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ONSOZ

Afyon ve gevresindeki hizla biiylimekte ve gelismekte olan, ticari iiretim yapan
kanath ciftliklerinde, Mycoplasma gallisepticum yoniinden ilk serolojik tarama
calismas1 olmasindan dolayr 6nem arzeden bu calismada ilgi ve yardimlarini
gordiigim danismanim Yrd. Dog. Dr. Beytullah KENAR’a, Anabilim Dal1 Baskan
Dog. Dr. Yahya KUYUCUOGLU’na, ayrica arastirmamin yapilmasinda ve saha
calismalarimda katkida bulunan Vet. Hek. Celalettin CANKAYA’ya ve c¢alisma

arkadaslarima, Esim ve biricik kizzim Elif’ime tesekkiir ederim.
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Tablo 1.

Tablo 2.

CIZELGELER LISTESI

Yetistirme yoniinden tavuklarin bilgileri ve yapilan test sonuglari 20

Lam agliitinasyon testi (LAT) ve ELISA sonuclarinin karsilastirilmas: 2]
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1. GIRIS

Kiimes hayvanlar yetistiriciligi diinyada oldugu gibi yurdumuzda da her
gecen giin hizla gelismekte, degisen teknolojik yenilikler ve iiretim tecriibeleri
sayesinde kiimes idare yonetiminin diizelmesi ile dogru orantili olarak verimlerdeki
artis ve tretimdeki kalite hizla artmaktadir. Kiimes hayvanlar yetistiriciligindeki bu
gelismeler 15181nda 6zellikle sayilart bakimindan fazla bulunan tavuk ve hindilerdeki
hastaliklar, basta ekonomik kayiplar1 beraberinde getirmesi ile daha ¢ok onem arz

etmektedir.

Kanatli hayvanlarin solunum yolu enfeksiyonlarindan, tavuklarda Kronik
Solunum Yolu Hastalig1i/Chronic Respiratory Disease (CRD), hindilerde infeksiyoz
sinuzitis olarak bilinen ve etkeni mikoplazmozis olan bu hastalik sinsi ilerleyen ve

ekonomik kayiplara sebep olan solunum yolu problemlerinden biridir (Giiler, 1995).

Solunum kaynakli olan Koliseptisemisi de diger 6nemli bir hastaliktir.

(Barnes ve ark, 2003)

Etkili bir agilama programinin olmadigi CRD enfeksiyonlarinda hastaliktan
korunmanin ilk kosulu, saglikli ve enfeksiyondan arl damizlik siirtilerinin
olusturulmasidir. Bu amag¢ ve ayrica siiriilerde bulunan gizli infekte ve portor
hayvanlarin saptanmasiyla, siirilerin CRD durumunu ortaya koymak amaci ile

serolojik testlerden yaygin olarak yararlanilmaktir (Esendal, 1991) .

Bu calismada Afyonkarahisar ve ¢evresindeki ticari broiler, broiler damizlik
ve ticari yumurtact isletmelerinden elde edilen serum  Orneklerinde
M. gallisepticum’a kars1 olusan antikorlarin varhiginin gesitli serolojik testlerle Lam
Aglutinasyon Testi / Rapid Serum Aglutination (LAT-RSA) ve Enzyme Linked

Immunosorbent Assay (ELISA) karsilagtirmali olarak yapilmasi hedeflenmistir.



2. LITERATUR BILGI

Kanathilarin ~ solunum sistemi hastaliklarindan biri  olan, etkeninin
Mycoplasma gallisepticum (MG) oldugu belirtilen CRD enfeksiyonu; hiriltili
solunum, Oksiiriik, sinlizit ve burun akintisi ile karakterize ve bazi durumlarda
tortikollis gibi sinirsel belirtilerle seyreden veya higbir klinik belirti géstermeksizin
meydana gelen kronik seyirli bir hastalik oldugu bildirilmistir (Eving ve ark, 1996;
Kempf ve ark, 1997).

Nocard ve Roux tarafindan, sigirlarin Pleuro Pneumonia Like Organism
(PPLO) etkeni olarak mycoplasmalar izole edilerek, hakkindaki ilk ¢aligma 1898
yilinda PPLO, Asterococcus, Anulomyces olarak bildirilmistir, bunu 1905 yilinda
Ingiltere’de Dodd tarafindan hindilerde yapilan ¢alismada ‘epizootik pndmoenteritis’
ad1 altinda bildirilmis ve ayni hastalik 1926 yilinda Tyzzar tarafindan ABD’de
saptanmistir. 1929 yilinda Mycoplasma adi altinda toplanmustir. Tavuklarda
Mycoplasma spp. etkeni izolasyonu ilk kez 1930’lu yillarda Nelson tarafindan
yapilmis 1935 yilinda Nelson nezleli tavuklarin, burun akintilarindan hazirladigi
preparatlarda mikroskobik incelemesi sonucu; kokobasil seklinde mikroorganizmalar
gozledigini, bu mikroorganizmalarin doku kiiltiirii ve embriyolu yumurtalar ile besi
yerlerinde {iretilebilmesine karsin, agar lizerinde tipik iireme elde edilemedigini
bildirmistir. 1936°da yilinda bu kokobasil formlu mikroorganizmalarin 0,5 p veya
daha kiiciik capta olduklarini, direk temasla tavuklarda kronik seyirli bir enfeksiyon
olusturduklarni lakin bu enfeksiyonun Haemophilus gallinarum’dan ileri gelen
nezleden daha uzun siiren bir inkiibasyon siiresi oldugunu bildirmistir, ve bu
kokobasili ‘‘Nelson kokobasili’’ olarak adlandirmistir. Dickinson ve Hinshaw
1938°da hindilerde mortalitesi diisiik, morbiditesi %10-90 arasinda degisen hastaligi,
vitamin A eksikliginden kaynaklanan sinlis yangisindan ayirt etmek igin,
“1nfeksiyéz Siniizitiz’* olarak adlandirmislardir (Yoder ve ark, 1964; Kleven, 1987,
Salami ve ark, 1992).

Kanatli hayvanlarda gelisen vakalar 1943 yilinda, Delaplane ve Stuart

tarafindan “Kronik Respiratorik Hastalik’’ olarak tanimlanmistir. Hastalik etkenini



embriyolu tavuk yumurtalarinda iiretmisler, ancak, etkenin hiicresiz besi yerlerinde
tirememesi ve enfekte sar1 keselerinden hazirlanan boyali preparatlarda
goriilememesi nedeniyle, bunun bir viriis olabilecegini ileri siirmiislerdir. Van Herick
ve Eaton 1945 yilinda embriyolu tavuk yumurtalarindan izole ettikleri
pleuropneumoni benzeri bir mikroorganizmayr PPLO besi yerlerinde iiretmisler;
fakat bunun, tavuklarin CRD’si ile iligkisini ortaya koyamamislardir. Arastiricilar
ayrica, kanatlh PPLO’larmin tavuk eritrositlerini aglutine ettiklerini ve bu
reaksiyonun infekte tavuk serumlari tarafindan inhibe edilebildigini bildirmislerdir.
Delaplane 1948 yilinda CRD etkeni olarak bildirdigi virusun iiretilebilmesi i¢in 7
giinliik embriyolu tavuk yumurtalarinin en uygun ortam oldugunu, inokulasyon
yapilan yumurtalarda embriyolarin karaciger, bobrek ve beyinlerinde hemorajilerle
birlikte purulent bir yangi ve korioallantoik membranda da beyazimsi odaklarin
sekillendigini bildirmistir. Etkenin hiicresiz besi yerlerinde de iireyebildiklerini
Chlamydia, Rickettsia veya virus olmadigini agiklamak i¢in 1952 yilinda arastiricilar,
Markham ve Wong ile 1953 yilinda Van Roekel ve Olesluk’un , besi yerlerinde
tirettikleri PPLO’ nun tavuklarin CRD ve hindilerin infeksiydz siniizitisi ile iliskili

oldugunu ortaya koymuslardir (Yoder ve ark, 1964; Delaplane ve ark, 1984) .

1953 yilinda, tavuklarda CRD ve hindilerde infeksiyoz siniisitis etkenlerinin
streptomisin’e  duyarli ve  kloromisetin’e  direncgli  olmalar1  nedeniyle
Rickettsia’lardan; yine streptomisin’e duyarli ve penisilin’e diren¢li olmalariyla da

Chlamydia’lardan ayrildiklarini bildirmislerdir (Gross W.P. ve Johson E.P., 1953)

Ulkemizde CRD enfeksiyonun varligr ilk kez Ozkal tarafindan 1956 yilinda
bildirilmistir. Atilgan ve ark. (1967), inceledikleri 415 tavuk serumunun 130’unda
(%31.3) pozitiflik saptadiklarini, Esendal (1991) Ankara ¢evresinde incelenen 900
tavuk serumunun LAT ile 182 (%20.22), Hemaglutinasyon Inhibisyon (HI) testi ile
128 (%14.22), Agar Jel Presipitasyon (AGP) testi ile 51 (%5.67), ELISA testi ile de
543 (%60.35) pozitif sonug verdigini bildirmistir. Bursa ve ¢evresinde incelenen 137
tavuga ait orneklerden 15 (%11)’inde M. gallisepticum izole edilmis, incelenen 499

kan serumundan, lam agliitinasyon testi ile 242 (%49)’si, HI testi ile 263 (%53)’linde



pozitiflik saptadigimi bildirmistir (Ulgen, 1991). Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiileri’'nde tanis1 konan hastaliklar arasinda yaklasik %19’luk bir oranla
CRD’nin ilk sirada oldugu, 6zellikle 33 isletmede yapilan serolojik incelemelerde
LAT testi ile 20 (%60)’sinin HI testi ile ise 6 (%18)’smin pozitif sonugla tespit
edildigi bildirilmistir (Giiler, 1992).

1954 yilinda Yoder ve Hofsad ile White ve arkadaslar1 1955 yilinda Gianforte
ve arkadaglari, kanatlilardaki solunum yolu enfeksiyonu ile iliskili PPLO’larin tek bir
patojenik serotip olarak tanimlanmadigini bildirmislerdir. 1956 yilinda Edward ve
Freundt kanatlhi orjinli PPLO’larin klasifikasyonu i¢in yeni bir diizenleme
yapilmasini, 1957 yilinda Freundt “Bergeys Manuel of Determinative Bacteriology”
nin 7. baskisinda, Mycoplasmatales takiminin Mycoplasmataceae familyasinda
sadece Mycoplasma cinsi bulundugunu ve kanatl orijinli tek tlirin Mycoplasma

gallinarum oldugunu yayimlamistir.

Yapilan arastirmalarda ¢esitli serotiplerin oldugu bildirilmistir. 1958 yilinda
Yamamoto ve Adler tarafindan serotip I, II, III, IV ve V bildirilmis, 1960 yilinda
Kleckner tarafindan serotip sayisi; serotip A, B, C, D, E, F,G, ve H olarak 8 adet
bildirilmistir (Yoder HW. ve Hosfad MS., 1964). Tavuklarda CRD ve hindilerde
infeksiy6z sinusitis’e sebep olan patojenik M. gallisepticum ve nonpatojenik olan M.
iners Edward ve Kanarek tarafindan 1960°da bildirilmis, yine ayn1 yil MG ‘nin A
serotipine M. iners’in G serotipine , M. gallinarum ‘un B serotipine ait oldugu

bildirilmistir (Fabricant, 1960).

Chalguest ve Fabricant’in infeksiydz sinovitisli hayvanlardan izole ettikleri
susu; M. synoviae olarak Olson ve ark. (1965) tarafindan adlandirilmistir. N susu
olarak Adler’in bildirdigi izolata da M. meleagridis olarak adlandirilmistir. 20 kadar
kanatli Mycoplasma serotipi izole ve identifiye edildigi bildirilmistir (Kleckner,
1960; Stuart ve Bruins, 1963; Hofstad ve ark, 1984)

Genetik  ¢aligmalarin  ilerlemesi ile MG  suslarinin 3 grupta

toplanilabilinecegini; birinci grupta virulensleri farklilik gosteren, asilarda kullanilan



F susu ve epriivasyon calismalarinda kullanilan R susu ve A5969 suslari. Ikinci
grupta, varyant M876, 503, Y5, Y9 gibi benzer protein bantlart igeren suslarin
oldugunu ve iiglincii grupta da ordek, kaz, keklik gibi ¢esitli konaklardan izole edilen

suslarin oldugu bildirilmistir (Stipkovits ve Kempf, 1996).

Mycoplasma serotiplerinden, Mycoplasma  gallisepticum  (serotip-A),
Mycoplasma meleagridis (serotip-H), Mycoplasma synoviae (serotip-S) ve son
yillarda da Mycoplasma iowae’nin kanath yetistiriciligi bakimindan 6nemli yer
edindikleri aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir (Lauerman ve ark., 1995; Hartup

ve ark, 2001).

“Bergeys Manuel of Determinative Bacteriology” nin 9. baskisinda (1994)
Mycolasma  gallisepticum, Mollicutes smifinin Mycoplasmatales takimindaki
Mycoplasmataceae familyasinda bulunan Mycoplasma cinsine ait bir tiir olarak yer

almaktadir.

MG yaklagik olarak 03-05 um ¢ap boyutlarinda, hiicre duvar
bulunmamasindan 6tiirli oval, halka, yliziik, filamentoz, kokoid veya yildiz seklinde,
gram negatif, kapsiilsliz, sporsuz, pleomorfik yapida bir bakteridir (Yoder, 1988; Ley
D.H. ve Yoder HW., 1997 ). Gram negatif olan etkenin, Anilin boyalarla gii¢
boyanmasindan dolay1; Stamp, Dienes, Giemsa, Castenada ve Macchiavello boyama
yontemleriyle boyandigi, 6zellikle Giemsa ile iyi boyanarak mavi mor renkte

gorildiigii bildirilmistir (Yoder, 1988; Esendal, 1991; Fritz ve ark., 1991).

Mycoplasmalar da hiicre duvar1 bulunmadigi halde 3 katmanl kolesterol veya
karatenoid yapida bulunan sitoplazmik bir membranla c¢evrilidir. Stoplazmik
membranlarinda bakterilerde bulunan N-asetil muramik asit ve N-asetil glukozamin
molekiillerinin olmamasi ile hiicre duvar1 sentezini engelleyen antibiyotiklere karsi
duyarsiz olup o6zellikle mikoplasma besi yerlerine, penisilin ve talyum asetatin
bakteriyel kontaminasyon olmamasi icin eklenebildikleri bildirilmistir (Yoder, 1988,

Boguslavsky ve ark, 2000 ) .



M. gallisepticum’da diger mycoplazmalardan farkli linitmembran iizerinde
bulunan ¢ikintilar sayesinde hemaglutinasyon olusturabildikleri bildirilmistir (Arda
M., Izgiir M., 1984; Quinn ve ark, 1994). M. gallisepticum’un kobay, tavuk ve hindi
eritrositlerini aglutine edici etkisi oldugu, besi yerlerine eklenen at kanini ise tam
hemoliz ettigi arastirmacilar tarafinda bildirilmistir (Timoney ve ark., 1988;

Tiirkaslan ve Salihoglu, 1989; Liu ve ark, 2001).

Besi yerlerinde, M. gallisepticum aerobik ve fakiiltatif anaerobik oldugu,
iretilebilmesi icin ortamda kolesterole ihtiyag duydugu ve besi yerlerine at, kanath
ve donuz serumlarinin ilave edilebilecegi, PPLO buyyon, PPLO agar, fenol red
maltoz buyyon, beyin-kalp infuzyon buyyonu, Brucella agar veya buyyonu gibi besi
yerlerine %10-15 oraninda serum ve cesitli suplementlerden zenginlestiricilere
ihtiya¢  oldugu, ayrica iiremeyi gliclendirmek i¢in, besi yerlerine maya
otolizati/ekstrakt1 gibi iirlinlerin ilavesi gerektigi bildirilmistir (Edward, 1947; Adler
ve Yamamoto, 1956; Colusi, 1963; Ahmad ve ark., 1989). Besiyerlerine birtakim
karbonhidratlarin eklenmesi ile liremeyi arttirici etkinin gozlendigi lakin fazla
miktarda katilan karbonhidratlarin pH’y1 olumsuz etkiledigi bildirilip, izolasyon i¢in
uygun pH’nin 7.2-7.8 arasinda olmasi gerektigini, diisiik pH nin ¢ok ¢abuk etkiledigi
ve bu yilizden sivi besi yerlerinde renk degisiminin gozlendiginde bekletilmeden
pasajinin yapilmasi gerektigi arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Snell, 1981;
Kleven, 1989; Calnek ve ark, 1997). Klinik 6rneklerden izolasyon i¢in ekim yapilmis
orneklerin besi yerlerinin nemli bir ortamda, mikroaerobik kosullar altinda 37°C de
3-5 giin bekletilmesi bu siire zarfinda iiremenin olmamasi sonucu 7-14 giine kadar
bekletilmesi gerektigi bildirilmistir (Colusi, 1963; Rosenfeld, 1971; Salami ve ark,
1992; Quinn ve ark, 1994).

Besi yerlerindeki morfolojisi bakimindan spesifik bir goriintiiye sahip
olan etken; kat1 besi yerlerinde, ortas1 koyu ve diigmeli goriiniime sahip koloniler
agarin icine gomiilii ve graniiler yapida oldugu bu sekliyle “Sahanda Yumurta”

gorliiniimiine benzedigi, morfolojik olarak bakterilerin L formuna benzetildigi; L



formlar1 bakterilerin penisilin gibi maddelerce hiicre duvarinin sentezinin dnlendigi
sekilsiz etkenlerin koloni formu olarak bildirilir ki, L formu koloniler Dienes
boyamada 15 dakikada dekolore olurken mycoplasma kolonileri dekolore olmaz.
S1v1 besi yerlerinde ise hafif veya orta derecede bulaniklik yaptiklar bildirilmektedir
(Arda ve ark, 2002).

Etkenin biyolojik ve biyokimyasal Ozellikleri bakimindan aragtiricilar
tarafindan incelendiginde, glukoz ve maltozu gaz olusturmadan fermente edebildigi;
arabinoz, sorbitol, laktoz, inulin, ksiloz, dulsitol ve salisisini fermente edemedigini
ve diger sekerlerde fermente 6zelliginin degisken oldugunu bildirmisler, Barber ve
Fabricant (1971) “glukozu fermente edenler” ve ‘“glukozu fermente etmeyenler”
olarak mycoplasmalarin iki gruba ayrilabilecegini bildirirken, diger arastiricilar
glukoz fermantasyon, tetrazolium rediiksiyon, arjinin hidrolizi ve film-spot
olusturma testlerinin uygulanmasi gerektigini bildirmislerdir (Kleven, 1987; Erdag

ve Tiirkaslan, 1988; Ulgen, 1991).

M. gallisepticum belirli sicakliklarda farkliliklar gostermek {iizere;
burun ve kulak mukozasinda 4-24 saat, insan sacinda 8 saat-3 giin, giysilerde ve
tavuk digkisinda 1-3 giin, yumurta sarisinda 6-18 hafta, siv1 kiiltiirlerde 2-4 yil ve
liyofilize suslarinda 4°C de en az 7 yil canliligim1 koruyabildiklerini arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir (Christensen ve ark., 1994; Ley ve Yoder, 1997) . Etkenin
canliligimin uzun siirmesi kiimeslerdeki ekipmanlar1 ile ¢alisanlarin kontamine

oranlarin1 yiiksek tutmakla giris c¢ikislarin kontrol altina alinmasma dikkat

¢ekmektedir.

M. gallisepticum’un bulagmasinda, yumurta yoluyla vertikal olarak veya
direkt temas ile horizontal olarak sekillendigi bildirilip, Fahey ve Crawley (1954)
etkeni infekte anaglardan, kabuk alti 6lii embriyolardan ve ciliz civcivlerden izole
ettiklerini, Van Roekel ve ark. (1958) ve Yoder ve Hofstad (1965) tarafindan da
embriyolardan etkeni izole ettiklerini bildirmislerdir. MacMartin ve ark. (1987)

kiimeslerdeki havalandirmalarin kontrolii ile lateral yolla bulagsmanin azalacagini



saptadiklarini bildirmislerdir. Kontamine su ve yemler, ekipmanlar, bakici, ziyaretgi
aracilifi ile de etkenin bulastigl, uygun olmayan bakim kosullar1 ve yabani kuslarla,
hasere ve kemirgenlerin kontrol edilemedigi kiimeslerde de horizontal bulagsmanin
yiiksek oldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Salami ve ark., 1992; Kojima

ve ark., 1996-1997; Ley ve Yoder, 1997).

Ekstraselliiler parazit olarak atifta bulunulan mycoplazmalar, solunum yolu,
irogenital sistem, meme bezi gibi doku ve organlarda bulunarak yiliksek konakgi
spesifitesi gosterdigi bildirilerek, MG’nin solunum yolu mukozasina kolonize
olduktan sonra burun akintisi, hirilti ve oksiiriik gibi klinik semptomlar géstermeye
basladigl, solunum sisteminin mukoz membranlart ve epitelyum hiicrelerinde
olusturdugu tahribat, solunum yolundaki silialara zarar vermeleri MG’nin burada
yerleserek vermis oldugu tahribatin artmasi sonucu sekunder bakteriyel
enfeksiyonlara davetiye ¢ikarmasi ve kompleks solunum yolu problemlerine
sebebiyet verdigi bir¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Quinn ve ark, 1994;

Frey J. ve Nicolet J., 1997; Kleven, 1998 )

M. gallisepticum’un solunum kanali yoluyla viicuda girmesinden sonra,
etkenin stoplazmik yiizeyindeki polar kabarciklar sayesinde, konakg¢i epitelyum
hiicrelerine tutunarak ve bu arada viicut disinda da canli kalabilmesini saglayan bu
yap1 sayesinde vakum benzeri bir fonksiyon gostererek, yapi hiicrelerin sialik asit
reseptor bolgelerine tutundugu bildirilmistir (Timms, 1989). Solunum kanali yoluyla
enfeksiyonu takiben bir septisemi donemi oldugunu ve bu donem de kandan etken
izolasyonu yapilabilecegi, septisemi sonucunda etkenin; hava keseleri, beyin, kloaka,
yumurtalik ve testislere kadar ulasarak bu organlarda lokalizasyon olusturabilecegi

bildirilmistir (Jordan, 1985)

Kronik solunum yolu hastaliginin etkeninin kulucka siiresi 3-38 hafta

......

deneysel olarak infekte edilen hindilerde ise sinuzitis cogunlukla 7-10 giinde gelistigi

bildirilmektedir. Klinik semptomlar 3-6 haftalar arasinda goriilmekle, 3 haftaliktan



kiicik hayvanlarda fazla goriilmedigi bildirilmistir. Tavuk ve hindi siiriilerini
cogunda enfeksiyon klinik olarak yumurta {iretiminin baslangicina yakin ortaya
cikmaktadir. Infekte tavuk ve hindi siiriilerinde M. gallisepticum enfeksiyonunun
kontrolii i¢in yumurtalarin antibiyotik soliisyonuna batirilma isleminden sonra bu
yumurtalardan ¢ikan infekte palaz ve civcivlerde inkiibasyon periyodunun uzadigi

bildirilmistir (Yoder, 1988; Stipkovits ve Kempf, 1996; Levisohn ve Kleven, 2000).

Kronik solunum yolu hastaliginin olusmasinda, enfeksiyona katilan M.
gallisepticum susunun virulensi, bakteri sayisi, konake¢mnin tiirli ve yasi, diger
patojenlerle birlikte ayn1 anda olusan enfeksiyonlar ve hayvanlar1 giligsiiz kilan
faktorler etkili olmaktadir. Her yastaki kanathilar duyarli olmasina ragmen, ¢ok
gengler ve ozellikle biiylime ¢agindaki hayvanlar enfeksiyona daha ¢ok yakalanirlar
ve hindiler de tavuklardan daha duyarlidirlar. Hastalik 6zellikle, Newcastle (ND),
Infeksiyoz Bronsitis (IB), Koriza gibi hastaliklarla birlikte seyrettiginde daha ciddi
klinik bulgular olusturmakta ve enfeksiyonun seyri ve sagaltimi degismekte ve de
zorlasmaktadir. Bunlarin disinda beslenme yetersizligi, havalandirma yetersizligine
bagli olarak kiimeste asir1 amonyak ve toz bulunmasi, 1sitma noksanligi, asiri
kalabalik, kiimes dezenfeksiyonlar1 ve diger stres faktorleri hayvanlari duyarli hale

getirmekte oldugu bildirilmistir (Arda ve ark, 2002).

Kronik solunum yolu hastaliinin patognomonik semptomu olmamakla
beraber hasta tavuklarda “nargile fokurtusu” benzetmesi ile hiriltili solunum, burun
akintisi, Oksiiriik, yem tiiketiminde azalma ve buna bagli kilo kayiplar1 ve nadir
olarak tortikollis ile karakterize sinirsel belirtiler gozlendigi bildirilmis, tiim
semptomlarin  horozlarda daha belirgin oldugu arastirmacilar tarafindan

vurgulanmistir (Ulgen ve ark., 1995; Levisohn ve Kleven, 2000).

Kronik solunum yolu hastaligini geg¢iren hayvanlarin nekropsi bulgularinda;

hava keselerinde donuklasma ve kalinlagsma, akcigerlerde pneumonik bolgelerin



dikkat ¢ektigi, peritonun seffafligini yitirdigi, E. coli ile kompleks haline geldiginde
fibroprulent perihepatitis ve perikarditis gozlendigi bildirilmistir (Salami ve ark.,
1992; Ley ve Yoder, 1997). Mikroskobik bulgularda, enfekte dokularin mukoz
membranlarinda, mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve miik6z bezlerin hiperplazisine
bagl olarak kalinlasma sekillendigi, enfeksiyonun ilk asamasinda sinus mukozasinda
kataral bir yangi ve ilerleyen asamalarda submukozada fibrozis, lenfofollikiiler
hiicre infiltrasyonu ve bunlardan hari¢ fokal lenfoid hiperplazi goriilebilecegi; hava
keselerinde de perivaskiiler lenfositik hiicre infiltrasyonu meydana geldigi

bildirilmistir (Osborn O.H. ve Pomeroy B.S., 1958).

Enfeksiyonu takiben hiicresel ve humoral immunitenin gelistigini,
enfeksiyondan 1 hafta sonra hiicresel yanitin baglayip yaklasik 7. haftada pik diizeye
ulastig1; serumda hemaglutine edici antikorlarin 7. haftada, tracheal yikintilarda da 6.
haftada pik diizeye ulastig1 bildirilmistir (Timoney ve ark., 1988; Mekkes ve ark.,
2005)

Mycoplazmalar iiretmek i¢in 6zel besi yerlerinden (PPLO agar veya buyyon)
yararlanilir. Bu amagla, besi yerlerine %15-20 at serumu ve %10 maya 6ziitii katilir.
Ayrica, bakteri kontaminasyonlarint dnlemek i¢in de 50-100 Ul/ml penisilin ve 0.25
mg/ml thallium acetate ilave edilir. Kiiltiirler inkiibatérde 5-6 giin siire ile 37°C” de
tutulduktan sonra petri kutular1 stereoskopik mikroskop incelenerek tlireyen koloniler
mycoplazma yoniinden degerlendirilir. PPLO agarda iireme meydana gelmemesi
halinde, ekim yapilan materyelin M. gallisepticum yodninden negatif olarak
degerlendirilmesi i¢in kiiltlirlerin en az 3-4 hafta siire ile inkiibe edilmeleri gerekir.
Kat1 besi yerinde iireme saptanirsa, lizerinde koloni bulunan agar bloklar1 kesilerek
PPLO buyyona pasaj edilir. Sivi besi yerleri her giin kontrol edilerek renk
degisikligine gore tireme olup olmadig: saptanir. Etken izolasyonu yapildig: takdirde,
spesifik antiserumlar kullanilarak kiiltiirlerin en kisa siirede immunofluoresans testi
veya klonlamay1 takiben iireme inhibisyon testi ile identifiye edilmeleri gerekir

(Arda ve ark, 2002).
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Noormohammadi ve ark (2002) asilamada kullanilan canli atenue ts-11
susundan elde edilen asmin bir¢ok iilkede MG kontroliinde kullanildiginm
bildirmiglerdir. Biro ve ark (2005) ts-11 asisi ile asilanan siiriilerde as1 reaksiyonu
olusmadigini ve asili grubun MG ile epriive edilmesi sonucunda MG enfeksiyonunun
klinik bulgularin1 gostermedigini, ELISA testi ile az oranda LAT tesi ile zayif
ve/veya hi¢ pozitif sonu¢ alamadiklarini gdzlemlemisler ve ts-11 ile asili siiriilerin ts-
11 pMGA ve S6 pMGA antijenleri ile kapli ELISA testi ve LAT
karsilagtirmalarinda, ts-11 pMGA ELISA testinin S6 pMGA ELISA’dan ve LAT
testinden daha hassas oldugunu da tespit etmislerdir. Bildirilen bu asilar disinda
kullanilan diger bir as1 da MG 6/85 asisidir (Collet, 2004; Shill ve ark., 2011).
Branton ve ark (2002), MG R susu ile epriive yapilan MG 6/85 asili siiriilerde,
epriive yapilan etkenin yumurta biiyiikliigii, yumurta verimi ve yumurta kanali
fonksiyonlarini etkilemedigini bildirmislerdir (Gaunson ve ark, 2006., Evans ve ark,

2007).

Serolojik testler kullanilarak spesifik antikorlarin varligi gosterilerek de
CRD’nin teshisi konulabilir. Bu amagla en ¢ok kullanilan testler arasinda LAT, tiip
aglutinasyon (TA) ve hemaglutinasyon inhibisyon (HI) testleri bulunmaktadir.
Ancak, bu testlerin spesifite ve/veya sensiviteleri zayiftir ve bireysel infekte
hayvanlarin teshisinden ziyade siirii taramalarinda kullanildiklari zaman daha
tatminkar sonuclarin alindigi bildirilmistir. Bunlarin disinda radioimmunoassay,
mikroimmunofluorescense ve indirekt IP gibi g¢esitli testlerde bulunmaktadir (Erdag
O. ve Tirkaslan J., 1988; Arda ve ark,2002) Giiniimiizde kanath isletmeleri fazla
sayidaki serumlarin taranmasinda LAT ve ELISA teknolojisi kullanilir. Bu testlere
detayli olarak deginilmistir, ¢linkii pek cok MG Kkiti ticari olarak temin edilebilir ve

bireysel prosediirleri bulunmaktadir.

Lam Agliitinasyon Testi-LAT; Siiriilerden toplanan serum Ornekleri derhal

test edilmeyeceklerse +4°C de saklanmali ve dondurulmamalidir. Test edilecek
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serum sayist gerekli ve gilivenli tespit yapilabilecek oranda olmalidir. Toplanan
serumlar oda sicaklifinda 72 saat i¢inde teste tabi tutulur. Bir miktar (yaklagik 0.02
ml) serum beyaz fayans iizerine damlatilir takibinde aynmi miktarda boyali MG
antijeni tlizerine damlatilir. Fayans cevrilerek karigtirma saglanir. Agliitinasyon 2
dakika i¢inde kiimelesmenin olusmasiyla goriiliir. Bilinen pozitif ve negatif kontrol
serumlar1 da ayni sekilde test edilir. Kullanilan ticari antijenler {iretici firmadan ve
iiretilen partiden partiye farkli 6zellik ve hassasiyette olabilir. Serum veya antijene
bagli bircok degisik faktor testin kesin sonu¢ vermesi iizerinde etkili olur ve en
uygun kosullarda dahi, LAT bireysel hayvandaki enfeksiyondan ziyade siirii
enfeksiyonunu ortaya koymada daha basarili olmaktadir (Arda ve ark, 2002). Bir
stiriide yiiksek oranda (%10 ve fazlas1) pozitif serum MG enfeksiyonunun isaretidir,
ozellikle sonuglar ELISA veya HI ile teyit edilmisse. Kesin karar i¢in siirii bir ay
icinde tekrar test edilmelidir. Sonucglar tatmin edici degilse organizmanin
izolasyonunu yapmak gereklidir. Sonuglar siipheli oldugunda M. synovia antijeni ile
test yapmak gereklidir, bu organizma ile enfeksiyonda bazen kros-reaksiyon
olabilmektedir. Bu testler en az serumlarla oldugu kadar iyi bir sekilde yumurta
saristyla da yapilabilir, ancak yumurta sarisini ilk Once sulandirmak gerekir
(Ozkaynak, 2004). TA testinin uygulanmasi LAT dan daha uzun bir siire alir fakat
bu test bazi arastiricilar tarafindan LAT’ya oranla daha kesin olarak

degerlendirilmektedir. (Arda ve ark, 2002).

LAT ve TA’dan daha duyarli olan HI testi, Newcastle hastaliginin serolojik
tanisinda kullanilan teknige benzer bir sekilde mikro olarak uygulanir ve ¢ogunlukla
da LAT’da pozitif reaksiyon veren serumlarin dogrulanmasi amaciyla kullanilir.
Ancak, bazi M. gallisepticum izolatlarinin hemaglutinasyon olusturmadiklarini ve
bazilarmin da HI antikorlarinin sentezini stimiile etmedikleri unutulmamalidir.
Ayrica, testte sus spesifitesinin bulunmasindan dolayi, heterolog antijen kullanilmas1

durumunda yanlis negatif sonuclar meydana gelebilir.
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Hemaglutinasyon Inhibisyon Testi (HI): MG’de, kanatli kirmiz1 kan hiicreleri
(RBCs) hemaglutinasyon yetenegine sahiptir ve serumdaki spesifik antikorlar
inhibisyona neden olur. HI testinde gerekli olanlar giivenli MG hemaglutinasyon
antijeni, yitkanmis taze tavuk veya hindi kirmizi kan hiicresi ve test serumudur.
Antijen ya taze broth kiiltiirii i¢inde yada PBS i¢inde yikanmis konsantre MG
stispansiyonu halinde olmalidir. Kiiltiir antijende istenilen yiiksek titreyi tutturmak
zordur, bununla beraber konsantre antijende (genellikle %25-50 gliserol igerir ve -
70°C de depolanir ) nonspesifik reaksiyon olasiligini artirir. HI testi bilinen
prosediirii asagidaki gibidir (Esendal, 1994) Antijenin HA titresi ¢ift katli sulandirma
ile tespit edilir, calistlan HA testinin tamaminda en az miktarda antijen bulunan yer
HA iinitesinin tanimlandig1 yerdir. HI testi asagida anlatilan metotdaki gibi 4HA
tinitesinde yapilmalidir veya bilinen pozitif bir serum ile karsilastirmali test yaparak

testin hassasiyeti tespit edilmelidir.

HI Test prosediirii: Tiim HA titrasyonlar1 ve HI testleri en iyi ¢ok kuyucuklu
V tabanli plastik mikropleytlerde yapilir ve kullanilan sabit miktar 50ul dir. Bir
pozitif ve negatif kontrol serum her testte kullanilir. Test edilecek her serum igin
sekiz kuyucuk olmalidir. Her siradaki ilk kuyucuga 50ul PBS eklenir. Her siradaki
ikinci kuyucuga 8HA iinitedeki antijenden 50pl eklenir ve iigcten sekize kadar olan
her kuyucugada 4HA tinitedeki antijenden 50pul eklenir. Test edilecek serumlar 1/5
oraninda dilue edilerek hazirlanir ve hazirlanan bu serumlardan ilk kuyucuklara 50ul
eklenir, kanstirthir, 50ul ikinci kuyucuga aktarilir, karistirilir, ayni islemler son
kuyucuga kadar tekrar edilir, son kuyudan 50ul atilir. IIk kuyucuk serum kontrol
kuyucugudur. Antijen kontrol i¢in 6 kuyucuk gereklidir. 2 den 6. kuyucuga kadar her
kuyucuga 50ul PBS eklenir ve 1 ve 2. kuyucuga 8 HA iiniteli antijenden 50ul
eklenir. 2. kuyucuktaki icerik karistirilir, 50ul si 3. kuyucuga aktarilir, ayni islem 6.
kuyucuga kadar tekrar edilir, 6. kuyucuktan 50ul atilir. Kirmiz1 kan hiicrelerinin
kontrolii i¢in 2 kuyucuk gereklidir, her kuyucuga 50ul PBS eklenir. Kuyucuklarin

tamamina %0.5’1ik kirmiz1 kan hiicre (RBCs) solusyonundan (tavuklar icin tavuk
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kanindan, hindiler i¢in hindi kanindan hazirlanmali) eklenir. Pleyt, kuyucuklarin
karigmasi i¢in nazikce calkalanir, daha sonra oda sicaklifinda 50 dk beklemeye
birakilir. Okuma igin, pleyt egilir ve sadece RBCs solusyonu konulmus gézlerle ayni
zamanda ¢ikan gozler inhibe olmus kabul edilir. Kontrol serumlarinda RBC diigme
seklinde goriiliir ve diger kontrollerinde ayni reaksiyonu vermesi beklenir. Serum
dilusyonlariin HI titreleri ¢ok yiiksekse HA’nin tamaminda inhibisyon goriiliir. HI
testinde 1:40 ve 1:80 veya daha yliksek titreler pozitif olarak degerlendirilir (Esendal,
1994).

Antikorlar1 saptamak amaci ile daha sonralar1 gelistirilen ELISA yontemi ise,
kullanilan spesifik IgG’ler nedeniyle MG antikorlarimin saptanmasinda diger tiim

testlere oranla ¢cok daha spesifik bulunmustur (Esendal ve ark, 1999).

CRD hastaligin1 en kesin kontrol yontemi, enfeksiyonun eradike edilmesidir
Hastaligin kontrolii damizlik siiriilerde baslar ve belirli noktalar1 kapsar: M.
gallisepticum’un embriyo yolu ile yavrulara gegisinin dnlenmesi i¢in kuluckalik
yumurtalarin - sagaltimi, eradikasyon programi siirecinde, yumurtadan c¢ikan
civeivlerin 200-300 hayvanlik kiiciik gruplar halinde tutulmasi, taramalar sirasinda
M.gallisepticum enfeksiyonu saptandiginda tiim siirii imha edileceginden, her bir
grup Dbirbirinden uzak tutulmahdir. Yavrularin M. gallisepticum enfeksiyonu
yoniinden siirekli kontrol edilmesi, yumurtalarin kuluckaya alinmadan Once
antibiyotik, 1s1 veya her ikisi birden uygulanarak 6n inkiibasyona tabi tutulmalari ile

kulugkalik yumurtalarin M. gallisepticum ile enfekte olmalar1 onlenebilir.

Tarim ve Koyisleri Bakanliginin (T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanhiginin), Kuluckahane ve damizlik Isletmelerinin  Saghk Kontrol
Yonetmeligince, Eradikasyon programi siiresince yavru siiriilerin M.gallisepticum

yoniinden taranmasi amactyla kiiltiirel muayene ve/veya serolojik yoklamalar
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kullanilir. Serolojik muayene amaciyla, yumurtlama dénemi de dahil, hayvanlarin
tim yasam siirelerince belli araliklarla serolojik testler uygulanir. Degisik yas
gruplarindan hayvanlarin bir arada bulundurulduklar1 ve iiretimin siirekli oldugu
isletmelerde M.gallisepticum enfeksiyonunun kontroliindeki basarisizliklar ve
antibiyotik sagaltimmin yiiksek maliyeti, enfeksiyona karsi korunmada asilamalar
tizerinde yeniden durulmasina neden olmustur. MG-free siiriilerin korunmasinin
kontroliinde tercih edilen metod canli ve inaktif asilarin her ikisinin birlikte
kullanilmasidir. Asilamada farkli yas grubu hayvanlarin bulundugu boélgedeki
stiriilerde enfeksiyonun kaginilmaz olmasi goz oniinde bulundurulmalidir. Ticari
yumurtacilarda yumurta tiretimindeki kayiplarin oniline gegmek i¢in asilama yapilir

(Arda ve ark, 2002; Collet, 2004; Shill ve ark., 2011).

MG’yi eradike etme amaciyla, damizlik siiriilerde yumurtaya gecis oranini
diistirmek icin asilama yapilir. Stiriilerin MG ile ilgili saha enfeksiyonuna maruz
kalmadan 6nce hem canli hem de inaktif as1 ile asilanmasi 6nemlidir. Mevcut canli
asilar genellikle MG’nin F susundan iiretilirler, son zamanlarda ts-11 ve 6/85
suslarida kullanilmaya baglanmistir. Bu suslar giivenli karakteristik 6zellikleri
gelistirilmis apatojen suslardir. F susunun uygulanmasinda intranasal veya goze
damlatma yollar1 tercih edilir, fakat aerosol veya i¢me suyu ile uygulamada
yapilabilir (Collet, 2004). Ts-11 susu i¢in géze damlatma metodu tavsiye edilirken,
6/85 i¢in 1yi bir spray onerilmektedir. Piligler genellikle 12-16 haftalik yasta asilanir.
Tek bir doz asilama yeterlidir, asilanmis stiriiler siirekli tasiyici olarak kalirlar. Farkli
yastaki gruplarda uzun siire F susunun kullanilmas1 sonucunda as1 susu saha susunun
yerine gecer. F susu 6/85 veya ts-11°den daha etkili bir sekilde virulent wild-type
MG susunun yerine gecer fakat ts-11 farkli yastaki ticari yumurtacilarda MG’nin F
susunu eradike etmekte basarili olmustur. Farkli yastaki iiretim gruplarinda uzun siire
6/85 kullanildiktan sonra serolojik testlerin MG yoniinden negatif oldugu biliniyor.
Bakterinler MG  organizmasinin  yagli  emiilsiyon i¢indeki  konsantre
suspansiyonlarindan olusur. Bunun olagan uygulamasi yetisme donemindeki 12-16

haftalik yastaki pili¢leredir. Parenteral yolla uygulanir, bu da genellikle boyundan
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deri altina seklindedir. Cift doz yapilmasi arzu edilmesine ragmen fiyat ve iscilik de
diistintildiiginden tek doz verilmektedir. Bakterin solunum hastaligt ve yumurta
tiretimindeki diislisten korumada etkilidir fakat wild-type MG ile enfeksiyondan
korumaz (Biro ve ark., 2005; Javed ve ark., 2005; Shill ve ark., 2011 ).

Mycoplasma enfeksiyonlarinin sagaltimi1 amaciyla tiamulin, doxycycline ve
danofloxacin en uygun antibiyotikler olarak degerlendirilmektedir. Tylosin,
tetrasiklinler ve flumequine’e karsi direng gelismis ve enrofloxacin’e de siirda bir

direng gelismistir (Jordan ve ark, 1998).

Kanatlilarda mikoplazmoziste hem iiriin kaybindan hem de uygulanan
tedavilerden dolay1r ekonomik kayiplar olmakta, bu ekonomik kayiplarin en az
diizeye indirmek i¢in hastaligin kesin teshisinin yapilmasi gerekmektedir. Hastalik
teshisinde gelistirilen kiiltiir ve seroloji kesin teshiste yetersiz kalmakta ve ucuz,
hassas ve kolay uygulanabilen bir test ile desteklenmesi icin gelistirilen PZR testinin
kullanilabilirligi yapilan bir¢ok arastirmada (Nascimento, 1991; Silveria, 1996;
Wang, 1997; Salisch ve ark, 1998) incelenmistir.

Bu c¢alismada, Afyonkarahisar bdlgesindeki tavukcguluk isletmelerinde
CRD’nin serolojik olarak yaygilhigimi ortaya koyabilmek i¢in en ¢ok kullanilan
serolojik testler olan LAT ve ELISA testlerinin karsilagtirlmasinin yapilmasi

amaglanmastir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Serum Ornekleri

Bu calismada, Afyonkarahisar ili ve c¢evresindeki c¢esitli kanath
isletmelerinden temin edilen, 450 adet tavuk (broiler damizlik, yumurtaci tavuk ve
ticari broiler) serum materyali kullanildi. Tavuk serum ornekleri 28 farkli 6zel
isletmelerden, her siirliden ortalama 9-39 serum Ornegi olacak sekilde alindi.
Tavuklardan alinan 6rnek adetleri, haftalik yas bilgileri ve yetistirme bilgileri Tablo

1’de belirtilmistir.

3.1.2. Pozitif ve Negatif Kontrol Serumlar1
LAT Testi’'nde antijen kontroliinde kullamilmak iizere pozitif ve negatif

serumlar Bornova Veteriner Kontrol ve Aragtirma Enstitiisii’'nden temin edildi.

3.1.3. Boyali Lam Aglutinasyon Test Antijeni
LAT Testi’nde kullanilan boyali CRD Lam aglutinasyon antijeni Intervet

firmasindan temin edildi.

3.1.4. ELISA Kiti
Serum oOrneklerinde M. gallisepticum ’a kars1 antikor bulunup bulunmadigi

ticari ELISA kiti (Biochek,UK) ile incelendi.
3.2. Metot
3.2.1. Serum Ornekleri
Kan ornekleri serum vermeleri i¢in oda sicaklifinda 2-4 saat bekletildi,

pihtilastiktan sonra etraflar ¢izilerek 37°C’lik etiivde serumlari ¢ikartildi. Serumlarin

temiz ve berrak gorliniiste olmalar1 saglandi. Toplanan serum &rneklerinin
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bozulmamasi, kontamine olmamasi ve titrelerinde degisikligin meydana gelmemesi

icin siiratle LAT ve ELISA testleri uygulandi.

3.2.2. Lam Aglutinasyon Testi

Bu test Timms ve Cullen’in (1972) bildirdigi yonteme gore temiz bir fayans
tizerine 0.02 ml inaktive edilmemis ve sulandirilmamis serum ve 0.02 ml boyal1 M.
gallisepticum test antijeni konularak cam baget ile karistirildi ve fayans dairesel
hareketlerle karistirllmaya devam edilirken boyali antijeni partikiiller halinde
¢Okmesi izlendi. ki dakika iginde antijen ve antikor baglanmasi sonucu olusan
kiimelesme pozitif reaksiyon, ¢ok zayif kiimelesme ve ince partikiil siipheli
reaksiyon, iki dakikadan sonra olusan kiimelesme veya homojen kalan karigimlar
negatif reaksiyon olarak degerlendirilmistir. Testin uygulanmasi sirasinda her serum

grubunu kontrol i¢in negatif ve pozitif serumlarla da ¢alisilmistir.

3.2.3. ELISA Testi

2

Serum 6rneklerinde M. gallisepticum ° a kars1 antikor bulunup bulunmadigi, ticari
ELISA kiti iireten firmanin (Biochek,UK) 6nerdigi sekilde arastirildi, standart test
islemi tdretici firmanin Onerdigi sekilde yapildi. Bunun i¢in serum ornekleri 1/50
oraninda diliisyon ile sulandirilan dilusyon pleyti olarak adlandirilan 6n hazirlik
pleyti hazirlanarak firmanin tavsiye ettigi prosediire gore kit igerisinde hazir olarak
bulunan enzim kapli pleyti dilusyon, konjugat, substrat, yikama ve stop solusyonlari
ile muamele edilerek bekleme siirelerine uyulmustur. Birinci asamada asil pleytin ilk
ikiser kuyucuguna sirasiyla 100’er pl negatif, pozitif ve kontrol serumlarindan
konularak geri kalan her kuyucuga 90 pl dilusyon sivist ve iizerine 10 pl
sulandirilmis serumlardan konularak karanlik ortamda yarim saat bekletildi. 30
dakika bekleme siiresi arkasindan her kuyucuk 300 pl yikama solusyonu ile iicer defa
yikanarak kurutuldu. ikinci asamada, pozitif negatif ve kontrol gdzleri dahil olmak
tizere her kuyucuga 100’er pul konjugat solusyonu konularak yarim saat karanlik

ortamda ikinci kez beklemeye alindi. 30 dakika bekleme siiresinden sonra tekrar her

kuyucuk 300 ul yikama solusyonu ile iicer defa yikanarak kurutuldu. Ucgiincii
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asamada tiim kuyucuklara 100’er ul subtrat reagent solusyonu konularak 15 dakika
karanlik ortamda beklemeye alindi. Dérdiincii asama olarak onbes dakika siirenin
ardindan bosaltma, kurutma ve yikama yapilmadan her kuyucuga substrat solusyonu
tizerine, 100’er pl olmak iizere stop solusyonu ilave edilerek okuma asamasina hazir
hale getirildi, prosediir agsamalar1 tamamlanmis oldu ve readerda okuma asamasina

gecildi.

Testte Optik Dansite (OD) 405 nm dalga boyuna ayarli (Multiscan
LabSystem- mod no: 1500) Reader cihazi kullanilarak yapildi. Ticari ELISA kitinde
sonuglar, materyallerdeki pozitiflik oraninin hesaplanmasi1 (S/P) ile belirlendi.
Incelenen materyallerde sonug S/P 1.0 veya daha yiiksek ise pozitif, 0.2 ve 1.0 arasi

stipheli ve 0.2°den daha diistik ise negatif olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Tablo 1. Yetistirme yoniinden tavuklarin bilgileri ve yapilan test sonuglari

Yapilan Test LAT ELISA
NO: | vemmesinl IR [ [ o [ soram | seram | seram | seram | soram
say1si say1si sayisi say1si say1si say1si
1 Broiler damizlik 16 16 6 1 9 10 - 6
2 Broiler damizlik 16 16 12 - 4 7 6 3
3 Broiler damizlik 20 21 21 - - 21 - -
4 Broiler damizlik 58 37 2 12 23 17 17 3
5 Yumurtact tavuk 13 18 15 3 - 11 7 -
6 Yumurtact tavuk 16 11 10 1 - 11 - -
7 Yumurtact tavuk 18 10 4 - 6 8 - 2
8 Yumurtact tavuk 21 23 23 - - 12 11 -
9 Yumurtact tavuk 23 16 11 1 4 15 1 -
10 Yumurtact tavuk 27 20 - - 20 12 3 5
11 Yumurtact tavuk 29 12 2 - 10 11 - 1
12 Yumurtact tavuk 34 12 - - 12 - - 12
13 Yumurtact tavuk 37 17 13 4 - 17 - -
14 Yumurtact tavuk 38 10 4 - 6 7 3 -
15 Yumurtact tavuk 43 15 - 2 13 10 2 3
16 Yumurtact tavuk 51 15 - - 15 3 3 9
17 Yumurtact tavuk 53 16 - 1 15 - - 6
18 Yumurtact tavuk 61 10 - 1 9 2 - 8
19 Yumurtact tavuk 64 12 - - 12 3 - 9
20 Yumurtact tavuk 64 12 6 4 2 8 4
21 Yumurtact tavuk 67 12 10 2 - 11 1 -
22 Yumurtact tavuk 69 17 8 1 8 8 - 9
23 Yumurtact tavuk 78 12 - - 12 7 1 4
24 Broiler tavuk 2 19 11 2 6 10 5 4
25 Broiler tavuk 3 12 9 3 - 12 - -
26 Broiler tavuk 5 22 7 4 11 14 3 5
27 Broiler tavuk 6 17 1 1 15 8 - 9
28 Broiler tavuk 6 20 - 2 18 15 1 4
Toplam 450 175 45 230 280 68 102
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Tablo 2. Lam agliitinasyon testi (LAT) ve ELISA sonuglarinin karsilastirilmasi

POZITIF SUPHELI NEGATIF TOPLAM
n (%) n (%) n (%)
LAT 230 (51.1) 45 (10) 175 (38.9) 450
ELISA 102 (22.6) 68 (15.1) 280 (62.3) 450

Tablo 2’de gorildiigii iizere incelenen toplam 450 adet kanatli serumunun ELISA ile
102 (%22.6)’si pozitif, 68 (%15.1)’1 slipheli, 280 (%62.3)’1 negatif bulunurken; LAT
ile 230 (%51.1)’u pozitif, 45 (%10)’1 silipheli, 175 (%38.9)’i negatif olarak

bulunmustur.
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5. TARTISMA

Kanatli hayvan hastaliklar1 arasinda onemli bir yere sahip olan CRD etkeni
M. gallisepticum un, izolasyon ve idenditifikasyonunun miimkiin olmasi ve kesin
sonug alinmasi ile birlikte, izolasyonu engelleyen bir ¢ok etkenin bulunmasi, zaman
alic1 olmasi ve her vakada miimkiin olmamasindan dolay1 etkenin varliginin tespiti
icin serolojik testlerin kullanilmas1 gerektigi, teshiste kolaylik, zaman ve gizli portor

takibi gibi durumlardan 6nem arz etmektedir.

Mikoplazma enfeksiyonlarinin teshisinde bildirilen metotlarin bazi avantaj ve
dezavantajlart  vardir. Kiiltiir; c¢ok isgilik gerektirmesi, kiiltiir sirasinda
kontaminasyon olma ihtimali ve 6rnekteki etkenin canliligin1 korumamis olmas1 gibi
sonucu etkileyecek dezavantajlar1 olmasina ragmen teshis icin “altin standart™ olarak
degerlendirilmektedir. Kiiltiirde pozitif sonuclar genelde 4—7 giin arasinda alinmasina
ragmen negatif sonuglar i¢in 30 gilinliik bir siirenin gegmesi gerekmektedir (Salisch

ve ark., 1998).

Kanatli hayvanlarda Mycoplasma enfeksiyonlar1 basta solunum sistemi
bozukluklar1 olmak iizere cesitli klinik semptomlara ve bunlarin yaninda yumurta
verim disiikligii, biiyiimede gecikme ve karkas telefatt sonucunda tavukguluk
endiistrisinde biiyiik ekonomik kayiplara neden olur (Arda ve ark., 2002). Kanath
kaynaklarindan elde edilen, isimlendirilmis 22 Mycoplasma tiirii mevcuttur, ancak
bunlardan yalnizca dordii yerel tavukguluk agisindan belirlenmis olan patojenlerdir.
Tavuklar ve hindilerde Mycoplasma gallisepticum (MG) ve M. synoviae (MS) yine
hindilerde M. meleagridis (MM) ve M. iowae (MI) dir (Ley ve Yoder, 1997).

Mycoplasma gallisepticum enfeksiyonlarinin  kanatli hayvan siiriilerinde

kontrol ve eradikasyon programlarinin basarili bir sekilde yiiriitiilebilmesi i¢in
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periyodik olarak uygulanan serolojik muayenelere gereksinim vardir. Kanath
hayvanlarda MG’ye kars1 olusan spesifik antikorlar serum lam aglutinasyon (LAT),
hemaglutinasyon-inhibisyon (HI), Agar jel presipitasyon (AGP) ve enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) gibi serolojik yontemlerle saptanabilir (Esendal,

1999).

Bir siirii tarama testi olarak kullanilan ve IgM grubu antikorlar1 saptayan LAT
testi ¢cabuk, duyarli ve kolay okunan bir testtir. Ancak LAT, kontamine serumlar (M.
synoviae, S. aureus veya S. faecalis ile infekte), dondurulmus-¢ozdiiriilmiis serumlar,
ile Erysipelas bakterini veya kombine inaktif viral as1 verilmis hayvanlarda non-
spesifik reaksiyonlar meydana getirir (Timms ve Cullen, 1972; Bradbury J.M. ve
Jordan F.T.W., 1973). Daha ¢ok bir dogrulama testi olarak kullanilan ve IgG 3
yapisindaki antikorlar1 saptayan HI testi ise, LAT a oranla daha zaman alic1 ve pahali
bir yontem olmasina karsin, bir siirlinlin MG durumunu ortaya koymada ve MG ve
MS ile infekte hayvanlarin ayirt edilmesinde olduk¢ca duyarli ve spesifik
bulunmustur. Antikorlar1 saptamak amaci1 ile daha sonralar1 gelistirilen ELISA
yontemi ise, kullanilan spesifik IgG’ler nedeniyle MG antikorlarinin saptanmasinda
diger tiim testlere oranla ¢ok daha spesifik bulunmustur (Ozkaynak, 2004). Glisson
(1983) lam agliitinasyon testinde bulunan pozitif sonuglarin nonspesifik
reaksiyonlardan da kaynaklanabilecegini, kiltir ve HI testi ile dogrulanmasi
gerektigini bildirmistir. Avakian ve ark (1988) kanath siiriilerinde uygulanan MG
disindaki inaktif bakterin ve viral asilarin ELISA ve LAT testlerinde yanlis
pozitifliklere neden olabilecegini fakat LAT in ELISA testinden daha sensitiv ve
spesifik bir test oldugunu bildirmislerdir.

Lam agliitinasyon testi IgM yapisinda olan antikorlar1 saptamaya yarayan
duyarli ve kolay okunan bir test olmasiyla mycoplasmosis’de bir siirii tarama testi
olarak kullanilmaktadir (Timms ve Cullen, 1972). Roberts (1969), et¢i pilicleri
intranazal sinus yolu ile deneysel olarak infekte ettikten sonra hayvanlarin antikor

yanitlarin1 incelemis, epriivasyon susuyla (S6 susu) yaptigi LAT testinde 1. hafta
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sonunda hayvanlarin tiimiiniin (% 100) pozitif reaksiyon verdigini, heterolog
suslardan hazirladig: antijenlerle de % 8 (F antijeni) ve % 25 (WS7 antijeni) pozitif
sonug aldigini bildirmistir. Arastiric ayrica, 3. haftada ise hayvanlarin tiimiiniin her 3
antijenle de pozitif reaksiyon verdigini acgiklamistir. Olson ve ark. (1963)
inceledikleri 68 tavuk serumundan 33’iinii (%48.53) SPA testi ile pozitif bulduklarini

bildirmislerdir.

Mycoplasma enfeksiyonlarinin teshisi amaciyla kullanilan ELISA ¢esitli
arastiricilar tarafindan diger tiim testlere oranla daha duyarli ve spesifik bulunmustur
(Esendal, 1999). Opitz ve ark. (1983) MG ve MS enfeksiyonlarinda olusan
antikorlar1 ELISA, LAT ve HI testleriyle inceleyerek, ELISA ile % 100, LAT ile %
98 ve Hl ile de % 80 oranlarinda pozitiflik belirleyerek antikorlar1 saptamada ELISA
tekniginin LAT ve HI testlerinden daha duyarli oldugunu ayrica, ELISA ile LAT

testine gére daha az non-spesifik reaksiyon olustugunu bildirmislerdir.

Patten ve ark. (1984) ELISA tekniginin LAT ve HI testlerine oranla daha
duyarli ve spesifik oldugunu agiklamislar ve inceledikleri 99 serum Orneginden 74
adedini (% 74.75) ELISA ve LAT ile pozitif bulduklarini, enfeksiyonun
saptanmasinda HI testinden daha kisa siirede ELISA ile antikorlar1 saptadiklarini
aciklamislardir. Tavuklarda M.gallisepticum’a karst olusan humoral yanitin
Olciilmesinde LAT, HI ve ELISA testlerini karsilastirmali olarak denemisler ve
deneysel olarak infekte ettikleri tavuklarda inokulasyondan sonraki 5.giine kadar
LAT testinin negatif kaldigini, 7. glinde hayvanlarin %94’tinlin ve 10. giinden 35.
giine kadar da hayvanlarin tiimiiniin bu test ile pozitif saptandigini agiklamiglardir.
Arastiricilar, HI testinde 10. gline kadar pozitif reaksiyon belirleyemediklerini,
14.glinde hayvanlarin % 83’iiniin ve 21. giinden 35. giine kadar da tlimiiniin pozitif
HI titreleri gosterdiklerini; ELISA’da ise 7. giine kadar hayvanlarda % 4.55-5.26
oraninda, 7. giinde % 79 ve 35. glinde de % 100 oraninda pozitiflik saptadiklarini, bu
sonuglara gore MG igin, ELISA testinin LAT testinden daha az hassas ancak daha
spesifik ve HI testinden de daha hassas oldugunu rapor etmislerdir. ELISA ve LAT
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ile enfeksiyon sonras1 7. glinden itibaren antikorlarin saptanabildigini, HI testinde ise
ancak 10. gilinden sonra antikorlarin diagnostik bir diizeye gelebildiklerini

acgiklamislardir.

Avakian ve arkadaglar1 (1988) ELISA, LAT ve HI testleri ile MG yoniinden
incelediklerini ve sonugta kontrol edilen toplam 90 serumdan LAT testinde 12
(%13.3)’sinin, 2 farkli ELISA test kitinde sirasiyla 26 (%28.9) ve 49 (%54.4)’unun
ve HI testinde de 9 (%10)’unun pozitif sonu¢ verdigini ve LAT testinin spesifite ve
sensitivitesinin ELISA testinden daha iyi ¢iktigini bildirmistir. Giirbiiz (2008)
Toplam 15 kiimesten alinan 300 serum 6rneginin 127’si (%43) MG yoniinden LAT
ile pozitif, 173’u (%57) negatif, 165’1 (%55) MS yoniinden LAT ile pozitif, 235’1
(%45) negatif olarak degerlendirildi. Ayn1 300 6rnegin 243’1 (%80) MG yoniinden
ELISA ile pozitif, 57’s1 (%20) negatif olarak sonug verdigi belirtilmistir.

Bu calismada ise, broiler tavuk, broiler damizlik ve ticari yumurta iiretimi
yapan 28 farkli ticari isletmeye ait 450 serum LAT ve ELISA ile M. gallisepticum
yoniinden incelenmistir. Yapilan incelemeler sonucunda Tablo-1 de detaylar1 verilen
ELISA ile 102’si pozitif, 68’1 siipheli, 280’1 negatif bulunurken; LAT ile 230’u
pozitif, 45°1 stipheli, 175’1 negatif olarak bulunmustur. LAT ile pozitif bulunan 230
serum ELISA ile incelendiginde 651 pozitif , 47’si stipheli ve 118’1 de negatif
bulunmustur. Yapilan karsilastirmalar sonucunda ise ELISA tekniginin LAT testine
gore spesifitesi % 70.1 ve sensitivitesi %59.06 olarak hesaplanmistir. Elde edilen
sonuglar diger arastirmacilarin yaptiklari ¢calismalarla (Opitz, 1983; Ozkaynak 2004)

karsilagtirildiginda birbirine uyumlu bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak ilk bakista etken izolasyonunun zor ve zaman alici, PCR testinin de
laboratuvar imkanlar1 ve biraz da pahali olmas1 sebebiyle, siiriilerin MG yoniinden
izlenmesi/monitoring’i Oncelikle primer tarama testlerinde olan LAT ve ELISA ile

yapilmalidir.

LAT’1n ¢abuk, duyarli ve kolay okunan bir test olmasi nedeniyle bir tarama
testi olarak kullanilmaktadir. Ancak LAT testinin non-spesifik antikorlardan
fazlasiyla etkilendiginden dolay1 tek basina yetersiz kaldigr ve gercek degerlerin
saptanmasi amaci ile diger serolojik testlerden ELISA gibi daha duyarli en az biri ile
teyid edilmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Daha sonra pozitif ¢ikan stiriiler PCR

veya bakteriyolojik testlerle dogrulanmalidir.
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OZET

Afyonkarahisar ve Cevresinde Yetistirilen Ticari Tavuklarda Mycoplasma Gallisepticum’a
Karsi Olusan Serum Antikor Diizeylerinin Lam Aglutinasyon Testi (Lat) ve ELISA ile
Karsilagtirmasi

Afyonkarahisar ve gevresinde ticari broiler, broiler damizlik ve ticari yumurtaci tavuk yetistiriciligi
yapilan ¢iftliklerden elde edilen serum ornekleri, Maycoplasma gallisepticum’a (MGQG) karst
olusturduklar1 antikorlar yoniinden, Lam Agliitinasyon Testi (LAT) ve Enzim - linked immunosorbent
assay (ELISA) testleri ile tarandi. Bu amagla toplam 28 farkli isletmeden elde edilen 450 adet serum
ornegi kullanildi.

Serolojik olarak yapilan bu tarama testlerinin sonucunda LAT ile 230 (%51.1)’u pozitif, 45
(%10)’1 siipheli ve 175 (%38.9)’i de negatif olarak degerlendirilirken, ELISA ile 102 (%22.6)’si
pozitif, 68 (%15.1)’1 slipheli ve 280 (%62.3)’1 de negatif olarak degerlendirildi.

Sonug olarak ;siiriilerin M.gallisepticum yoniinden izlenmesi ,diger serolojik testlerin hem zaman
alict hem de pahali olmasi sebebiyle, dncelikle primer tarama testlerinden olan ve sahada siklikla

kullanilan LAT’1n ELISA gibi daha duyarli bir test ile teyit edilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Mycoplasma, ELISA, Lam Aglutinasyon Testi
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SUMMARY

Grown in and around Afyonkarahisar The resulting serum antibody levels in commercial
chickens against Mycoplasma Gallisepticum Slide Agglutination Test (RSA) and Comparison
with ELISA.

Afyonkarahisar in and around the commercial broilers, broiler breeders and commercial egg
production farms obtained from the serum samples for antibodies formed against
M.Galliseptucum,.Slide Agglutination Test (LAT) and were screened by Enzim - linked
immunosorbent assay (ELISA) tests.For this purpose a total of 450 units of serum samples obtained
from 28 different farms were used.

As a result of this screening tests in serological; 230 (51.1%) positive, 45 (10%) suspicious
and 175 (38.9%) were considered negative by Lat; 68 (15.1%), 102 (% 22.6) positive and 280 (62,3%)
negative assessed by Elisa .

As a result, the herds M.gallisepticum monitoring demands in term of, the other serological
tests for reasons of both time consuming and expensive ; first the primary screening tests and often
used LAT’s ,as Elisa by a more sensitive test should be confirmed it reveals.

Key Words : Mycoplasma, ELISA, RSA
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