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1. GIRIS ve AMAC

Hayvancilik sektériinde 6nemli bir yere sahip olan tavuk vyetistiriciligi
bircok dinya Ulkesinde yeterli diizeyde olmasina karsin Ulkemizde halen
gelismeye devam etmektedir. Son yillarda Turkiye’ deki ekonomik krizden
etkilenen vyetistiriciyi, zor duruma dusurebilecek bir bagka neden de infeksiytz
hastaliklardir. Bunlardan Kronik Solunum Yolu Hastaligi (Chronic Respiratory
Disease-CRD) da, tavukguluk sektdriinde dnde gelen ve ¢ok dnemli ekonomik
kayiplara neden olan infeksiyonlardan biridir. Hastalik,llkemizde oldugu kadar
Amerika,Kanada, Arjantin, Brezilya, Avustralya, Ingiltere, Israil gibi diinyanin
birgok gelismis Ulkesindeki kanatl ¢iftliklerinde sorun olmaya devam etmektedir.

CRD’ nin primer etkeni olan Mycoplasma gallisepticum, tavuklarda
mycoplasma infeksiyonlarina neden olan etkenler arasinda en dnde gelmektedir.
M. gallisepticum’dan kaynaklanan dogal infeksiyonlar tavuk ve hindilerde ortaya
¢tkmakta, bunun vyanisira suliin, keklik, bidircin, Ordek, kaz, serce ve
ispinozlarda da gorlebilmektedir (13, 75, 77, 59, 100)

Hasta hayvanlarda verim kaybi, hinltih solunum, 8kstiriik, burun akintisi
ve bazi durumlarda tortikollis gibi sinirsel belirtiler gorilebilecegi gibi, hicbir
klinik belirti géstermeksizin infekte olan hayvanlar da bulunmaktadir (71, 75,
90, 97). Bulasma lateral ya da vertikal yollarla sekillenmektedir. Lateral
bulagmada, duyarli hayvanlar etkeni damlacik infeksiyonu seklinde alarak
infekte olmaktadirlar. Iyilesen hayvanlarin  uzun siire portdr kaldigi ve
infeksiyonu saghkli hayvanlara bulastirdiklani bilinmektedir (11, 13, 54, 75, 116).

Kanathlarda mycoplasmozis diisiik mortalite ve yiiksek morbiditeli kronik
infeksiyonlar olarak tanimlanmaktadir. Hastaligin yayimasinda saglikli goriinen
portdr hayvanlanin 6nemli rol oynadi§i, bu durumun hastaligin kontrol ve
eradikasyonunu Onledigi bircok arastirici tarafindan bildirilmistir(13, 62, 75,
121).

Hastalidin kontrolinde en etkili ydntem eradikasyondur. Bu nedenle de
spesifik ve duyarll tani ydntemlerine gerek duyulmaktadir. Tanida kiiltdr,
giinimizde hala “altin standart” olarak nitelendirilmekte ve her yeni tani



yonteminin degerlendiriimesinde referans test olarak kullaniimakta, bunun
yaninda serolojik testler de oldukca 6nemli bir yer tutmaktadir. Son yillarda
bircok hastalikta oldugu gibi molekiler tani yéntemlerindeki gelismeler ile, M
gallisepticum’ un tanisinda da blylk ilerlemeler saglanmistir. GlUnUmiizde
mycoplasmozisin ortaya konmasi igin kullarilan kuiltir, serolojik testler gibi
laboratuvar yoklamalarinda kargilagilan sorunlar nedeniyle molekiler diizeydeki
tani yontemleri ve ozellikle PCR 6nem kazanmaya baslamistir.Ulkemizde bu
molekiler tami yBntemlerinin birgok hastalikta kullaniimaya baslandig
bilinmesine kargin, CRD’ nin tanisinda PCR kullanimina ait bir yayina
rastlanmamigtir,

Bu calismada, Marmara Bolgesindeki gesitli isletmelerden toplanan 96
tavuga ait trachea Orneklerinde M. gallisepticum’ un spesifik DNA'sinin
saptamas! amaciyla Polymerase Chain Reaction (PCR), etken izolasyonu igin
bakteriyolojik incelemeler ve ayni tavuklara ait kan serumu Grneklerinden de
lam aglutinasyon testi yapilarak, tavuklarda infeksiyonun tanisinda kullanilan

yontemlerin karsilastinimasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

Tavuklarda Mycoplasma gallisepticum’ un neden oldugu kronik solunum
yolu infeksiyonu (CRD), hiriltili solunum, 6ksdrik, burun akintisi, sinuzit ile
karakterize kronik seyirli bir hastaliktir (4, 5, 28, 52, 56, 75). Hastalik, karkasin
deger kaybetmesi ve yumurta veriminde azalma gibi ekonomik kayplarin
yanisira, ylksek sagaltbm masraflan ile de vyetistiriciyi zor durumda
birakmaktadir (28, 30, 37, 53, 70, 78, 91, 125).

Mycoplasmalar ilk olarak 1898 yilinda Nocard ve Roux tarafindan
sijirlardan pleuro-pneumonia’ nin etkeni olarak izole edilmis, 6nceleri PPLO,
Asterococcus, Anulomyces olarak isimlendiriimesine karsin 1929 vyilinda
Mycoplasma adi altinda toplanmistir (4). Nelson (1935) nezleli tavuklarin burun
akintilaninin  direkt mikroskobik incelemesi sonucunda kokobasil seklinde
mikroorganizmalar gdzlendigini, bu mikroorganizmalarin doku kiltirli ve
embriyolu yumurtanin yanisira besiyerlerinde de Uretilebildigini, ancak agar
lizerinde tipik Ureme elde edilemedigini bildirmistir (26, 75). Bundan sonraki
yilllarda pleuropneumonia-like organizma (PPLO)’ larin kanathlarin solunum yolu
infeksiyonlarindaki rolind belirlemek amaciyla birgok arastirma yapilmistir (17,
75, 128). Delaplane ve Stuart (1943) embriyolu tavuk yumurtalarinda
tavuklarin kronik solunum yolu infeksiyonu ile iligkili bir etkeni Gretmisler ancak
etkeni PPLO olarak identifiye etmediklerini bildirmiglerdir. Bunun aksine Van
Herick ve Eaton (1945), embriyolu tavuk yumurtasindan izole ettikleri PPLO’
larm  yapay Dbesiyerlerine pasaj vyapildiginda (redidini, ancak bu
mikroorganizmanin tavuklarin solunum yolu infeksiyonu ile iligkili olmadigini
belirtmiglerdir (26, 75, 128). Arastiricilar, Markham ve Wong (1952) ile Van
Roekel ve Olesiuk (1953) ‘un, besiyerlerinde Urettikleri PPLO’ nun tavuklarin
kronik solunum yolu hastali§i (CRD) ve hindilerin infeksiydz sinuzitisi ile iligkili
oldugunu ortaya koyduklarini bildirmiglerdir (104, 128).

Yoder ve Hofsad (128), White ve ark.(1954) ile Gianforte ve ark. (1955)’
na gore, kanath solunum yolu infeksiyonlar ile iligkili PPLO’ larin tek bir



patojenik serotip olarak tanimlandigini bildirmiglerdir. Edward ve Freundt 1956
yilinda kanatl orijinli PPLO’ larin klasifikasyonu igin yeni bir diizenleme yapiimasi
gerektigi Onermig, Freundt (1957) Bergeys Manuel of Determinative
Bacteriology’- nin 7. baskisinda, Mycoplasmatales takimi altinda yer alan
Mycoplasmataceae familyasinda sadece Mycoplasma cinsi bulundugunu ve
kanatli orijinli tek tlirin Mycoplasma gallinarum oldugunu yayinlamistir.

Yapilan daha detayll arastirmalar, kanatl tirlerinde gesitli serotiplerin
varligini ortaya koymustur. Yamamoto ve Adler (1958) 5 farkli serotip
(LILIILIV, V) belirlemis, Kleckner (1960) ise serotip sayisini 8'e (A, B, C, D, E,
F, G, H) ¢ikarmigtir (128). Edward ve Kanarek (25), kanatl orjinli iki tlr{ daha
isimlendirmisler, bunlardan birinin tavuklarda CRD ve hindilerde infeksiy6z
sinusitis'e yol agan, patojenik M. gallisepticum, digerinin ise nonpatojenik M.
iners oldugunu bildirmislerdir. Fabricant (29), M. gallisepticun”un A serotipine,
M. iners’in ise G serotipine ait oldugunu, M. gallinarum’un da B serotipine ait
bir nonpatojen oldugunu saptamistir.

Gilinimuzde M. gallisepticurn’ un sayisi tam olarak bilinmemekle birlikte
cok sayida susu bulunmaktadir. Infeksiyoz sinuzitisli bir hindinin beyninden izole
edilen S6 susu, birgok galismada antijen hazirlanmasinda kullanilan A5969 susu,
canli asi programlarinda genis kullanima sahip F susu, bakterin {retiminde ve
challenge caligmalarinda patojenik sus olarak kullanilan R susunun yanisira PG-
31, A-514, K2317, K2320, BA, KW, X-95, WVU 1791, 227, K-730, K-78,
2600,VR, K-703, 30902, G11, 4229, 80083, Ap3AS Iowa 801, P12027, P33470,
W, T suslarninin bunlardan bazilar oldugu bildirilmistir (17, 52, 71, 73, 75, 108,
112, 120).

Stipkovits ve Kempf (114), molekiiler diizeydeki galigmalarin ilerlemesiyle
suslann genetik fakliliklarinin daha kolay ve net bir sekilde ortaya gikariimaya
baslandigini, buna gbre M. gallisepticum suslarinin 3 grupta toplanabilecegini
bildirmistir. Birinci grupta serolojik 6zellik olarak ayni ancak virulensleri farkli
suslarin  bulundugunu, asilarda siklikla kullanilan F  susu, challenge
calismalarinda sikhkla kullanilan virulent R ve A5969 suslarinin bu grupta
oldugunu belirtmistir. Ikinci grupta variyant, atipik, 503, Y5, Y9, M876 gibi 35



ve 43 kDa protein band: igeren suglarin bulundugunu, Uglincli grupta ise kaz,
ordek, keklik gibi dedisik konaklardan izole edilen suslarin bulundugunu
bildirmistir.

Arastiricilar, Mycoplasma  gallisepticum (serotip-A), Mycoplasma
meleagridis (serotip-H), Mycoplasma synoviae (serotip-S) ve son vyillarda da
Mycoplasma fowae nin kanatl yetistiriciligi agisindan en 6nemli Mycoplasma
serotipleri olduklarini belirtmislerdir (36, 45, 59, 70, 114, 125).

Mycoplasma gallisepticum, Bergeys Manuel bf Determinative Bacteriology
(1994)" nin 9 baskisinda, Mollicutes sinifinin Mycoplasmatales takimindaki
Mycoplasmataceae familyasinda bulunan Mycoplasma cinsine ait bir tir olarak
yer almaktadir (40).

Mycoplasmalar hilicre duvanna sahip olmadiklari halde, cevre ile
baglantilarini saglayan kolestrol ya da karotenoid yapida 3 tabakali, 70-120 A°
genisliginde sitoplazmik bir membranla gevrilidirler. Protein ve karbonhidrattan
olusan dis ve i¢ tabakalar arasinda lipidlerin bulundugu bir orta tabaka
bulunmaktadir. Unit membrandaki karbonhidrat molekdilleri, komplementin fikze
edilmesinde, ndétralizan antikorlarin saptanmasinda ve ayni zamanda sugslar
arasindaki kross reaksiyonlarda gdrev almaktadir. M. gallisepticun? da diger
mikoplasmalardan farkh olarak Unit membran (zerinde hemagliitinasyon
olusturabilen gikintilar bulunmaktadir (4, 95, 96).

Stoplazmik membranin dis yiiziine tutunmus birtakim farkll lipoproteinler
bulunmaktadir. Bu ylizey antijenleri konakg¢l immun sistem hiicrelerinin tercih
edilen hedefleridir. Bununla beraber, bu lipoproteinlerin bazilarinda olusacak
degisiklikler, mycoplasmalarin konakg savunma sisteminden kagmasina olanak
saglarlar (19). Kleven (60), bir tek ylizey antijeninin birbirine yakin ancak farkli
yaklasik 34 gen tarafindan kodlandigini bildirmistir. Bu degisken vyiizey
antijenlerini “saltere” benzeten arastirici, belli bir zaman diliminde agik olan
genin, konakgl immun sistem hticrelerince taninmasindan sonra kapandigini ve
diger genin agiga giktigini belirtmistir.

M. gallisepticum yaklagik 0.25-0.5 um boyutlarinda, hareketsiz, sporsuz,

kapslilsiiz, Gram negatif bir bakteridir. Diger mycoplasmalar gibi hiicre duvar



sentezleyecek genetik yetenege sahip olmadiklarindan oval, yizik, kokoid,
flamentdz ya da yildiz seklinde pleomorfik bir gérinim sergilemektedirler (95).
Anilin boyalarla glic boyanma 0zelliginde olduklarindan Giemsa, Dienes,
Macchiavello, Castenada ve Stamp boyama yontemleri kullanilir (4, 75).

Genel besiyerlerinde tUreme &zelligine sahip olmayan M. gallisepticur un
Uretilebilmesi igin farkli kompleks besiyerlerinin degisik kompozisyonlari
kullaniimakta olup, bu amagla PPLO buyyon, PPLO agar, avian meat infuzyon
agar, beyin-kalp infuzyon buyyonu, Brucella agar, Brucella buyyon, fenol red
maltoz buyyon, triptoz fosfat buyyon, gibi temel besiyerlerine Gremeyi
zenginlestirici suplementler katiimaktadir (10, 32, 33, 104). M. gallisepticum,
sitoplazmik membraninin dayaniklihgi ve akiciidi igin basta kolesterol olmak
lizere sterollere gereksinim duymaktadir ve bu gereksinimini besiyerlerine %
10-15 oraninda inaktive at, tavuk ya da domuz serumu ilavesi ile
karsilamaktadir (2, 21, 32, 59, 75, 95). Ayrica Uremeyi glglendirmek igin,
besiyerlerine maya otolizati ya da maya ekstrakti gibi maya Uri{inlerinin ilavesi
gereklidir (59, 75).

Besiyerlerine bazi karbonhidratlarin katiimasinin remeyi arttinc etkisi
oldugu, ancak fazla miktarda katiimasinin besiyeri pH’ sini olumsuz etkiledigi
bildirilmigtir (109, 124). M. gallisepticum’ un izolasyonu igin besiyerlerinin pH’
sinin 7.2-7.8 arasinda olmasi gerektigi, disik pH' ya cok duyarli olmasi
nedeniyle, sivi besiyerinde renk degisimi gbzlendiginde bekletilmeden hemen
pasajinin yapilmasi gerektigi belirtilmistir(59, 75).

M. gallisepticum’ un klinik drneklerden izolasyonu igin ekim yapilmis
besiyerlerinin mikroaerobik kosullarda, nemli bir ortamda, 37°C de 3-5 glin
stireyle inkubasyona birakilmasi, bu siirelerde Greme gériilmeyen besiyerlerinin
7-14 gline kadar bekletilmesi gerektigi belirtilmistir (21, 95, 100, 104). Tipik
kolonilerin 0.01-1 mm ¢apinda, kalin ve yliksek merkezli, dlizgin, yuvarlék, yari-
seffaf yiginlar seklinde olup, agarin igine dogru lreme gdstermesi nedeniyle
ortalari diigmeli bir goriinim sergiledigi ve en iyi indirekt isik verilen stereo
mikroskop yardimiyla gézlendigi bildirilmistir (71,75). Kolonilerin gériinimdnin
besiyerinin besleyici ézelligine, besiyeri ylizeyinin nemine ve kultlirin eskiligine



gore dedisiklik gdsterdigi (97), farkh serotiplerin farkii koloni olusturduklari
(128), tip ayniminin koloni formasyonuna gére yapilmasinin dogru olmadig
vurgulanmistir (75). Sivi besiyerlerinde optimal tremenin elde edilebilmesi icin
1-3 glinliik inkubasyon siresine gereksinim duyulmaktdir. Tekrarlanan pasajlar
sonucunda laboratuvar kosullarina adapte olan suslarin daha kisa siirede yogun
bir bulaniklik olusturarak Uredikleri bildiriimigtir (26, 40, 59, 95, 97).

M. gallisepticum, besiyerlerinin yanisira embriyolu tavuk yumurtasinda da
Ureme 0Ozelligine sahiptir (75, 104).

M. gallisepticum’ un biyokimyasal ve biyolojik 6zellikleri bircok arastirici
tarafindan incelenmistir (10, 35, 100). Etkenin, glukoz ve maltozu gaz
olusturmaksizin fermente ettigi, laktoz, dulsitol, sellobioz, ksiloz, adonitol,
arabinoz, sorbitol, inulin ve salisini fermente etmedi@i, sukrozu ender olarak
fermente ederken, galaktoz, fruktoz, trehaloz ve mannitolu fermente etme
ozelliginin dedisken oldugu, arjinini hidrolize etmedi§i, fosfataz aktivitesinin
negatif oldugu, 2,3,5 triphenyl tetrazolium’ u ve neotetrazolium’ u rediikte ettigi
bildirilmigtir (21, 75, 97, 114). M. gallisepticum’ un tavuk, hindi, kobay gibi bazi
hayvan turlerinin eritrositlerini aglutine edici etkisi oldugu belirlenmistir (97,
120, 128). Besiyerine at kani ilave edildiginde tam hemoliz olusturdugu
gbzlenmistir (75, 97, 114, 116, 119). Mycoplasmalarin sadece glukoz
fermentasyonuna gbre “glukozu fermente edenler” ve “glukozu fermente
etmeyenler” olarak iki gruba ayrilabileceklerini bildiren Barber ve Fabricant (10),
300’ den fazla mycoplasma izolatinin biyokimyasal &zelliklerini incelediklerinde,
glukozu fermente edenlerin &nemli bir oranda diger karbonhidratlari fermente
etme &zelliklerinin de benzerlik gdsterdigini saptamiglardir. Ulgen (120) M.
gallisepticum’ un diger Mycoplasma tlrlerinden ayinici tanisinin yapilmasi igin
dzellikle glukoz fermentasyon, tetrazolium rediiksiyon, arjinin hidrolizi, ve film-
spot olusturma testlerinin uygulanmasi gerektigini, Tlrkarslan ve Salihoglu
(119) identifikasyonda sadece lreme inhibisyon testinin kullanilimasinin yeterli
oldugunu bildirmislerdir.

M. gallisepticum tavuk digkisinda 20°C de 1-3 giin, giysilerde 20°C de 3
glin ya da 37°C de 1 gin, yumurta sansinda 37°C de 18 hafta ya da 20°C de 6



hafta canli kalabilmektedir. Sivi kiiltlrler —30°C de 2-4 yil, liyofilize suglar 4°C de
en az 7 yil canli kalabilmektedir (75). Christensen ve ark. (20), M. gallisepticurn
un tavuk tdytnde 2-4 giin, pamukiu giyside 12 saat-4 gun, insan saginda 8
saat-3 gin, kauguk ve samanda 2 gin, kerestede birkag saat, kulak
mukozasinda 4 saat, burun mukozasinda 4-24 saat canhhdini korudugunu
saptamiglardir. Ayni aragtiricllar  kontamine tavuk tlyunin mycoplasma
infeksiyonu gézlenmeyen sirllerde en 6nemli tehlikelerden biri olabilecegini,
etkenin kauguk ve pamuklu giysilerde 2 gln kadar canhlidini sirdirmesi
nedeniyle kiimeslere giriste ayak dezenfeksiyonunun ve kiimesler arasinda
dolasirken giysilerin degistirilmesinin ¢ok énemli oldugunu vurgulamiglardir.

M. gallisepticum fenol, formalin, B-propiolakton ve merthiolat gibi
dezenfektanlara ve deterjanlara duyarlidir. Penisilin ve analoglarina, polimiksin,
neomisin ve distk konsantrasyondaki (1:4000) thalyum asetata direnglidir ve
bu 6zelligi izolasyonda kullanilmaktadir (5, 40, 59, 71, 75, 97).

Mycoplasmalar ekstrasellliler parazitlerdir. Patojen mycoplasmalar, meme
bezi, ser6z membranlar, (irogenital sistem, solunum yolu gibi belli basli organ ve
dokularda bulunmakta ve bircok olguda yilksek oranda konakgi spesifitesi
gbstermektedirler (31, 62, 95, 116). M. gallisepticum solunum yolu mukozasina
kolonize olduktan sonra tracheal hinltilar, burun akintisi, 6kstrik gibi klinik
semptomlar sekillenmeye baslamaktadir. Solunum sistemi viruslarinin mukoz
membranlarda ve epitel hiicrelerinde olusturduklann  bozukiuklar, M.
gallisepticur’ un buralara daha kolay yerleserek lremesini saglamaktadir. M.
gallisepticum’un da solunum yolundaki silia hiicrelerine zarar vermesi sekunder
bakteriyel invazyonlari kolaylastirmaktadir. Bunun sonucunda infeksiyonun
siddetlendigi ve bu komplike hastaligin kronik solunum yolu kompleksi olarak
adlandinldig birgok arastirict tarafindan bildirilmistir(24, 56, 95).

Kanatll mycoplasmalarinin  farkli  suslarimin - solunum yolu mukoz
membranlarina ve beyin dokusuna zarar verdikleri bildirilmistir (26, 31, 45,
46,121). M. gallisepticum’ un, konakgl hiicrenin membranindaki glikoproteinlerin
sialikasit kisimlarini reseptdr olarak kullanarak, polipeptid yapidaki kisimlariyla




mukozaya yapisarak, salgiladiklari néraminidaz enzimleri ile duyarll olan hicre
membranlarina zarar verdikleri bildirilmistir (19, 120, 121).

M. gallisepticurm’ un patojenitesi, etkenin virulensine, viicuda giris yoluna,
konakginin duyarliligina, tlrline ve diger dis faktorlere badli olarak
degismektedir. M. gallisepticum” un olusturdugu infeksiyonunun, hijyenik
olmayan kalabalk kiimesler, amonyak dizeyinin yiiksek oldugu ortamlar ve
soguk hava gibi stres faktorleri ile birlikte hayvanlarin viicut direnglerinin
kinldigr durumlarda daha siddetli seyrettigi yapilan galismalarda belirtilmistir (62,
73, 111, 120). Mycoplasmalarin patojenitesinin incelenmesi igin tracheal organ
kiilttrleri, deney hayvanlari ve embriyolu tavuk yumurtasi kullaniimaktadir (121,
122).

M. gallisepticum igeren sivi kiltlrlerin ya da eksudatlann 7 giinliik
embriyolu tavuk yumurtasina inokulasyonu sonucu, embriyonun 5-7 gilinde
Olimiine, gelisememesine, generalize 6dem, karacier nekrozu ve dalakta
bliyime gibi tipik lezyonlara neden olabilecegi bildirilmigtir (75). Colusi (21), 72
saatlik sivi kdlttirlerin yumurta sarist kesesine inokulasyonundan 2-5 giin sonra,
embriyo 6limlerinin gérildigint, M. gallisepticum’un embriyodan ve yumurta
sarisi kesesinden tekrar izole edildigini belirtmistir.

Aragtincilar M. gallisepticumn suglarinin virulensini degerlendirmek icin
direkt olarak konjunktival keseye, nasal sinusa ve tracheaya inokulasyon, ya da

“hayvanlarin etkeni solunum vyoluyla almasinin saglanmasi gibi yontemleri
denemiglerdir (73, 75, 111). Soeripto ve ark. (111) konjunktival keseye direkt
saf kultlr inokulasyonu sonrasi hicbir klinik semptom ve otopsi bulgusu
gbzlemediklerini, saf kultlirlerin nasal sinuslara ya da tracheaya inokulasyonu
sonrasi, yumurta veriminde herhangi bir diislise neden olmadigini ve otopside
de higbir bulguya rastlanmadigini bildirmislerdir. Ayni arastiricilar intraabdominal
inokulasyon sonucu belirgin lezyonlarin olustugunu, inokulasyondan 2-3 hafta
sonraki ddnemlerde bu lezyonlann en yiiksek diizeyde oldugunu bildirmiglerdir.
Buna karsin Nunoya ve ark.(90), tracheaya inokulasyondan iki hafta sonra hava
kesesi lezyonlarinin olustugunu ve etkenin buradan yapilan kdltiir galismalari
sonrasinda tekrar izole edildigini rapor etmislerdir. Levisohn ve ark. (73), 2



haftalik tavuklar aerosol yolla M. gallisepticum’a maruz birakmalanni takiben
hava kesesi lezyonlarinin olustugunu ve etkenin tekrar izole edildigini
bildirmiglerdir.

Arastincllar, tracheal organ Kkiltlrlerinde, M. gallisepticum’ un
patojenitesinin degerlendiriimesi igin siliar aktivitenin g&zlenmesi gerektigini
belitmiglerdir (121, 122). Ulgen ve ark. (121), bu siliostatik etkinin pasaj sayisi
ve tracheal organ kultlriine inokule edilen bakteri miktari gibi gesitli faktorlere
bagli olarak degistigini vurgulamisiardir. Arastincilar, inceledikleri saha izolatlar
arasinda patojen M. gallisepticum’ un siliostatik etkisinin M. gallinarum’ a gore
daha kisa siirede sekillendigini saptamiglardir. Ulgen ve ark. (122), iki M.
gallisepticum saha sugunu tracheal organ kiiltirlerinde incelemeleri sonucunda,
silyalarin zarar gord{giind, lamina epitelyalisin yassilastigini, epitel hiicrelerin
sitoplazmalarinin  vakuollestigini ve gekirdeklerinde piknoz  olugtugunu
gbzlemiglerdir.

CRD halen (lkemizde oldugu kadar Amerika, Kanada, Arjantin, Brezilya,
Avustralya, Ingiltere, Israil gibi diinyanin bircok gelismis (lkesindeki kanatl
ciftliklerinde sorun olmaya devam etmektedir (5, 21, 91, 100, 103, 111).

M. gallisepticum’dan kaynaklanan dogal infeksiyonlar tavuk ve hindilerde
gozlenmektedir. Bununla birlikte silin, keklik, bidircin, papagan, 6rdek ve
kazlardan da izole edildigi bildirilmistir (13, 46, 75, 77, 100, 116). Birgok
arastiricl ispinoziarda M. gallisepticum’ dan kaynaklanan salginlann gorildigini
rapor etmigtir (77, 81, 91, 99). AJackakan, alakarga gibi bir gok kus tlir(inden
de etken izolasyonuna dair raporlar bulundugu bildirilmistir (36, 43, 63, 75, 81).
Aragtincilar  sergelerin ve papaganlarin da etkene duyarll olduklarni,
infeksiyonun bu hayvanlarda gegici seyrettigini belirtmislerdir (13, 63). Yapilan
calismalar ispinozlardan izole edilen suslarin tavuklarda hafif infeksiyona yol
actigini ortaya gikarmistir (91,113). Bu gibi hayvanlarin her birinin infeksiyon
kaynag: ve tavukguluk sektérii igin bliylik tehlike olabilecedi vurgulanmistir
(28,43).

Kanatli hayvanlarda CRD duslik mortalite ve yliksek morbiditeli kronik
infeksiyonlar olarak tanimlandidi, genellikle % 10-50 arasinda seyretmekte olan
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morbiditenin yasa ve mevsime gbre degistidi ve mortalite oraninin %5-10 -
arasinda oldugu ancak miks infeksiyonlarda bu oranin %30’ a kadar cikabildigi
belirtilmistir (62, 75, 114, 121).

CRD’ de bulagsma lateral ya da vertikal olarak sekillenir. Lateral
bulasmada, hasta hayvanlarla temas olduk¢a O6nemlidir. M, gallisepticum (st
solunum vyoluna kolonize oldugu icin burun akintisi, 6ksilrik ile gevreye
saglimakta, duyarll hayvanlar damlacik infeksiyonu seklinde etkeni almaktadirlar.
Duyarli hayvanlarin infekte tavuklarla temas! salginlarin ¢ikmasina neden
olmaktadir (36, 75, 84, 114, 116). Infeksiyonu hafif geciren ve semptom
gbstermeyen hayvanlarin hastaligin  bulasmasinda &nemli rol oynadigi
bildirilmistir (11, 31, 54, 56). MacMartin ve ark. (84) kiimeslerdeki
havalandirmanin arttiriimasiyla M. gallisepticum’ un lateral bulasmasinin
azaldigini saptamiglardir. Soeripto ve ark. (111), konjunktival keselerine M.
gallisepticum inokule ettikleri tavuklarin solunum yollarinda 2 hafta sonra en
st dlizeyde bulunan mikroorganizma sayisinin, sonra hizla diismeye basladigini
ve 10. haftadan sonra izolasyonun gergeklesmedigini, bulasmanin da &zellikle
solunum yolunda maksimum miktarda etkenin bulundugu déneme ratladigini
bildirmislerdir.

Ayrica kontamine su ve yemlerin de infeksiyon kaynadi olduklan
belirtilmigtir. Arastiricilar, etkenin hindilerin semeninde de bulunabilecegini ve bu
nedenle suni tohumlama sirasinda bulasmanin olabilecegini vurgulamislardir(12,
75, 128). Kojima ve ark. (66, 67) ile Stipkovits ve Kempf (114) asilann, SPF
yumurtalarda hazilanmadi§i  takdirde birer infeksiyon kaynadi olduklanni
vurgulamiglardir. Bulasmada artropodlarin rol aldig rapor edilmistir (104)

M. gallisepticum’un ylizey epitoplarinin alternatif formlarini gelistirebilme
yetenegi ile, ylizey proteinlerinde spontan fenotipik degisimler olusturabildigi,
bdylece konakgl immun sistemini gecerek dokularinda canh kalabildigi ve bu
nedenle de infekte olan bir hayvanin dmiir boyu infekte kalacagr ve saglikli
strtler igin gok dnemli tehlike olusturabilecedi bildirilmistir (62, 114).
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Etkenin insan saginda 1-2 giin canli kalabildidi ve infekte surilerle galisan
insanlarin da birer infeksiyon kaynagi olduklan (114), birgok M. gallisepticum
salgininin insan faktdrlerine bagh olarak ortaya giktigi vurgulanmistir (71).

Arastiricilar, infeksiyonun akut déneminde, M. gallisepticurmi un. oviduct
ve ovaryumlara kolonize olarak, infekte yumurtalann olusmasina neden
olduklarini belirtmislerdir(104, 114). Stipkovits ve Kempf (114) M. gallisepticum’
1un infekte allantoik sivida 5°C de 3 hafta, etlivde 4 glin, oda isisinda 6 giin, .
yumurta sarisinda da 37°C de 18 hafta, 20°C de 6 hafta canliligini
koruyabildigini bildirmislerdir.

Hayvanlarda infeksiyona neden olan mycoplasmalarin birgogunun belli bir
konakg! tlrline spesifik oldugu ve hastalik olusturdugu, ancak ender olarak
baska konaklara da kolonize olabildikleri rapor edilmistir. Tavuklar i¢in patojen
olan M. gallisepticum” un koyunlardan da izole edildigi, bu nedenle hastalidin
kontrol ve eradikasyon programlari igerisinde bu konaklarin da gbz ardi
edilmemesi gerektigi vurgulanmistir (31).

CRD’ nin broylerlerde viicut agirhidinda distis (%20-30 ), yemden
yararlanma oranininda azalma (%10-20), yumurtact tavuklarda yumurta
veriminde azalma (%10-20) ve embriyo 6limlerinde artisa (%5-10 ) neden
oldugu belirtilmistir (71, 75, 114).

Arastincilar dogal kosullarda infeksiyonun inkubasyon siresinin 3-38
hafta arasinda degistigini, deneysel kosullarda 6-21 giin- arasinda oldugunu,
klinik belirtilerin genellikle 3 haftaliktan kiiglik hayvanlarda fazla gérilmedigini,
yumurta yoluyla infekte olmus sirilerde klinik semptomlarin 3.-6. haftalarda
olustugunu, bazi durumlarda da yumurta Gretiminin baslangicinda ortaya
ciktigini, egg dipping uygulanmis ise hastaligin komplike oluncaya kadar higbir
semptom olusturmayabildigini birdirmislerdir (71, 75, 114, 116).

Hastaliin bilinen patognomik bir semptomu yoktur (45). Hasta
tavuklarda tracheal hinltilar, burun akintisi, 6ksurtk, solunum glgligl, yem
tiiketiminde azalmaya bagh kilo kaybi ve tortikollis ile karakterize sinirsel
belittiler gdzlenir (71, 75, 90, 97, 104). Infeksiyon, yumurtaci tavuklarda
yumurtlama periyoduna girmeden hemen once, broylerlerde daha c¢ok 4.-8.
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haftalarda, klinik belirtiler ise en ¢ok 3-8 haftalik geng hayvanlarda gekillenir ve
kis aylarinda &zellikle nemli ortamlarda siddetlidir. Buna kargin higbir klinik
semptom gdstermeksizin serolojik olarak pozitiflik gbsteren sirtler olabilir,
bunlar genellikle geng vyaslarda infekte olmus ve kismen iyilesmis
hayvanlardir.TUm semptomlarin horozlarda daha belirgin oldugu vurgulanmustir
(4, 62, 75, 121).

Arasticilar, CRD’ li hayvanlarin otopsilerinde hava keselerinde donuklasma
ve kalinlasma gorildigund, ilerlemis olgularda ve ozellikle £ coli ile miks
infeksiyonlarda fibrinli ya da fibropurulent perihepatitis ve perikarditis
g6zlendigini bildirmiglerdir (75, 104). Nunoya ve ark. (90) perivaskuler ve
peribronsial dokulardaki lenfosit birikiminin invaze olan mycoplasmaya kars
immunglobulin Uretiminin bir gostergesi oldugundan, tracheal lezyonlarin bir
kisminin, konakginin immun yanitindan kaynaklanabilecegini &nermislerdir.
Arastiricilar, tracheal lezyonlarn intratracheal inokulasyondan 2 hafta sonra en
siddetli halini aldigin, bu asamada tracheal mukozanin yodun hiicre
infiltrasyonu nedeniyle oldukga kalinlastigini saptamislardir.

Iyilesen hayvanlarda belli bir diizeyde ba&isikiik olustugu, ancak bu tip
sUrlilerin etkeni tasidigi ve horizontal bulasma ile duyarl sirllere ya da
yumurtayla bir sonraki generasyona etkeni bulagtirdiklari vurgulanmistir (75).
Hiicresel ve humoral immunitenin infeksiyonu takiben gelistigi ve koruyucu
badisikiga yardimca oldugu, hicresel yanitin infeksiyondan 1 hafta sonra
baslayip yaklasik 7. haftada pik diizeye ulastigi, hemaglutine edici antikorlarin
ise serumda 7. haftada, tracheal yukantllarda 6. haftada pik dlzeye ulastigi
rapor edilmistir (116). Hassanien ve ark. (37) deneysel olarak infekte ettikleri
tavuklarda M. gallisepticum ‘a karsi immun yaniti, incelemigler ve agglutinasyon
testi ile ilk hafta oldukga yliksek pozitiflik saptandigini, bunun daha sonra
giderek azaldigmi ve hemaglutinasyonu inhibe edici antikorlarin &zellikle 4.
haftadan sonra artti@ini saptamiglardir. Yagihashi ve Tajima (126) tavukiara
intratracheal M. gallisepticum inokulasyonunu takiben ilk 3 hafta iginde, M.
gallisepticum’ un kolonizasyon derecesi ile tracheal lezyonlarin siddeti arasinda
bir iliski oldugunu, tracheal yikama sivisindaki antikor titresinin bu fazda
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arttilgini, sonra aniden tracheadan M. gallisepticum izolasyon oraninin
distliglinii ve lezyonlann da azaldigini, inokulasyondan 5 hafta sonra
hastaliktan kurtulmus hayvanlarda belirli bir diizeyde salgisal immunglobulinlerin
varoldugunu bildirmiglerdir. Aymi hayvanlarin  tekrar infekte edilmeleri
durumunda daha hafif tracheal lezyonlarin sekillendigini ve daha hizh bir gekilde
iyilesmenin oldugunu gdzlemiglerdir. Infekte tavukiarin harder bezi, dalak,
oviduct ve solunum yolu sekresyonlarinda M. gallisepticum’a karsi IgA ve IgG
saptadigi rapor edilmistir(12, 126).

Arastincilar, Mycoplasma gallisepticum infeksiyonunun tanisinin seroloji
ve bakteriyolojik kiltlire dayandigini, son yillarda molekdler tani tekniklerinin
gelisimiyle tani yontemlerinin de gelisme gdsterdigini bildirmislerdir (52, 60, 88,
130, 131). '

M. gallisepticur un tavuklarda akciger, hava keseleri, nasal turbinatlar,
palatine fissure gibi solunum sistemine ait organlardan ve oviduct, ovaryum,
testis, kloakadan izole edilebildigi rapor edilmistir (12, 17, 75, 100, 104, 114).
Mycoplasmosisten silipheli hasta hayvanlardan alinan &rneklerin soguk zincir
altinda kisa slirede ya da dondurularak 24-48 saat icerisinde laboratuvara
goénderilmesi dnerilmektedir. Ornekler swab ile alinmissa, icerisinde antibiyotik
bulunan transport besiyerlerinin kullaniimasinin daha uygun oldugu belirtilmistir
(9, 59, 95, 97, 131).

Aydin ve Izgiir (9) ile Giiler(35), izolasyon icin en uygun &rnegdin trachea
oldugunu bildirirken, bazi arastincilar (17, 33) da M. gallisepticum izolasyonu
icin palatine fissure’ den daha iyi sonug alindigini ve aym zamanda canli
hayvanlarda bu bdlgeden 6rnek aliminin daha kolay ve daha az stres yaratici
oldugunu bildirmiglerdir. Jordan ve Amin (46) M. gallisepticuni un en ¢ok
solunum sistemine ait dokulardan, kloaka ve ayak lezyonlarindan izole edildigini
bildirmisglerdir. Bencina ve ark. (12) trachea, ovidukt ve palatine fissurenin
yanisira Harder bezinden de etken izole ettiklerini rapor etmislerdir. Ulgen
(120), 137 tavukta M. gallisepticum izolasyonu lzerine yaptigi bir arastirmada,
trachea (%7.3), hava keseleri(%3) ve akcigerlerden (%0.7) etkeni izole
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etmesine karsin infraorbital sinuslardan izolasyon gergeklesmedigini
vurgulamigtir .

Infeksiyonun baslangicinda heniiz serolojik yanitin olusmadi§i dénemde,
etkenin tracheada bol bulundugu ve bu nedenle izolasyon sansinin da arttig
belirtiimistir. infeksiyonun ilerlemesiyle tracheadaki bakteri sayisinin azaldigi ve
izolasyon sansinin da dlstigli, aynca antibiyotik sagaltimi sonrasinda da ayni
sekilde etken sayisinin azaldifi ve izolasyonun zorlastigi arastiricilar tarafindan
vurgulanmistir (47, 71). Kempf ve ark.(52), dogdal infeksiyonlarda hayvanlarin
timinin aym oranda infekte olamayacaklarini ya da ortamda diger
mycoplasmalarin ve bakterilerin bulunabilecegini ve alinan her &drnekten M.
gallisepticur? un izole edilmesinin zor oldugunu, bu nedenle &rneklerin sik ve
fazla sayida alinmasini dnermislerdir.

Arastiricilar, hasta hayvanlardan izolasyon igin drnek alinmasi amaciyla
kullanilan swablarin gesitli ézellikleri lizerine arastirmalar yapmiglardir (16, 18,
130, 131). Branton ve May (16), daha az absorban olan ve etilen oksitle sterilize
edilmis kalsiyum alginatetipped swab ile steril rayon-tipped swablan
karsilagtirdiklarinda bu swablarin absorbsiyon yeteneklerinin izolasyon oranini
etkilemediklerini belirlemislerdir. Branton ve ark (18), érnekler alinmadan 6nce
besiyeri ile 1slatiimig swablarla, kuru swablar kargilagtirdiklarinda da belirli bir
fark saptamadiklarini belirtmiglerdir. Buna karsin, Zain ve Bradbury (131), 6rnek
aliminda igerisinde diger bakteriler igin inhibitdr maddeler iceren besiyerinde
islatilmig  swablarin  kullaniimasinin  izolasyon  sansini  arttirabilecegini
Onermiglerdir. Zain ve Bradbury (130), swablarin inkubasyon siresince
besiyerlerinin igerisinde birakilmasinin izolasyon sansini  arttirabilecegini
bildirmiglerdir. Ancak aluminyum sapl ipek swablarin {remeyi inhibe
edebilecegini, pamuklu swablarin ise doymamis yag asitleri gibi inhibe edici
bilesiklerin olusmasina ve pH’ nin deéisfnesine yol acabileceklerini ve izolasyonu
zorlastiracaklarint - vurgulamiglardir. Ayrica swabin besiyerinde birakilmasi
durumunda, swabda bulunabilecek diger kontaminant bakterilerin (ireme ortami
bulacagini ve yine etkenin Uremesini 6nleyebilecedi gibi sakincalarn ilave

etmislerdir.
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Kleven (59), 6zen gdsterilmesi gereken bir konunun da besiyerine ekimi
yapilacak inokulum miktar oldugunu belirtmis, doku enzimlerinin glukozu
pargalayip pH'da dislse yol agabilecegini ya da ortamda doku 'inhibitérlerinin
olabilecegini, bunlarin da U{remeyi inhibe edebilecedini ve bu nedenle
inokulumlarin dilusyonlarinin yapilmasi gerektigini vurgulamistir.

Arasticilar dokulardan hazirlanan inokulumilarin, doku eksudatlarinin ve
swab drneklerinin uygun kati ve sivi besiyerlerine ekimlerinin yapilarak, 37°C de
nemli bir ortamda, en az 5-7 giin inkube edilmesi gerektigini bildirmislerdir. Ilk
izolasyon igin sivi kdltlirlerin daha iyi sonug verdigini, ancak ilk kilttrlerin
basarili olmayabilecegdini, 3-5 glin araliklarla sivi besiyerine yapilan 2 veya 3 seri
pasajlarin izolasyon sansin arttirabilecegi belirtmiglerdir (26, 71, 75, 85).
Rosenfield (100), infekte hayvanlardan alinan érneklerin ekimleri sonrasinda, M.
gallisepticun? un izolasyonunun diger mycoplasmalar tarafindan inhibe
edilebildigini ya da etken sayisi az oldugunda izolasyonun gerceklesemedigini
bildirmistir. Bu nedenle arastirnici izolasyon igin alternatif bir yol olarak canli
hayvana inokulasyonu denemis ve infekte bir slrldeki hindinin tracheal
érneginden direkt ekim yaparken, ayni hayvanin nasal sinus eksudatini baska
bir hindiye inokule etmis ve bu islemi 3 kez tekrarlamis, 3. pasajdan sonra
besiyerine ekim yapmigtir. Direkt ekim sonucu etkenin izole edilemedigi ancak
pasajlar sonrasi yapilan ekim ile etkeni saf olarak izole ettigini rapor etmistir.
Turner ve Kleven (117), M. synovia€ nin da solunum yollarinda bulunabildigini
ve M. gallisepticum’ un Uremesini Onledigini bildirmislerdir. Arastiricilar
calismalannin devaminda, genellikle kanatli mycoplasmalarinin izolasyonu
amaciyla kullanilan besiyerlerine katilan ve M. synovia’ nin (reyebilmesi icin
gerekli olan nicotinamid adenine dinucleotide/ cysteine’ nin ilave edilmesini
birakmiglar ve bu sekilde M. synoviae’nin (remesini Onleyerek M.gallisepticum’
un izolasyonunu gergeklestirebilmislerdir

Besiyerlerinde (remenin daha belirginlestiriimesi igin tri-fenil tetrazolium
ya da fenol red ve glukoz gibi gesitli indikatdr sistemler kullanilabilmektedir (5,
75, 89, 100). Kleven (59), sivi besiyerinde glukoz fermentasyonuyla renk
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degisimi gozlenen kltlrlerin bekletiimeden pasajlanmasi gerektigini, aksi halde
pH’ nin diismesi nedeniyle bakterinin dlebilecedini bildirmistir.

M. gallisepticum slipheli kolonilerin sferoblast ve protoplastlardan ayirt
edilmeleri igin kiiltlrlerin en az (¢ kez antibiyotiksiz besiyerlerine pasajlarinin
yapiimasi gerekmektedir (26, 95). Bu pasajlarin izolatin tekrar eski formuna
dénme yetenegini kaybetmesi ve kalici L-fazina dénusmemesi igin, izolasyonu
takiben en kisa siirede, yapilmasi gerektigi vurgulanmaktadir (97).

M. gallisepticum? un identifikasyonu amaciyla glukoz, maltoz, sukroz,
trehaloz, laktoz ve mannitol gibi birgok karbonhidrat fermentasyonu testleri ile
birlikte; fosfataz, arjinin ve jelatin hidrolizi, koagule serum ve kazein sindirim
testleri, film ve spot olusturma testi, tetrazolium redlksiyonu testleri
yapiimaktadir (4, 10, 43, 85, 100, 128).

Arastinicilar M. gallisepticum infeksiyonlarinin tanisinda kiltlriin  ¢ok
onemli ve gerekli oldugunu belirtmisler ve siirlide infeksiyonun varlidinin
saptanmasinin yaninda, isletmedeki M. gallisepticum susunun &zelliklerinin,
patojenitesinin, antibiyotiklere duyarliiklarinin saptanmasinin da mimkiin
oldugunu vurgulamislardir (18, 51, 56, 106). Ancak izolasyon ve identifikasyon
calismalarinin zorlugu ve uzun slirmesi, ortamdaki apatojen mycoplasmalarin ve
diger mikroorganizmalarin {iremeyi dnlemesi nedeniyle, infeksiyonun tanisi ve
sagaltimin baglatiimasi igin serolojik testler 6nem kazanmistir (2, 15, 22, 56).
Arastincilar bu amagla lamaglutinasyon testi, lateks aglutinasyon testi,
hemaglutinasyon ve hemaglutinasyon inhibisyon (HI) testi, komplement
fikzasyon testi, indirek hemaglutinasyon testi, coombs antiglobulin testi, agar-jel
diffuzyon testi, fluoresans antikor testi, Ureme inhibisyon testi, metabolik
inhibisyon testi, flow cytometry, mikroimmunofluoresans, avidin-biotin, dot
immunobinding assay, indirekt immunoperoksidaz yontemleri gibi birgok testin
kullanildigini bildirmislerdir (14, 15, 56, 83, 95, 98, 114).

Pratikte, lam aglutinasyon testinin igletmedeki infekte hayvanlarin
saptanmasinda, HI testinin ise infeksiyonun varhiginin dogrulanmasinda
kullanilmaktadir (27, 45, 56, 71, 105). Arastiricllar, lam aglutinasyon testinde
siklikla yanhs pozitif ya da yanlis negatif sonuglarla karsilagildigini belirtmisler,
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bu nonspesifik reaksiyonlarin kontamine olmus ya da dondurulduktan sonra
kullanilan serumlarda, M. synoviae ile infekte ya da Erysipelothrix rhusiopathiae
bakterini inokule edilmig tavuklardan alinan serumlarda gdzlendigi bildirilmistir
(15, 22, 27, 71, 98, 129). Olson ve ark.(92) M. gallisepticum ve M. synoviae
arasinda antijenik yakinlik oldugunu, M. synoviae ile infekte edildikten sonra M.
gallisepticum antijeni ile test edilen hayvanlarda siklikla kross reaksiyonlarin
gozlendigini saptamiglardir. Ewing ve ark. (28), M. synovia izole edilen
tavuklarin kan serumlarinin M. gallisepticurm ydéniinden lam aglutinasyon testi ile
incelendiginde, %15' inde non-spesifik reaksiyonlarin gdrildigini rapor
etmislerdir. Snell ve Gullen (110) lam aglutinasyon testi ile dzellikle M. synoviae
infeksiyonunun ilk devrelerinde kross reaksiyonlarin gérildigini bildirmislerdir.
Bu nedenle arastinicilar sonuglarin HI testi ile dogrulanmasi ve farkli zamanlarda
birkag kez 6rnek alinmasi gerektigini vurgulamislardir (28, 110).

Yetigtiricilikte viral ve bakteriyel hastaliklar igin kullanilan inaktif asilarin,
lam aglutinasyon testinde non-spesifik reaksiyonlara neden oldugu bildirilmistir .
(14, 71, 129). Roberts (98), ticari olarak dretilen inaktive avian
encephalomyelitis, = Newcastle  ve  infectious  bronchitis  asilarinin
uygulanmasindan 1 hafta sonra yapilan lam aglutinasyon testi sonucunda, non-
spesifik reaksiyonlar goériildigini ve 3 hafta igerisinde bu reaksiyonlarin
sonlandigini saptamislardir. Cullen ve Timms (22) benzer bir calismada, M.
gallisepticum dan ari tavuklar, 4 farkh inaktif adjuvantli asi ile agilamislar(3.,
9., ve 16. haftalarda), 21 hafta boyunca kan serumlarini lam aglutinasyon, HI
ve lateks anti-globulin testi ile incelemigler; lam aglutinasyon ve lateks anti-
globulin testi ile incelenen serumlarda, hayvanlar 20 haftalik olana kadar yanlis
pozitifligin gbzlendigini rapor etmislerdir. Mycoplasma infeksiyonlari yoniinden
serolojik testlerin gogunun hayvanlarin 20 haftalik olana kadar gegen dénem
icerisinde yapildigini, bu nedenle inaktive asilardan kaynaklanan vyanlis
pozitifliklerin pratikte ¢ok &nemli oldugunu vurgulamiglardir. Arastiricilar lam
aglutinasyon testinde vyetistiricilikte kullanilan agilar nedeniyle olusan yanlis
pozitifliklerin taniyi yamltmas:nm, sonuglarin HI testi ile karsilastiriimasiyla

Onlenebilecegini belirtmislerdir (22, 129)
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Baz arastiricilar lam aglutinasyon testinde gdézlenen yanlis pozitifliklerin
baska bir nedeninin, antijenin Uretiimesinde kullanilan besiyerinden
kaynaklanabilecegini  bildirmiglerdir. Besiyerindeki serum bilegiklerindeki
globulinlerin mycoplasma hicrelerinin membran ylizeyine absorbe olmasi ve bu
absorbe globulinlerin slipheli serumdaki anti-globulinlerle reaksiyona girmesi
sonucu pozitif reaksiyonlarin olustugunu, bu nedenle M. gallisepticum antijeni
hazirlanmasinda globulin icermeyen besiyerlerinin kullaniimasinin daha uygun
oldugunu belirtmislerdir (1, 8, 59). Ahmad ve ark.(1, 2), serum yerine yapay
lipozom ve bovine serum albumin ilave edilmis besiyerlerinde Gretilen
antijenlerle uyguladiklan lam aglutinasyon testi ile bu gérisi dogrulayan
sonuglar almiglardir. Snell (109) lam aglutinasyon testi antijeninin hazirlanmasi
amaciyla kullanilan besiyerindeki glukoz ve serum oranlarinin, lam aglutinasyon
testinin spesifitesi ve sensitivitesi (izerine etkisini incelemis ve bu oranlarin testin
sensitivitesinde az da olsa etkisi oldugunu ancak spesifitesinde herhangi bir
degisiklige neden olmadigini saptamistir.

Bazi arastincilar lam aglutinasyon testindeki non-spesifik reaksiyonlari
onlemek icin, serumun isiyla inaktivasyonunu, 2-mercaptoetanol ile ya da FTS
ile dilusyonunu 6nermislerdir (22, 52, 59, 114, 129). Ancak, Cullen ve Timms
(22) antikor olusumunun yeni basladi§i ya da dislk oldugu hayvanlara ait
serumlarda, bu dilusyon islemleri sonrasinda yanhs negatifliklerin olusabilecegini
vurgularmiglardir.

Arastiricilar lam aglutinasyon testinin, hastaligin erken devrelerinde
pozitifligi saptamada hemaglutinasyon inhibisyon ve ELISA’ ya oranla daha
Ustlin oldugunu, bunun nedeninin de lam aglutinasyon testi ile IgM’ lerin
saptanmas! oldugunu bildirmislerdir. Infeksiyonun daha ileri devrelerinde diger
testlerin de aymi oranda duyarli sonuglar verdigini ve bunun yaninda lam
aglutinasyon testine oranla daha spesifik olduklarini belirtmiglerdir (8, 56, 94).
Hemaglutinasyon-inhibisyon testinin, lam aglutinasyon testine oranla zaman
alici ve daha pahali bir test olmasina karsin daha duyarli oldugunu belirten Sahu
ve Olson (101), 43.040 kan serumunu lam aglutinasyon testi ile, pozitif bulunan
53 serumun hepsini ve negatif olan serumlarin da tesadifi olarak segtikleri 1233
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adedini HI testi ile incelemiglerdir. Lam aglutinasyon ile pozitif 53 serumdan
sadece 5’ inin HI titrelerinin pozitif oldugunu, ayrica lam aglutinasyon testi ile
negatif bulunan serumlarin da %2.86" sinin HI testi ile pozitif oldu§unu
saptamiglardir.

Tavuklarda dogal infeksiyonlarin hepsinin tipik M. gallisepticum
suslarindan  kaynaklanmadi§i ve variyant suslarin da hastalida neden
olabilecekleri ve bu durumun tanida sorun yaratabilecedi bildirilmistir (52, 57).
Tipik M. gallisepticum suslarn ile infekte edilen tavuklarin kan serumilari, ELISA
ve ticari lam aglutinasyon antijenleri ile incelendiginde, yliksek oranda pozitiflik
saptanirken ayni kitlerle variant M. gallisepticum inokule edilmis hayvanlarda
distk bir pozitiflik saptandigi rapor edilmistir (52).

Ewing ve ark. (28), prevelansin yiiksek oldugu isletmelerde M.
gallisepticum infeksiyonunun tanisinda kullanilan HI testi ve ELISA arasinda
istatistiki olarak fark bulunmadigini, ancak glinimdizde ticari ELISA kitlerinin
clkmasi ve kullanim kolayligi ve HI testinde kullanilacak antijeninin
hazirlanmasindaki zorluklar nedeniyle, ELISA" nin daha gok tercih edilebilecedini
bildirmiglerdir. Prevelansin orta derecede ve diisiik oldugu populasyonlarda ise,
ELISA’ nin daha glvenilir oldugunu vurgulamislardir.

Lam aglutinasyon testinde goézlenen vyiksek orandaki non-spesifik
reaksiyonlar, tlp aglutinasyon testinde ¢ok miktarda antijen gereksinimi, HI
testinin de digerlerine gdre daha az duyarl olmasi, kanath mycoplasmalarinin
tanisini oldukga zorlagtirmakta ve bagka serolojik testlerin arastiriimasina gerek
duyulmaktadir (15, 80, 83). Nonomura ve Yoder (89), bu tani yéntemlerine
alternatif olarak AGP’ yi, Lin ve Kleven (80) mikroaglutinasyon (MA) testini, May
ve ark. (80) flow cytometry yéntemini, Esendal ve ark.(27) Immunocomb test
kitini kullanmiglardir. Patten ve ark. (94), M. gallisepticum ve M. synoviae’ye
karsl olusan spesifik antikorlar saptamak igin, ureaz konjuge koyun anti-tavuk
IgG kullanilarak yapilan ELISA’ nin lam aglutinasyon testi kadar duyarh ve
ondan daha spesifik oldugunu bildirmislerdir.

Arastiricilar, serolojik testlerde poliklonal antikorlar kullanildiginda,

sonuclarin yaniltici oldugunu saptamislar, bu nedenle monoklonal antikorlari
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kullanmayi ve Ozellikle de M. gallisepticumtn degismeyen epitoplarinin saptanip
bunlara karsi Uretilen monoklional antikorlarin  kullaniimasini  tercih
etmislerdir(82, 86). Morsy ve ark. (86), lamaglutinasyon testinde kullaniimak
amaclyla BALB/c farelerinde M. gallisepticum PG31 susuna kargt Grettikleri
monoklonal antikoru M. gallisepticum antijenlerindeki 35, 90, 95 ve 98 kDa
molekiler adirhgindaki epitopla reaksiyona birakmiglar ve bunlarin dot-blot
ELISA ve western blot deneyleri ile incelenmesi sonucunda, monoklonal
antikorun tim M. gallisepticum suslanni aglutine ettigini, kontrol olarak
kullanilan 5 farkli Mycoplasma tiirlini ise aglutine etmedigini saptamislardir.
May ve Branton (82) da tanida tiir spesifik monoklonal antikor kullanarak ELISA
yapmiglardir.

Serolojik testlerden bir digeri olan flouresans antikor tekniginin (FA) hizli,
duyarh ve spesifik yOntemlerden biri olmasinin yaninda, izolatlarin
serotiplendiriimesi igin de &nerilen bir yontem oldugu bildirilmistir. Bencina ve
Dorrer (11), dogal kosullarda infeksiyona yakalanmis ve iyilesmis, ancak aylarca
hastaligin tasiyicisi olmus tavuklarin trachealarindan etkeni izole ederken,
tracheal mukuslarindan hazirlanan frotilerde de FA teknidi ile etkeni
serotiplendirdiklerini, infeksiyondan 57 hafta sonra da FA testi ile etkeni
saptayabildiklerini belirtmiglerdir. May ve Branton (82), FA ve ELISA’ yi
karsilastirdiklarinda, FA ile daha ¢ok identifikasyon gergeklestirdiklerini ancak
ELISA ile daha kisa slirede sonug aldiklarini, Nonomura ve Yoder (89), FA
tekniginin kompleks ayiraglara gerek duymasi, prosediriiniin oldukca detayli ve
pahall olmasi, sonuglarin hatali yorumlanma olasiligi gibi dezavantajlar
oldugunu vurgulamislardir,

M. gallisepticum kolonilerinin identifikasyonu igin de serolojik testlerden
yararlanilabilmektedir. Bu amacla, lireme inhibisyon, koloni inhibisyon, agar jel
presipitasyon, immunoperoksidaz, flouresans antikor, immunobinding assay
(IBA) teknikleri kullanilabilmektedir (12, 42, 68, 75, 105). Kotani ve McGarrity
(68), IBA tekniginin her tip kiltlrde uygulanabilen, bir petri kutusundaki
kolonilerden en az 30 farkh antiserumla caligilabilen ve kisa slrede sonug
alinabilen kolay ve spesifik bir test oldugunu bildirmiglerdir. Imade ve ark. (42),
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fluoresans antikor tekniginde, non-spesifik reaksiyonlarin goérilebildigini,
sonuglarin kdltur saflagtiktan sonra Ureme inhibisyon testi ile dogrulanmasi
gerektigini, degerlendirmek igin 6zel mikroskoba gerek duyuldugunu bildirmigler
ve kolonilerin identifikasyonunda alternatif olarak immunoperoksidaz yontemini
Onermislerdir.  Tlrkarslan(118), mycoplasmalarin  Uremelerinin  homolog
antikorlar tarafindan inhibe edildigini bildirmis, kanatlilardan izole edilen M.
gallisepticum suslari ile kegilerden izole edilen F38 suslarinin identifikasyonunu
Ureme inhibisyon testi ile vyaptiklaninda herhangi bir kross reaksiyon
saptanmadigini vurgulamistir. Jordan(44), Ureme inhibisyon testi ile Ureme
presipitasyon testini ayni besiyerinde uyguladidinda, zellikle (ireme inhibisyon
testi ile zonlann iyi goriilemedigi suslarin dederlendiriimesinde, presipitasyon
testinin gok yarar sagladigini saptamustir.

Arastiricilar  kiltir yénteminin gliniimiizde hala en glvenilir tani
yontemlerinden biri oldugunu ve birgok aragtincinin yeni gelistirilen yéntemleri
degderlendirirken referans olarak kdltlirt kullandigini;  hastaligin  kontrol
programlarinin geleneksel olarak serolojik testlere ve izolasyona dayandidi
ancak her iki yéntemin de dezavantajlar bulundugunu bildirmislerdir. izolasyon
ve identifikasyon c¢alismalari uzun slrmesi, antibiyotik kullanilmis ya da kronik
infekte hayvanlardaki izolasyonun daha da zorlugu ve diger mycoplasmalar
tarafindan Uremenin dnlenebildigini vurgulamiglardir (47, 51, 56, 57, 88).
Serolojik testlerin sensitivitesi ya da spesifitesinin  diigiik oldugu ve lam
aglutinasyon testinde, etkenin antijenik 6zelligi nedeniyle M. gallisepticum izole
edilen hayvanlarda bile yanlis negatifliklerin gérilebilecedi rapor edilmistir (83).
Bu nedenle de birgok arastirici son yillarda molekiler tani yontemlerinden
yararlanmiglar ve 6zellikle PCR yéntemini kullanmaya baglamiglardir (41, 54, 56,
71, 88, 106). Arastincilar, sonucun kisa slirede alinmasi ve glivenilirligi,
antibiyotik kullanimiyla ilgili yanilici sonuglardan ve sekunder bakteriyel
kontaminasyonlardan etkilenmemesi, kiltir ya da serolojik yéntemlerle tiir
ayrnimi yapilamayan M. imitans ve M, gallisepticurm un ortaya konmasi ayrica M.
gallisepticur un saha suglari ile F agl susunun ayriminin yapilabilmesi gibi ¢ok
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énemli nedenlerden dolayr PCR ytntemini tercih etmektedirler (71, 87, 105,
106).

Kleven (60), ayn gérigleri paylagmis ancak inceledikleri olgularin %5’
inde serolojik sonuglarin PCR yéntemini dogrulamadigini vurgulamistir. Arastirici
M. gallisepticum saha izolatlarinin doku tropizmi, virulensi, antijenik ve genetik
yapisi arasinda farkliliklar olabilecegini ve disik virulense sahip bircok M.
gallisepticurn sugun az antikor uyarnimi olusturabilecegini ve bu nedenle diger
yontemlerle saptanamayip, PCR ile saptanabilen bazi M. gallisepticum saha
suslarinin olabilecedini bildirmistir.

Slavik ve ark. (108) deneysel olarak infekte edilen tavuklarda kdiitir ile
PCR sonuglarini karsilagtirdiklarinda 3. ve 5. haftalardaki sonuglarin birbirlerine
yakin oldugunu, PCR’ in daha kisa slirede sonuglanmasi ve daha spesifik olmasi
nedeniyle kiltlriin yerine gegebilecek bir tani yéntemi oldugunu bildirmislerdir.
Ayni arastiricllar M. gallisepticur? un PCR ile tanisinda trach'eal swab
drneklerinin trachea yikanti sivilarindan daha iyi sonug verdigini belirtmiglerdir.
Kempf ve ark.(55) PCR ile % 97 oraninda pozitiflik saptarken, kiltir ile
belirlenen pozitifiik oraninin % 67 oldudunu bildirmislerdir. Ozellikle kiiltir ile
saptanamayacak kadar az bakterinin oldugu. durumlarda PCR yontemi ile
pozitifligin ortaya kondugunu ve bu nedenle PCR'in duyarl bir yontem oldugunu
vurgulamiglardir.

Kempf ve ark. (54) M. gallisepticum ile infekte edilmis ve sonra da
antibiyotikle sagaltima baslanmis tavuklardan farkli zamanlarda alinan 80
tracheal swab &rneklerinden kiiltlir ile 14, PCR ile 20 pozitif sonug elde ettiklerini
ve bu sonuglarin birbirine yakin oldugunu ancak &nemli noktamin,  kdltir
galismalari ile pozitifligin en son olarak inokulasyondan 26 giin sonra alinmasi,
bundan sonra siirlideki infeksiyonun belirlenememesi, buna karsin PCR ile son
pozitifligin 54. giinde saptanabilmesi oldugunun bildirmislerdir. Bu sonucu PCR’
In ylksek sensitivitesine ve (reyemeyecek kadar az etken ya da sadaltim
sonrasi 8lmls bakterileri saptayabilme yetenegdine baglamislardir..

Khan ve Kleven (57) infekte bir giftlikteki tavuklarin kan serumlarini
aglutinasyon testi ile incelediklerinde Mycoplasma synoviae ile kross reaksiyon




vermelerine kargin, tracheal yikanti sivilarindan PCR ile higbir sorun
yasanmaksizin etkeni saptamiglardir. Salisch ve ark. (106), tanida serolojik
sonuglarin ve patolojik bulgularin yaniltici olabilecegini, serolojik bulgulan pozitif
olan 42 tavuktan etken izolasyonunun gergeklesmedigini ve PCR sonuglarinin da
negatif oldugunu rapor etmislerdir. Sadlikli piliclerin, infeksiyonun enzootik
olarak seyrettigi kiimeslere katildiginda ¢ok kisa stirede infekte olduklar ve bu
durumun ilk birkag hafta serolojik testler ve kdltlr ile ortaya ¢ikarilamadidi,
ancak molekdller tani yéntemlerinin iyi sonug verdigi bildirilmistir (55, 57).
Arastinicilar, kontamine hiicre kilttrlerinde mycoplasmalarin saptanmasinda ve
canh virus asgllarinda M. gallisepticum kontaminasyonunun belirlenmesinde PCR’
In oldukga spesifik, hizli ve glivenilir bir yéntem oldugunu énermiglerdir (41, 66,
67,96).

Arastirmalar PCR yonteminin avantajlarini ortaya gikardikca, konu
{zerindeki calismalar hiz kazanmistir. Bu amagla birgok arastirici farkli primer
setleri kullanarak spesifiteyi arttirmaya calismiglardir (70, 87). Wang ve ark.
(125), 4 fakli oligonukleotid primerleri kullanarak tek bir PCR reaksiyon karisimi
ile hem cins hem de kanatlilarda infeksiyona yol acan 4 tir(in ayrimin
yapmiglardir. Santha ve ark.( 107) PCR ydnteminde 800 bp (base-pair)’ lik DNA
pargasini kullandiklarinda, farkli 9 mycoplasma tirii ile herhangi kross reaksiyon
g6zlenmedidini saptamiglardir. Keeler ve ark. (50) ile Dohms ve ark. (24) PCR
ybénteminde cytadhesin genini kullandiklannt bildirmislerdir. Fernandez ve ark.
(30) M. gallisepticum ve M. synovia€ nin sahip oldugu 16S rRNA’ nin degisken
bdélgesini tamamlayan iki oligonukleotid probunu hibridizasyon calismalarinda
basariyla kullanmiglardir. Liu ve ark. (79), molekuler tiplendirma amaciyla, faz-
degisken putative adhezin protein(PvpA)i kodlayan M. gallisepticum spesifik
genini saptamak igin PCR ydntemini kullandiklarini bildirmislerdir. Nascimento ve
ark. (87), slrtdeki M. gallisepticum susunun asilarda kullanilan F susundan
ayrimini yapabilmek amaciyla PCR yontemi gelistirmiglerdir. Kempf ve ark. (54),
infeksiyonun gorildigl bir isletmede sadaltima yanitin gok daha iyi anlagiimasi
icin mRNA" nin incelenmesi gerektigini, ¢linki mRNA’ nin dmriinin ¢ok kisa
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oldugunu ve PCR ile saptanmasinin hala canli mikroorganizmanin bulundugunun
gOstergesi oldugunu vurgulamiglardir.

PCR y6nteminin geligsmesiyle birlikte, ticari kitlerin de Gretimi baglamistir
(60, 61, 76, 78, 96). IDEXX DNA probe based kiti ile galisan Ley ve ark. (76, 78)
kitin, kit igerisinde tanimlanmayan (Probu olmayan) higbir mycoplasmayi
. tanimamasi yani kross reaksiyonun olmamasi, sonucu yaniltan kontaminant
bakterilerle karigmamasi, izole edilemeyecek sayidaki bakterilerin® saptanmasi
gibi birgok dnemli &zellikleri oldugunu ortaya koymus, ancak bazi arastiricilar
tarafindan ekonomik y&nden pahali bulundugunu belirtmiglerdir. Salisch ve
ark.(105) da kitin 6zellikle diger mycoplasmalarla miks infeksiyonlarin tanisinda
onemli oldugunu bildirmislerdir.

Tum bu avantajlannin yanisira, arastincilar PCR ydntemi ile sadece
bilinen Mycoplasma tiirlerinin identifiye edilebildigini, yeni tlirler, patojenite ve
antibiyotik duyarhiigi gibi biyolojik ozelliklerini saptamak igin konvansiyonel
yontemlerin kullaniimasi gerektigini vurgulamistir (51,130).

Ulkemizde CRD infeksiyonunun varhigi ilk kez 1956 vyilinda Ozkal
tarafindan bildirilmistir (5). Atilgan ve Yesilada (6), 415 tavuk serumunun 130
adedinde (% 31.3) pozitiflik saptamislardir. Esendal (26), Ankara cevresinde
incelenen 900 tavuk serumunun lam aglutinasyon testi ile 182 (%20.22) sinde,
hemaglutinasyon inhibisyon testi ile 128 (%14.22)’ sinde, agar jel presipitasyon
ile 51(%?5.67) sinde, ELISA ile de 543 (%60.35)" inde pozitiflik saptadigini
bildirmigtir. Ulgen (120), Bursa ve cevresinde incelenen 137 tavuda ait
orneklerden 15" inden M. gallisepticum izole edildigini, yine ayni calismada
incelenen 499 kan serumundan, lam aglutinasyon testi ile 242, hemaglutinasyon
testi ile 263 pozitif serum saptandigini bildirmistir. Giiler(35), Konya ydresinde
hastaliktan glpheli 40 isletmeden yapilan izolasyon galismalan sonucunda 126
tavugun 19 (%15.06) undan M. gallisepticum izole edildigini rapor etmistir.

M. gallisepticum sagaltiminda fluoroquinolonlar ve erythromycin oldukca
etkili bulunmaktadir (53, 97). Ortiz ve ark. (93) enrofloxacin ve daha az etkili
olmakla birlikte lincomycin/ spectinomycin kombinasyonunun yumurta yolu ile
bulasmayr 6nemli oranda azalttiini bildirmislerdir. Antibiyotiklerin devami
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kullanilmasiyla direncin olustugunu, bu nedenle de alternatif antibiyotiklerin
bulunmasinin yararli olacagini bildiren Jordan ve ark. (1996) tilmicosin ve
tylosin’ i karsilastirdiklarinda tilmicosin’ in, bunu takip eden yillarda yaptiklari
baska bir ¢alismada valnemulin’ in daha etkili oldugunu belirtmislerdir (47, 48,
49, 72). Japonya’ da tylosin’e direngli suslarin gézlendigi rapor edilmistir (116).

CRD’ nin kontroli, tani konularak hastalikli hayvanlarin ayrilmasi, asilama
ve antibiyotik sadaltimina bagl olarak bulasmanin ve hastalik semptomlannin en
aza indiriimesi ile saglanir (45). Hastaligin kontroliinde en tercih edilen yéntem
hastaligin eradikasyonudur. Bu da genellikle slriintin serolojik testlerle devamli
kontroli ve hasta sirllerin imhasi ile yapimaktadir (24, 61, 103). Ancak
- Ozellikle az gelismis Ulkelerde tavukguluk sektdriinde fakli yastaki hayvanlarin
birarada bulundurulmasi, eradikasyonu oldukga zorla$t1rmaktad|r (65, 103,
105).

M. gallisepticum 'a karsi bagisiklik olusturmak icin canli asilarin yanisira
bakterinler de kullaniimaktadir. Asi, yumurtaci tavuklarda yumurta verimindeki
diststi ve damizliklarda yumurta yolu ile bulasmayr azaltmak amaciyla
kullanilmakta, ayni zamanda solunum belirtileri ve hava kesesi
infeksiyonlarindan korunmayi saglamaktadir (61, 64, 123).

Virulent M. gallisepticum S6 ve R suslari canli asi hazirlanmasinda
kullaniimis, ylksek oranda badisiklik olusturduklan saptanmis ancak bu suslarin
sistemik invazyon &zellikleri. agilarda kullanimlarini énlemigtir (123). En siklikla
kullannlan canh asi susu M. gallisepticum F susudur (58, 64). Dogal kosullarda
M. gallisepticum F susunun tavuklar icin orta derecede virulent oldugu, Ust
solunum yolunu etkiledigi, sirller arasinda daha yavas yaylldlél bildirilmistir.
Devamli canh asi kullaniimasi sonucu F susunun orijinal saha suslarinin yerine
gectigi, bir siire sonra isletmede sadece F susunun gériildiigli, daha az virulent
olmasi ve kullanlan antibiyotiklerin goguna duyarli olmasi nedeniyle bu yer
degistirmenin eradikasyon calismalarinin ik asamasi olarak sayilabilecegi
belirtilmistir (34, 58, 61, 64, 65, 123). Broyler yetistiriciliginde hayvanlarin 45-
50. glinlerde kesime sevk edilmesi nedeniyle ve isletme ekonomisi distnilerek

asl uygulamasi ¢ogu kez yapiimamaktadir(65).
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Gibbs ve ark. (34), bazi arastiricilarin F sugu ile asilanmis kiimeslere
sonradan katilan tavuklarin hastalanmalarindan aginin sorumlu olabilecegini
bildirmelerine karsin, yaptiklar arastirmada F susu agsilarinin sahadaki M. -
gallisepticum salginlarinin baslica kaynadi olmadigini vurgulamiglardir. Levisohn
ve ark. (74), yumurtac tavuklarin F susu ile asilanmalarinin herhangi bir
olumsuz etkisinin olmadigini, asilanmis hayvanlarn bulundugu bir kiimese
agllanmamig hayvanlarin katilmasini takiben ancak 17 hafta sonra bulasma
oldugunu saptamiglardir. Canli asilann patojeniteleri Ureticiler igin sorun
olusturmakta bu nedenle daha gtlivenilir asilara gereksinim duyulmaktadir.
Arastiricilar, tavuklarda nasal bosluk ve alt solunum yolu isilarinin farkli
olmasindan yola gikarak, M. gallisepticun? un S6 susunu nitrosoguanidine ile
zayiflatip istya duyarl ts37, ts102 ve ts 100 mutantlarini olusturmuslardir. Bu
apatojen ve orta derecede patojen Isiya duyarli mutantlarin {st solunum yolu
sicakliginda Ureyebildikleri ve immun yanit olusturduklar, ancak alt solunumt
yolu mukozasi sicakiginda (reyemedikleri, bu nedenle hastalik
olusturamadiklari ve boylece yeterli korumanin saglanabilecedi Gnermiglerdir
(69, 112, 116, 123). Arastiricilar, F susu ile hazirlanan agilarin diginda, apotojen
ve diger siriilere yayilma tehlikesi olmayan ts-11 ve 6/85 suglari ile hazirlanan
canh agilarin bulundugunu belirtmislerdir (60, 103, 117). Turner ve Kleven (117)
ts-11 susunun Ozellikle daha &nce F susu ile agilanmis sirllerde hastahigin
kontrolli agisindan oldukga iyi sonuglar verdigini bildirmiglerdir.

Bazi arastiricilar da 6li asilarin etkisi lzerinde calismalara ydnelmistir.
Hayatsu ve ark. (38), arastinicilarin formalinle 6ldiriimis mycoplasma asilarinin
1 glnllk civcivlerin hava keselerine inokulasyonlarn sonucunda, hava kesesi
infeksiyonlarinin  6nlendigini saptadiklarini  bildirmisler, 8li M. gallisepticum
asisinin intramuskuler (IM) uygulanmasinin belirgin bir koruma saglamadigini,
asinin solunum yolu igerisine verilmesiyle deneysel infeksiyonlarda koruma
sagladigini belirtmislerdir. Hildebrend ve ark. (39), deneysel olarak bakterin
uygulanmig hayvanlarda, M. gallisepticuri S6, R, PG31 ve 1150 suslarinin sinus
ici inokulasyonlari sonrasinda klinik bulgularin  olugmasinin  énlendigini

saptamiglardir.
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Saha galismalarinda, bakterinler ile asilanmis tavuklarin, disik virulensli
F susu agilarla agilanan hayvanlara oranla yumurta veriminin daha yiksek
oldudu belirtilmistir (39, 65). IM ve intratracheal yolla olugturulan bagisiklidin,
sadece IM uygulamaya oranla daha yiiksek oldugu bildirilmistir (127)

Avaikan ve Ley (7) M. gallisepticum inokule edilmis tavuklarda, etkenin
{ist ve alt solunum yolu ve nasal sinuslara vyerlestigini ve tavuklarda bu
bolgelerde IgA, IgG ve IgM lretildigini rapor etmislerdir. Arastincilar bu
antikorlarin bulundugu alt ve {st solunum vyolu yikanti sivilarinin alinarak
tracheal organ kdltirlerinde bulunan siliali epitellerin M. gallisepticurn ile iliskisini
incelediklerinde, organ kuiltirlindeki epitellerin antikorlar sayesinde etkenden
zarar gormediklerini belirlemigler ve bu g¢alismalarin hastaliktan korunmada
6nemini vurgulamiglardir.

Jordan (45), bir isletmenin mycoplasmadan ari oldugunun s6ylenebilmesi
icin, siliride ve onu takip eden iki generasyonda da infeksiyon gdrllmemesi
gerektidini bildirmistir.

National Poultry Improvement Plan (NPIP) a gbre, koruma ve kontrol
igin, vyetistiricilik yapilan kiimeslerde surliye sonradan hayvan katilmamasi,
gerekli olan serolojik testlerin rutin olarak uygulanmasi ve infekte sdrllerin
kesime gdnderilmesi gerektigi belirtiimistir (71). Ulkemizde M. gallisepticum
infeksiyonunun kontrolii igin  Tarim ve Koy Isleri Bakanhgi’ nin kuluckahane ve
damizlik isletmelerinin saglik kontrol yénetmeligi uygulanmaktadir (115).

Gunumizde ticari isletme sayisinin dizensiz olarak artmasi, farkl yasta
~ve tirde hayvanlarin bir arada bulundurulmasi, suriiye sonradan hayvan
katiimasi sonucunda birgok olumsuzluklar ortaya cikabilmektedir. Bu tir
ciftliklerde antibiyotikle sagaltum yapilarak verim kaybi ve diger klinik
semptomlar azaltimaya calisimaktadir. Ancak arastiniclar  antibiyotik
sagaltiminin  infeksiyonu yok etmedidini sadece sorunlar gegici olarak

¢6zdigini vurgulamaktadiriar (71, 123).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez calismasinda gereg ve ydntem agagdidaki plana gére uygulanmistir.
3.1. GEREC

3.1.1. Ornekler A. Trachea drnekleri

swab ile slirintl alindi

y

Mycoplasma buyyon igerisinde 30 sn kangtinidi.

1.5 ml’ si PCR igin aynidi. —20° C de saklandi
1 ml'si kuitur igin ayrildi

B. Kan serumu drneklerf

" 3.1.2. PCR Flockcheck ™ Mycoplasma gallisepticum
DNA-probe Based Test Kit
3.1.3. Besiyerleri A. Izolasyon besiyerleri

A.1. Mycoplasma buyyon
A.2. Mycoplasma agar
B. Biyokimyasal test besiyerleri
B.1. Glukoz fermentasyon test besiyeri
B.2. Tetrazolium rediksiyon testi besiyeri
B.3 Arjinin hidroliz testi besiyeri
B.4. Film ve spot olugturma test besiyeri
B.5. Digitonine duyarlilik test besiyeri:
C. Hiperimmunizasyon antijeni
hazirlama besiyeri
3.1.4. Referans Suglar
3.1.5. Boyal Plate Test Antijeni
Mycoplasma plate test antijeni (MG Antigen -Nobilis)




3.2. YONTEM
3.2.1. PCR

A. DNA ekstraksiyonu

B. DNA’ nin amplifikasyonu

C. DNA’ nin saptanmasi
3.2.2. Kiiltiir

A. Izolasyon calismalari
Mycoplasma buyyona ekim
3 glin inkubasyon

\ £

Mycoplasma buyyona pasaj

3 glin inkubasyon

4/—
Ureme varsa Mycoplasma agara pasaj

lreme yoksa Mycoplasma buyyona pasaj (*)

3 glin inkubasyon

\4
Mycoplasma agara pasaj

l

Agariar 4. giinden sonra koloni olusu ydniinden incelendi.

Ureme varsa Mycoplasma agara pasaj
14 gline kadar {ireme olmayan kultiirler negatif

L-formlarindan ayirtetmek igin pensilinsiz Mycoplasma agara pasaj (3 kez)

|

biyokimyasl testler icin Mycoplasma buyyona pasaj
(*)= Bu islem dreme olmadigr durumlarda 3 kez tekrarland.
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B. Identifikasyon ¢alismalari
B.1. Biyokimyasal testler
B.2. Ureme Inhibisyon testi

3.2.3. Serolojik Test (Lam aglutinasyon testi)

Kan serumu &rnekleri ile lam aglutinasyon testi

— T

Aglutinasyon yok Aglutinasyon var
‘ Serumlar PBS ile 1:5
oraninda sulandirildi
NEGATIF

Aglutinasyon var Aglutinasyon yok
POZITIF SUPHELI
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3.1. GEREC

3.1.1 ORNEKLER

Marmara Bolgesi’ nde infeksiyonun tahmini prevelansi % 50 kabul
edilerek, % 95 glven diizeyi ve % 10 absolut kesinlige gdre (23), tesadfi
ornekleme ile 54’ i Akyaz, Silivri, Catalca ve Kaynarca yorelerindeki degisik
isletmelerden Istanbul kesimhanesine ve Bandirma yéresinden Bandirma
kesimhanesine gonderilen, 42’ si Catalca, Gebze ve Malkara’ daki cesitli
isletmelerden olmak (izere toplam 96 tavugun tracheayr kapsayan boyun
kisimlart ve kan 6rnekleri kesim sirrasinda alindi. Ornek alinan tavuklar 2-7
haftalik yaslardaydi. Ornek alinan tavuklarin yaglar ve kaynaklarina gore

dadilimi Tablo 3.1’ de gdsterilmigtir.

A. Trachea ornekleri: Tracheay! kapsayan boyun kisimlari gamma steril
ornek posetlerine konularak soguk zincir altinda laboratuvara getirildi ve steril
petri kutularina aktarldi. Boyun derisi ylzilerek trachea agiga cikanildi.
Tracheanin orta bélgesinin ylizeyi spatiil ile daglandiktan sonra, steril bistiri ile
kesit agilarak bir gece dnceden Mycoplasma buyyon iginde bekletilmis swablar
ile trachea mukozasindan siiriintd alindi ve 3 ml Mycoplasma buyyon igeren
tlplere aktanlarak 30 saniye slreyle vorteksle kanistirildi. Elde edilen
stispansiyonun 1 ml’ si Mycoplasma gallisepticum izolasyonu igin bakteriyolojik
olarak, 1 ml’ si spesifik DNA’ nin saptanmasi amaciyla PCR yéntemi ile incelendi

(105).

B. Kan serumu o©rnekleri: Kan oOrnekleri de soguk zincir altinda
Anabilim Dali laboratuvarina getirildi, santrifiije edilerek serumlan ayrildi ve

bekletilmeden lam aglutinasyon testi ile incelendi
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Tablo 3.1 Ornek alinan tavuklarin yaslarn ve kaynaklarina gére dagilimi

GRUP NO KAYNAK YAS SAYI
1 Akyazi 6,5 haftalik 6
2 Silivri 6 haftalik 6
3 Catalca 2 haftalik 6
4 Catalca 3,5 haftalik 6
5 Gebze 3,5 haftalik 6
6 Gebze 5,5 haftalik 6
7 Bandirma 6 Haftalik 12
8 Catalca 7 haftalik 10
9 Akyaz 6 Haftahk 10
10 Adapazari 6,5 haftalik 10
11 Malkara 4 haftalk 10
12 Malkara 3,5-4 haftalik 8

3.1.2. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Tracheal swab drneklerinde Mycoplasma gallisepticuna ait spesifik DNA’
nin saptanmasi amaciyla Mycoplasma gallisepticum DNA based Probe Test Kit
(Flockcheck, IDEXX) kullanild.

PCR kitinin icerigi

Mycoplasma gallisepticum DNA based Probe Test Kit (Flockcheck,

IDEXX):
e Naylon membran

e Blocking solusyonu

e 6 X Blot Wash 1 Solusyonu

e 6 X Blot Wash 2 Solusyonu

o 6 x Substrate Buffer

o M. gallisepticum Vir/F Conjugate
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o M. gallisepticum PCR Mix-1

o M. gallisepticum PCR Mix-2

e Sample Wash Solusyonu

e Substrate A

o Substrate B

e Pozitif kontrol
Diger geregler

o 1.5 ml’ lik vidali kapakli mikrosantrifiij tlipl (Deltalab-409110.2)
0.5 ml’ lik PCR tip(, DNase ve RNase free (Deltalab-4092.1N)
Mineral yag (Sigma- M5904)
Isiya dayanikh poset (Deltalab-200303)
Thermocycler (Biometra)

3.1.3. BESIYERLERI

A. izolasyon Besiyerleri
A.1. Mycoplasma Buyyon

Trachea mukozasindan &rnek alinmasinda kullanilan  swablarin
Islatilmasi, tracheal &rnek slspansiyonlannin hazirlanmasi ve izolasyon
galismalan igin Mycoplasma Buyyon hazirlandi. Bu amagla- Mycoplasma Broth
Base’ e at serumu, yeast ekstrakt, fenol red (% 0.1), glukoz, talyum asetat (%

10) ve penisillin G ilave edildi .

Mycoplasma Buyyon

Mycoplasma Broth Base (Oxoid, CM403) 25.5¢
Glukoz (Oxoid, L 71) 10g
At serumu (Biochrom KG, S 9135) 150 ml
Yeast ekstrakt(Oxoid, L21) 100 ml
Fenol red (% 0.1) (Sigma,P-3532) 25 ml
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Talyum asetat(%10) (Sigma, T-8266) 4 mi

Penicillin G Potassium (Sigma Pen-K) 2x10° unite

Distile su 750 ml

Hazirlanigi: Mycoplasma Broth Base, glukoz ve fenol red belirtilen
miktarlarda tartildi, 750 ml distile suda eritildi. % 20’ lik NaOH ile pH'sI 7.8" e
ayarlandi. 121°C de 15 dakika siireyle sterilize edildi. 50°C ye kadar
sogutulduktan sonra, talyum asetat, yeast ekstrakt, at serumu ve penicilllin G
potasyum ilave edildi. Besiyerleri vidali kapakhi cam tiiplere dagitildiktan sonra,
sterilite kontrolleri yapilarak kullanildi. Sterilite kontroll igin rastgele segilen
tlpler 37°C de iki gun inkubasyondan sonra kontaminasyon sonucu {remeye

bagli renk degisimi ve bulaniklik yoniinden incelendi (59).
A.2. Mycoplasma Agar

M. gallisepticun? un izolasyonu, bazi biyokimyasal testler ve {reme
inhibisyon testi igin kullanildi. Mycoplasma Agar Base’ e at serumu, yeast
ekstrakt, glukoz, talyum asetat (%10) ve penisillin G potasyum ilave edildi.

Mycoplasma Agar

Mycoplasma Agar Base ( Oxoid, CM401) 3559
Glukoz 10g

At serumu 150 mi
Maya 6zl 100 ml
Talyum asetat (%10) 4 ml
Penicillin G Potassium 2x10° unite
Distile su 750 mi

Hazirlamigi: Mycoplasma Agar Base ve glukoz belirtilen miktarlarda
tartildi, 750 ml distile suda eritildi. % 20’ lik NaOH ile pH’ s1 7.8" e ayarland..
121°C de 15 dakika slireyle sterilize edildi. 50°C ye kadar sogutulduktan sonra,
talyum asetat, yeast ekstrakt, at serumu, penicilllin G potasyum ilave edildi.
Steril petri kutularina 25" er ml miktarlaninda dokdiildd. Sterilite kontroll igin
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rastgele secilen petri kutulan 37°C de 3 giin slreyle inkubasyondan sonra,

kontaminasyon y&niinden incelendi (59).

B. Biyokimyasal test besiyerleri

B.1. Glukoz fermentasyon test besiyeri: Glukoz fermentasyonunu
saptamak igin izolasyon amaciyla hazirlanan Mycoplasma Buyyon kullanildi (85).

B.2. Tetrazolium rediiksiyon testi besiyeri: Bu amacla glukoz ilave
edilmemis Mycoplasma Agar hazirlandi. Steril distile su igerisinde % 1’ lik 2,3,5-
Triphenyltetrazolium chloride (Sigma T-8877) solusyonu hazirlanarak 0.45 um
membran filtre (Schleicher&Schuell 7P 30/0.45 CA-S) ile sterilize edildi ve
Mycoplasma agara son konsantrasyonu % 2 olacak gekilde ilave edildi (85).
Tamamen karistirildiktan sonra petri kutularina dagitildi. |

B.3. Arjinin hidroliz testi besiyeri: Glukoz ilave edilmemis
Mycoplasma Buyyona % 1 oraninda Arjinin (Sigma A-5131) ilave edilerek
besiyerinin pH’ s1 7.3’ e ayarland (85). Vidali kapakh tﬂplere 5 er ml dagitidi,
sterilite kontrolleri yapildiktan sonra +4°C de saklandi.

B.4. Film ve spot olusturma test besiyeri: Bu amagla % 20 oraninda

serum katilmig Mycoplasma Agar kullanildi (85).

B.5. Dijitonin duyarhhk test besiyeri: Mycoplasma Agar kullanildi(59,
85).

C- Hiperimmunizasyon Antijeni icin selektif besiyeri

Bu amagla glukoz ve fenol red ilave edilmemis, at serumu yerine domuz
serumu (Sigma,P 9783) ile hazirlanmig Mycoplasma Buyyon kulianildi (59).
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3.1.4. Referans Suglar

Calismada hiperimmunizasyon antijeni hazirlanmasi icin ve biyokimyasal
testlerde kontrol olarak Mycoplasma gallisepticum PG31 susu kullanild.

PCR" n spesifitesini saptamak icin Mycoplasma gallisepticum PG31,
Mycoplasma gallinarum PG16, Acheloplasma axanthum, Mycoplasma synovia
WVU 1853 suglart kullanildi. Tim suglar Dr. Janet Bradbury (University of
Liverpool, Department of Veterinary Pathology)’ den saglandi.

3.1.5. Lam aglutinasyon test antijeni

Lam aglutinasyon testi i¢in antijen olarak boyali Mycoplasma plate test
antijeni (MG Antigen -Nobilis) kullaniidr.

3.2. YONTEM

3.2.1 PCR

PCR yontemi 3 agsamada gergeklestirildi.

A. DNA ekstraksiyonu

Trachea &rnekleri ve referans suslardan (Mycoplasma gallisepticum
PG31, Mycoplasma gallinarum PG16, Acheloplasma axanthum, Mycoplasma
synovia WVU 1853) birer ml miktarinda hazirlanan sispansiyonlar 1.5 ml’ lik
steril mikrosantrifij tlplerine aktarildi. 16.000 x g de 10 dakika santrifiije edildi.
Ust sivi dokiildii ve dipte kalan tortu lizerine 1 ml sample wash solusyonu
eklendi. Pipet yardimiyla karistirildiktan sonra 16.000 x g de 10 dakika daha
santrifiije edildi. Ust sivi dokiildii ve dipte kalan tortu {izerine tekrar 1 ml sample
wash solusyonu eklendi. 16.000 x g de 10 dakika santrifiije edildi. Ust sivi,
mikrosantrifQij tlplndn igerisinde 10-20 ul’ den fazla sivi kalmayacak sekilde
dékuldi. Her mikrosantrifij tlplne 25 ul sample wash solusyonu eklendi.
Tlpler 120°C de 10 dakika bekletildikten sonra hemen buz igerisine yerlestirildi
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ve 10 dakika daha bekletildi. Daha sonra 2 dakika streyle 16.000 x g’ de
santrifiije edildi ve DNA ekstraksiyon islemi tamamlandi. DNA ekstraktlarindan
20 pl alinarak steril 0.5 ml’ lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve tipler tekrar
buz icine yerlestirildi.

B. DNA’ nin amplifikasyonu

Steril mikrosantrifij tlplerine 25 ul miktarlaninda PCR Mix-1 ve PCR Mix-2

konuldu. Uzerlerine birer damla mineral yad damlatildi. Bu karisma buz
icerisinde bekletilen DNA ekstraktlarindan 3ul ilave edildi. Pozitif ve negatif
kontroller de aynt miktarlarda kullanildi. Tim  mikrosantrifij tlpleri
thermocyclera yerlestirildi. DNA amplifikasyonu 94°C de 10 dakika, 94°C de 1
dakika (35 siklus), 55°C de 2 dakika (35 siklus), 72°C de 1 dakika (35 siklus)
sureyle gergeklestirildi. 72°C de 1 dakikalik siire 16. — 35. sikluslar arasinda her
siklus igin 5 saniye ilave edilerek 2 dakika 40 saniyeye uzatildi. Tipler
kullanihncaya kadar thermocycler igerisinde +4°C de bekletildi.

C. DNA' nin saptanmasi

Blocking solusyonu, 6 x blot wash 1 solusyonu, 6 x blot wash 2
solusyonu ve substrat solusyonunun isilar oda Isisina getirildi. 6 x blot wash 1
solusyonundan 40 ml alinip 200 ml distile su ile kanstinldi ve 1 x stock wash 1
solusyonu hazirlandi. Ayni sekilde 1 x stock wash 2 solusyonu hazirlandi. Her iki
solusyon 55°C lik su banyosuna yerlestirildi. 6 x substrat buffer'dan 40 ml alinip
200 ml distile su ile kanstinld, I x stok substrate buffer hazrlandi,
kullaniincaya kadar oda isisinda bekletildi. Steril eldiven yardimiyla alinan
naylon membran, steril makas yardimiyla 1x11 cm boyutlarinda kesilerek (zeri
toplam 10 6rnek ve 2 kontrolli alacak sekilde kursun kalemle isaretlendi. Her
isaretli bélmeye 3 pl amplifiye edilmis PCR Urlininden konuldu. Membran,
Ornekler Ustte kalacak sekilde 0.4 N NaOH (Merck,Art.6462) emdirilmis filtre
kagidi (zerine vyerlestirildi, 5 dakika bekletildi. Steril pens yardimiyla alinan
naylon membran isiya dayanikli poset igerisine yerlestirildi ve igerisine 5 ml
blocking solusyonu ilave edildi. Hava kabarciklarinin uzaklastinlmasindan sonra N
55°C lik su banyosunda 30 dakika inkubasyona birakildi. 50 ul konjugat 5 ml
blocking solusyonu ile karistinildi. Istya dayanikli posetin igindeki solusyon
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dokaldl ve konjugate solusyonu ilave edildi. 55°C lik su banyosunda 30 dakika
daha inkube edildikten sonra pogset igerisindeki sivi dokdldi, naylon membran
diiz ve derin bir plaka igerisine 6rnekler altta kalacak sekilde yerlestirildi.
Uzerine 120 ml 1 x blot wash 1 solusyonundan konuldu ve 5 dakika streyle
karistinicl izerinde (Plate Shaker-Cenco) yavasgca karistinildi. Solusyon dokildi
ve tekrar 120 ml 1 x blot wash 1 solusyonu konuldu, 5 dakika siireyle
kanistirildi. Solusyon dokdllp yerine 120 ml 1 x blot wash 2 solusyonu ilave
edildi ve 5 dakika sireyle karistinldi. Solusyon ddkiildi ve tekrar 120 ml 7 x blot
wash 2 solusyonu konuldu, 5 dakika streyle karnstirildi. Membran farkl bir plaka
icerisine yerlestirilip izerine 120 ml 1 x stok substrate buffer konuldu ve 5
dakika siireyle kanstirildi. Solusyon doékildu ve tekrar I x stok substrate buffer
konuldu, 5 dakika siireyle karistirildi. Son yikama devam ederken substrat
solusyonu hazirlandi. Bu amagla 25 pl Substrate A ve 25 ul Substrate B, 5 ml 1x
Substrate buffer ile kanstinldi. Yikama isleminden sonra membran steril pens
yardimiyla alinarak temiz bir posete yerlestirildi. Uzerine substrate solusyonu
eklendi. Isiktan korumak amaciyla aluminyum folyo ile sarilarak 37°C de 30
dakika inkubasyona birakildi. Membran posetten cikarildi ve taze hazirlanmis
%1’ lik glacial acetic acit solusyonu (Carlo Erba reagent, code no:302011) ile
hafifge yikandi. Membran kuruyana kadar absorban kadit (zerinde &rnekler
Ustte kalacak sekilde bekletildi.

Dederlendirme .

Naylon membran (izerinde renk degisiminin olusmasi, Mycoplasma
gallisepticum DNA’ sinin varh§ini gosterdi. Buna gére membranda &rneklerin
konuldugu bélimlerde mor renk olusumu pozitif, renk degisikliginin olmamasi

negatif olarak degerlendirildi.

3.2.2 Kiiltiir

A. Izolasyon calismalan
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M. gallisepticum’ un izolasyonu amaclyla, trachea &rneklerinden
hazirlanan  slispansiyonlardan Mycoplasma buyyonlara ekim  yapilarak
mikroaerobik kosullarda, 37°C de inkubasyona birakildi. Besiyerleri {ireme ve
kontaminasyon yodniinden hergtin kontrol edildi. 3 giinlik inkubasyon siiresince
Ureme gdzlenmeyen besiyerlerinden Mycoplasma buyyonlara pasaj yapildi ve
tekrar ayni kosullarda inkubasyona birakildi. Birinci pasajlarda (reme
gérilmemesi durumunda, ayni islem iki kez daha tekrar edildi. Son pasajdan 3
glin sonra Mycoplasma agarlara pasaj yapilarak 37°C de, mikroerobik kosullarda
inkubasyona birakildi. Mycoplasma buyyonlarda Greme goriildigl durumlarda
direkt olarak Mycoplasma agarlara ekim yapilarak ayni kosullarda inkubasyona
birakildi. Ilk ekimi takiben kontaminasyon goézlendi§i durumlarda,
kontaminasyonu gidermek amaciyla kiltirler 0.45 um’ lik filtre ile slzildiikten
sonra ayni sekilde Mycoplasma buyyonlara ve Mycoplasma agarlara pasajlan
yapildi. |

Tim Mycoplasma agarlar 4. glinden itibaren koloni olusumu ydniinden
stereo mikroskopla incelendi. Stpheli kolonilerden tekrar Mycoplasma agarlara
pasajlar yapildi. Bunun igin, koloni bulunan kisimlar besiyeriyle birlikte blok
halinde kesilerek, ters cevrilip Mycoplasma agara aktarildi ve tiim agar yiizeyine
strlldikten sonra Mycoplasma agarlar inkubasyona birakildi ve koloni
morfolojileri incelendi. Stpheli kolonileri L-formlarindan ayirt etmek igin, 3 kez
Ust Uste penisilinsiz Mycoplasma agarlara pasajlar yapildi. Koloni morfolojisinde
degisiklik gbzlenmeyen kiitlrlerden etkenin biyokimyasal &zelliklerinin
saptanmas! amaciyla tekrar Mycoplasma buyyonlara pasaj yapilarak 72 saat
sureyle inkube edildi (120)

B. identifikasyon calismalan

B.1.Biyokimyasal testler

Izolatlarin identifikasyonu amaciyla glukoz fermentasyonu, arjinin
hidrolizi, dijitonin duyarlilik ve film-spot olusturma testleri yapildi. Her izolatin 72
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saatlik sivi kaltirG 0.45 pm” lik filtrelerle filtre edildikten sonra biyokimyasal

testler icin uygun besiyerlerine ekimleri yapildi (59, 85).
a- Glukoz fermentasyon testi

Izolatlardan glukoz fermentasyon besiyerlerine 0.2 ml miktarinda ekim
yapildi. 37°C de mikroaerobik kosullarda, 3 glin sireyle inkube edildi.
Besiyerinde glukoz fermentasyonunu takiben pH degisimine bagh olarak san
rengin olusmasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi (85, 120).

b-  Tetrazolium rediiksiyon testi

Izolatlardan Tetrazolium rediksiyon test besiyerine 0.1 mi ekim yapild.
Sivinin emilmesi beklendikten sonra, mikroaerobik kosullarda inkubasyona
birakildi. 3. glinden sonra {reme kontrolli yapilmaya baglandi. Uremenin
oldugu yerde kirmizi rengin olusmasi pozitif olarak dederlendirildi (85).

¢c- Arginin hidrolizasyon testi

Izolatlardan Arginin hidrolizasyon test besiyerine 0.2 ml miktarlannda ekim
yapildi. 37°C de mikroaerobik kosullarda, 7 gtin silireyle inkube edildi. Ekim
yapiimamis besiyeri de kontrol olarak inkubasyona birakildi. Son gilin turnusol
kagidi yardimiyla kdltlrlerin ve ekim yapiimamis besiyerinin pH’ si kontrol
edildi. pH' nin ylkselmemesi negatif olarak degerlendirildi. (85).

d- Film ve spot olusturma testi

Mycoplasma agarlar ekim yapilmadan o6nce 37°C de 1 saat sireyle
ylizeyinin kurumasi icin bekletildi. Kuruduktan sonra izolatlardan 0.2 ml
miktarinda ekim yapildi. Mikroaerobik kosullarda 2 hafta inkubasyona birakildi.
48 saat arayla mikroskop altinda kolonilerin gevresinde spot olusumu incelendi.




Son giin, agann yizeyine steril distile su dbkiilerek agar ylizeyinden film

tabakasinin kalkip kalkmadigi gézlendi (85).
e- Dijitonine duyarhlik testi

Dijitonin emdirilmis diskler: % 95’ lik etil alkol ile % 1’ lik dijitonin
solusyonu hazirlandi. Bu solusyon, dijitoninin (Sigma D-5628)1 ¢dzdiriimesi
amaclyla 55°C lik su banyosunda dijitonin tamamen ¢6zllinceye kadar
bekletildi. 0.45 um’ lik filtre ile sterilize edildi. 6 mm capinda kesilen filtre
kagitlart 121°C de 15 dakika sireyle sterilize edildikten sonra, her bir diske 25 pl
dijitonin solusyonu emdirildi. 37°C de kurutuldu. Kullanilincaya kadar +4°C de
saklandi (59, 85).

Testin yapilisi: Mycoplasma agar ekim yapilmadan 6nce 37°C de 1
saat ylizeyinin kurumasi icin bekletildi. izolatlarin 107 lik dilusyonlardan 0.2 mi
alinarak agar ylizeyine yayilldi ve Uzerine steril pens yardimiyla dijitonin
emdirilmis diskler yerlestirildi. 37°C de mikroaerobik kosullarda inkubasyona
birakildi. Her gln disklerin ¢evresinde (reme inhibisyon zonunun olusup
olusmadigi gdzlendi. Olusan zon 5 mm ve daha yukar! capta ise pozitif olarak
degerlendirildi (59, 85).

B-2 Ureme-inhibisyon testi

Hiperimmunizasyon antijeninin hazirlanmasi: M, gallisepticum
PG31 susundan selektif Mycoplasma buyyona ekim yapiidi ve 37°C de 72 saat
inkube edildi. Kiltirler 16.000 rpm de 1 saat santrifiije edildi. Steril fizyolojik
tuzlu su ile 3 kez yikandi. Son santrif(ij isleminden sonra st sivi dokildi ve
orjinal hacmine gére 100 kati sulandirildi. Sterilite kontrolleri yapildiktan sonra
+4°C de sakland (118).

Hiperimmun serum elde edilmesi : Bu amacla Istanbul Universitesi
Deneysel Tip Arastirma Merkezi’ nden saglanan 2-2.5 kg agirlidinda tavsan
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kullanildi. Tavsanda antimikoplazma antikoru olup olmadigi lUreme inhibisyon
testiyle kontrol edildi.

Hiperimmun serum elde etmek igin, tavsana toplam 4 kez injeksiyon
yapildi. Birinci injeksiyon i¢in 2 ml immunizasyon antijeni 2 ml Freund'un
complete adjuvani (Sigma T-5881) ile karistinldi ve subkutan olarak injekte
edildi. Immunizasyon antijeni, 21 giin sonra birer hafta arayla 0.5 ml
miktarlarinda intravenfz olarak injekte edildi. Son injeksiyondan 7 glin sonra
kan alinarak Ureme inhibisyon testi ile kontrol edildi.

Hiperimmun serum 6 mm ¢apinda kesilmig steril filtre kagitiarina 25 pl
miktarlarinda emdirilerek kurutuldu ve kullanilincaya kadar +4°C de saklandi
(118).

Ureme Inhibisyon testinin yapilisiz Mycoplasma agar, yiizeyinin
kurumast icin kullaniimadan 8nce 37°C de 1 saat bekletildi. Izolatlann 107 lik
dilusyonlan hazirlandi. Bu dilusyonlarin 0.2 ml’ si agar ylizeyine vyayild ve
lzerine, steril pens yardimiyla hiperimmun serum emdirilmis diskler yerlestirildi.
37°C de mikroaerobik kosullarda inkubasyona birakildi. 7 glin slireyle her giin
disklerin gevresinde Ureme-inhibisyon zonunun olusup olusmadigi goziendi. 2
mm ve daha genis ¢apta zon olusumu pozitif olarak degerlendirildi(59, 118).

3.2.3 Lam Aglutinasyon Testi

Kan serumu O&rnekleri 56°C de 30 dakika siireyle inaktive edildi.
Mycoplasma plate test antijeni ve test serumlan oda isisina getirildikten sonra,
temiz bir fayans Uzerinde 0.025 ml miktarlarindaki serum Grneklerine esit
miktarda antijen ilave edildi. Dairesel hareketlerle karistirilarak 2 dakika icinde
aglutinasyon olusumu ydéninden incelendi. Bu slre iginde aglutinasyon
olusturmayan serumlar negatif olarak degerlendirildi. Aglutinasyon olusturan
serumlar steril PBS (pH 7) ile 1:5 oraninda sulandirildi ve test tekrar edildi.
ikinci kez aglutinasyon olusturan serumlar pozitif olarak degerlendirildi. ilk
testte aglutinasyon reaksiyonu pozitif olup, dilusyondan sonra tekrarlanan ikinci
testte aglutinasyon olusturmayan serumilar siipheli olarak kabul edildi (52).
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4. BULGULAR

4.1. PCR Bulgulan

Spesifitenin  saptanmasi amaciyla, DNA' larn ekstrakte edilerek
amplifikasyonu saglanan Mycoplasma gallisepticum PG31, Mycoplasma
gallinarum PG16, Acheloplasma axanthum, Mycoplasma synovia WVU 1853
referans suglar ile uygulanan PCR sonucunda, membran Uzerinde sadece M.
gallisepticum PG31 susuna ait DNA ekstraktinin konuldugu bdlimde mor renk
olustudu, diger suslara ait béllimlerin renksiz kaldigi gézlendi.

M. gallisepticum DNA’ sinin varligi yéniinden PCR ile incelenen 96 tavuga
ait trachea oOrnedinden 47 (% 49)" sinde spesifik DNA saptandi. Kesime
gbnderilen 54 tavuktan 26 (% 48) sinin ve isletmelerde drnek alinan 42
tavuktan 21 (% 50) inin trachea drneklerinin PCR ile pozitif oldugu belirlendi.
PCR ile M. gallisepticum DNA' si saptanan tavuklarin kaynaklarn ve yaslarina
gore dagihmlari Tablo 4.1 de gdsterilmigtir.

4.2. Kiiltiir Bulgular

Tracheal swab drneklerinden Mycoplasma buyyonlara yapilan ilk ekimler
sonucunda orneklerin higbirinden (reme olmadi. Bu nedenle Mycoplasma
buyyonlara pasaj yapildi. Ancak birinci pasajlar sonucunda da (reme
gbzlenmedi. Ikinci pasajlarda sadece 37 numaral tavuga ait tracheal swab
kiltdrinde inkubasyonun ikinci glnlinde Ureme belirlenmesi (izerine
Mycoplasma agara pasaj yapilarak inkubasyona birakildi. 4. glinden itibaren
olusmaya baslayan kolonilerin 6. glinde ortasi digmeli, kenarlari yuvarlak
goriiniimde oldugu gdzlendi.

Diger trachea drneklerinden Mycoplasma buyyonlara yapilan 3. pasajlar
sonucunda da lreme gbézlenmedi. Bu érneklerin 3. pasaji takiben Mycoplasma
agarlara yapilan pasajlarinda, 46 ve 48 no’ lu tavuklara ait tracheal swab
kiiltlrlerinde inkubasyonun 6. glinlinde ¢ok kiiglik koloniler gézlenmesi (izerine,
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bu kolonilerden tekrar Mycoplasma agarlara pasaj yapildi ve her ikisinde de 5
glin sonra tipik koloniler sekillendigi gézlendi.

Kontaminasyon belirlenen toplam 7 tavuda ait tracheal swab kdlt{rd,
filtre ile stzdllp, Mycoplasma buyyonlara pasajlandi. Son olarak Mycoplasma
agara yapilan ekimden sonra herhangi bir Greme olmadi.

Mycoplasma gallisepticum sipheli (¢ izolattan, L- formlarindan ayirt
etmek amacyla penisilinsiz Mycoplasma agarlara yapilan her g pasajin
sonucunda da tipik Mycoplasma kolonilerinin sekillendigi gézlendikten sonra,
izolatlarin identifikasyonu igin biyokimyasal testler ve (reme inhibisyon testi

yapildi.

Tablo 4.1 PCR ile M. gallisepticum DNA’ si1 saptanan tavuklarin kaynaklari ve
yaslarina gore dagilimlan

GRUPNO ORNEK NO KAYNAK YAS
1 1,2,56 Akyaz 6,5 haftalik
2 11,12 Silivri 6 haftalik
3 13, 14, 15, 16, 18 Catalca 2 haftalik
20, 24 Gatalca 3.5 haftalik
4
5 25, 27, 28, 29, 30 Dilovasi- 3.5 haftalik
Gebze
6 31,32 Dilovasi- 5.5 haftahk
Gebze
37, 38, 40, 41, 42, 44,
7 45,46, 47, 48 Bandirma 6 haftalik
8 54, 58 Catalca 7 haftahk
9 59, 63, 66, 68 Akyazi- 6 haftalik
Dokuncu
10 69,70,76,78 Kaynarca 6,5 haftalik
Adapazarn
11 81, 82, 85, 86 Malkara 4 haftalik
12 89,91, 93 Malkara 3,5-4 haftalk

45



Identifikasyon calismalan

A. Biyokimyasal Test Bulgulari

a- Glukoz fermentasyon testi
Glukoz fermentasyon besiyerinde 3 glin inkubasyondan sonra, 3 izolatin da

glukozu fermente ettigi ve besiyerinin renginin sartya déndiigu gozlendi (Sekil-

1).
b- Tetrazolium rediiksiyon testi

Tetrazolium rediiksiyon test besiyerinde, g izolatin da Uredidi yerlerde

kirmizi renk olugtudu gézlendi (Sekil-2)

c- Arginin hidrolizasyon testi

Izolatlarin, arjinin hidrolizasyon test besiyerinde 7 giin inkubasyondan
sonra, besiyerinin pH’ sinda herhangi bir degisiklige neden olmadiklari icin
arjnini hidrolize etmedikleri saptand..

d- Film ve spot olusturma testi

Izolatlara ait kolonilerin cevresinde spot olusmadidi ve agar yiizeyinde film

tabakas! olusturmadigi saptandi.
e-Dijitonine duyarlilik testi

TUm izolatlarin dijitonin emdirilmis disklerin gevresinde lreme-inhibisyon

zonu olusturdugu ve dijitonine duyarh olduklan saptandi. (Sekil-3).
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Sekil-1: Glukoz fermentasyon testi bulgulari

Sekil-2: Tetrazolium-rediiksiyon testi pozitif izolat.




Sekil-3: Digitonine duyarhlik testi

B. Ureme inhibisyon test bulgulari

Referans susla yapilan test sonucunda, 12 mm c¢apinda treme inhibisyon
zonu olustugu gozlendi (Sekil-4). Ureme inhibisyon zonunun 37 numarali
izolatta 7 mm, 46 ve 48 numarall izolatlarda 3-5 mm arasinda oldugu belirlendi.

Izole edilen suslarin ve referans M. gallisepticum PG31 susunun

identifikasyon test sonuclari Tablo 4.2 de gdsterilmistir.
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Tablo 4.2 izolatlarin ve referans susun biyokimyasal 6zellikleri

Ornek No M. gallisepticum No-37 No-46 No-48
PG31

Glukoz fermentasyonu + + + +

Arjinin hidrolizi - 2 5 =

Tetrazolium reduksiyonu + + 4 + F

Film-spot olusumu - - = _

Digitonine duyarlilik Duyarli Duyarli Duyarli Duyarli

(Zon gapi mm) (15 mm) (10 mm) | (5 mm) (7 mm)

Ureme inhibisyon testi + 2 + E

(Zon gapt mm) (12 mm) (7 mm) [(3-5mm) [(3-5mm)

+: pozitif, -: negatif

Sekil-4: Referans sus ile yapilan Ureme Inhibisyon Testi
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Identifikasyon calismalari sonucunda, tracheal swab drneklerinden izole
edilen 3 (%3.1) izolatin da M. gallisepticum oldugu belirlendi. M. gallisepticum
izole edilen trachea 6rnekleri, Bandirma yoresindeki bir isletmeden ayni yoredeki
kesimhaneye goénderilen 12 tavuktan 3’ Une aitti. Bu rneklerin PCR bulgulari
incelendiginde, PCR ile de pozitif olduklari gézlendi (Sekil-5, Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Izolasyonun gergeklestigi isletmenin PCR ve kiiltiir sonuglari

bulgular:

( Ornek
No

37
38
39

Kiiltiir

)
0O
pel

Mycoplasma gallisepticum

Mycoplasma gallisepticum

e %
w

N N R R E N EA RN
1

Mycoplasma gallisepticum

+:pozitif, -:negatif

Sekil-5: Izolasyonun gergeklestigi isletmenin PCR bulgulari
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PCR ile spesifik M. gallisepticum DNA' si saptanan 47 tavuda ait trachea
rneginin kiltir sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, yalnizca 3 (% 6.4)
érnekten izolasyon gerceklestirilirken, geri kalan 44 (%93.6) ornekten ve PCR

bulgulari negatif 49 tavuga ait tracheal orneklerin hicbirinden etken izole

edilmedi.
4.3. Lam Aglutinasyon Testi Bulgulari

Trachea 6rnedi alinan 96 tavugun serumlari ile yapilan lam aglutinasyon
testi sonucunda, 10 (% 10.4) serum 6rnegi pozitif, 10 (%10.4) serum Ornegi
stipheli olarak degerlendirildi. 76 (%79.2) serumda ise aglutinasyon g6zlenmedi
ve negatif olarak degerlendirildi.

Trachea orneklerinden M. gallisepticum izole edilen ve PCR ile de pozitif
oldugu saptanan 3 tavuktan ikisinin kan serumlarinin lam aglutinasyon testi ile
negatif, birinin siipheli oldugu gozlendi. M. gallisepticum’ un izole edilmedigi 93
tavugun 10 (%10.7)" u sero-pozitif; 74 (%79.6)" U sero-negatif, 9 (%9.7)" u
stipheli olarak degerlendirildi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4 iIncelenen serumlarin lam aglutinasyon testi bulgulan

GRUP NO KAYNAK YAS SONUC

+ - S
d Akyazi 6,5 haftalik 4
2 Silivri 6 haftalik 1 3 2
3 Catalca 2 haftalk 6
4 Catalca 3,5 haftalik 6
5 Gebze 3,5 haftalik 6
6 Gebze 5,5 haftalik 6
7 Bandirma 6 Haftalik 3 74 2
8 Catalca 7 haftalk 2 74 1
9 Akyazi 6 Haftalik i 9
10 Adapazar 6,5 haftalik 10
11 Malkara 4 haftalik | 7 2
12 Malkara 3,5-4 haftalik 5 3

+:pozitif, -:negatif, S:Siipheli
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PCR ile pozitif saptanan tavuklarin serolojik test sonuglari incelendiginde,
47 PCR pozitif tavugun 4 (% 8.5)" U sero-pozitif, 40 (% 85.1)" | sero-negatif, 3
(%6.4)" U sipheli olarak degerlendirildi. PCR ile negatif saptanan tavuklarin
serolojik test sonuglan incelendiginde, 49 PCR negatif tavugun 6 (%12.2)" si
sero-pozitif, 36 (%14.3)" si sero-negatif, 7 (%14.3)" si supheli olarak
degerlendirildi (tablo 4.5).



Tablo 4.5: Arastirmadaki tavuklarin PCR, kiiltiir ve serolojik test bulgular

KAYNAK YAS NO PCR KULTUR SEROLOJI

+ |+
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Akyazi 6,5 haftalik

Silivri 6 haftalik

slei@Nlon» win e
|4
1

]
1
tld1 A

=
N

-
W

-
&

-
Ik

Catalca 2 haftalik
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KAYNAK

YAS

NO

KOLTUR

SEROLOJI

Catalca

7 haftahk

49.

50.

51.

52,

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Akyazi-
Dokuncu

6 haftahk

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Kaynarca
Adapazari

6,5 haftalik

69.

70,

71,

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78,

Malkara

4 haftalik

79.

80.

81,

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

Malkara

3,5-4 haftalik

89,

v AN

90.

91.

92.

93.

94.

P MAMNN N |

95,

96.

+:pozitif, -:negatif, S:Siipheli
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5. TARTISMA ve SONUC

Mycoplasma gallisepticum tim dUnyadéﬁve (lkemizde tavuk ve hindi
yetistiriciliginin gok &nemli solunum yolu patojenlerinden biri olup, CRD’ nin
primer etkenidir (67, 78). En belirgin klinik bulgulari hinltili solunum, &kstrik,
burun akintisi ve sinusitisdir. Hastalik Newcastle ve Infeksiy0z Laryngotracheitis
gibi infeksiyonlarla birlikte seyretiginde ya da £ coli ve H. gallinarum gibi
etkenlerle miks infeksiyon olusturdugunda daha ©nemli sorunlara neden
olabilmektedir (4, 5, 26, 28, 52, 56, 75). Bulasma horizontal ve vertikal
olabilmektedir. Horizontal bulasmada hasta hayvanlarla  temas oldukga
gnemilidir. Ust solunum yollarina kolonize olan M. gallisepticum, burun akintisi
ve Oksirlk ile gevreye sagiimakta, duyarh hayvanlara damlacik infeksiyonu
seklinde bulasmaktadir (75, 84, 111, 116). Vertikal bulasma yumurta ile
olmaktadir. Iyilesen hayvan'larda belli bir diizeyde bagisiklik olustugu, ancak bu
portdr sirlilerin de etkeni horizontal yolla duyarli strllere ya da yumurta
araciigiyla bir sonraki nesillere bulastirdiklar bildirilmigtir (75 ,114, 120).

Etkenin, konak¢l immun sistemini kolaylikla gegerek dokularinda uzun
stre canl kalabildiginden, sirlide bir hayvan M. gallisepticum ile infekte
oldugunda dmiir boyu kronik infekte olabilecedi, bu nedenle de yetistiricilikte
infekte sdrilerin her zaman vyeni infeksiyonlarin kaynadi olduklar kabul
edilmektedir (5, 62, 114). Hastaliktan korunmanin en iyi ydntemi saglkl siir( ile
yola gikmaktir (65, 103, 105). Bunun igin spesifik ve duyarli tan y6ntemleri
kullanifarak givenilir sonuglarin alinmasi gerekmektedir. Arastiricilar miks
infeksiyonlarda ve antibiyotik sadaltimi yapilmis hayvanlarda, “altin standart”
olarak degerlendirilen etken izolasyonunun zorlugunu vurgulamiglardir (54, 57,
71). Bu nedenle tanida, basta kan serumu olmak lizere, tracheal yikanti ve baz
vicut sivilan ile yapillan, ve M. gallisepticun? a spesifik antikorlarin ortaya
konmasini amaglayan serolojik testlerin kullanimi énem kazanmistir. Bu
testlerden en vyaygin olarak kullamilanlar, lam aglutinasyon testi,
hemaglutinasyon inhibisyon testi ve ELISA’ dir (22, 52, 56, 80, 89). Molekiiler
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diizeydeki gelismelerin sonucunda basta PCR olmak Uzere birgok yeni tani
yontemleri laboratuvarlarda kullaniimaya baglamigtir (41, 54, 71, 88, 106).

Bu calismada, Marmara Bolgesi’ ndeki isletmelerden ve mezbahalardan
toplanan toplam 96 tavuga ait trachea 6rneklerinden PCR ile spesifik M,
gallisepticum DNA’ sinin varligi arastirildi ve etken izolasyonu igin bakteriyolojik
incelemeler yapild. Ayrica bu tavuklann kan serumu o&rnekleri, ile M.
gallisepticum’ a karsi antikorlarin varligi yoniinden serolojik testler arasinda en
siklikla kullamlan lam aglutinasyon testi ile aragtiriidi.

Ulkemizde M. gallisepticum’ un bakteriyolojik ve serolojik tansiyla ilgili
bircok arastirma yapimigtir. Atilgan ve Yesilada (6), Izmir, Manisa ve Aydin
illerinde, 8-10 haftalik et pilicleri, yumurtact ve damizlik olmak tizere toplam 415
tavuda ait kan serumu Ornedini lam aglutinasyon testi ile incelediklerinde,
%31.3 oraninda pozitif reaksiyon saptadiklarini, her kiimeste pozitif reaktdrlerin
bulundugunu ve hastaligin bdélgede vyaygin oldugu kanisina vardiklarini
bildirmislerdir.

Gliler (35), Konya ydresinde 7 isletmeden 675 tavuga ait kan serumu
drneklerinin lam aglutinasyon testi ile incelendigini, her isletmeden tesadifi
olarak 5 er adet sectikleri toplam 35 tavugun cgesitli organlarindan da
bakteriyolojik olarak etken izolasyonu yaptiklarini, sonugta lam aglutinasyon
testi ile 481 tavukta pozitiflik saptanmasina karsin, 7 tavuktan M. gallisepticum
izole edildigini bildirmistir. Aymi sekilde klinik bulgular nedeniyle hastaliktan
sliphe edilen 33 isletmeye ait toplam 91 tavuktan kan serumu ile lam
aglutinasyon testi ve organlardan etken izolasyonu calismalart yapildi§inda, 20
isletmede seropozitiflik saptanirken, 9 igletmeye ait toplam 12 tavuktan A,
gallisepticum izole ve identifiye edildidini rapor etmistir.

Esendal (26), Ankara gevresinde yapilan serolojik galismada, 900 tavuk
serumunu incelemig, lam aglutinasyon testi ile 182 (%20.22)" sinde,
hemaglutinasyon inhibisyon testi ile 128 (%14.22)’ sinde, agar jel presipitasyon
ile 51 (%5.67)" inde, ELISA ile de 543 (%60.35)" Ginde pozitiflik saptamistir.

Ulgen (120), Bursa ve cevresinde incelenen 137 tavuda ait drneklerin
15" inden M. gallisepticum izole ve identifiye edildigini; yine ayni galismada 499
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kan serumundan, lam aglutinasyon testi ile 242, hemaglutinasyon testi ile 263
pozitif serum saptandigini bildirmigtir.

Bu tez calismasinda, Marmara Bolgesi’ nde 96 tavuda ait trachea
drnedinden 47 (%49)’ sinde spesifik DNA saptanirken, 3 (%3.1)" inden M.
gallisepticum izole edildi. Ayni tavuklarin lam aglutinasyon ile incelenen kan
serumu orneklerinden 10 (% 10.4) serum Orneginin pozitif, 10 (%10.4) serum
srnedinin de sipheli oldugu saptandi. Incelenen her isletmede spesifik DNA’
nin saptanmasina bagl olarak hastaligin bu bdlgede sorun olmaya devam ettigi
belirlendi.

Kimeslerde sadaltim yontemlerinin  basinda gelen antibiyotik
uygulamalarn, hem kiltlir hem de serolojik taniyl olumsuz etkilemektedir.
Yapllan deneysel galismalarda, antibiyotikle sagaltlmig  sirilerde,
safaltimamislara oranla daha az immun vyanit olustugunun gdézlendigi
bildirilmistir (71). Turkarslan ve Salihoglu (119), CRD stiphesi ile laboratuvara
gonderilen 13 olgunun, 8’ inden M. gallisepticum izole ettiklerini, izolasyon
yapllmayan slrilerden ikisinde &nceden antibiyotik sadaltiminin uygulanmig
oldugunu belirtmislerdir. Giler (35), serolojik olarak pozitif bulunan igletmelerde
etken izolasyonunun gerceklesmemesini, antibiyotik kullanimina ve diger
mycoplasmalar tarafindan M. gallisepticun’ un Uremesinin inhibe edilmesine
baglamistir. Jordan ve ark. (48,49) ile Levisohn ve ark. (72), deneysel yolla
infekte ettikleri tavuklara sagaltim uygulamislar ve bu hayvanlarda, sagaltim
yapilmamis hayvanlara oranla etken izolasyonunun azaldigini, serolojik test
sonuglari incelendiginde de daha az pozitiflik gérildugind saptamiglardir.
Alencar ve ark (3), mezbahalardan toplanan 125 broylere ait 6rneklerden etken
izole edilmedigini, histopatolojik bulgular sonucunda 62 slpheli hayvan
oldugunu, etken izole edilememesinin antibiyotik kullamimina bagh olabilecegini
bildirmislerdir.

Bu calismada, PCR ile spesifik DNA saptanan 47 tavugun sadece 3
(%6.4)" tnden etken izole ve identifiye edilmigtir. Orneklerin saglandigi

isletmelerde herhangi bir laboratuvar incelemesi yapilmadan dizenli olarak
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antibiyotik kullanildigs saptanmig ve izolasyonun dlsik olmasinin bir nedeninin
bu diizenli antibiyotik kullamimi oldugu distniimistdr.

Mycoplasmalarin ¢ok hassas olduklarini belirten Kleven (59), swvi
besiyerinde glukoz fermentasyonuyla renk dedisimi gdzlenen kiiltiirlerin
bekletiimeden pasajlanmasi gerektigini, aksi halde pH degisiminden dolayi
bakterinin dlebilecedini vurgulamistir. Ley ve Avaikan (78), izolasyon calismalari
sirasinda sivi kiltlirlerde renk degisimi oldugunu ancak mycoplasma izole
edilmedidini, bunun da pH dedisimi sonucu etkenin &imesine badl olabilecedini
bildirmistir. Bu tez galismasinda da, 7 tracheal swab drnegine ait sivi kiiltlirlerde
kontaminasyona bagh renk degisimi gbzlenmistir. Kiltiirler hemen filtre edilip
inkubasyona birakiimasina kargin izolasyon gergeklesmemistir. Ayni 6rneklerin
PCR sonuglar incelendiginde, 5 6rnegin pozitif sonu¢ verdigi belirlenmis ve
izolasyonun pH degisimine badh olarak etkenin Glmesi nedeniyle
gerceklesmedigi diistintlmdstir.

M. gallisepticum? un izolasyonu amaciyla akciger, hava keseleri, nasal
turbinatlar, palatine fissure, ovidukt, ovaryum, testis, kloakadan &rneklerin
alinabilecedi bildirilmektedir(12, 17, 75, 100, 104, 114). Ulgen (120), M.
gallisepticum izolasyonunun, en fazla tracheadan (%?7.3) gergeklestigini ancak,
hava keselerinden (%3) ve akcigerlerden (%0.7) de etken izole edildigini rapor
etmistir. Aydin ve ark. (9) ile Gller (35), izolasyon igin en uygun materyalin
trachea oldugunu bildirirken, bazi aragtincilar (17, 33) da M. gallisepticumn
izolasyonu igin palatine fissure’ den daha iyi sonug alindigini belirtmislerdir.
Jordan ve Amin (46), M. gallisepticui un en ¢ok solunum sistemine ait
dokulardan, kloaka ve ayak lezyonlarindan izole edildigini bildirmislerdir.
Bencina ve ark. (12) Harder bezinden de etken izole ettiklerini rapor etmislerdir.
Bu arastirmada, PCR teknidi ve etken izolasyonu i¢in sadece tracheadan alinan
swab drnekleri incelenmigtir. 47 tavukta PCR ile pozitiflik saptanirken, sadece 3
ornekten izolasyonun gergeklesmesi, M. gallisepticum’ un farkh organlara
yerlestigi g6z Oniine alindidinda, izolasyon sansini arttirmak igin etkenin
bulunabilecedi biitin organ ve dokulardan ekim yapilmasi gerektigi goristni

dogrulamaktadir.
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Turner ve ark. (117) vyaptklan bir calismada, M. synoviae
kontaminasyonu nedeniyle M., gallisepticum izolasyonunun gug oldugunu
saptamiglar ve galismalarinin devaminda NAD ilave edilmemis besiyeri
kullandiklarinda M. gallisepticum izolasyonunun gergeklestigini bildirmiglerdir. Bu
calismada da arastinclarin uyguladigi yéntem sayesinde M. synovia€ den
kaynaklanan kontaminasyon sorunu yaganmamustir.

Lam aglutinasyon testinde en sik kargilagilan sorun, testin yanlg pozitif
ya da yanls negatif sonuglar verebilmesidir. Kontamine ya da dondurulmug
serumlar ile test yapildi§inda non-spesifik reaksiyonlarin gdzlendigi bildirilmistir
(15, 22, 71, 98, 129). Olson ve ark.(92) ile Snell ve Cullen (110) M.
gallisepticum ve M. synoviae arasinda antijenik yakinlik oldugunu, lam
aglutinasyon testi ile 6zellikle M. synoviae infeksiyonunun ilk déneminde kross
reaksiyonlarin gérlildigind, HI testi ile sonuglarin tekrar degerlendirilmesi
gerektigini ve farkli zamanlarda &rnek aliminin tekrar ediimesinin de yararli
olacadini bildirmislerdir.

Kanatli sektoriinde birgok viral ve bakteriyel infeksiyonlarin korunmasinda
kullanilan inaktif asilarin da serolojik tanida sorun oldugu vurgulanmistir. Bu
asllarin uygulandidi hayvanlardan alinan kan serumu 6rnekleri, lam agiutinasyon
testi ile incelendi§inde non-spesifik pozitif reaksiyonlar gdézlendigi rapor
edilmistir (14, 71, 129). Robert ve ark. (S-5), bu agilarin uygulanmasini takiben
1 hafta sonra yapilan ¢abuk lam aglutinasyon testinde, non-spesifik reaksiyonlar
gérildigind, 3. hafta igerisinde sonlandigini bildirmiglerdir. Yoder (129) ise,
non-spesifik reaksiyonlarin, asi uygulamasini takiben 2-3 hafta igerisinde ortaya
cktigini, serumlanin istyla inaktivasyonunun ya da sulandinimasinin  bu
reaksiyonlari tam olarak 6nleyemedigini bildirmigtir. Cullen ve Timms (22) M.
gallisepticum’ dan ari ciftliklerdeki tavuklan, 4 farkl inaktif agi ile kullanim
prosediiriine uygun olarak (3.,9. ve 16. haftalarda birer doz) agilamiglar, 21
. hafta boyunca kan serumlarint lam aglutinasyon, HI ve lateks anti-globulin testi
ile incelemisler, lam aglutinasyon ve lateks anti-globulin testi ile incelenen
serumlarda, tavuklar 20 haftallk olana kadar yanlis pozitiflik gdzlendigini
belirtmislerdir. Lam aglutinasyon testindeki non-spesifik reaksiyonlari énlemek
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amaciyla, serumun islyla inaktivasyonu, 2-mercaptoetanol ile veya FTS ile
dilusyonu gibi yéntemler énerilmesine (52, 59) karsin, Yoder(129) ile Cullen ve
Timms (22) bu dilusyon iglemlerinin, gergekten pozitif olan serumlarin negatif
sonug vermeleri nedeniyle taniy! yaniltabilecegini vurgulamiglardir.

M. gallisepticum’ un serolojik tanisinda spesifite ve sensitivite sorunlari
nedeniyle tek bir test yerine birkag testin sonuglarinin degerlendirilerek strd
hakkinda bir yorum yapiimasinin dogru olacad: bildiriimistir. Yoder (129) ile
Robert (98) lam aglutinasyon testi ile gézlenen non-spesifik reaksiyonlarin
hemaglutinasyon testi ile gézlenmedigini, Sahu ve Olson (101) incelenen 43.040
kan serumundan 53’ (iniin lam aglutinasyon testi ile pozitif olmasina kargin, HI
ile bunlarin sadece 5’ inin pozitif oldugunu, ayrica lam aglutinasyon testi
sonucunda negatif ¢ikan serumlarin da % 2.86" sinin hemaglutinasyon testi ile
pozitif olarak saptadiklarini rapor etmiglerdir.

Bu tez calismasinda, lam aglutinasyon testi ile 20 serum pozitif reaksiyon
vermis, dilusyonu takiben tekrarlanan test sonucunda 10’ u pozitif 10" u da
siipheli  olarak  degerlendirilmigti.  Bu  sonuglar, PCR  bulgularyla
karsilastirildiginda, kan serumu pozitif bulunan 10 serum tavuktan 6’ sinin ve
sipheli olarak degerlendirilen tavuklardan 7’ sinin tracheasinda DNA
saptanmamistir. Bu non-spesifik reaksiyonlarin bir kisminin Ulkemizdeki agi
programlari igerisinde uygulanan inaktif agilara bagli olabilecegi distndlmustar.

Bu calismada da non-spesifik reaksiyonlari énlemek igin dilusyon yontemi
de kullaniimistir. Dilusyondan sonra ikinci kez aglutinasyon gézlenmedidi igin,
sipheli olarak degerlendirilen 3 serum ornedinin ait oldugu tavuklarin
trachealarindan PCR ile spesifik DNA saptanmasi ve birinden M. gallisepticum
izole edilmesi, Yoder (129) ile Cullen ve Timms (22)" in gorUslerini
desteklemektedir. Buna karsin, stipheli olarak degerlendirilen 7 serum &rneginin
ait oldugu tavuklarin PCR sonuglarinin da negatif olmasi, dilusyon ile yanlis
pozitifiklerin de onlenebildigi goristini dogrulamaktadir. Bu  gOrlsler
dogrultusunda daha giivenilir sonuglarin alinabilmesi igin mutlaka diger serolojik
testlerin ve gerekirse PCR ya da kltir galismalarinin yapiimasi gerekliligini

ortaya ¢gikarmaktadir.
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Arastincilar, standart referans suglarla hazirlanan antijenlerin kullanildigi
lam aglutinasyon ve HI testleri ile variant suglardan kaynaklanan infeksiyonlarin
saptanamayabilecegini bildirmiglerdir (52, 57). Kleven (60), Mycoplasma
gallisepticum saha izolatlannin virulensi, antijenik ve genetik yapisi arasinda
farkliiklar olabilecegini, disik virulense sahip suslarin dlslk immun yanit
olusturabilecegini ve bu nedenle diger yodntemlerle saptanamayip, PCR ile
saptanabilen bazi Mycoplasma gallisepticum saha suslarinin bulunabilecegini
vurgulamistir. ”

Bu tez galismasinda, trachealarinda PCR ile spesifik DNA nin saptanan 47
tavugun kan serumu Orneklerinin  lam aglutinasyon testi sonuglar
incelendiginde, sadece 4’ (niin pozitif, 3’ {inlin de stpheli oldudu saptandi.
Calismada her nekadar suslarin variyant olup olmadiklari incelenmediyse de lam
aglutinasyon testi ile PCR sonuglart arasindaki bu farkin kullanilan antijenin
standart sustan hazirlanmig ticari antijen olmasindan kaynaklanabilecedi
diglnulebilir.

Salich ve ark. (105) antikor yanitinin uzun sire saptanabilmesine karsin,
tracheadaki etken sayisinin belli bir slire artip pik diizeye eristikten sonra hizla
diustiigini, bu nedenle serolojik olarak pozitif olgularda etken izolasyonunun
gergeklesemeyebilecegini ya da PCR sonucunun negatif olmasinin sasirtici
olmadigini bildirmigleridr.

Bu galismada da lam aglutinasyon testi ile pozitif saptanan 10 serum
orneginden 6’ sinin PCR sonuglari negatif iken, higbirinden etken izole
edilmemesi, slpheli saptanan 10 kan serumu &rnedinin PCR sonuglar
dederlendirildiginde 7'sinin negatif olmasi ve sadece bir tanesinden etken izole
edillmesi Salisch ve ark. (105)" larinin gdriistine paralellik gdstermistir.

Klltirde karsilagilan zorluklart ve bazi serolojik testlerdeki yaniltici
sonuglar ve guglikler nedeniyle, molekiler diizeydeki gelismeler sonucunda,
PCR teknigi 6nem kazanmis ve siklikla kullanilmaya baslanmistir (41, 54, 71, 88,
106). PCR tekniginin, kisa sirede en dogru sonug alinabilmesi, sekunder
bakteriyel kontaminasyonlardan etkilenmemesi, antibiyotik kullanimi sonrasinda
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da yeterli sonuglarn alinmasi ve tiir spesifik olmasi arastincilar tarafindan tercih
edilme nedeni olarak belirtilmistir (71, 105, 106).

Salisch ve ark. (105) IDEXX Mycoplasma gallisepticurn PCR-based test
kitinin tlir spesifik oldugunu vurgulamistir. Bu ¢alismada da kitin spesifitesini
saptamak igin Mycoplasma gallisepticum PG31, Mycoplasma gallinarum PG16,
Acheloplasma axanthum, Mycoplasma synovia WVU 1853 suglart ile PCR
yaplldiginda, sadece M. gallisepticum’u saptadigi gézlenmistir.

Khan ve Kleven (57), infekte bir ciftlige saglikli civcivierin katiimasindan
cok kisa bir siire sonra sagliklilarin da infekte olduklarini, ancak bu durumun ilk
glinlerde serolojik testlerle veya kdltiir ile ortaya ¢ikariimasinin zor oldugunu, bu
asamada spesifik DNA’ nin saptanmasina ydnelik tani ydntemlerinin basarili
sonugclar verdigini bildirmiglerdir.

Kempf ve ark. (54), once M. gallisepticum ile infekte edildikten sonra
antibiyotikle sagaltiimaya baslanan tavuklardan 8 farkli giinde alinan 80 tracheal
swab Orneklerinden kiiltlir ile 14, PCR ile 20 pozitif sonug elde edildigini, son
etken izolasyonunun inokulasyondan 26 glin sonra yapildidini, PCR ile ise son
pozitif drnedin 54. giinde saptandi§ini rapor etmislerdir. Arastiricilar baska bir
galismalarinda da (55) tracheal swablardan kiitir ve PCR ile taniy
karsilastirdiklarinda, 73 swab 6rneginden 49’ unun kiiltiir, 70" inin PCR ile pozitif
oldugunu bildirmislerdir. PCR pozitif Orneklerin ¢odunda kiltir ile
saptanamayacak kadar az bakteri oldugunu, bu sonucu da PCR tekniginin
yliksek sensitivitesine ve (reyemeyecek kadar az patojeni ya da sagaltim
sonras! 6lmiis bakteriyi saptayabilme yetenegine baglamislardir.

Yiz gilnldk civcivlerin yumurta keselerinden vyapilan kultir ve PCR
galismalart sonucunda, kiltir sonuglarn pozitif olan tim &rneklerin PCR ile de
pozitif sonug verdigi ancak PCR sonucu pozitif olan érneklerin % 8’ inin kltlr
negatif olarak saptandigi bildirilmistir(102).

Kempf (51), tlim bu avantajlarinin yanisira, PCR teknidi ile sadece bilinen
Mycoplasma tirlerinin identifiye edilebilecegini, yeni tlrler ve patojenite,
immunojenite, antibiyotik duyarlih§ gibi biyolojik &zelliklerini saptamak icin
kiltdr calismalarinin ve serolojik testlerin yapilmasi gerektigini vurgulamstir.
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Etken izolasyonunu ve biyokimyasal &zelliklerinin saptanmasini iceren
kiltir yontemleri, glinimiizde hala en glvenilir tant ydntemlerinden biri olarak
kullanilmaktadir. Geligtirilen her yeni tani ydnteminin degerlendirilmesinde, saha
izolatlarinin dzelliklerinin saptanmasinda, asilarin hazirlanmasinda, antibiyotik
duyarliliklarinin belirlenmesinde kiltlr ¢alismalarindan yararlaniimaktadir. Bunun
yanisira pratik ve ucuz olmasi nedeniyle lam aglutinasyon testi siklikla
kullaniimaktadir. Ancak aglutinasyon testinin de tek basina yeterli olmadig: ve
baska serolojik testlerle ve diger tani yontemleri ile de sonuglarin dogrulanmasi
gerekmektedir. Son yillarda molekiiler diizeydeki gelismelere paralel olarak PCR
teknigi birgok infeksiydz hastalikta oldugu gibi CRD’ nin de tanisinda
kullanlmaya baglamistir. Gliniimiiz kogullarinda pahali bir test olmakla birlikte
yliksek sensitivitesi ve spesifitesi ile izolasyon ve identifikasyonun yerini
tutabilecek bir test teknik olabilecegi diislinliimstr.

Bu tez calismasinda CRD’ nin tanisinda bakteriyolojik ve serolojik
calismalarin yanisira PCR teknigini de kullanarak M. gallisepticumn’ un varlgi
ortaya konmaya calisildi. Sonug olarak izolasyon galismalarinin uzun sirdigi ve
bircok nedene bagl olarak yetersiz kaldigi, tek bir serolojik testin yetersiz
oldugu ve infeksiyonun saptanmasinda PCR teknidinin bugiin icin cabuk,

glivenilir bir ydntem oldugu belirlendi.
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6. OZET

Bu calismada, Marmara Bdlgesi’ nde yer alan farkli isletmelerden ve
kesimhanelerden tesadifi ¢rnekleme ile secilen toplam 96 tavugun trachea
ornekleri Mycoplasma gallisepticum izolasyonu igin bakteriyolojik olarak ve
spesifik DNA’ nin saptanmasi amaciyla Polymerase Chain Reaction (PCR) ile
incelendi. Ayni hayvanlarin kesimden 6énce alinan kan serumu érnekleri ile M,
gallisepticun antikorlar yéniinden lam aglutinasyon testi uyguland.

PCR teknigi ile spesifik DNA’ nin saptanmasi amaciyla, Mycoplasma
gallisepticun DNA based Probe Test Kit kullanildi. 96 tavuga ait trachea
ornedinden 47 (% 49) sinde spesifik DNA saptandi. Kesime goénderilen 54
tavuktan 26 (% 48)’ sinin ve igletmelerde 6rnek alinan 42 tavuktan 21 (% 50)’
inin trachea &rneklerinin PCR ile pozitif oldugOu beliriendi.

Izolasyon calismalari sonucunda, 96 trachea &rnedinin 3 (%3.1)" Ginden
M. gallisepticum izole edildi. Bu 3 6rnekde PCR ile de spesifik DNA saptandidi
belirlendi. PCR ile spesifik DNA saptanan diger 44 trachea 6rnedinden ve PCR
bulgulari negatif olan 49 trachea drneginden M. gallisepticum izole edilmedi.

Trachea 6rnegi alinan 96 tavugun lam aglutinasyon testi sonucunda,
serumlarin 10 (% 10.4)" unda spesifik antikorlar saptanirken, 10 (%10.4) serum
drnedi slpheli olarak degerlendirildi. 76 (%79.2) serumda ise aglutinasyon
gbzlenmedi.

PCR ile spesifik M. gallisepticum DNA' si saptanan 47 tavuga ait trachea
drneklerinden, sadece 3 (% 6.4) ‘linden izolasyon gergeklestirildi.

PCR sonuglar pozitif olan 47 tavugun 4 (%85.1) { sero-pozitif; 40
(%8.5)" 1 sero-negatif,3 (%6.4)’ U slpheli olarak degerlendirildi.

Bu arastirmanin sonugclari, genellikle saha taramalarinda uygulanan lam
aglutinasyon testinin tek basina yetersiz kaldigini, PCR tekniginin kisa siirede ve
daha gtivenilir sonug verdigini, izolasyonun uzun siirmesi ve baz glgliklerle
karsilagilmasi nedeniyle PCR" in kiiltlire tercih edilmesi gerektigini ve rutin tani

amaciyla kullanilabilecegini ortaya ¢ikarmistir.
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7. SUMMARY

In this study, 96 tracheal swab samples of randomly selected chickens
from different abattoirs and commercial flocks in the Marmara Region were
investigated for bacteriological isolation of M. gallisepticum and for detection of
specific DNA by PCR. Slide-agglutination test was applied to detect antibodies to
M. gallisepticurn in the matches blood sera.

Mycoplasma gallisepticurn DNA based Probe Test Kit was used to detect
specific DNA. The specific DNA was detected from 47 (49%) of tracheal swabs,
taken from 96 chickens. 26 (48%) of 54 tracheal samples obtained from
slaughtered chickens and 21 (50%) of 42 from commercial flocks were found to
be positive by PCR.

M. gallisepticurm were isolated from 3 (3.1%) of 96 trachea samples.
The specific DNA was also detected from the tracheal swabs of the culture
positive chickens. The remaining 93 chickens -44 PCR positive and 49 PCR
negative- were culture negative.

As a result of slide agglutination test , 10 (10.4%) sera were evaluated
sero-positive and 10 (10.4%) were suspicious. No agglutinations were seen in
the remaining 76 sera.

There were only 3 (6.4%) isolations from the 47 chickens from which
specific M. gallisepticum DNA were detected.

In total of 47 PCR positive chickens, 4(8.5%) were found to be sero-
positive, while 40 (85.1%) were sero-negative and 3 (6.4%) were suspicious.

Our results indicated that, using slide agglutination test which is
commonly used as a screening test in field conditions was not sufficient alone.
PCR technique because of its advantages such as rapidity and reliability should
be preferred in routine diagnosis instead of difficult and time-consuming

culture techniques.
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