalar yapilmasi Ms varligi hakkinda daha fazla

bilgi edinmemizi saglayacaktir.

Mg ve Ms konfirmasyonunda klasik kiiltiirel metotla etken izolasyonu ve PCR
yontemleri kullanilmaktadir. Etkenin kiiltiirel yontemler ile izolasyonu altin standart
olarak kabul edilmesine ragmen, Mg ve Ms’in izole edilemedigi 6rnekler oldugu
bildirilmistir (Levisohn ve Kleven, 2000). OIE tarafindan 2021 yilinda yayinlanan el
kitabinda Mg ve Ms’in varliginin besiyerinde izole edilerek ya da etkeninin
DNA’sin1 dogrudan tespit ederek konfirme edilebilecegi bildirilmistir. Ayrica Mg ve
Ms enfeksiyonlarinin prevalans veya siirveyans caligmalarinda da tavsiye edilen
etken teshis metodunun qPCR oldugu OIE tarafindan bildirilmistir. Bu tiir ¢aligmalar
icin ayrica konvansiyonel PCR, ELISA, HI ve SPA testleri smirli diizeyde
Onerilmekte, izolasyon yontemi ise tavsiye edilmemektedir (OIE, 2021). Bu
dogrultuda Tiirkiye’de ve Diinya’da yapilan diger ¢alismalarda da benzer sonuglar
bildirilmistir. 2008 yilinda Konya ilinde bulunan yumurtaci kiimeslerden toplanan 73
tavuga ait sivap Orneklerinden yapilan bakteriyel izolasyon sonucunda Ms
tiretilemezken, PCR testi sonucunda 3 6rnek Ms pozitif saptanmistir (Glirbiiz, 2008).
Yilmaz ve ark. tarafindan 2011 yilinda; 93 Ms seropozitif broyler tavuktan aldiklar
akciger, trakea ve hava kesesi orneklerine immunohistokimyasal (IHC) teknik, PCR

ve izolasyon yontemleriyle analiz edilmis, Sonucunda ise sirasiyla IHC ile 16 pozitif,
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PCR ile 14 pozitif ve kiltir ile de 12’sini pozitif olarak tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Salisch ve ark. 1998 yilinda yaptig1 bir calismada; Ms seropozitif
tavuklardan topladiklar1 sivap, akciger, trakea ve hava kesesi Orneklerinden hem
kiltir hem de PCR analizleri sonucunda PCR ile %30,3 oraninda, izolasyon
sonucunda ise %2,6 oraninda Ms pozitifligi saptamislardir. Brezilya’da 2003 yilinda
yapilan deneysel bir calismada 3 farkli kiimesin her birinden farkli haftalik
yaslarinda alinan kan serumu ve trakeal sivap 6rnekleri; izolasyon, PCR, SPA ve HI
testler ile analiz edilmistir. Bu c¢alisma ile test metotlar1 karsilagtirilmis olup; en
duyarl ve siiriilerde en erken yasta teshisi yapabilen testin PCR oldugu bildirilmistir.
6-8 haftalik yasta etkene maruz birakilan kiimeslerden klasik kiiltiirel metotla Ms, en
erken 27-28 haftalik yaslarda izole edilmis olup, PCR ile bu siiriilerden 11 haftalik
yaslarda etken teshisi yapildigi bildirilmistir. Aynm1 hayvanlardan alinan kan serumu
orneklerinden yapilan serolojik testlerde 32’nci haftalarda pozitiflik saptanmistir. Bu
bulgu; yaygin sekilde kullanilan serolojik analizler sonucu pozitiflik tespit edilen
kiimeslerden izolasyona gidilmesi yontemini desteklemektedir. Ayrica kiimeslerden
alinan 10 sivap Orneginden yapilan PCR testi sonucunda 10 6rnekte Ms pozitif
bulunurken, ayni sivaplardan 6’sindan Ms izole edildigi bildirilmistir (Fiorentin ve
ark., 2003). Kanatli mikoplazma etkenlerinden Mg ve Ms’in izolasyonu ve PCR testi
ile tespitinin karsilastirilmas1 amaciyla Pakistan’da yapilan bir ¢alismada; broyler,
yumurtact ve damizlik kiimeslerden toplam 181 adet O6rnek calisilmis olup bu
orneklerden PCR ile 35’1 Mg, 72’°si Ms, kiiltiir yontemiyle 26’s1 Mg, 45’1 Ms olarak
tespit edilmistir. Bu sonuglara gore PCR’1n izolasyon yontemine gore daha duyarli
oldugu ve Mg’nin daha kolay izole edilebildigi bildirilmistir. Ayrica Ms’in Mg’ye
gbre daha yaygin goriildiigii tespit edilmistir. izolasyon yapilacak numunenin
alinmasi, taginmast ve saklanmasi izolasyon sansini etkilerken, PCR’da dlen
bakterilerin DNA’smin da saptanabilmesi sebebiyle bu kosullarin daha az onemli
oldugu bildirilmistir (Muhammed ve ark., 2018). Bu tez calismasinda ornekleme
yapilan toplam 375 kiimesten bakteriyel kiiltiir sonucunda 26 (%6,9) Ms susu izole
edilirken qPCR testi ile 375 ornekten 122 (%32,5)’sinde Ms varligt belirlendi.
Yapilan diger metot karsilastirma caligmalar1 sonuglarinin da tez ¢alismasinda elde

edilen bulgular ile uyumlu oldugu anlasildi.

37



5. SONUC ve ONERILER

Tez caligmasi sonucunda Ege bolgesinde bulunan ticari kanatli isletmelerinde
Ms varligr giincel verilerle ortaya konulmustur. Bulgular Ms’in ticari isletmelerde
g6z ard1 edilemeyecek kadar yaygin oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte Ms,
bilindigi gibi izolasyonu zor, yavas iireyen ve 6zel liretme faktorlerine ihtiyag duyan
bir etkendir. Yapilan bu calisma ile Ms’in teshisinde kullanilan klasik kiiltiirel
yontem ile qPCR yonteminin karsilagtirmasi da yapilarak qPCR yonteminin kiiltiir

yontemine gore daha etkili oldugu gosterilmistir.

Kanatli sektoriiniin en 6nemli sorunlarindan olan solunum sistemi problemleri,
basta damizliklari, kulugkahane ¢ikim performanslarini ve devaminda sahayi direkt
etkileyerek dnemli dlgiide ekonomik sikintilar yaratmaktadir. Ozellikle mikoplazma
etkenleriyle miicadele de koruyucu hekimligi 6n planda tutarak etkenlerin bulasma
yollarin1 6nlemek gerekmektedir. Bu sebeple kanatli mikoplazma enfeksiyonlarinin
epidemiyolojilerinin anlasilmasi igin giiniimiiz teknolojileri de kullanilarak gerek
bolgesel gerek iilke ¢apinda yapilacak daha genis kapsamli ¢alismalarla sektoriin
taleplerine cevap verecek verilerin degerlendirilerek sunulmasina ihtiya¢ vardir. Bu
kapsamda, Ms ile ilgili molekiiler epidemiyolojik caligmalar yapilarak sahada sirkiile

dominant susun genomik yapisi ortaya konulabilir.
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OZET

Ege Bolgesinde Bulunan Ticari Kanath Isletmelerinde Mycoplasma synoviae
Varhginin Arastirilmasi

Mycoplasma synoviae (Ms) kanatli endiistrisinde diinya ¢apinda biiyiik ekonomik
kayiplara neden olan 6nemli bir hastaliktir. Tavuk ve hindilerin eklemlerinde, solunum
yollarinda ve yumurta kanallarinda hastaliga neden olur. OIE listesinde yer alan Ms’in
iilkemizdeki prevalansi hakkinda yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Bu calismada, Ege
bolgesinde faaliyet gdsteren 375 ticari kanatl isletmesinden &rnekleme yapildi. Ornekler Ms
yoniinden VINA geni hedefli gPCR testi ve konvansiyonel kiiltiirel yontem ile degerlendirildi.
gPCR sonucunda, analizi yapilan 211 broyler damizlik kiimesinden 55 (%26,1)’i, 10
yumurtact damizlik kiimesinden 6 (%60)’s1, 15 kulugkahane isletmesinden 1 (%6,7)’i, 62
broyler tavuk kiimesinden 8 (%12,9)’i ve 70 yumurtaci tavuk kiimesinden 52 (%74,2)’si Ms
pozitif bulundu, 7 etlik hindi kiimesinden ise Ms saptanmadi. Toplam 375 &rnegin 122
(%32,5)’si qPCR ile pozitif bulunurken; 26 (%6,9)’sindan Ms izole edildi. Caligmanin
sonucunda Ege bolgesindeki kanatli isletmelerinde Ms’in yaygin olarak bulundugu ve Ms’in
teshisinde qPCR’1n daha etkili bir yontem oldugu gosterildi.

Anahtar Sozciikler: Broyler tavuk, Hindi, Mycoplasma synoviae, qPCR, Yumurtaci tavuk.
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SUMMARY

Investigation of Mycoplasma synoviae Presence in Commercial Poultry Flocks in
The Aegean Region of Turkey

Mycoplasma synoviae (Ms) is an important disease, causing enormous economic
losses to the poultry industry worldwide. It causes disease in the joints, respiratory tract and
oviduct of chickens and turkeys. There are not enough studies on the prevalence of Ms in
Turkey, which is on the OIE list. In this study, sampling has been made from 375
commercial poultry flocks operating in the Aegean region. Samples were evaluated for Ms
by vIhA gene-targeted gPCR test and conventional cultural method. As a result of gPCR, 55
(26.1%) of 211 broiler breeder flocks, 6 (60%) of 10 layer breeder flocks, 1 (6.7%) of 15
hatcheries, 8 (12.9%) of 62 broiler chicken flocks and 52 (%74.2%) of 70 commercial layer
chicken floks analyzed were found to be Ms positivie and Ms was not been detected in 7
broiler turkey floks. Althoug 122 (32.5%) of 375 samples were found positive by qPCR, Ms
was isolated from only 26 (%6.9) of all samples. As a result of the study, it was shown that
Ms is common in poultry farms in the Aegean region and qPCR is a more effective method
in the diagnosis of Ms.

Keywords: Broiler chicken, layer chicken Mycoplasma synoviae, gPCR, turkey.
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