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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

KUMES HAYVANLARINDA MYCOPLASMA GALLISEPTICUM’UN TESPIiTI
ICIN LAM AGLUTINASYON, ELISA VE PCR TESTLERININ
KARSILASTIRILMASI

Miimtaz Recep TEKKALAN

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Danmisman: Prof. Dr. Emrah TORLAK

2020, 74 + xii Sayfa

Mycoplasma gallisepticum, kanath hayvan yetistiriciliginde 6nemli bir hastalik etkeni olarak
tanimlanmaktadir. Tavuklarda kronik solunum yolu hastaligina, hindilerde enfeksiydz siniizite sebep
olmaktadir. Yiiksek mortaliteye sahip olmamasina ragmen diger hastaliklarla kombine oldugunda biiyiik
maddi hasarlara yol agmaktadir. Bu nedenle, etkenin en kisa zamanda ve en dogru yontemle tespit
edilmesi 6nemlidir.

Bu ¢aligmada, 300 adet kanatliya ait svab-doku ornekleri PCR testi, kan serumlari ise serolojik
testler icin kullanilmistir. Lam agliitinasyon testi ile 148 Ornek pozitif, 152 6rnek ise negatif olarak
degerlendirilmistir. ELISA testi ile 128 drnekten pozitif, 172 ornekten ise negatif sonug elde edilmistir.
Svab-doku orneklerinin 180 adedinden M. gallisepticum spesifik DNA izole edilmistir. Testlerin
kargilagtirtlmasinda kullanilan Kappa metodunda, test sonuglari arasinda iyi diizeyin iizerinde bir uyum
saptanmamustir. PCR pozitif 6rneklerin 6nemli bir boélimiinii, trakeal svablarin olusturdugu tespit
edilmistir. Bu nedenle, hastaligin ileri doneminde yapilan PCR testleri igin trakealardan svab alinmustir.

Hastalik belirtileri devam eden 100 kanatlidan 21 giin sonra tekrar trakeal svab ve serum
ornekleri alinmistir. Bu 6rnekler ile gerceklestirilen lam agliitinasyon testinde, 55 6rnek pozitif, 45 6rnek
ise negatif olarak degerlendirilmistir. ELISA testi ile 55 6rnekten pozitif, 45 drnekten ise negatif sonug
elde edilmistir. Svab-doku orneklerinin 75 adedinden M. gallisepticum spesifik DNA izole edilmistir.
Kappa metodu uygulandiginda test sonuglar1 arasinda 6nemli diizeyde uyum tespit edilmemistir.

Elde edilen sonuglar M. gallisepticum tespitinde sadece bir metot kullanilmasinin yeterli
olmadigint ve serolojik test metotlar1 ile elde edilen sonuglarin PCR ile dogrulanmasi gerektigini ortaya
koymustur. PCR ile elde edilen sonuglar, PCR testi i¢in trakeal svablarin tercih edilmesi gerektigini
gostermistir.

Anahtar Kelimeler: ELISA, kiimes hayvanlari, lam agliitinasyon testi (LAT), molekiiler
mikrobiyoloji, Mycoplasma gallisepticum, seroloji, PCR
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COMPARISON OF SLIDE AGGLUTINATION, ELISA AND PCR TESTS FOR
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Mycoplasma gallisepticum is defined as an important disease causative agent in poultry farming.
It causes chronic respiratory disease in chickens and infectious sinusitis in turkeys. Although it does not
have high mortality, when combined with other diseases, it causes great financial damage. For this
reason, it is important to identify the agent in the shortest time and with the most accurate method.

In this study, swab-tissue and serum samples from 300 poultries were used for the PCR test and
serological tests, respectively. According to the slide agglutination test, 100 serum sample was negative
and 200 serum samples were evaluated as positive. ELISA test yielded positive results from 128 samples
and negative results from 172 samples. M. gallisepticum specific DNA was isolated from 180 of the
swab-tissue samples. In the Kappa method used for comparing the tests, there was no good correlation
between the test results. It was determined that a significant part of the PCR positive samples consisted of
tracheal swabs. Therefore, swabs from the trachea were taken for PCR tests in the progressive stage of the
disease.

Tracheal swab and serum samples were collected 21 days later from 100 poultries with disease
symptoms. In the slide agglutination test performed with these samples, 55 samples were evaluated as
positive and 45 samples as negative. With the ELISA test, positive results were obtained from 55 samples
and negative results from 45 samples. M. gallisepticum specific DNA was isolated from 75 of the swab-
tissue samples. When the Kappa method is applied, there is no significant agreement between the test
results.

The obtained results revealed that the results obtained with a single test method are questionable
in the detection of M. gallisepticum and the results obtained with serological test methods should be
confirmed by PCR. Results obtained with PCR showed, that tracheal swabs should be preferred for PCR
testing.

Keywords: ELISA, Molecular Microbiology, Mycoplasma gallisepticum, Poultry, Serology,
Serum Plate Agglutination (SPA), PCR
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1. GIRIS

Mikoplazmalar ilk defa 1898 senesinde, sigirlarda bulasici bir hastalik olan
kontagiydz plorépndmoninin etkeni olarak izole edilmistir. Solunum yollarina yerlesen
bu etkenlerin timii daha sonra plordpnomoni benzeri organizma (PPLO) olarak
tanimlanmistir (Davis ve ark., 1973, Mendonga ve ark., 2000). Bir¢ok canli tiiriinde
tespit edilebilen mikoplazmalar, genellikle kanatli ve biiylikbas hayvanlarda ciddi birer
hastalik etkeni olarak kabul edilmektedir. Mycoplasma gallisepticum, kiimes
hayvanlarinda 6nemli  klinik  belirtilere  sahip olan patojenik  bakteriyel
mikroorganizmalardandir  (OIE, 2008). Mollicutes simifi, Mycoplasmataceae
ailesindendir ve Genus I’de yer almaktadir (Mercia, 2001). Bu grubun o6zellikleri
arasinda; 580 - 1350 kilobaz (kb) biiyiikliigiinde bir genoma sahip olmalari ve kolesterol
bulunan, 37 °C bir ortamda kolaylikla iiremeleri bulunmaktadir (Kleven, 2003). Genetik
materyallerinin yiizde 23 - 40 gibi diisik bir kismin1 guanin ve sitozin niikleotitleri
olusturmaktadir (Parte ve ark., 2011). Zayif molekiiler yapis1 ve bu yapidan kaynakli
konakgiya asir1 bagimlilik nedeniyle son donemlerde M. gallisepticum igin prokaryotik
parazit tabiri de kullanilmaktadir (Nicholas ve ark., 2016).

M. gallisepticum hindilerde 6nemli klinik sorunlara sebep olmakla birlikte tavuk,
bildircin ve kazlarda da tespit edilebilen bir bakteridir. Bilhassa bildircinlarda ciddi
defektlere yol agmaktadir. Kargalarda izolasyonu miimkiin olmasa da perikardit ve
pnomoni etkeni oldugu diisiiniilmektedir. Kronik solunum yolu hastaliginin (CRD)
etkeni olan M. gallisepticum’un tespiti ve erken teshisi, ilgili klinik belirtilerin
azalmasinda ve ortadan kaldirilmasinda Onem tasimaktadir. Hastalifa ait klinik
belirtilerin tlimii ayn1 donemde ortaya ¢ikmamakta ve donemsel olarak degismektedir.
Bu nedenle teshiste metot farkliliklar1 olusmaktadir (Carli, 2018). Metotlarin seg¢imi,
uygulama yontemi ve siralamasi hastaligin hangi doneminde ne tiir tedbirler alinacagina
iligkin bilgi vermektedir. Antibiyotik tedavisi, kiimes dezenfeksiyonu ve hastaligin
eradikasyonu tiimiiyle bu bilgilere baglidir. M. gallisepticum’un tespitinde birgok metot
kullanilmaktadir. Bu metotlardan en yaygin olanlar kiiltiirel, serolojik, DNA biyosensor
teknigi ve molekiiler metotlar olarak smiflandirilabilir (Inang, 2008). Klasik kiiltiirel
mikrobiyolojik metotlar ile izolasyon ve identifikasyonun zahmetli ve zaman alici

olmasindan dolayi alternatif metotlara olan ilgi artmistir (Luttrell ve ark., 2001; Giirbiiz,



2008). Serolojik metotlarin yayginlasmasi ve molekiiler metotlarin ortaya konmasi ile

kiiltiirel yontemler geri planda kalmislardir. (Salisch ve ark., 1998).

Kontrol laboratuvarlar1 tarafindan serolojik metotlar siklikla tercih edilirken,
molekiiler metotlarin kullanimi heniiz serolojik metotlar kadar yayginlasmamistir
(Ozgiin, 2015). Bununla birlikte, serolojik metotlarin hassasiyet ve spesifikliklerinin
diisiik oldugu bildirilmistir (Kleven ve ark., 1998). Bu nedenle molekiiler yontemlerin
teshis calismalar1 igerisine dahil edilmesi gerekmektedir. Kanatlilarda CRD etkeninin
molekiiler tespitinde PCR reaksiyonu, mikroerey teknolojisi veya DNA parmak izi
teknigi kullanilmaktadir (Lauerman, 1998). Yeni DNA mikroerey teknigi ile ayn1 anda
kirk c¢esit mikoplazma tipi ayirt edilebilmektedir (Bottinelli ve ark., 2017). Sahada
yaygin olarak, DNA amplifikasyonu yonteminde real time PCR (rPCR) teknigi tercih
edilmektedir (Carli, 2018).

Bu tez ¢alismasinda, kiimes hayvanlarina ait farkli 6rneklerde M. gallisepticum
tespiti amaciyla; serolojik test metotlar1 arasinda yer alan lam agliitinasyon ve enzyme
linked immunosorbant assay (ELISA) teknigi ile PCR teknigi metot performansi

acisindan karsilastirilmstir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Mycoplasma gallisepticum ve Ozellikleri

2.1.1. Mikoplazmalar, Yasam Formlar: ve Dongiileri

Mikoplazmalar, bakteriler igerisinde bilinen en basit mikroorganizmalardandir.
(Esendal, 2002). Boyut ve sekil olarak diger bakterilerden daha farkli yapida
olmalarinin yani sira ¢ok kii¢iik bir genom organizasyonuna sahiptir (Ferguson-Noel,
2013; El Aziz ve ark., 2014). Bu durum mikoplazmalarin konakg¢iya asir1 bagimli
olmasina yol agmakla birlikte adaptasyon gelistirmesini de saglamaktadir (Pitcher ve
ark., 2005; Doosti ve ark., 2011). Sigir mikoplazmasinin kesfinden 28 yil sonra hindi i¢
organlarinda, 1936 senesinde de bir tavukta hastalik etkeni olarak tespit edilmislerdir
(Charlton ve ark. 1996). Tiim bu c¢alismalar, 1905 yilinda epizootik pndmoenteritis
sanilan hastaliklarin etkeninin M. gallisepticum oldugunu gostermistir (Dodd, 1905;
Ley, 2008). Bu kesiflerin akabinde mikoplazmanin sebep oldugu solunum

hastaliklarmin tiimiine CRD ismi verilmistir (Delaplane ve ark., 1943; Shah, 2018).

Mikoplazmalar, plazma membrani haricinde hiicre duvarina benzer bir yapiya
sahip olmamalar1 ile diger prokaryotlardan ayrilirlar. Bahsi gegen hiicresel bilesene
sahip olmaklar1 icin peptidoglikan sentezini engelleyerek bakteriyel iiremeyi
sonlandiran penisiline ve sefalosporin grubu antibiyotiklere dayaniklilik gdsterirler
(Kleven, 2003). Antibiyotiklere gosterdikleri direngten dolayr L form bakterilere
benzemektedirler ve 4.5x10° mm por capinda filtrelerden gecebilmektedirler (Razin ve
ark., 1984). Yiiksek tuz soku, alkol ve organik solventler ile antijenlerine uygun antikor
komplementlerine kars1 dayaniksizdir. Birgok farkli hiicre sekli gosterebilirler ve 3.10
- 8.10" mm gibi ¢ok kiigiik boyutlara sahiptirler. Yuvarlak, uzun uglu ya da dall1
sekillerde bulunmaktadirlar. 70-80 angstrom kalinliginda olan {i¢ katli membranlarinda,
steroller bulunur, kolesterol barindiran ortamlarda ¢ogalirlar ve 37 °C optimum ¢ogalma
sicakligidir (Esendal, 2002, Kleven 2003). Membran lipidlerini etkileyen benzen,

dietileter ve asetona kars1 dayaniksiz olduklar1 bilinmektedir (Bloor, 1920).

Mikoplazmalar kisa zamanda hizla diger kanatlilara bulasabilmekte ve sorunlara
neden olabilmektedir. Kiimes i¢inde yayildig: gibi kiimesler arasinda ve yirtic1 kuslarin
iyl muhafaza edilmeyen yemlerden hastalik tasimasi ile dagilimi miimkiin olmaktadir

(Arda, 2002). Mikoplazmalarin canli viicuduna yerlesimi ve hayatta kalma mekanizmasi



halen tam olarak anlagilamamakla birlikte esasen akcigerlerde c¢ogalmakta, nazal,
bronsiyal ve trakeal dokularda da tespit edilebilmektedirler (Papazisi ve ark., 2003).
Kronik ve biiyiik boyutlara ulasan lezyonlara sebep olmakla birlikte dksiirme, akinti ve
hareket kabiliyetlerinde azalma gibi bir hastalik tablosu gostermektedirler (Gondal ve
ark., 2015, Gharibi ve ark., 2018). Etkenin siirliye bulagsmasi durumunda, uzun stire terk
etmedigi bilinmekte ve tedavisi diger bakteriyel mikroorganizmalara gore daha zor
olmaktadir. Tedavi siirecinde hastalik kalic1 olma egilimi gostermektedir. Enfeksiyonla
miicadelede antibiyotik tedavisinin onemi olmakla birlikte agilama teknikleri de yer
tutmaktadir. Mevcut mikoplazma asilar1 etkili olmasina karsin bazi tilirlerde saha

suslarina kars1 yeterli olamamaktadir (Alessandri ve ark., 2005).

Kanatlilarda bulunan en 6nemli mikoplazma tiirlerinden olan M. gallisepticum,
bu etkenlerin en hizli yayillan ve kolaylikla siiriileri terk etmeyen tiirii olarak
bilinmektedir. M. gallisepticum’un yan1 sira M. synoviae da ¢ok ciddi solunum ve eklem
problemlerine sebep olmaktadir. Baz1 ¢alismalarda M. synoviae’nin eradikasyonunun,
M. gallisepticum’un eliminasyonu kadar 6nemli oldugu ifade edilmistir (Landman,
2014). Bugiine kadar yapilan mikoplazmozis ¢alismalarinda sinovit ve siniizit etkeni
olan bu iki bakterinin mikoplazma grubunun en patojenik mikroorganizmalari oldugu
ortaya koyulmustur (Buim ve ark., 2009). Bu patojenisite ve hastalifa karsi olusan
duyarlilik kanatlilarin tiirlerine ve tiplerine gore degismektedir. Leghorn tip tavuklarda
viicut sicaklik kontrol mekanizmasinin olmasi ve yiiksek sicakliklara karsi tolerans
gostermesi bakteriyel etkenlere karsi dogal bir direng saglamaktadir (Bohren ve ark.,
1982). Buna karsin hindilerde M. gallisepticum ve M. meleagridis diger kanatlilardan

daha kuvvetli reaksiyonlara sebep olmaktadir (Esendal, 2002).



Tablo 2.1. Kanathlarda bulunan patojenik dort mikoplazma tiiriine ait bazi suslar ve kaynaklari
(Wang ve ark., 1997)

A5969 Massachussetts Universitesi — Referans sus
S6 Kaliforniya Universitesi — Tipik sus
F2F10 Kaliforniya Universitesi — As1 susu
96-3179 Aubum Universitesi — Saha susu
Y9 Georgia SEPRL, USDA — Varyant sus
Y10 Georgia SEPRL, USDA — Varyant sus
M. gallisepticum K810 Georgia PDRC — As1 susu
K-1501-S  Georgia PDRC — Asi susu
K1486-S1 Georgia PDRC — Asi susu
K-2221 Georgia PDRC — As1 susu
(383T)
93-49 Connecticut Universitesi — Deneysel enfeksiyon
93-55 Connecticut Universitesi — Deneysel enfeksiyon
E-2 Kaliforniya Universitesi — As1 susu
vic-44 Kaliforniya Universitesi — As1 susu
M. meleaggifge vic-60 Kaliforniya Universitesi — As1 susu
RY 39 Kaliforniya Universitesi — Referans sus
K3416 Georgia PDRC — As1 susu
K3505 Georgia PDRC — As1 susu
K3181 Georgia PDRC — As1 susu
Alabama  Georgia PDRC — Asi susu
M. synoviae K-1415  Georgia PDRC — Asi susu
WVU1853 Kaliforniya Universitesi — Referans sus
FMT Aubum Universitesi — Saha susu
96-8228 Aubum Universitesi — Saha susu
K-1805 Kaliforniya Universitesi — Referans sus
NL-12 Kaliforniya Universitesi — Referans sus
695 Kaliforniya Universitesi — Referans sus
M. iowae 96-624-8  Kaliforniya Universitesi — Saha susu
96-633-13 Kaliforniya Universitesi — Saha susu
96-793-4  Kaliforniya Universitesi — Saha susu




2.1.2. Gelisme Ozellikleri

Mikoplazmalarin kanath tiiriinden bagimsiz olarak solunum sistemine ¢ok ciddi
bir adaptasyonu mevcuttur. Hatta embriyolara M. gallisepticum susu enjekte
edildiginde, gelisim esnasinda hava keselerine yerlestigi tespit edilmistir (Tan ve ark.,
2016). Bu 6zelligine ek olarak canli viicudundan tamamen elimine edilemedigi i¢in yeni
asillamalar sonrasinda dahi niiksetme imkani vardir (Hofacre ve ark., 2001).
Mikoplazmalara ait tiirlerin tamami hastalik yapici 6zellikte degildir. Hastaliga neden
olanlar1 ise konak¢ilarda siddetli immiin yanita sebep olurlar. Bu zayif
mikroorganizmalar antibiyotiklerle viicuttan kolaylikla elimine edilebilmektedir. Buna
karsin tedavi sonrasi klinik belirtilere sebep olmayacak kadar az sayida mikoplazma
bazi dokularda kalabilmektedir. Bu durum, daha sonra gergeklesebilecek kronik

enfeksiyonlarin temelini olugturmaktadir. (Donnelly, 2004).

Mikoplazma tiirleri, direkt temas, asilama ve dis etkenler yolu ile kanatlilarda
enfeksiyonlara sebep olmaktadirlar (Raviv ve ark.,, 2013). Ayrica bireyler ve
kullandiklar1 ekipmanlar araciligi ile asilama isleminden bagimsiz olarak horizontal,
enfekte yumurtalar ile in ovo bulasma godsterebilmektedirler (izgiir, 1983; Carli, 2018).
Kiyafetlerde olusabilecek bir kontaminasyon halinde dordiincii giine kadar canl
kalabilecegi bildirilmistir (Ley, 2003). Deri dokiintiileri, ter ve viicuttan salgilanan
asidik maddeler nedeniyle insan cildinde bir veya iki giin yasayabildigi not edilmistir

(Tan ve ark., 2016).

Yapilmis calismalarda etken izolasyonu i¢in % 10 CO; igeren inkiibasyon
ortaminin uygun oldugu bildirilmistir. Buna karsin, % 5 CO igeren inkiibasyon
ortamlarinda da yeterli lireme saglanabilmektedir. Normal sartlarda iki giinliik bir
inkiibasyon siiresinin sonunda yiiz kat biiylitme ile besiyeri ylizeyinde zayif bir 151k
yardimiyla goriintiilenebilir koloniler olusmaktadir. Bununla birlikte, kolonilerin gozle
goriilebilir oldugu inkiibasyon siiresi 7 giine kadar ¢ikabilmektedir (Ferguson-Noel ve
ark., 2011; Khalifa ve ark., 2013).

Klasik kiiltiirel mikrobiyolojik caligmalar sonucunda L form bakterilere
benzedikleri goriilmektedir. Ekim yapildigi alanin i¢ine ve etrafina dairesel olarak
yayilarak koloniler olustururlar. Koloni etrafinda olusan dairesel yayilmaya bir merkez
yiikselti eklenmektedir. Besiyeri igine de niifuz eden mikoplazmalar raptiye benzeri bir

yayillma gostermektedirler (Arda, 2011). Mikroskop altinda bakildiginda; koloni



morfolojisine genellikle sahanda yumurta benzetmesi de yapilmaktadir. Klasik kiiltiirel
metotlar ile mikoplazma izolasyonu ve sonrasinda biyokimyasal test ile dogrulama
calismalar1 bir aya kadar uzayabilmektedir. Bu islemin sonunda tiplendirme icin
floresan antikor ve immiinoperoksidaz testleri gibi uzmanlik gerektiren pahali testler

uygulanmakla birlikte sinirlt bir kullanim alan1 bulunmaktadir (Salisch ve ark., 1998).

Sekil 2.1. inkiibasyonun ikinci giiniiniin sonunda 100 kat biiyiitme ile goriintiilenmis mikoplazma
kolonileri

Etken enfeksiyon boyunca konak¢inin besin alimindan metabolik olaylarina
kadar tiim yasam dongiilerine miidahale edebilmektedir. Ozellikle glikoz metabolizmas1
ve glikolizde M. gallisepticum ve M. bovis’in 6nemli sayilabilecek diisiislere sebep
oldugu ispatlanmistir (Masukagami ve ark., 2017). Enerji mekanizmasinin ele
gecirilmesi kanatlilarda uyusukluga ve viicut direncinin diismesine yol ag¢maktadir.
Direngsiz tilirler ve kiiclik yastaki kanatlilarda hastalik daha etkin rol oynamaktadir.
Ozellikle civciv o6liimlerinde M. gallisepticum etkinliginin yiiksek oldugu rapor
edilmistir. Enfeksiyon diizeyi yiiksek olan siiriilerde genellikle 6liim yumurtadan ¢ikma
sathasinda olmaktadir. Yasamini siirdiiren civcivlerde ise M. gallisepticum
enfeksiyonlarinin teshisinde ELISA testlerinin daha c¢ok maternal antikorlar ile
reaksiyon vermesinden dolayr lam agltinasyon veya DNA temelli testlerin kullanimi

onerilmektedir (Giiler, 1992).

Mikoplazmalar konakgida protein sentezinde ve miRNA indiiklenmesinde gorev
almalar1 agisindan Onemli bakterilerdendir. Kanatlilarda az miktarda ya da hig
sentezlenmeyen proteinlerin tiretilmesinde etkili olmaktadir (Arda ve ark., 2002).

Ayrica konakgi hiicresinde gga-miR-146¢ isimli miRNA’nin hedef olarak segtigi



MMP16 bolgesi araciligi ile apoptozu inhibe ederek proliferasyonu arttirdigi ve NFxB
yolagimi aktiflestirdigi bilinmektedir (Zhang ve ark., 2019). Urettikleri protein ve diger
metabolik kaskat iirlinleri ile kanatli viicudunda cesitli birincil odaklar olustururlar.
Erken teshis yoluyla bu odaklarin kurutulmasi durumunda siirii i¢indeki yaygin

mikoplazmozizin 6niine ge¢ilmesi miimkiindiir (Gokgelik., 2008).

2.1.4. Mycoplasma gallisepticum’un Genel Ozellikleri

M. gallisepticum, tedavisi zor hastaliklara sebep olmakla birlikte en az tavuklar
kadar bu etkenden etkilenen hindilerde de enfeksiydz siniizite yol ag¢masiyla
bilinmektedir (Arda, 2011; Bokhari ve ark., 2007). Diger kanatlilarda ise kronik
solunum yolu hastaligi etkeni olarak izole edilmektedir (Baskaya, 1981). Tiirler
icerisinde yumurtaci, damizlik ya da et iiretiminde kullanilan kanatlilarda da ciddi
enfeksiyonlara yol agmaktadir (Carli, 2018). Onceleri sadece tavuk ve tavuk benzeri
canlilarda (Galliformes) oldugu disiiniilmekteyken, ucabilen kuslardan da izole
edilmistir. Buna ornek verilebilecek ilk vaka 1994 yilinda yabani ispinozlarda M.
gallisepticum tespit edilmesidir (Raviv ve ark., 2013). Sadece bu kanatl tiiriinde degil
bircok yabani kus tiirlinde etken olarak izole edilmistir ve filogenetik calismalar

yapilmustir. (Dhondt ve ark., 2014).

Endiistriyel iiretimde, kiimeslerdeki yumurtalarin hizlica alinmasi ve anne-yavru
iliskisinin  hemen kesilmesi nedeniyle horizontal gecisler smirlandirilmaya
calisilmaktadir. Yabani hayvanlarda ise bu durum farklilasmaktadir. Doga sartlarindan
dolayr anne ¢ogunlukla tasiyict konumda bulunmaktadir. Bluebird gibi 18. giine kadar
anneye asir1 bagimli olan kanatlilarda herhangi bir kaynaktan alinan mikoplazma besin
yoluyla horizontal olarak gecebilmektedir. Yabani hayvanlarin tasidigi mikoplazmalar
hem endiistriyel iiretim hattindaki kanatlilarda enfeksiyona sebep olabilmekte hem de

gelecekteki varliklarint olumsuz yonde etkilemektedir (Gowaty ve ark., 2015).

M. gallisepticum kanatlilarda solunum sistemine yerlesmekte ve hareket
kabiliyetine sahip olmamasi nedeniyle burada kalmaktadir. Ureme, yasam ve diger
bircok metabolik siiregleri i¢in birka¢ organele ihtiyag duymaktadir. Bunun disinda
diger yasamsal faaliyetlerini, konak¢i viicudunda iiretilen organik bilesikler ve

metabolitler aracilig1 ile saglamaktadir. Gostermis olduklar1 bu fonksiyonel 6zelliklerin



mekanizmasi, yapilan genomik ve metabolomik ¢alismalar ile belirlenmis ve

tanimlanmistir (Masukagami ve ark., 2017).

M. gallisepticum’u diger mikoplazmalardan ayrilan bir 6zelligi ise bir ya da iki
u¢ kisminda kabarcik seklinde ‘‘miksoviriis benzeri ¢ikintilar’® olarak adlandirilan ve
bakterinin tutunmasini saglayan yapilara sahip olmasidir (Esendal, 2002, Timms ve
ark., 1974). M. gallisepticum hiicresel farkliliklarinin yani sira, antijenik o6zellikleri
acisindan da diger mikoplazma tiirlerinden ayrilmaktadirlar. Membranlarinda bulunan
kendine has proteinlerin tespiti i¢in serolojik metotlar yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bununla birlikte 6zellikle lam agliitinasyon testinde yanlis pozitif sonuglara neden olan
capraz reaksiyonlar goriilebilmektedir. Capraz reaksiyon gosteren mikoplazma tiirlerine
M. imitans ornek gosterilebilir. Lam agliitinasyon testi ile M. gallisepticum olarak
tanimlanan bazi izolatlar, PCR’a tabi tutuldugunda negatif sonug elde edilmistir. Yanls
negatif sonuclara neden olan izolatlarin genomu sekanslandiginda farkli bir mikoplazma
tirti oldugu anlasilmistir. Bu tiir, M. gallisepticum’u taklit etmesi 6zelliginden dolay1 M.

imitans olarak isimlendirilmistir (Bradbury ve ark., 1993).

Sekil 2.2. M. gallisepticum’un elektron mikroskobu ile goriintiilenmis yasam dongiileri. Bakterilerin
u¢ kisimlarinda ‘‘mixovirus like’’ ¢cikintilar goriilmektedir (Morowitz ve ark., 1966)
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Kanatlilarda bakteriyel hastalik etkenleri arasinda M. gallisepticum 6nemli bir
yer tutmaktadir. M. gallisepticum’un sebep oldugu kronik solunum yolu hastaligi
canliy1 oldukca duyarli hale getirmektedir. Viral hastaliklardan olan enfeksiy6z avian
influenza (Al), bronsit (IB) ve laringotrakeitis (ILT) etkenlerinin mikoplazma ile ayni
anda bulunmasi enfeksiyon tablosunu siddetlendirmektedir. Mikoplazmalar genellikle
lokal enfeksiyonlara sebep olmasina kargin, kimi zaman konak¢imin durumuna bagli
olarak farkli dokulara yayilis gostermektedirler. Siirii i¢inde yayilimi 6nlemek icin ilk
alman Onlemlerden birisi yumurtalarin imha edilmesidir. Bu 6nlemin alinmasinda
enfeksiyonun boyutu ¢ok biiyiik 6nem tasimaktadir (Tan ve ark., 2016). Onleyici tedavi
secenekleri de bu asamada kullanilmaktadir. Bununla birlikte ¢ogu bilim insani ve
isletmeci M. gallisepticum’un tek basma canli iizerinde fazla etkisi olmadiginm
diisiinmektedir. Ev ispinozlar1 {izerinde yapilmis bir calismada bu durumun tedavi

stirecine iliskin ihmalleri de beraberinde getirdigi not edilmistir (Osnas ve ark., 2015).

2.1.5. Klinik Belirtiler ve Hastahgin ilerleme Siireci

M. gallisepticum’un neden oldugu enfeksiyonlarin klinik bulgularinin goriilmesi
icin dokuz ila yirmi bir giin gerekmektedir. Konakgilardaki hastalik etkeninin goriiniir
etki yapabilmesi i¢in hedef dokularda kolonizasyonu gerekmektedir. M. gallisepticum
siklikla olan hava keselerine sitadezyon molekiilii de denilen yapigsma molekiilleri ile
yerlesim saglamaktadir. Bazi caligmalarda bu mekanizma araciligiyla yerlesim ig¢in
tercih edilen ilk yerin hava keseleri oldugu gosterilmistir (Sarkar ve ark., 2005; Ammar
ve ark., 2016). Kanatl tiirli, konake¢1 yasi, ortam kosullari, diger enfeksiyonlarin etkileri
ve gaita kaynakli amonyak miktar1 bu siirenin artmasma ya da azalmasina sebep

olabilmektedir (Carli, 2018).



11

Sekil 2.3. Hastahigin kanathlarda olusturdugu klinik belirtilere ait gorsel
(Bu ¢alisma icin, hastalik belirtileri gosteren kanathilar fotograflanmstir)

Hastalik trakeal ve bronsiyal dokularin sismesinin akabinde konjuktivit ve
kazeus eksudatlarin solunum yolunu kaplamasi ile seyretmektedir (Bokhari, 2007). M.
gallisepticum broylerlerde dordiincii ila sekizinci hafta arasinda klinik belirtiler gosterir.
Daha agir seyretmekle beraber mortalite ve morbiditesi daha yiiksektir (Ley, 2003).
Broyler siiriilerde de karakteristik ozellikler genel klinik tabloya benzemektedir ve
temel belirtliler trakeal tikaclarla seyreden Oksiiriik ve burun akintilaridir (Branton ve
ark., 1997). Bunun yani sira yumurtaci siiriilerde bu o6zellikler belirgin bir sekilde
gozlenmemekle birlikte 6liim vakalarinda artis gerceklesebilmektedir (Stipkovits ve
ark., 1996). Ayrica kanatlilarda biiylimenin azalmasi ve siiriilerde bir araya toplanma

egilimi oldugu bildirilmistir (Gupta ve ark., 2009).

M. gallisepticum’un neden oldugu hastaliklarin etkisi canlinin viicut direncine
gore degismektedir. Yabani kuslarda genellikle kis ve sonbahar aylarinda enfeksiyon
daha yaygin olmakta ve uzun siirmektedir (Altizer ve ark., 2004). Bu durum soguk
aylarda metabolik faaliyetlerin yavaslamasi ve direncin azalmasi ile agiklanabilir. Bazi
arastirmacilar hastaligin kronik seyretmesini konak¢inin viicut direncinin disiikliigii ile
aciklamaktadir (Papazisi ve ark., 2003; Gerchman ve ark., 2011; Ammar ve ark., 2016).

Uzun siiren enfeksiyonlar i¢ organlarda iltihap olusumuna sebep olmaktadir ve kalp ile
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karaciger en ¢ok etkilenen organlardir. Karaciger dokusu biitiinliigiinii kaybetmekte ve
kalp iizerinde 6nemli lezyonlar olugmaktadir. Diger dokularda da deformasyona yol
acmaktadirlar. Klinik belirtilerin goriildiigii kanatlilarin derhal siiriiden ayrilmasi ve

eliminasyon programi olusturulmasi tavsiye edilmektedir (Abbas ve ark., 2018).

Kontrollii yumurta enfeksiyonu sonrasi civcivlerde ciicelik, ayaklarda kivrilma
ve kafa yapisinda belirgin sislikler goriildiigii bildirilmistir. Karacigerin soluk oldugu ve
bir miktar biiyiidiigii, dalagin ise yesile ¢aldig1r raporlanmistir (Tan ve ark., 2016).
Hastaliktan en ¢ok etkilenenler gen¢ gruplardir. Etken yumurtadan ¢ikmis civcivlerde
stk goriilmese de yarka donemindeki kanatlhilar1 ciddi bir bicimde hastaliga
stiriikleyebilmektedir (Seifi ve ark.,, 2012). Annenin etkeni tagimasi durumunda,
civcivlerde 18. giine kadar maternal antikorlar tespit edilebilmektedir (Tan ve ark.,
2016). Etkenin horizontal gecis prevalansina dair kapsamli bir arastirma yapilmamistir

(Levisohn ve ark., 2000).

2.1.6. M. gallisepticum’a Ozgii immiin Yamt ve Olusturulan Antikorlarin Yapisi

M. gallisepticum konake¢i dokularini enfekte ettikten sonra canli hareketi ve
organ devinimleri ile yayilim gostermektedir. Konakgida yerlestigi doku ile sistemlerde,
gecirgenligi ve iletim hizimi arttirarak ¢ogalma gostermektedirler (Schmid-Hempel,
2009). Bulunduklari dokuda, lokal bagisiklik sistemi araciligi ile olusturulan
inflamasyon bu mekanizmanin zayiflatilmasini saglamaktadir. (Sharma, 1994; Ashley
ve ark., 2012). Inflamatuar etki, mikoplazmalarin permeabiliteyi arttirmast ile bir siire
sonra yetersiz Kkalmaktadir. Uzun siiren enfeksiyonlarda ise konak¢inin direng

mekanizmasi kirildigindan enfeksiyon tablosu da giderek agirlagsmaktadir (Vinkler ve
ark., 2018).

Bagisiklik sistemi canli viicudunda ¢esitli organlar araciligi ile faaliyet
gostermektedir. Sistemin iki 6nemli eleman1 olan bursa fabricius ve timiis dokularindan
hiicreler iiretilmektedir. Memelilerde bursa fabricius’un yerini kemik iligi almaktadir
(Arda, 2011). T ile B hiicreleri bu primer dokulardan ikincil organlara yerlesirler.
Hiimoral tip bagisiklikta B, hiicresel olanda ise T hiicreleri gorev alir. En biiyiik
miicadelenin trachea ve akcigerlerde oldugu, dokularda olusan hasar nedeniyle

anlasilabilmektedir (Ozdemir ve ark., 2008). Eliminasyon asamasinda hem hiicresel
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hem de hiimoral yanit ayn1 anda ger¢eklesebilmektedir. T lenfositlerin mekanizmasinda,
Ozellikle akut asamada; CD8’in daha fazla islev gordiigli, CD4’lin ise enfeksiyon

sonrasi ligiincii haftaya kadar sabit kaldig1 goriilmiistiir (Gaunson ve ark., 2000).

M. gallisepticum’a kars1 gelistirilen immiin yanit neticesinde 6zellikle trakeal
dokuda inflamatuar maddelerin arttig1 belirlenmistir. Toll-like (TL) reseptor tepkilerinin
onemli Ol¢iide yiikseldigi bilinirken, TL40, TLR15 veya IL1 ile sitokin ve kemokin
tiretiminin trakeal dokuda yogunlastigi tespit edilmistir (Majumder ve ark., 2014). Bu
bilgilerin Kko-patojenik hastaliklarin mekanizmasinin anlasilmasinda da 6nemli rol
oynayacagi bildirilmistir. Patojen mikroorganizmalara ek olarak viral etkenlerin de bu

kapsam iginde oldugu kabul edilmektedir (Canter ve ark., 2019).

Hiimoral bagisiklik sonucunda kanath viicudunda ¢esitli immiinoglobulinler (Ig)
olusmaktadir. Western Blot tekniginin kullanildig1 bir ¢calismada kontrollii enfeksiyona
tabi tutulmus kanatlilarda; ilk 21 giinde Ig’lerin M ve A tipi tespit edilirken sonraki
siregte G tipleri gorilmiistiir (Ellenkany ve ark., 1998). Bu siire¢ ayni zamanda
immiinoglobiilinlerde M, A ile G doniisiimiine de bir 6rnek olarak verilebilmektedir. M.
gallisepticum enfeksiyonlarinda ilk iiretilen antikorlardan olan immiinoglobulin M’nin
(IgM) lam agliitinasyon testi ile kan serumundan tespit edildigi bilinmektedir. (Roberts,
1969). Ilerleyen siirecte ELISA testi ile de immiinoglobiilin G (IgG)’nin saptanmasi
miimkiin olmaktadir (Arda, 2002).

Hiimoral bagisikliktan daha karmasik bir sistem olan hiicresel bagisikligin temel
elemani T hiicre mekanizmasinin kanatli tipine gore degismedigi goriilmiistiir.
Hindilerde daha siddetli klinik belirtilere yol acan M. gallisepticum’a kars1 gelisen
immiin  yamitin ayni oldugu ispatlanmigtir. Hiicresel ve hiimoral cevap
mekanizmasindaki degisikligin metabolizma ile alakali oldugu bilinmektedir. Bu agir
klinik farkliligin ise tavuklarda kullanilan asilarin hindilerde etkili olamamasindan

kaynakl1 oldugu ifade edilmistir (Wijensurendra ve ark., 2017).

Son yillarda M. gallisepticum’un ev ispinozlarinda da iltihapli immiin yanita
neden oldugu anlagilmistir. Diger kanatli immiin sisteminin aksine immiinoglubulin
yerine interlokinlerle bagisiklik mekanizmasini c¢alistirmaktadirlar (Vinkler ve ark.,
2018). Interlokinler (IL) savunma sisteminde énemli bir yer tutmakla birlikte natural
killer (NK) hiicre gelisiminde ve B hiicrelerine ait bazi 6zelliklerin olugmasinda da rol

oynamaktadirlar (Waldmann ve ark., 1999). Plazma hiicresine doniisiimde ve hafiza
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hiicreleri olusumunda olgun T lenfositler bu molekiilii salgilamaktadirlar (Shafer-

Weaver ve ark., 1996).

Hiicresel ve hiimoral immiin yanitin yani sira kompleman sistemi denilen serum
proteinleri aracili bir bagisiklik kaskati da mevcuttur. Serum proteinlerinin onda birini
olusturan bu kaskat mikoplazmalarla benzer bir sekilde damar gecirgenligini
arttirmaktadir. Bununla birlikte permeabilite kimi zaman ters etki yaparak konvertazlar
olusturabilmektedir. Bu yapilar her bir birimle birlestikce farkli konvertazlara
dontiserek bakteriyi uzun siireli stres ve ardindan soka sokmaktadir. Opsonizasyon
asamasindan sonra kaskat ilerleyip son asamada lizis yolu ile hiicreler elimine

edilmektedir (Romagnani, 1994; Abbas ve ark., 2007).

2.1.7. Hastahigin Eradikasyonu ve Tedavi Siireci

M. gallisepticum enfeksiyonlari, kolaylikla yok edilememekte ve siirii iginde
kaldikga 6liim olgusunu arttirmaktadir. Bu nedenle oncelikli hedef 6liimii durdurmak ve
ticari kaybi olabildigince sinirlandirmaktir (Gary, 2004). Mikoplazma tespit edilen
kanathilarda oncelikli tedavi, temizlik ve antibiyotik uygulamasidir. Hasta kiimeslerin
saglikli kiimeslerden ayrilmasiyla baslayan siire¢; heniiz enfekte olmamis kiimeslerde
giibre bandinin temizlenmesi ve ardindan antibiyotik uygulamasiyla devam etmektedir.
Bu temizlik esnasinda antibiyotik uygulamasi yapilmamakta, antimikrobiyal tedavi
siireci daha sonra gergeklestirilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda hastaligin eliminasyonu
i¢cin genellikle tilmikosin, gentamisin ve taylozin kullanilmistir (Garmyn ve ark., 2018).
Solunum yollarinda birikmesi ve hastaligin respiratuvar klinik etkilerini hafifletmesi

nedeniyle enrofloksasin ve tiyamulin de tercih edilmektedir (Nascimento ve ark., 1999).

Kullanilan ya da kullanilmasi ihtimal déhilinde bulunan antibiyotikler i¢cin MIC
testi yapilmasi gerekmektedir. Bununla ilgili baz1 ¢alismalarda testin belirli zaman
araliklar ile saha suslarina yapilmasi onerilmistir (Gerchman ve ark., 2008). Bunun
yani sira yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin biiyiik bir kisminin dozu belirlenmis
bir sekilde bulunmaktadir. Bu antibiyotikler iginde M. gallisepticum’un eliminasyonu
icin yapilan minimum inhibitér konsantrasyon (MIC) testlerinde en iyi performans
tiyamulin, spiramisin ve tilmikosinde dl¢limlenmistir (Younis ve ark., 2018). Bununla

birlikte MIC testi mikoplazmalar i¢in rutinde uygulanabilirligi kisith bir yontemdir.
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Calisma i¢in saf mikoplazma izole edilmesi gerekmektedir. Bu da son derece naif ve zor
tireyen mikoplazmalar igin olduk¢a zordur (Hannan, 2000). Bu nedenle, daha kolay ve
genel antibiyotik tedavi yontemlerinin uygulanmasi tercih edilmektedir. Son zamanlarda
mikoplazmalarin makrolid grubundaki antibiyotiklere kars1 direncli olduklari
gosterilmektedir. Bu grubun en Onemli temsilcisi olan eritromisine olusan direng
bakterinin sahip oldugu genetik yapiyla agiklanabilmektedir. Ug énemli gen grubu bu
mekanizmanin temelini olusturmaktadir. 23S ribozomal RNA’da (rRNA) olusan
transversiyon tipi mutasyonlar sonucu bu ozellikle M. gallisepticum ile karakterize

olmustur (Ammar ve ark., 2016).

2.2. Kronik Respiratuvar Hastaligin Kanath Endiistrisine Etkisi

Mikoplazmalar tim diinyada kanatli hayvan yetistiriciligi ve yumurtacilik
endistrisinde ciddi problemlere ve kayiplara neden olmaktadir (Zanella, 1998).
Damizlik yetistirme, yumurta ve et iiretim tesislerinin sayilarindaki artis ile mikoplazma
enfeksiyonlart dogru oranti gostermektedir (Mukhtar ve ark., 2012) Sadece biiyiik
isletmelerde degil bireysel yetistiricilerin siiriilerinde de M. gallisepticum oldukca
yaygindir (Talha 2003). Ayrica bireysel isletmelerin biiyiik isletmelere de M.
gallisepticum bulastirma ihtimalinin yiiksek oldugu da kanitlanmistir (Jibrill ve ark.,
2018).

Mikoplazmalarin dort tirii yapilmis olan g¢aligmalarda O6nemli goriilmiistiir.
Kanatlilarda ciddi hastaliklara sebep olan bu dort tiir gallisepticum, synoviae, iowae ve
meleagridis’tir (Bradbury, 2001). Bu hastaliklarin igerisinde en 6nemli olanlar1 ise
CRD, siniizit ile sinoviyal enfeksiyonlardir (Sareyyiipoglu, 2014). Ulkemizde yapilan
caligmalar dogrultusunda, kanatlilarda mikoplazma etkenlerinin bulunma sikliginin %
8.3 ile % 16.3 arasinda seyrettigi ifade edilmistir (Akan, 2008, Ulgen, 1991). Farkli yas
araliklarindaki siirtilerde M. gallisepticum enfeksiyonun yiizdesi degismektedir.
Damizliklarda bu oranin diisiik oldugu sdylenebilmekle beraber yumurtacilarda verimin

diismesi, damizliklardaki 6liimlerden her zaman daha 6nemli goriilmiistiir (Ley, 2008)

Kanatlh yetistiriciliginde M. gallisepticum eradikasyonunda cesitli stratejiler
takip edilmektedir. Temizlik, imha, antibiyotik tedavisi ve as1 uygulamasi bunlara 6rnek

olarak verilebilmektedir. M. gallisepticum’un elimine edilmesinde inaktif agilarin yani
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sira canlt asilar da kullanilmaktadir (Evans ve ark., 2005). Bunun yaninda, canl asilar
daha Once asilanmamis olan siiriiler ile enfekte siiriilerin laboratuvar testleri ile ayirt
edilememesine yol agmaktadir. Bu durum eradikasyon ve kontrol programlarinin

uygulanmasi oniinde bir engel olusturmaktadir (Landman, 2014).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda, hindilere uygulanmis bazi canli asilarin
enfeksiyon sonucu olusan antikorlara nazaran anlamli bir fark olusturdugu ve iyi bir
teknik olabilecegi ifade edilmistir (Wijesurendra ve ark., 2017). Antikor titresindeki bu
degisiklik canli agilarin disinda faktorlerle de miimkiin olmaktadir. Yumurtalarda olusan
M. gallisepticum kalintilar1 da benzer etkiyi olusturabilmektedir (Khalifa ve ark., 2013).
Yapilan ¢aligmalar kiiltiirel izolasyon temelli as1 liretiminin modifiye edilmesi sonucu

transpozon mekanizmasi ile as1 iiretilmesinin miimkiin oldugunu gostermistir (Tseng ve

ark., 2017).

2.3. Mycoplasma gallisepticum Enfeksiyonlarinin Diger Hastaliklar ile fliskisi

M. gallisepticum kanatli viicudunda 6nemli klinik belirtilere sahip olmakla
birlikte mortalitesi diisiik bir hastalik etkenidir. Diger mikoplazma etkenleri ile ayni
zaman araliginda bir arada bulunabilmektedir. Konak¢i dokularina benzer tutunma
ozelliklerine sahiptirler (Balish ve ark., 2005). Immiinojenisitesi diisiik asilar hastaligi
tetiklemez, buna karsin viral etkenli asilar mikoplazmoziz etkilerini arttirmaktadirlar
(Whithear ve ark., 1996). Bakteriyel hastalik etkenleri kimi zaman mikoplazmalarla
kombine olabilmektedir. E. coli enfeksiyonlarinda M. gallisepticum bulasmasi
durumunda hastalik tablosu agirlagsmaktadir (Bradbury ve ark., 1998).

Mikoplazmozizin Oliimle sonug¢lanmasinda bir diger faktor viral hastalik
etkenleridir. Hastaligin klinik belirtileri diger hastaliklara ait belirtiler ile
benzesmektedir. ND ve IB wvirlislerinin yalniz basina ya da kombine oldugu
hastaliklarda hava kesesi lezyonlari olusmaktadir (Kleven ve ark., 2003). Bunun
disinda, A. paragallinarum (koriza), avian metapneumoviris (aMPv), B. avium,
klamidya ve kriptosporidyum gibi etkenler de 6zellikle hindilerde 6nemli etkilere neden
olmaktadir (Ferguson-Noel ve ark., 2016). Bu nedenle, mikoplazmoziz, veba ve bronsit

tanilarinin spesifik testler ile gerceklestirilmesi gerekmektedir.
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2.4. Mycoplasma gallisepticum’un Tespitine fliskin Metotlar

Mikoplazmalarin ve M. gallisepticum tespitinde klasik kiiltiirel izolasyon,
serolojik yontemler, hiicre boyamalari, floresan teknikleri ve molekiiler metotlar
kullanilmaktadir. Serolojik ve molekiiler metotlarin haricindeki testler olduk¢a zor ve
zahmetlidir (Yoder ve ark.,, 1991). M. gallisepticum tanisinda bakteriyoskopik
metotlardan olan immiinohistokimyasal (IHC) ve immiinositokimyasal (ICC) boyama
yontemleri de yeterince bilgi vermektedir. Trakealardan yapilan bu boyamalar
sonucunda en az serolojik metotlar kadar giivenilir metotlar olduklar1 ispatlanmigtir
(Ozdemir ve ark., 2019). Bu ydntemlerin dezavantaji ise yakin zamanda hazirlanmis
antiserumlarin temininin zor olmast ve uzun miiddet muhafaza edilememesidir.

Floresan testler bu nedenle yaygin olarak tercih edilmemektedir (Kesler ve ark., 2013).

2.4.1. Serolojik Yontemler

Kiiltiirel etken izolasyon metotlarinin sonuglari ¢ogu kez serolojik metotlar ile
elde edilen sonuglar kullanilmadan anlamlandirilamaz ve yorumlanamaz (Kahya ve
ark., 2010). Bununla beraber serolojik metotlar diisiik hassasiyetleri ve yeterince
spesifik olmamalari nedeni ile nihai teshis icin genellikle tek baslarina
kullanilmamaktadirlar. Kanatli 6rneklerinde M. gallisepticum tespitine yonelik bir metot
karsilastirma ¢alismasinda kiiltiirel izolasyon, PCR, lam agliitinasyon, hemagliitinasyon
inhibisyon (HI) testleri ile birgok ticari ELISA kiti degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglar M. gallisepticum tanisinda bir metoda bagli kalinamayacagini ortaya

koymustur (Feberwee ve ar., 2005).

Serolojik testlerin sonuglarini kanatlilardaki antibiyotik kullanimi1 6nemli 6l¢iide
etkilemektedir. Antibiyotik kullanilan 6rneklerde sero-pozitifligin ciddi olarak diistiigii
ifade edilmektedir (Jordan ve ark., 1998). Tedavi siirecinin sonunda diger mikoplazma
tirlerine karst olusturulan antikorlar, M. gallisepticum’a ait ELISA sonucunu
degistirmektedir. Bu nedenle, M. synoviae gibi diger mikoplazma etkenlerinin M.
gallisepticum tedavisinden Once; kanatl siiriilerinden elimine edilmesi gerektigi

diisiincesi olusmaktadir (Rajkumar ve ark., 2018).
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2.4.1.1. Lam Agliitinasyon Testi

Lam agliitinasyon testinde esas amag etkenin ya da olusturdugu antikorun canli
viicudunda bulundugunu ispat etmektir (Levisohn ve ark., 2000). Lam agliitinasyon
testlerinde genellikle kontrol serumlart kullanilmaktadir. Pozitif ve negatif oldugu
bilinen iki serumun test sonucuna gore yapilan testin gegerliligi saglanmaktadir (Shoaib
ve ark., 2019). Lam agliitinasyon testleri M. gallisepticum antikorlarina 6zel antijenler
ile gerceklestirilmektedir. Pek cok 6zel boya maddesini de ihtiva eden bu antijenler,
bakteriyel mikroorganizmalarin kiiltiirel metotlarla ¢ogaltilmast yoluyla elde
edilmektedir. En yaygimn kullanilan antijenler, ilk defa 1961 yilinda bir hindinin sinir
sisteminden izole edilmis S6 ismi verilen bir sustan hazirlanmaktadir (Zander, 1961).
M. gallisepticum enfeksiyonlarinda verilen ilk immiin cevap immunoglobulin M
antikorlaridir. Bunlari ise en erken donemde tespit eden test yontemi lam agliitinasyon
testidir. Bu nedenle, hastaligin ilk donemlerinde lam agliitinasyon yontemi tercih
edilmektedir. Uygun kontroller ile yapilan testlerde genellikle giivenli sonuglar
alinmaktadir. Tarama testlerinde ELISA ile birlikte en ¢ok tercih edilen metottur.
ELISA teknigi yayginlagsa da lam agliitinasyon testi olmadan degerlendirme yapma

konusunda soru isaretleri mevcuttur (Levisohn ve ark., 2000).

Son zamanlarda immiinohistokimyasal boyamalarda monoklonal antikorlarin
poliklonal antikorlara tercih edilmesi gerektigi ifade edilmektedir (Yilmaz ve ark.,
2011). Bu bilgi aslinda lam agliitinasyon tekniginin boyama ¢alismalari i¢in de bir temel
olusturdugunu gostermektedir. Antijenler de tipki bu boyamalarda oldugu gibi
monoklonal antikorlarla hazirlanirlar ve spesifiklerdir. M. gallisepticum’un canlida bu
denli kronik olmasina sebep olarak, antijenik yapilarini degistirmesi olarak ifade
edilmektedir. (Grodio, 2013). Bdylece immiin cevapta cesitli gecikmeler olurken
enfeksiyon siiresi uzamakta ve canli viicudu buna adapte olmaktadir. Bu nedenle antijen

iiretim ¢aligsmalarimin giincel olmasi1 6nem tagimaktadir.

2.4.1.2. ELISA

M. gallisepticum’un tespiti i¢in yapilan lam agliitinasyon testinin kontrolii
ELISA ile yapilmaktadir (Stipkovits ve ark., 1996). ELISA metodunun yani sira ayni

amacla HI testi de tercih edilmektedir. Bununla birlikte, HI testinin en 6nemli
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dezavantaji antijene 06zgli spesifik antikorlarin ¢ok zor bulunmasidir. HI testinin
dezavantajlart nedeniyle ELISA testi lam agliitinasyon testi ile birlikte en ¢ok tercih
edilen test metodu olmustur. Kolay uygulanabilmesi, iki saat gibi bir zaman araliginda
stirliye ait genel durumun anlasilmasini saglamasi, maliyetinin az olmasi ve genellikle
giivenilir sonuglar vermesinden dolayr kullanimi zamanla yayginlagmigtir. Serum
orneklerinin yani sira, yumurta sarisindan da ELISA testi ile M. gallisepticum’a 6zgii
antikorlar tespit edilebilmektedir (Elfaki ve ark., 1992).

ELISA testi ile enfeksiyonun yedinci giiniinden sonra olusan antikorlarin, 56
kDa boyutunda M. gallisepticum spesifik antijen ile kapli mikropleytlerle saptanmasi
miimkiindiir (Czifra ve ark., 1993). Buna karsin lam agliitinasyon testinin enfeksiyonun
besinci giiniinden sonra pozitif sonu¢ vermesi nedeniyle hastaligin erken safhasinda
ELISA’nin lam agliitinasyon testi kadar hassas olmadig: rapor edilmistir (Talkington ve
ark., 1985). Daha sonraki safhalarda yapilan ¢alismalarda ELISA testinin duyarliliginin
arttigi belirtilmistir. Et tavuklari, yumurtaci (layer) ve damizliklarda yapilan bir
calismada, en duyarli serolojik test yonteminin ELISA oldugu da iddia edilmistir
(Esendal, 1994). Ekonomik bir yontem olmasi ve temel tarama testlerinden biri olarak
tercih edilmesi nedeniyle lam agliitinasyon testi ile kombine olarak uygulanmasi

onerilmektedir (Kleven, 2003).

Kanatlilarda kullanilan ila¢ tedavi yontemlerinin ve onleyici tedbirlerin test
sonuglar iizerinde etkili oldugu sdylenebilmektedir. Ticari isletmelerde bu yolla M.
gallisepticum antikor seviyesinin sabit tutulmas1 ve ELISA testi i¢in tiim kiimesi temsil
eden en az sayida Orneklem olusturulmast amaglanmaktadir. Buna karsin bireysel
yetistiricilerde ise boyle bir ¢alisma olmadigindan, M. gallisepticum prevalansi ve
antikor diizeyi yiikselmektedir. Hatta bireysel yetistirmede kanatlilara ait antikor
seviyesi, ticari yetistirmeye nazaran iki katina kadar ¢ikabilmektedir (Jibrill ve ark.,
2018). Klinik belirtilerde ve 6liim vakalarinda artis olmadikg¢a, bireysel yetistirmede
tedavi yontemleri siklikla kullanilmamaktadir. Bunun disinda ELISA testi ile elde
edilen sonuglar etkileyen faktorlerin basinda canlidan canliya Ig iceriginin degismesi
gelmektedir. Kimi zaman serumdaki IgG degeri IgM miktarmin iki ya da ii¢ katina

kadar ¢ikabilmektedir ve IgG’ nin IgM’ye nazaran daha kalicidir (Arda, 2011).

ELISA testinde elde edilen pozitif sonuglarin yiiksek oldugu 6rnek gruplarinda
genellikle kiiltiirel metotlarla izolasyon yapilabilmektedir (Jan ve ark., 2018). Bununla

birlikte 6rneklerin tiimii ELISA testi ile pozitif olarak siniflandirildiginda dahi kiiltiirel
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metotlar ile bir izolasyon yapilmasi miimkiin olmayabilir. Bu durum, antikor cevabi
tamamen olustuktan sonra izole edilebilecek bir bakteri hiicresinin ortamda
kalmamasiyla agiklanabilmektedir. Hastalifin gecirilmesinin akabinde antikorlar uzun
donem kanatli viicudunda kalmaktadir. Buna karsin hiicresel yapir uzun miiddet
biitiinliglinii korumayabilir. ELISA testi ile yanlis pozitif sonuglar elde edilebilir ve
olas1 yanlis pozitif sonuglar1 engellemek i¢in monoklonal antikor, rekombinant antijen

ya da yiiksek oranda piirifiye edilmis antijen kullanilabilir (Levisohn ve ark., 2000).

Klinik belirti olmayan kanatlilardan alinmis kan serumlarinda sero-pozitiflik
goriilebilmektedir. Boylesi durumlarda siiriiniin izlenmesi ve halen klinik belirti
goriilmemesi halinde serolojik yontemlerle teste devam edilmesi gerekmektedir. Bu
nedenle 30 giin sonra ayni kanathilardan alinmis kan serumlarina yeniden ELISA
testinin yapilmasi onerilmektedir (Arda ve ark., 2002). Bu bir aylik donemin ardindan
serumda IgG miktar1 artacagindan dolayr ELISA testinin tercih edilmesi mantikli
olmaktadir. Daha erken donemde antikorlarin tespiti i¢in ELISA yerine lam
agliitinasyon testi tercih edilmektedir. Mevcut ticari kitler genellikle antikor tespitine
yonelik ¢aligmalar sonucunda tretilmektedir. Bununla birlikte antijen tespitine yonelik

ELISA test kiti tasarimina yonelik ¢alismalar mevcuttur (Morsy ve ark., 1991).

Serumlardan elde edilen test sonuglarinin tamamen giivenilir oldugu
sOylenemez. Hatta tek bir test sonucunun kesinlikle hastaligin klinik tablosunu
aciklamaya yetmeyecegi bircok calismada ortaya konulmustur (Kleven, 1998; Esendal,
2002; Kesler ve ark., 2013; Koyuncu, 2014). Bu nedenle, birden fazla serolojik test
metodunun kullanilmast ve degerlendirmenin bu sonuglar temel alinarak yapilmasi
tavsiye edilmektedir. Iki farkli serolojik test metodu kullanilmamasi durumunda pozitif

sonug bilgisinin nasil degisecegine iliskin ¢ok sayida ¢alisma bulunmamaktadir.

Lam agliitinasyon testi ile negatif bulunan serumlarin ELISA ile test edilmesine
gerek olmadigr ifade edilmektedir. Lam agliitinasyon testinde elde edilen pozitif
sonuglarin ise ELISA testi ile dogrulanmasi ve sonucun negatif bulunmasi durumunda

PCR metodu ile kesin sonucun belirlenmesi 6nerilmektedir (Carli, 2018).
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2.4.2. Molekiiler Yontemler

M. gallisepticum’un molekiiler tespitinde klasik, real time, arbitrarily PCR
olarak da bilinen DNA parmak izi (RAPD) ve high resolution melting (HRM) gibi
teknikler kullanilmaktadir (Geary ve ar., 1994; Fan ve ark., 1995; Osman ve ark., 2009;
Gondal ve ark., 2015). Molekiiler yontemler arasinda digerlerine nazaran daha kolay ve
maliyetinin diisiik olmasi1 nedeniyle PCR tercih edilmektedir. Gegtigimiz yillarda
laboratuvarlar tarafindan en yaygin kullanilan teknik klasik PCR’d1. Buna karsin klasik
PCR’iIm zaman alict olmasi, sonrasinda sonuglarin degerlendirilebilmesi igin
elektroforez asamasina olan ihtiya¢ ve kimi klinik belirti goriilen orneklerde pozitif
sonuca ulagmada yasanan zorluklar nedeniyle giiniimiizde real time PCR (rPCR) daha
yaygin hale gelmistir. rPCR ¢alismasi hassasiyeti arttirmakla birlikte zaman konusunda
da tasarruf saglamaktadir. Molekiiler yontemlerin hassasiyeti bazen 6rnekleme, 6rnek
hazirlama ve test esnasinda capraz kontaminasyon nedeniyle yanlis pozitif sonuglara

neden olabilmektedir (Arda, 2011).

M. gallisepticum tespitinde kiiltiirel izolasyon yontemleri zahmetli ve zaman
alict olmasi nedeniyle geg¢misteki kadar yaygin olmamakla birlikte halen
kullanilmaktadir. Kiiltiirel mikrobiyolojik yontemler ¢ok uzun zamandir yapildigindan
ve teknik tiim hususlar detayli olarak doékiimante edildiginden dolay:r altin standart
olarak degerlendirilmektedir (Abd El Ghany, 2008). Buna karsin gelisen molekiiler
teknikler araciligiyla saha ile as1 suslarinin ayrimi dahi gerceklestirilmektedir (Eissa ve
ark., 2009). Saha suslarinda ise primer ve sekonder enfeksiyonlarda olusan kronik
tabloda molekiiler teknikler, kiiltlirel tekniklere nazaran daha avantajli olarak

degerlendirilmektedir (Hawley ve ark., 2010).

PCR c¢aligmalarinin 6nemli bir 6rnegi olan HRM teknigi de son zamanlarda
yaygin olarak kullanilmaya baslanmigtir. M. gallisepticum tespiti ve tiplendirilmesi
amactyla hedef DNA boélgelerinden biri olan pvpA geni i¢in HRM 6zellikli PCR teknigi
gelistirilmistir. Iran’da bu HRM teknigi ile tavuk, keklik ve tavus kuslarinda M.
gallisepticum’a ait izole edilmis 14 susun tiplendirilmesi basari ile gergeklestirilmistir.
Tavus kuslar1 gibi endemik olan tiirlerin hastaligin yayilmasi ve yeni enfeksiyonlar
olusturmas1 konusunda islev gordiigi kamitlanmistir. Saha ve as1 susu i¢in ayrim
saglanmis, niikleotit delesyonlar1 ile siibstitiisyonlar1 belirlenmis ve suglara ait

filogenetik aga¢ olusturulmustur (Hashemi ve ark., 2018).



22

Yapilan c¢alismalarda, PCR testi sonrasinda M. gallisepticum’un genetik
materyalleri sekanslanmistir. DNA dizilerinin ortaya cikarilmasiyla, hastaliga iliskin
gen bolgeleri belirlenmistir. Hava kesesinde olusan lezyonlar ile solunum sistemi
hasarlarinin kimi gen bdlgelerinden kaynaklandigi belirlenmistir. Gen bolgeleri de
sekanslanarak her bir genin fonksiyonu bildirilmistir. Asir1 gen ekspresyonu sonrasinda

bircok miRNA ve proteinin arttigi tespit edilmistir (Vinkler ve ark., 2018).

2.4.2.1. Niikleik Asit Ekstraksiyonu

Niikleik asitlerin klasik yontem ile saf bir sekilde elde edilmesi zaman alicidir.
Klasik yontem ile, bakteri hiicrelerinden 24:25:1 oraninda fenol (CHCI3), kloroform
(CsHsOH) ve izoamil alkol (CsH;20) soliisyonu kullanilarak DNA izole edilmektedir.
Her bir s1vi materyal bir fazi temsil etmekte ve organik bilesikler bu fazlardan alinarak
saflastirilmaktadir. Klasik ekstraksiyon ile oldukg¢a diisiik hacimde ekstrakt elde
edilebilmektedir (Sambrook ve ark., 1989). Az miktarda DNA elde edilmesi, insan
hatasina ¢ok agik olmasi ve yeterli saflikta DNA eldesinde yasanan zorluklar klasik
yontemin One ¢ikan dezavantajlaridir. Glinlimiizde, yiiksek verim ve uygulama kolayligi

nedeniyle modern ekstraksiyon Kitleri daha yaygin kullanilmaktadir.

M. gallisepticum tespiti igin DNA ekstraksiyonunda genellikle trakeal svablar
kullanilmaktadir. Oliim sonrasinda dokular hizla parcalanma ve otoliz siirecine
girmektedir. Bu esnada pargalanan hiicrelerden bakteriyosidal maddeler agiga
cikmaktadir. Bu da 6lii dokunun zamanla iizerinde yer alan mikoplazmalar1 elimine
etmesi anlamina gelir (Gondal ve ark, 2015). Bu nedenle, svab 6rnekleri daima doku
orneklerinden daha iyi sonug¢ vermektedir (Zain, 1995; Kesler ve ark., 2013; Gondal ve
ark., 2015). Kimi ¢alismalarda dogrudan doku o6rneklerinden DNA ekstraksiyonunun
svab oOrneklerinden yapilan ekstraksiyondan daha iyi sonug¢ verdigi ifade edilmistir
(Cengiz ve ark., 2011). Bununla birlikte ¢alismalarin genelinde, trakeal svablarin
kullanilmast konusunda hemfikir olunmustur (Kesler ve ark., 2013; Koyuncu, 2014;

Ball ve ark., 2020)

Bugiline kadar yapilan c¢alismalarda, mikoplazmalarin kanathlarin ¢esitli
dokularindan izole edilebilecegi ortaya konulmustur (Radi ve ark., 2000; Grodio ve ark.,

2008; Eissa ve ark., 2009; Yilmaz ve ark., 2011). Dokularin 6zellikleri ve 6rnek tipleri
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ekstrakte edilen DNA miktarint ve safligim1 Onemli Olgiide etkilemektedir. M.
gallisepticum izolasyonunda dokular kadar dokulardan alinan svablar da
kullanilmaktadir. Doku 6rnekleri lizis enzimlerini igermesinden dolay1 PCR sonuglarini
etkilemektedir. Dokulardan svab alinmasi bu durumun elimine edilmesini
saglamaktadir. Buna karsin, svab orneklerinde doymamis yag asitleri ve diger bakteriler
de bulunabilmektedir. Bu molekiiller ile kontaminant bakteriler PCR reaksiyonunda
inhibisyona yol acgabilmektedirler. Ayrica svab Ornegi transport sivisi igerisinde
tutuldukca pH degisimleri ile asidik bir ortam olusturmaktadir (Zain ve ark., 1995). Bu
nedenle ekstraksiyon yapilacaginda svablarin belli bir siire sonunda ya sividan alinmasi

ya da -20 °C’ta muhafaza edilmesi gerekmektedir (Ongér ve ark., 2009).

2.4.2.2. PCR

Kanatli  dokularindan M. gallisepticum izolasyonunda PCR yontemi
kullanilmaktadir. Canli viicudunda fagosite edilmis hiicrelerin ya da antibiyotik tedavisi
uygulanmis canlilardan alinan 6rneklerde mikoplazmalarin tespitinde PCR metodunun
kullanilmas 6nerilmektedir (Gondal ve ark, 2015). Kiiltiirel metotlarda pargalanmis bir
hiicrenin besiyerinde iireme imkéani1 yoktur. PCR tekniginde ise nitkleik asitler
parcalanmadig siirece hiicresel lizis ya da bakteriyel kontaminasyon olsa dahi pozitif
sonug elde edilebilmektedir (Ongor ve ark., 2009; Tomar ve ark., 2017).

M. gallisepticum enfeksiyonunun teshisinde kullanilacak en Onemli organ
trakeler, en etkili yontem ise rPCR olarak belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda
kullanilabilecek tiim dokulardan Ornekleme yapilmasi ve Orneklerin oldukga diisiik
sicakliklarda muhafaza edilmesi de &nerilmistir (Ozdemir ve ark., 2019). Orneklerin
kisa siireli ve 4 °C’ta muhafazasinda, PCR reaksiyonunu engelleyecek inhibitorler
etkisini arttirmaktadir. Seyreltme metodu ile inhibitér konstanstrasyonu diisiiriilerek
pozitif sonuglar elde edilebilmektedir. Bu durum test edilen ©6rnek miktarinin
diistiriilmesi demektir. Bu nedenle, seyreltme ile inhibitdr etkisinin azaltilmasi uygun
bir uygulama olarak degerlendirilmemistir (Carli ve ark., 2003, Mekkes ve ark., 2005).
Ornek konsantrasyonun diisiiriilmesi, hastalik belirtisi gosteren kanatlilardan M.

gallisepticum izolasyonunu etkileyebileceginden ¢ok tercih edilmemelidir.
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M. gallisepticum i¢in yapilan PCR testlerinde, diger ¢alismalarda oldugu gibi
6zel DNA bolgeleri kullanilmaktadir. Kullanilan metotlarda ya tiirii temsil eden bolgeler
ya da 0zel bir serotipi tespit etmeyi saglayan degisken bolgeler tercih edilmektedir. M.
gallisepticum teshisi i¢in mgc2, pvpA, gapA ya da MGA_0309 gibi gen bolgeleri
kullanilmaktadir (Indikova ve ark.,, 2013). Bu yolla yapilan PCR c¢alismalari,
bakteriyolojik izolasyona ihtiyag duymaksizin tiir tanimlamasina yardimci olmaktadir
(Hong ve ark., 2005). Yapilan sekanslama ¢aligmalarinin sonucunda, bu protin kodlayan
bolgelerin rutin PCR ve alignament analiz testleri yapilacak en 6nemli bolgeler oldugu
gosterilmistir. Bu bdlgelerin tespitine yonelik rPCR metotlar1 ile dogruluk ve
tekrarlanabilirlik agisindan en verimli sonuglar elde edilmistir (Ferguson-Noel ve ark.,

2005).

Yapilan ¢alismalarda ayni ornekler ile rPCR teknigiyle klasik PCR’a nazaran
daha fazla sayida pozitif sonu¢ elde edilmistir. Bu durum iki teknik arasindaki
hassasiyet farki ile agiklanmistir (Mekkes ve ark., 2005). Bu galismalarda, rPCR’da
siklikla rastlanan, zayif/yanlis pozitif sonuglara kismen as1 susundan kaynakli genetik
materyallerin neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle, sonuglarin yorumlanmasinda
zay1f pozitif sonuglarin elde edildigi 6rneklerin alindig1 isletmeye iliskin as1 bilgisine
sahip olunmalidir. Saha suslar1 ile as1 suslarinin ayrimi tiim hastaliklarda ortak bir
problemdir. M. gallisepticum gibi ¢ok sik asilamasi yapilan etkenlerin ayrimi ise daha
zordur (Ferguson-Noel ve ark., 2005). Son donemlerde yapilan ¢alismalar ile DNA
zincirindeki kiiclik farkliliklardan yola c¢ikilarak as1 suslart ile saha suslar
ayrilabilmektedir (Ricketts ve ark., 2016). As1 ve saha suslarinin ayriminda DNA
parmak izi teknigi de kullanilmakla birlikte, saf kiiltiir gerekliligi bu teknigin

kullanimini sinirlandirmaktadir (Hong ve ark., 2005).

rPCR’da termal dongli cihazinda bulunan dedektorden algilanan sinyaller
degerlendirilmektedir. Bu sinyallerin kaynagi prob adi verilen isaretli niikleotit
dizilerinde bulunan florojenik molekiillerdir (Heid ve ark., 1996). Prob dizisi bir ucunda
karboksillenmis flouresan molekiilii (6rn, FAM) ve diger ucunda tutucu olarak da
bilinen quancher (6rn, TAMRA, BHQ) molekiiliinii bulundurmaktadir. Amplifikasyon
esnasinda DNA polimeraz enzimi probu kestiginden tutucu molekiil flouresan
molekiiliinden uzaklastigi i¢in kanaldan verilen 1sinda kirilma olusmaktadir. Her bir
dongiide alinan sinyal, dedektor vasitasiyla programa islenmektedir. Pozitif 6rneklerde,

dizinin uzatilmas1 primer ve prob bdlgesinden oldugu icin sinyal elde edilmektedir
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(Cacherill ve ark., 2001). Bazi galismalarda, direkt olarak amplifiye DNA’nin cihaz
tarafindan algilanmasi amaciyla SYBR Green boyast kullanilmaktadir. Bu boya
maddesi 6zgiil olmayan baglanmalarda da 1s1ma gercgeklestirdiginden son dénemlerde

tercih edilmemektedir (Eischeid, 2011).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Serolojik Testler

3.1.1. Kan Serumu Ornekleri

Bu calismada Konya, Afyonkarahisar, Nigde, Gaziantep, Ankara, Kayseri ve
Malatya illerinde bulunan o6zel isletmelerden Veteriner Hekim kontroliinde alinan
toplam 300 adet kan 6rnegi kullanilmistir. Bu kan 6rneklerinin ait oldugu kanatl tiirleri
Grafik 3.1.’de verilmistir. Civcivlerin kan serumlarinda, yalnizca maternal IgG
antikorlar1 bulundugundan dolayr ELISA testi ile daima pozitif sonug elde edilmektedir
ve civcivlerde M. gallisepticum enfeksiyonlarinin tespitinde lam agliitinasyon testi
tercih edilmektedir (Giiler, 1992; Kempf ve ark., 1998). Bu nedenle, bu calismada

yalnizca yetiskin hayvanlara ait kan 6rnekleri kullanilmistir.

Grafik 3.1. Kan Orneklerinin Ait Oldugu Kanath Tiirlerinin Dagilimi

OTavuk MHindi MBildircin M Salin

Kan ornekleri hayvanlarin kanat altindan ya da bogazi kesilmek suretiyle ana
atardamardan alinmistir (Ozgiin, 2015). Alian tam kan 6rnekleri 22 °C sicaklikta 1 saat
ve daha fazla hacimde serum elde etmek amaciyla devaminda 37 °C’ta 30 dakika
inkiibe edilmistir (Erdag ve ark., 1988). inkiibasyon sonras1 kan drnekleri 400 g devirde
5 dakika santrifiije tabi tutularak serumlar1 elde edilmistir. Bu islemin sonunda yeterli

miktarda serum elde edilememesi durumunda, igne 6ze ile tiipilin i¢ ¢eperi ¢izilerek 600
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g devirde 3 dakika daha santrifiij yapilmistir. Ayrilan serum O&rnekleri bir pipet
yardimiyla alinarak steril tiiplere aktarilmistir. Elde edilen serum miktarinin lam
agliitinasyon ve ELISA testleri i¢in yeterli olmamasi1 durumunda lam agliitinasyon testi

sonrasinda santrifiij asamasi tekrar edilmistir (OIE, 2018).

Yapilan caligmalar, uygun sartlarda muhafaza edilmeyen serumlarin yanlis
pozitif veya yanlis negatif sonuglara neden oldugunu ortaya koymustur (Kappe ve ark.,
1993). Serum, plazma ve tam kan oOrneklerinin ancak birkag giin stabil kalmasi
nedeniyle Orneklere koruyucu ilave edilmesi ya da diisiik sicakliklarda muhafaza
edilmesi gerektigi bildirilmistir (Wasowics ve ark., 1993; De Cock ve ark., 2019). Bu
calismada kullanilan ELISA testi diliisyon soliisyonunun protein stabilizatorii ve
koruyucu i¢ermesi nedeniyle ilave bir koruyucu kullanilmamistir ve serum 6rnekleri
oncelikle lam agliitinasyon testine tabi tutulmustur. Lam agliitinasyon testi sonrasinda,
serumlar ELISA testinin kit igeriginde bulunan diliisyon soliisyonu ile 1:50 oraninda

diliie edilerek 4 °C’ta muhafaza edilmistir.

3.1.2. Lam Agliitinasyon Testi

Pleyt serum agliitinasyon testi olarak da bilinen lam agliitinasyon testi, kan
serumlarinin boyali antijenler ile test edilmesi prensibine dayanmaktadir (Kesler ve ark.,
2013). Siirii tarama caligmalarinda kullanilan lam agliitinasyon testinde boya
soliisyonlarindan kaynakli yanlis pozitif sonuclarin ayirt edilebilmesi i¢in diger
serolojik test metotlar1 ile birlikte kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Glisson ve ark.,
1984). Muhafaza kosullarindan kaynakli yanlis pozitif sonuglarin elimine edilebilmesi
icin lam agliitinasyon testi 6rnek alimi sonrasinda 24 saat i¢inde gerceklestirilmistir

(Sydenstricker ve ark., 2006; Dhondt ve ark., 2014).

Lam agliitinasyon testi i¢in kullanilan pembe ve mavi renkli boya igeren
antijenler sirasiyla Charles River Laboratories (Wilmington, ABD) ve Soleil (Libourne,
Fransa) firmalarindan temin edilmistir. Farkli renkte boya ihtiva eden antijenlerin
secilmesinin nedeni, sonuglarin degerlendirilmesi esnasinda olast karisikliklarin
onlenmesidir. Her iki test antijeninde pozitif sonu¢ alinmasi durumunda 6rnekler M.
gallisepticum pozitif olarak kabul edilmistir. Tek bir antijenle yapilan testte pozitif ya

da her iki antijen ile yapilan testte siipheli sonug elde edilmesi durumunda, test Pendik
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Veteriner Kontrol Arastirma Enstitiisiiniin (Istanbul, Tiirkiye) iiretmis oldugu antijen ile

tekrarlanmigtir.

Test oncesinde kan serumlar1 ve antijenler 22 °C’ta 20 dakika inkiibe edilmistir.
Test beyaz bir pleyt ilizerinde esit hacimde (20 puL) kan serumu ve antijenin
karistirilmasi ile gergeklestirilmistir (Allan ve ark., 1974). Karistirma sonrasinda pleyt
iki dakika boyunca aralikli olarak rotasyon hareketine tabi tutulmustur (Erdag ve ark.,
1988; OIE 2018). iki dakika sonra pleyt % 15 egime sahip bir konumda 30 saniye
bekletilerek soliisyonlarin dairesel boliimiin agsagisinda toplanmasi saglanmistir. Bu alan
once gozle, daha sonra bir biiyilite¢ yardimi ile gozlenerek lam agliitinasyon test
sonuclart degerlendirilmistir. Pozitif sonuglarin diizeylerine iliskin standart olarak
belirlenmis bir degerlendirme bulunmamaktadir (Gokgelik, 2008; Dhondt ve ark., 2014;
OIE 2018). Bu nedenle, dogrudan gozle goriilemeyen, buna karsin biiylite¢ yardimiyla
tespit edilebilen agliitin varliginda sonuglar zayif pozitif olarak siniflandirilmigtir. Daha

kolay ayirt edilebilen agliitin varliginda ise sonuglar pozitif olarak siniflandirilmigtir.

3.1.3. ELISA Testi

ELISA testi hastaligin ileri evrelerinde sentezlenen IgG antikorlarinin tespiti igin
kullanilan bir metottur (OIE 2018). M. gallisepticum’a spesifik antikorlarin tespiti ve
stirli taramalarinda son donemlerde yaygin olarak ticari ELISA test Kkitleri
kullanilmaktadir (Gokgelik 2008; Ozgiin, 2015). Ticari ELISA testlerinde kanatli tiirii
spesifik olmayan antikorlar1 ihtiva eden konjugatlar kullanildigindan dolay1 kanatl: tiirii

fark etmeksizin test sonuclarinin elde edildigi rapor edilmistir (OIE, 2018).

Viral bir etken olmamasi, kanath tiiriine goére sonucun degismemesi nedeniyle
mevcut ticari ELISA kitleri arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (OIE, 2018). Buna
karsin, M. gallisepticum antikorlarinin kisa siirede degisime ugramasi ve baska hastalik
etkenleri ile bir arada bulunmasi nedeniyle ELISA testi ile yanlis pozitif sonug
aliabilmektedir (Kleven ve ark., 1998). Bu nedenle, ELISA testi sonuc¢larinin ticari
test kiti marklarindan bagimsiz olarak farkli testler ile dogrulanmasi tavsiye

edilmektedir (Koyuncu, 2014).

Bu calismada, ELISA testi i¢in kullanilan ticari test kiti Biochek (Gouda,
Hollanda) firmasindan temin edilmistir. ELISA test kiti iceriginde M. gallisepticum’a
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spesifik inaktif antijenlerle kapli mikroplakalarin yani sira diliisyon soliisyonu, anti-
chicken antikoru ihtiva eden konjugat, liyofilize formda substrat (Paranitrofenilfosfat),
substrat ¢Ozilindlirme sivisi, stop soliisyonu, yikama soliisyonu ve stabilize edilmis
pozitif ve negatif serum Ornekleri bulunmaktadir. Kit igerigine ilave olarak, test
gecerliliginin degerlendirilmesinde kullanilan optik yogunluk degerinin elde edildigi

referans serum kit iireticisinden (Biocheck) temin edilmistir.

Test edilecek serum oOrnekleri, mikroplaka ve soliisyonlar 22 °C sicakliga
ayarlanmis inkiibatdrde 2 saat inkiibe edilmistir. Iinkiibasyon islemi sonrasinda, serumlar
steril bir mikroplakanin kuyucuklari i¢inde diliisyon tamponu ilavesi ile 1:50 oraninda
seyreltilmistir. Seyreltme sonrasinda mikroplaka kuyucuklarindaki igerik bir plaka
karistirict (IKA; Deutschland, Almanya) ile 15 dakika karistirllmistir. Mikroplaka
kuyucuklaria pozitif ve negatif kontrol serumlari, referans serum ve seyretilmis serum
ornekleri ilave edilmistir. Kontrol ve referans serumlar1 ve her bir serum 6rnegi i¢in iki
adet kuyucuk kullanilmistir. Ornek serumlar1 kuyucuklar iginde diliisyon soliisyonu ile

1:10 oraninda yeniden seyreltilmistir.

Mikroplakalar plaka ¢alkalayici tizerinde on dakika, sonrasinda inkiibatorde 22
°C sicaklikta 20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklar yikama
soliisyonu ile dort kez yikanmistir. Yikama sonrasinda her bir kuyucuga kullanima hazir
konjugat soliisyonu ilave edilmistir. Konjugat ilavesi sonrasinda mikroplaka 20 °C
sicaklikta 30 dakika inkiibe edilmistir ve yikama islemi tekrarlanmistir. Yikama
sonrasinda her bir kuyucuga hazirlanan substrat soliisyonundan ilave edilmistir ve
mikroplaka 22 °C’da 15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki
reaksiyon kullanima hazir stop soliisyonu ilavesi ile durdurulmustur. Stop soliisyonu
ilavesi sonrasinda her bir kuyucuktaki optik yogunluk bir plaka okuyucu (Biotek;
Vermont, ABD) ile 405 nm dalga boyunda 6lgiilmiistiir. Elde edilen optik yogunluk
degerleri kit treticisi tarafindan saglanan bir yazilima (Biochek Software) aktarilmistir.
Bu yazilim vasitasi ile tanimlanmis optik yogunluk degerlerine gore test gecerliligi ve

sonuglari degerlendirilmistir (Steel ve ark., 1980).
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3.2. rPCR Testi

3.2.1. Ornekler

rPCR testi i¢in kan O6rnegi alinan hayvanlarin trakea, palatine fissure ve kloaka
dokular1 ile bu dokulardan alinan svablar kullanilmigtir. Svab ucu larinksin girig
boliimiinden trakeanin i¢ yiizeyine kadar tiim ¢epere temas edecek sekilde siiriilmiistiir.
Canli hayvanlarda trakeal siiriintiilerin yemle karismasi rPCR reaksiyonunu olumsuz
etkilediginden dolay1 palatine fissuredan svab alinmistir (Branton ve ark., 1984).
Kanatlilardan alinan doku ve svablarin dagilimi Grafik 3.2.°de verilmistir. Alinan svab
ve doku oOrnekleri, sivi faza M. gallisepticum’larin gegisi igin transport soliisyonuna
(PBS) konulmustur (Silveria ve ark., 1996). Bu soliisyon ayni zamanda svab ucunun
1slatilmas1 ve bu daha fazla miktarda 6rnek elde edilmesi i¢in kullanilmistir (Zain ve
ark., 1995). Dokularin dekompozisyonu ve svablarin homojenizasyonu igin de

kullanilan transport soliisyonunun muhteviyati Tablo 3.4.’te verilmistir:

Tablo 3.1. Transport soliisyonunun hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesen Miktari

Sodyum Kloriir

(NaCl) 850
my: 58.44 g/mol

Disodyum Hidrojen Fosfat

(NazHPO,) 1.28¢
mg: 141.96 g/mol

Sodyum Fosfat Monobazik Dihidrat

(NaH,P0O,4.2H,0) 0.156 ¢
mg: 156.02 g/mol
Ultra Saf Su 995 mL (1 L’ye tamamlamak igin)

Transport soliisyonu kiitlece 9%0.85 NaCl, %0.128 Na;HPO,4, %0.0156
NAH,P0O,4.2H,0 (Merck; Darmstadt, Almanya) ihtiva etmektedir (Giirbiiz, 2008; Kesler
ve ark., 2013). Sodyum tuzlari kullanilmadan bir transport soliisyonu hazirlanmak
istendiginde serum fizyolojik (FTS) yeterli olmaktadir. Transport soliisyonunun i¢inde
bulunan farkli bir madde, reaksiyonu inhibe edebilmektedir (Gibb ve ark., 1997). Bu
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nedenle, svablar transport soliisyonu disinda herhangi bir soliisyon kullanilmadan ve

mikoplazma kiiltiirii yapilmadan rPCR’a tabi tutulmustur.

Grafik 3.2. Svab-doku érneklerinin dagilimi
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Svab-doku 6rnekleri transport soliisyonuna konulduktan sonra 15 saniye vorteks
ile karistirilmis ve 4 °C’ta 20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi doku-svab
ornekleri 30 saniye vorteks ile karistirilmig ve transport soliisyonundan 200 pL alinarak

DNaz ve RNaz igermeyen steril bir tiipe aktarilmistir.

3.2.2. DNA izolasyonu

Bu c¢alismada, mikoplazmalardan kromozamal DNA izolasyonu amaciyla
Qiagen (Hilden, Almanya) firmasindan temin edilmis Cador Pathogen Mini Kit isimli
ticari DNA izolasyon kiti kullanilmistir. Kit igeriginde; 2 mL filtreli tiiplerin yani sira
iki adet stok yikama tamponu, stok binding tamponu, yikama esnasinda kullanilan
kapaksiz tlipler, lizis tamponu, eliisyon tamponu, proteinaz K ve carrier RNA
bulunmaktadir. Stok yikama tamponlar1 6nerilen miktarlarda %96’lik etil alkol (Merck;
Darmstadt, Almanya), stok binding tamponu ise izopropanol (Merck; Damstadt,
Almanya) ilavesi ile hazirlanmistir. DNA izolasyonu yapilacak svab-doku orneklerine

proteinaz K (serin proteaz) ve lizis tamponu ilave edilmistir. Tiipler karistirildiktan
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sonra 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplere binding
tamponu ilave edilmis ve 6000 g donme hizinda kisa siireli santrifiije tabi tutulmustur.
Santrifiij sonrasi tiip icerikleri filtreli tiiplerin {ist boliimiine bosaltilmis ve 6000 g’de 1
dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda filtreler yikama tiiplerine yerlestirilerek
yikama tamponlar1 ilavesi yapilmis ve sonrasinda santriftij islemi ile yikanmustir.
Yikama sonrasinda filtre kapakli bir tiipe yerlestirilmistir. Eliisyon tamponu ilavesi
sonrasinda tiipler 20000 g’de 1 dakika daha santrifiije tabi tutulmustur ve islemin
ardindan filtre tiipten ayrilmistir. Tiiplerin {izerine 6rnek bilgileri kaydedildikten sonra —

20 °C’ta muhafaza edilmistir.

3.2.4. DNA Amplifikasyonu

rPCR testinde Qiagen (Hilden, Almanya) firmasindan temin edilen QuantiNova
Probe PCR kiti kullanilmustir. Kit igeriginde; 2 adet konsantre tampon soliisyonu, RNaz
icermeyen ultra saf su, referans soliisyonu ve diliisyon tamponu bulunmaktadir.
Reaksiyon karistminin hazirlanmasinda, Callison ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir
multipleks rPCR c¢alismas1 referans alinmistir. Bu g¢aligmada, mgc2 gen bolgesinin
MGA_0319 hedefine 6zgii primer ciftleri ve prob Metabion (Miinih, Almanya) firmasi
tarafindan sentezlenmistir. Reaksiyon karigiminin bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 3.4’te

verilmistir. Kullanilan primerlerin ve probun baz dizileri asagida verilmistir:

*“ F Primer (mglpU26): 5> — CTA-GAG-GGT-TGG-ACA-GTT-ATG - 3’,

R Primer (mglp 164): 5’ — GCT-GCA-CTA-AAT-GAT-ACG-TCA-AA -3,

Prob (mglpprobe): 6FAM — CAG-TCA-TTA-ACA-ACT-TAC-CAC-CAG-AAT-
CTG-BHQ_1”
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Reaksiyon karigimina eklenecek sollisyonlar ve miktarlart Tablo 3.4.’te

verilmistir:
Tablo 3.2. rPCR testi reaksiyon karigimi
Bilesen Miktar
2X Qiagen QuantiNova Probe PCR 10 uL
MasterMix
1 uL
Primer Probe Mix (20X) (Primerlerin son konsantrasyonu 0.5 uM,
probun 0.2 uM olmustur)
RNaz Igcermeyen Saf Su 4L
Reaksiyon Karigimi 15 pLL
Ornek (Template) 5ulL
TOPLAM Reaksiyon Karigimi 20 ulL

rPCR i¢in QuantiNova Probe PCR Kkiti iireticisi tarafindan Onerilen sicaklik

profili kullanilmistir (Tablo 3.5).

Tablo 3.3. rPCR testinde kullanilan sicaklik profili

Sicaklik Zaman Dongli Sayist
Denatiirasyon 95 °C 2 dakika -
o 95°C 5 saniye
Al N ERY8 60 °C 5 saniye 40

rPCR test sonuglarinin degerlendirilmesi i¢in Orneklerle birlikte pozitif ve
negatif kontroller kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak cycle of threshold’u (Ct) 23-27
arasinda degisen ornekler tercih edilmistir. Pozitif kontroliin Ct degeri ¢ok diisiik olan
orneklerden segilmesi, egrinin diger oOrnekler iizerinde golgeleme etkisi yapmasi
nedeniyle yanlis negatif sonuclar elde edilmesine neden olmaktadir. Bununla birlikte
kuvvetli pozitif olan kontroller uzun siireli kullanimlarda kontaminasyon riskini
arttirmakta, Kimi zaman yanlis pozitif sonuglara yol agmaktadirlar. Negatif kontrol ile
herhangi bir sinyal tespit edilmemesi gerekmektedir. rPCR testinin tamamlanmasindan
sonra, sonuclarin degerlendirilmesinde ii¢ parametre kullanilmistir. Bunlar egrinin sekli
ve programda bulunan slope correct ile outlier removal se¢enekleridir. Egrinin sigmoid

olmasi ve diger iki segenek tercih edildiginde negatif sonug elde edilmemesi durumunda
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ornekler pozitif olarak degerlendirilmistir. rPCR testinde 35’e kadar olan Ct degerine

sahip ornekler pozitif, daha yiiksek Ct elde edilen 6rnekler negatif olarak belirlenmistir.

3.3 Sonuclarin istatistiki Analizi

ELISA ve lam agliitinasyon testlerinden elde edilen sonuclarin karsilastiriimasi
icin cesitli hesaplamalar kullanilmistir. Serolojik testlerden elde edilen sonuglarin
uyumuna iliskin istatistiki hesaplama metotlar1 bulunmaktadir. Ortak oransal uyum da
denilen bir metot karsilastirma calismalarinda siklikla kullanilmaktadir (Benzecri,
1960). Bu metotta, testlerden elde edilen ortak pozitif ve ortak negatif sonuglarin tiim
ortak sonuglara orani hesaplanmaktadir. Farkli donemlerde yapilan testlerden elde
edilen sonuglar arasindaki degisiklikler tespit edilmektedir. Bu metodun

kullanilmasinda tek sart, farkli testlerin ayni1 tip 6rneklerden gerceklestirilmesidir.

Tablo 3.4. Ortak oransal uyum oram hesaplamasi

1. Testte Elde Edilen 2. Testte Elde Edilen

Pozitif Sonug Negatif Sonug
2. Testte Elde Edilen A B
Pozitif Sonug
2. Testte Elde Edilen C D
Negatif Sonug

Pozitif Ortak Oransal Uyum= A / (A+D)

Negatif Ortak Oransal Uyum = D / (A+D)

Bu c¢alismada, tiim sonuglar Cohen’in k istatistiki hesaplama modeli ile
degerlendirilmistir. rPCR testi ile serolojik testlerden elde edilen sonuglar, ikili olarak
karsilastirilarak x degerleri hesaplanmistir. Orneklerin M. gallisepticum pozitif oldugu
kesin olarak bilinmediginden, veriler ki-kare testine tabi tutulmamistir. Cohen’in k

katsayisinin hesaplanmasinda agagidaki tablodan yararlanilmistir (Kilig, 2015):
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Tablo 3.5. Test sonuclarinin degerlendirilmesinde kK katsayisinin belirlenmesi i¢in kullanilan taslak

KAPPA Hesaplama 1. Testte Pozitif 1. Testte Negatif

< Bulunan Serum Bulunan Serum TOPLAM
Taslagi
Sayisi Sayisi
2. Testte Pozitif
Bulunan Serum A C (A+C)/ E
% Z
Sayisi
2. Testte Negatif
Bulunan Serum B D (BJ;D) /E
% T
Sayisi
(A+D)/E (C+D)/E E = A+B+C+D
TOPLAM o X s B
Pr (a) = (A+B)/E
P1= (% X) x (% 2) - (Pr@-Pr(e)

P,=(%Y)X(%T)
Pr(e)=P1+P;
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Serolojik Test Sonuclar1

Bu ¢alismada, hastalik belirtilerinin goriildiigii erken donemde alinan300 adet
serum Ornegine, M. gallisepticum’un tespiti i¢in lam agliitinasyon ve ELISA metotlar1
ile test yapilmigtir. Lam agliitinasyon testinde, 148 6rnek pozitif, 152 6rnek negatif
olarak degerlendirilmistir. ELISA testinde ise orneklerin 128’inin pozitif, 172’sinin
negatif oldugu tespit edilmistir. Serolojik testlerden elde edilen sonuglarin dagilimi

Grafik 4.1.’de verilmistir.

49.30% 50.70%

ELISA Testinde g[ |SA Testinde

. Lam Agliitinasyon o
Pozitif ; . o Lam Agliitinasyon
Negatif Testinde Pozitif Testin%e Negaytif

Grafik 4.1. Serolojik testlerden elde edilen sonuglar

Ik testlerin gergeklestirildigi tarihten 21 giin sonra, hastalik belirtileri devam
eden 100 adet kanatlinin kan serumlari ayni serolojik metotlar ile yeniden test
edilmistir. Her iki test ile 55 ornek pozitif, 45 6rnek ise negatif olarak saptanmistir.
Enfeksiyonun ileri doneminde pozitif sonu¢ sayisinin arttigi belirlenmistir. ELISA
testinde pozitif sonuglarda olusan artisin, lam agliitinasyon testine nazaran daha yiiksek
oldugu saptanmistir. Serolojik testlerin en az birinde pozitif sonu¢ elde edilen 6rnek
sayisinin, tiim orneklerin % 90’11 temsil ettigi tespit edilmistir. Erken ve ileri donemde
alman Orneklere yapilan serolojik testlerde elde edilen pozitif sonuglarin arttig

gozlenmekle birlikte, lam agliitinasyon testindeki yiikselisin azalma egilimi gosterdigi



37

tespit edilmistir. Ilk testlerin gerceklestirildigi tarihten 21 giin sonra gerceklestirilen

serolojik testlerden elde edilen sonuglar Grafik 4.2.’de verilmistir.

55.00%

45.00%

ELISA Testinde ELISA Testinde
Pozitif Negatif

Lam Aglitinasyon
Testinde Pozitif

Lam Agliitinasyon
Testinde Negatif

Grafik 4.2. Tleri déneme ait seroloji test sonuclari

4.2. rPCR Test Sonuglari

Kanatlilardan erken dénemde alinan svab-doku Orneklerinin 180 adedinden
pozitif, 120 adedinden negatif sonuc¢ elde edilmistir. Pozitif sonucglara ait Cg
degerlerinin aritmetik ortalamasinin 24.42, standart sapmasinin (6) 4.84 oldugu tespit
edilmistir. ileri donemde aliman trakeal svablarin 75 (% 75) adedinde M. gallisepticum
tespit edilmistir. Bu 6rneklerden elde edilen pozitif sonuglarin ortalama Ct degeri 26.77,
6’smin ise 6.46 olarak saptanmistir. rPCR testinden elde edilen Ct degeri 35’ten yiiksek
olan oOrnekler negatif olarak kabul edilmigstir. Hastaligin izlendigi donemde bu

sonuglarin elde edildigi kanatlilar da gézlem altinda tutulmustur.
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Sekil 4.1. rPCR testine ait sonug

126 trakeal svab, 28 palatine fissure, 6 kloakal svab ve 20 trakeal doku
orneginde M. gallisepticum tespit edilmistir. Pozitif sonuglarin 6rnek tipine gore
dagilimi Grafik 4.3.’te verilmistir. rPCR testinde pozitif sonuglarin o6nemli bir
boliimiiniin trakeal svablardan elde edildigi belirlenmistir. Doku 6rneklerinin eksudati
tutmasi nedeniyle transport soliisyonunun berrak kaldig1 saptanmistir. Trakeal svablarda
ise direkt eksudat alindigindan tiirbiditenin kolaylikla olustugu tespit edilmistir.
Izolasyon performansinin yiiksek olmasi nedeniyle, ileri enfekte kanatlilardan trakeal

svab alinarak rPCR testi gergeklestirilmistir.
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71.20% H Pozitif
Negatif
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Trakeal Svab Palatine Fissure Trakea Kloakal Svab
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Grafik 4.3. Doku ve svablardan elde edilen rPCR test sonugclari

rPCR testinde elde edilen pozitif sonu¢ oraninin, kanatl tiirine gore farklilik
gosterdigi tespit edilmistir. Erken donemde, 144 tavuk, 11 hindi, 15 bildircin ve 11 adet
siilliinden alian drneklerde M. gallisepticum tespit edilmistir. ileri dsnemde ise, 59
tavuk, 6 hindi, 5 bildircin ve 6 siiliinden alinan 6rneklerde pozitif sonug elde edilmistir
(Grafik 4.4). Serolojik test sonuglarinda oldugu gibi, rPCR testinde de 21 giin sonra

pozitif sonug oraninin arttig1 gézlemlenmistir.

Tavuk

Salin

Hindi

Bildircin

i ileri D6nem M Erken Dénem

Grafik 4.4. Kanath tiiriine gore pozitif sonuclarin degisimi
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4.3. Test Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Serolojik test sonuglarina gore, iki test ile pozitif olarak tanimlanan 6rnek sayisi
78, negatif olarak tanimlanan Ornek sayisi ise 102°dir. Lam agliitinasyon testinde
pozitif, ELISA testinde negatif sonug elde edilen 6rnek sayisi 70 iken, ELISA testinde
pozitif, lam agliitinasyon testinde negatif sonug¢ elde edilen 6rnek sayisinin 50 oldugu
belirlenmistir. 21 giin sonra alinan 100 6rnekte ise, iki serolojik test ile pozitif sonug
elde edilen 6rnek sayisinin 20, negatif sonug elde edilen 6rnek sayisinin ise 10 oldugu
tespit edilmistir. Sadece ELISA testi veya sadece lam agliitinasyon testi ile pozitif sonug

alinan ornek sayisi 35 olarak saptanmustir.

I'PCR testinde elde edilen pozitif sonuglar, serolojik test sonuglarinin ifade
edilmesinde 6nemli bir parametre olarak kabul edilmistir (Garcia ve ark., 1996; Fraga
ve ark., 2013). Bu c¢alismada, serolojik testler ile elde edilen pozitif drnek sayilarinin
rPCR ile elde edilen pozitif sonug sayisina yakin oldugu saptanmistir. Bununla birlikte,
serolojik testler ile rPCR sonuglar1 arasindaki uyumun negatif sonug¢ elde edilen
orneklerde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. M. gallisepticum tespit edilememis
kanatlilardan alinan serum Orneklerinde, ELISA testi ile daha fazla sayida pozitif sonug
elde edilmistir. rPCR testinde elde edilen sonuclara gore serolojik test sonucglarinin

dagilimi Grafik 4.5.°te verilmistir.

B ELISA Pozitif ELISA Negatif H Lam Aglitinasyon Pozitif Lam Agliitinasyon Negatif

93.34%

77.78% 80.00%

57.77%

22.22%

20.00%

6.66%

rPCR Pozitif rPCR Negatif

Grafik 4.5. Erken donem rPCR sonuglarina gore serolojik test sonuclar:
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[lk test tarihinden 21 giin sonra alinan drneklerde ise, ELISA sonuglarinda kayda
deger degisiklikler oldugu gozlenmistir. rPCR negatif kanatlilardan alinan serumlarin
onemli bir béliimiinde, ELISA testinde pozitif sonu¢ elde edilmistir. Ileri dénemde
rPCR testinden elde edilen sonuglara gore serolojik test sonuglarmin dagilimi Grafik

4.6.’da verilmistir.

B ELISA Pozitif ELISA Negatif M Lam Aglitinasyon Pozitif Lam Agliitinasyon Negatif

88.00%

80.00%

69.34%

53.34%
46.67%

30.66%
20.00%

rPCR Pozitif rPCR Negatif

Grafik 4.6. ileri donemde rPCR sonuclarina gore serolojik test sonuclar

4.3.1. Test Sonuclarin Istatistiki Karsilastirmas

Kanatlilardan alinan Orneklere yapilan testlere ait sonuglarin istatistiki
incelemesinde Cohen’in Kappa formiilasyonu kullamilmistir. Test sonuglar ikiserli
gruplar halinde karsilastirilarak verilere ait k degerleri belirlenmistir. Erken doneme ait

veriler Tablo 4.1., Tablo 4.2., Tablo 4.3.’te verilmistir.
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Tablo 4.1. Erken déonem ELISA ve lam agliitinasyon test sonuclari i¢in K degerinin hesaplanmasi

Lam Agliitinasyon =~ Lam Agliitinasyon

Pozitif Negatif TOPLAM
» (78+50) / 300
ELISA Pozitif 78 50 % 42,66
. (70+102) / 300
ELISA Negatif 70 102 % 57.34
(70+78) / 300 (50+102) / 300 78+50+70+102
TOPLAM % 49,33 % 50,67 % 100
Pr (a) = 0,60 0,60-0,50
P, = 0,49 X 0,42 P
P, =050 X 0,57 1-0,50
Pr(e) = 0,21 + 0,29 KeL = 0,19

ELISA ve lam agliitinasyon test sonuglari ile x degeri 0,19 olarak saptanmuistir.
Bu deger, istatistiksel agidan iki testin sonuglar1 arasindaki uyumun zay1f (0,01<k<0,20)

oldugunu ortaya koymaktadir (Koch ve Landis, 1977)

Tablo 4.2. Erken donem rPCR ve lam agliitinasyon test sonuclari icin k degerinin hesaplanmasi

Lam Agliitinasyon  Lam Agliitinasyon

Pozitif Negatif TOPLAM
N (140+40) / 300
rPCR Pozitif 140 40 % 60,00
. (8+112) / 300
rPCR Negatif 8 112 % 40,00
(140+8) / 300 (40+112) / 300 140+40+8+112
TOPLAM % 49,34 % 50,66 % 100
Pr (2) = 0,84 0.84-0.49
P, =0,49 x 0,60 K = —mmmmmmemem oo
P, =0,50 x 0,40 1-0,49
Pr (e) =0,29+0,20 Kgr. = 0,68

rPCR ve lam agliitinasyon testlerinden elde edilen sonuglar ile x degeri 0,68
olarak saptanmistir. Bu deger, iki testin sonuclar1 arasinda iyi diizeyde uyum

(0,61<x<0,80) oldugunu gostermektedir (Koch ve Landis, 1977).
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Tablo 4.3. Erken donem rPCR ve ELISA test sonuclari icin k de@erinin hesaplanmasi

ELISA Pozitif ELISA Negatif TOPLAM
N (104+76) / 300
rPCR Pozitif 104 76 % 60,00
. (24+96) / 300
rPCR Negatif 24 96 % 40,00
(104+24) / 300 (76+96) / 300 104+76+24+96
TOPLAM % 42,66 % 57,34 % 100
Pr (a) = 0,66 0,66 -0,48
P, = 0,42 x 0,60 ) —
P, =057 x 0,40 1-0,48
Pr (e) =0,25+0,22 Kre = 0,35

rPCR ile ELISA test sonuglar1 arasindaki uyum diizeyinin zayif oldugu (0,35)
oldugu tespit edilmistir (0,2 1<k<0,40).

Ilk test tarihinden 21 giin sonra alinan &rneklere gerceklestirilen testlerden elde
edilen sonuglar i¢in de ayni istatistiki hesaplamalar yapilmistir. Elde edilen veriler

Tablo 4.4., Tablo 4.5. ve Tablo 4.6.’da ifade edilmistir.

Tablo 4.4. ileri dsnem ELISA ve lam agliitinasyon test sonuclari icin k degerinin hesaplanmasi

Lam Agliitinasyon =~ Lam Agliitinasyon

Pozitif Negatif TOPLAM
i (20+35) / 100
ELISA Pozitif 20 35 % 55,00
. (35+10) / 100
ELISA Negatif 35 10 % 45,00
(20+35) / 100 (35+10) / 100 20+35+35+10
TOPLAM % 55,00 % 45,00 % 100
Pr () = 0,30 0.3-0.50
P1=0,55x 0,55 = oo
P,=0,45x 0,45 1-0,50
Pr (e) = 0,30 + 0,20 KeL 1) = - 0,41

[k test tarihinden 21 giin sonra alinan &rneklerden elde edilen serolojik test
sonuglar1 arasindaki uyumun (-0,41) negatif orta diizeyde oldugu tespit edilmistir
(0,41<x<0,60). Bu deger, testlerin ileri donemde birbirine ters ve K i¢in orta diizeyde

uyumlu sonuglar verdigini gostermistir.
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Tablo 4.5. ileri donem rPCR ve lam agliitinasyon test sonuclar1 icin k degerinin hesaplanmasi

Lam Agliitinasyon =~ Lam Agliitinasyon

Pozitif Negatif TOPLAM
) (52+23) 1 100
rPCR Pozitif 52 23 % 75,00
. (3+22) / 100
rPCR Negatif 3 22 % 25,00
(52+3) / 100 (23+22) / 100 52+23+3+22
TOPLAM % 55,00 % 45,00 % 100
Pr(a) = 0,74 0,74-0,52
P, =055x0,75 e S
P,=0,45x 0,25 1-0,52
Pr(e)=0,41+0,11 Kri(21) = 0,45

Ik test tarihinden 21 giin sonra alinan drneklerden elde edilen rPCR ile lam
agliitinasyon test sonuglar1 ile k degeri 0,45 olarak saptanmistir. Bu deger, iki test ile
elde edilen sonuglar arasinda orta diizeyde bir uyum oldugunu isaret etmektedir
(0,41<k<0,60). Erken déneme nazaran rPCR ve lam agliitinasyon testleri arasindaki

uyum belirgin bir sekilde azalmistir.

Tablo 4.6. ileri doinem rPCR ve ELISA test sonuglari icin k degerinin hesaplanmasi

rPCR Pozitif rPCR Negatif TOPLAM
. (35+20) / 100
ELISA Pozitif 35 20 % 55,00
. (40+5) / 100
ELISA Negatif 40 5 % 45,00
(35+40) / 100 (20+5) / 100 35+20+40+5
TOPLAM % 75,00 % 25,00 % 100
Pr () = 0,40 0.4-0.52
P1=0,75x 0,55 = oo
P, =0,25x0,45 1-0,52
Pr(e)=0,41+0,11 Kre(1) = - 0,26

rPCR ile ELISA test sonuclar1 arasinda negatif zayif diizey uyum (-0,26) oldugu
tespit edilmistir. (0,21<k<0,40) Hastalik belirtilerinin ileri doneminde alinan 6rnekler
icin, rPCR ile ELISA testleri arasindaki uyum zayif olarak saptanmistir. Erken ve ileri
donemde alinan 6rneklerden elde edilen sonuglar iliskin x degerleri Tablo 4.7. ve Tablo

4.8.’de verilmistir.
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Tablo 4.7. Erken donem test sonuglarina ait K degerleri

ELISA ve Lam Agliitinasyon 0.19 (Onemsiz
Testleri Diizey)

rPCR ve Lam Agliitinasyon

Testleri 0.68 (Iyi Diizey)

Kappa Katsayilar1

rPCR ve ELISA Testleri 0.35 (Zay1if Diizey)

Tablo 4.8. ileri dénem test sonuclarina ait k degerleri

ELISA ve Lam Agliitinasyon -0.41 (Negatif Orta
Testleri Diizey)

Kappa Katsayilari rPCR ve Lam Agliitinasyon

(21 Giin) Testleri 0.45 (Orta Diizey)

- 0.26 (Negatif Zay1f

rPCR ve ELISA Testleri .
Diizey)

K hesaplamasi disinda; enfeksiyon siirecinin serolojik test sonuglarina etkisinin
arastirilmasinda ortak oransal uyum formiilasyonu kullanilmistir (Benzecri, 1960;
Seyfullahogullari, 2003). Erken ve ileri evrede alinan 6rneklerden serolojik testler ile
elde edilen sonuglar arasinda kayda deger farkliliklar gézlemlenmistir. Erken donemde,
serolojik test sonuglarinin uyumunun daha yiiksek oldugu, buna karsin ileri dénemde
test sonuglar1 arasindaki uyumun oransal olarak azaldig: tespit edilmistir. Elde edilen
pozitif sonu¢ oraninin artmasina karsin; ortak pozitif sonuclarda azalma, ortak negatif

sonuglarda ise yiikkselme oldugu saptanmustir (Grafik 4.7.).
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Grafik 4.7. Hastalik belirtisi gosteren kanathlara ait erken ve ileri donem seroloji test sonuclarinda
ortak oransal uyum grafigi

4.4. Tartisma

Bu calismada, hastalik belirtilerinin ortaya ¢iktig1 erken donemde 300, hastalik
belirtilerinin devam ettigi ileri donemde 100 adet kanatlidan alinan doku-svab
orneklerine rPCR, serum Orneklerine ise ELISA ve lam agliitinasyon testi yapilmistir.
CRD’nin erken ve ileri doneminde kullanilan test metotlarinin performanslart
karsilastirilmistir.  Yapilan calismalarda, testlerden elde edilen sonuglarin
dogrulanmasinda istatistiki hesaplama metotlarinin kullanilmasi onerilmistir (Mekkes
ve ark., 2005; Landman, 2014; Abusoglu ve ark., 2015). Bu calismada kullanilan temel
istatistiki hesaplama metodu, Cohen’in Kappa giivenilirlik katsayis1 formiilasyonudur
(Neundorf, 2002; Riffe ve ark., 2005; Gwet, 2010). x, William Scott’'un ‘‘pi”’
hesaplamasinin (1955) Jacob Cohen tarafindan gelistirilerek (1960) birden fazla veri
setinin incelendigi bir metottur. Hesaplamalar sonucunda ¢ikan degerler, test
metotlarmin yorumlanmasinda kullanilmistir. Ornek sayist 30°dan fazla oldugunda,
istatistiki  degerlendirme sonuglarimin  giivenilir oldugu yapilan c¢aligmalarla
dogrulanmistir (Kanik ve ark., 2010).

Yapilan ¢alismalarda, iki test arasinda milkemmel uyum olmasi i¢in k degerinin
en az 0,75 olmast Onerilmistir (Fleiss, 1971). Bununla birlikte, yaygin kullanilan bir

diger siniflandirmada, x degerinin 0,81 olmasi tavsiye edilmistir (Koch ve Landis,
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1977). Bu g¢alismada, x degerlerinin test metotlar1 arasinda milkemmel uyuma isaret
etmedigi tespit edilmistir. Bazi karsilastirmalarda x’nin negatif deger aldig
saptanmistir. Bu sonuglar, hastaligin tespitinde sadece bir metodun kullanilamayacagini

ortaya koymustur.

Hastalik belirtilerinin ortaya c¢iktigi erken donemde alinan orneklere yapilan
testlerden elde edilen sonuglarin, istatistiksel agidan milkemmel diizeyde uyuma sahip
olmadig1 saptanmustir. Serolojik testlerden elde edilen sonuglara iliskin x degerinin
Oonemsiz diizeyde oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarda, lam agliitinasyon ve
ELISA testlerinin farkli antikorlari tanidigi ve degisik sonuglar verdigi bildirilmistir
(Arda, 2002). Bu nedenle, erken déonemde alinan 6rneklere hem ELISA hem de lam
agliitinasyon testlerinin yapilmasi onerilmistir (Stipkovits ve ark., 1996; Feberwee ve
ark., 2005). Serolojik testlerden elde edilen sonuglarin farkli test metotlar: ile

dogrulanmasi gerektigi belirtilmistir (Dakman ve ark., 2009).

Hastalik belirtileri gosteren kanatlilarda, erken donemde M. gallisepticum tespiti
icin serolojik testlere ilaveten rPCR testi yapilmasi tavsiye edilmistir (Ferguson-Noel ve
ark., 2016). Serolojik testler ile rPCR testinden elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi
sonucu, lam agliitinasyon testinin daha avantajli oldugu goézlemlenmistir. Bununla
birlikte, ELISA testinden elde edilen sonuglar ile rPCR test sonuglari arasindaki
uyumun zayif diizeyde oldugu saptanmistir. Bu durum, IgG antikorlarin M.
gallisepticum eliminasyonundan sonra olusmasi ve uzun siire kanatli viicudunda
kalmast ile agiklanmistir (Arda, 2011). ELISA testinde elde edilen pozitif sonuglarin %
18.75’inin, rPCR negatif kanatlilardan alinan orneklerden tespit edildigi saptanmustir.
Bu sonuglar, erken donemde alinan 6rneklere ELISA testi yapilmas: durumunda, ayni

kanatlilardan svab alinarak rPCR ile test edilmesinin 6nemini ortaya koymustur.

Bakteriyel mikroorganizmalar farkli metotlarla tespit edilebilmektedir. Hastalik
belirtilerinin ortaya c¢iktigi erken donemde M. gallisepticum’a 6zgii DNA izole
edilebilmektedir. Buna karsin CRD etkeninin serolojik testlerle tespiti, enfeksiyonun
ticiinci haftasinda gergeklestirilmektedir (McGregor ve ark., 2015). Diger bakteri
tirlerinden farkli olarak; M. gallisepticum izolatlarinin, kanath tiirleri arasinda gegis
gosterirken patojenisitesinin  azaldigir bildirilmistir (Yoder ve ark.,, 1991). M.
gallisepticum kanatli dokusunda ortalama 17 giin iginde ¢ogalirken, kolonizasyonu 3 ila
6 hafta kadar siirmektedir. Siirliniin sadece % 5’inde ilk giinlerde M. gallisepticum’a

Ozgili antikorlar tespit edilebilmektedir (Glisson ve ark., 1984). Bu nedenle klinik
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belirtileri siiren kanatlilardan 21 giin sonra yeniden kan serumu ve svab oOrnekleri

alimustir.

Hastalik belirtilerinin devam ettigi ileri donemde alinan &rneklere yapilan
testlerden elde edilen sonuglara iliskin k degerleri, sonuglar arasinda iyi bir uyum
olmadigin1 gostermistir. rPCR ile lam agliitinasyon testlerinden elde edilen sonuglara ait
K degerinin, erken doneme nazaran % 22.78 azaldigi tespit edilmistir. Bu durumun,
rPCR testinde pozitif, lam agliitinasyon testinde negatif sonu¢ elde edilmesinden
kaynaklandig1 saptanmistir. ELISA testinde elde edilen pozitif sonug¢larda olusan artisin
diger testlere nazaran daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle, ELISA testi ve
diger testlerden elde edilen sonuclar ile x degerlerinde kayda deger degisiklikler
gozlenmistir. Yapilan ¢aligmalar, farkli zaman araliklarinda yapilan ELISA testlerinde
degisik sonuglar elde edildigini ortaya koymustur (Arda, 2011). Bu calismada, lam

agliitinasyon ve rPCR testleri i¢in de ayn1 durumun gegerli oldugu saptanmustir.

El Gazzar ve ark (2011) kanatlilardan 6rnek aliminda, hastalik evresinin dikkate
alinmasi gerektigini bildirmislerdir. Yine Gaunson ve ark (2006) klinik belirti gosteren
kanathilardan farkli donemlerde alinan Orneklerde, elde edilen sonuclarin farklilik
gosterebildigini ortaya koymuslardir. Bu c¢alismada, ayn1 hayvanlardan hastalik
belirtilerinin goriildiigii erken ve ileri donemde alinan 6rneklerden elde edilen test
sonuglarinin degistigi tespit edilmistir. ELISA testinde elde edilen sonuglardaki
degisikligin, diger test metotlarina nazaran daha yiiksek seviyede oldugu saptanmistir.
Bu durumun, IgG diizeyinin degismesi, kemokin ile sitokinlerin uyarimi ve
immiinosiipresif etkiden kaynaklandig: bildirilmistir (Lam ve ark., 2003; Cizelj ve ark.,
2011).

Kleven ve ark (2003) tarama c¢alismalarinda lam agliitinasyon ve ELISA
testlerinin kullanilmasini tavsiye etmislerdir. Abdelmoumen ve ark (1995) ise lam
agliitinasyon testinin M. synoviae enfeksiyonlarindan etkilendigini ve yanlis pozitif
sonuglar elde edildigini bildirmislerdir. Klinik belirtilerin oldugu erken dénemde lam
agliitinasyon testinin gayet hassas oldugu ve isabetli sonuglar verdigi ortaya
koyulmustur (Luttrell ve ark., 1996). Hastalik belirtilerinin devam ettigi ileri donemde
ya da sekonder enfeksiyonlarda ise ELISA testinin kullanigh oldugu bildirilmistir (Arda,
2002; Gondal ve ark., 2015). Bununla birlikte, serolojik test metotlarindan sadece bir
tanesini uygulamanin yeterli olmadig1 ortaya konulmustur. Noormohammadi (2007)

serolojik testlerden elde edilen sonuglarda olusan farkliliga, sus ve antijen degisikliginin
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sebep oldugunu bildirmistir. Bu g¢alismada, serolojik testlerden elde edilen sonuglar

arasindaki uyum onceki caligsmalarin sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

Sero-prevalans ¢alismalarinda genellikle sadece bir serolojik test metodu tercih
edilmektedir. Sarkar ve ark (2005) M. gallisepticum prevalansinin % 58.90 oldugunu
bildirmistir. Yine Shoaib ve ark (2019) yapmis olduklar1 ¢alismada, lam agliitinasyon
testi ile M. gallisepticum sero-prevalansint % 44.90 olarak bildirmislerdir. Bu
calismada, birden fazla serolojik test metodu kullanilmis ve bu testlerden elde edilen
pozitif sonuglarin, tiim sonuglarin % 66 ila 90’11 temsil ettigi tespit edilmistir. Sadece
bir serolojik test metodunun uygulanmasi durumunda, hastalik belirtilerinin goriildiiga
erken donemde alinan 6rneklerde pozitif sonuglarin % 20’sinin, belirtilerin devam ettigi

ileri donemde % 35’inin tespit edilemeyecegi gdzlemlenmistir.

Kanatlilardan alinan o6rneklerde M. gallisepticum tespiti i¢cin rPCR testi
onerilmistir (Gondal ve ark., 2015). Bu ¢alismada, her iki donemde de en ¢ok pozitif
sonug elde edilen test metodunun rPCR olmustur. rPCR testinde hastalik belirtilerinin
goriildiigii erken donemde 6 degeri 4.84, belirtilerin siirdiigii ileri donemde ise 6.46
olarak saptanmustir. Elde edilen sonuglara ait Ct ortalamasmin da ileri donemde
yiikseldigi tespit edilmistir. Bu degerler, hastalik belirtilerinin siirdiigii ileri donemde,
rPCR testinin daha giivenilir oldugunu ortaya koymaktadir. Hastaligin kronik olmasi ve
doku iizerinde mikoplazma miktarinin zamanla artmasi nedeniyle, tespit araliginin
genigledigi saptanmigtir. M. gallisepticum hiicre sayisinin, rPCR test sonuglarina
etkisinin anlagilmasi igin bazi ¢alismalar yapilmistir (Carli ve ark., 2003; Marois ve
ark., 2005). Callison ve ark (2006) M. gallisepticum’un tespiti i¢in 25 spesifik DNA

kopyanin yeterli oldugunu bildirmistir.

Yapilan ¢aligmalarda, rPCR testinin 6rnek alimindan ve muhafaza kosullarindan
etkilendigi raporlanmistir (Zain ve ark., 1995; Ongor ve ark., 2009). Ball ve ark (2020)
ise muhafaza sicakliginin DNA izolasyonunu etkilemedigini bildirmislerdir. Pozitif
sonuglarin elde edilmesinde, svab 6rneklerinin doku orneklerinden daha basarili oldugu
gosterilmistir. M. gallisepticum spesifik DNA tespitinde, trakeal svablarin en iyi sonucu
veren Ornek tipi oldugu, yapilan c¢aligmalarla ortaya koyulmustur (Gondal ve ark.,
2015). Bu ¢alismada da, izolasyon performansi en yiiksek 6rnek tipinin trakeal svablar
oldugu tespit edilmistir. Koyuncu (2014) canli hayvanlardan M. gallisepticum
tespitinde, trakeal svablarin diger svab orneklerinden daha iyi sonu¢ verdigini rapor

etmistir. Bu calismada, canli hayvanlardan alinan palatine fissure svablarinin, pozitif
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sonu¢ elde edilmesinde yeterli olmadigi saptanmistir. Kloakal svablar ile trakeal
dokunun direkt izolasyonunda benzer sonuglar elde edilmistir. Bu nedenle, CRD
belirtilerinin  siirdiigii ileri donemde, trakeal dokulardan alinan svablardan DNA

izolasyonu ve akabinde rPCR testi gergeklestirilmistir.

Cookson ve Shivaprasad (1994), M. gallisepticum enfeksiyonlarina ait
belirtilerin, kanatli tiirtine bagli olarak degistigini bildirmislerdir. Ayni kanath tiirii
igerisinde dahi belirtilerde farkliliklar olabilecegini ifade etmislerdir. Leghorn tip
tavuklarin, diger tavuk tiirlerine nazaran hastaliklara daha dayanikli oldugu yapilan
calismalarda rapor edilmistir (Bohren ve ark., 1982). Bu ¢alismada, M. gallisepticum
prevalansinin kanath tiiriine gore farklilik arz ettigi tespit edilmistir. Pozitif sonug
oraninin en yliksek siiliinlerde, sonrasinda sirastyla bildircin, tavuk ve hindilerde oldugu
saptanmigtir. Siilin ve bildircinlarda hastalik belirtilerinin daha agir seyrettigi rapor
edilmistir (Bencina ve ark., 2003). Yapilan c¢alismalarda, siiliinlerin ve tavus kuslarinin
diisiik seviyede patojene maruz kalmasi durumunda dahi agir hastalik belirtileri
gosterdikleri bildirilmistir (Yoshida ve ark., 2000). Bu ¢alismada elde edilen sonuglarin,
literatiirde yapilmis olan g¢alismalarla uyumlu oldugu ortaya konulmustur (Bencina ve

ark., 2003).



o1

5. SONUCLAR VE ONERILER

M. gallisepticum, kanatli hayvan yetistiriciliginde ve gida sektoriinde 6nemli
kayiplara sebep olan bir mikroorganizmadir (Arda, 2002). MortaliteSinin diisiik,
morbiditesinin yliksek olmasi, ¢esitli tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yol agmustir.
Asilama ve biyogilivenlik Onlemleri, olasi kayiplarin azaltilmasinda bagvurulan
yontemler arasindadir (Junior ve ark., 2017). Tiiketim hizinda olusan artig, kanatl
hayvan sagligi konusunun O6nem kazanmasimi saglamistir. Hastaligin izlenmesi i¢in
gerekli program olusturuldugunda, M. gallisepticum prevalansini diistiigii bildirilmistir
(Michiels ve ark., 2016). Bu nedenle, yaygin enfeksiyon olusmadan tedbir alinmasi
amaciyla tarama testleri yapilmaktadir. Tarama caligmalarinda siklikla lam agliitinasyon
ve ELISA testleri kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, yeni iiretilen antijenler ve
ileri teknikler dolayisi ile lam agliitinasyon testinin kullanimi yayginlagsmistir (Shoaib
ve ark., 2019). Bu c¢aligmadan elde edilen sonuclar, kanatlhi hayvan yetistiriciliginde

rutin taramalarin birden fazla metotla yapilmasi gerekliligini ortaya koymustur.

ELISA, lam agliitinasyon ve HI gibi serolojik testlerin hataya agik oldugu ve
yanlis pozitif sonug elde edildigi rapor edilmistir (Kesler ve ark., 2013). Bu nedenle,
serolojik test sonuglarinin kiiltiirel ya da molekiiler izolasyon metotlar: ile dogrulanmasi
onerilmistir (Dakman ve ark., 2009). Kiiltiirel metotlarin uzun siirmesi ve saha
orneklerinden daha kolay M. gallisepticum tespit edilmesi nedeniyle molekiiler testlerin
tercih edilmektedir (Bibank ve ark., 2013; Tomar ve ark., 2017). Ayrica, antibiyotik
tedavisinin yaygin olarak kullanilmasindan dolayr kiiltiirel metotlarin yetersiz kaldigi
bildirilmistir (Gondal ve ark., 2015). Bu nedenle, ¢alismada M. gallisepticum tespiti igin
IPCR testi tercih edilmistir.

Elde edilen sonuglar, rPCR testinin serolojik test sonuglarinin yorumlanmasinda
onemli oldugu gostermistir. Hastalik belirtilerinin heniiz ortaya ¢ikmadigi dénemde,
sadece rPCR testinde pozitif sonu¢ elde edilmesi, enfeksiyonun yeni basladigini
gosterebilmektedir. Hastalik belirtilerinin devam ettigi ileri donemde, ELISA ve lam
agliitinasyon testlerinde pozitif sonuglarin artmasi, erken donem rPCR pozitif sonuglari
ile yorumlanabilmistir. Serolojik testlerde elde edilen pozitif sonuglarin daimi olmasi,

buna karsin rPCR testinde negatif sonu¢ elde edilmesi ise hastaligin kronik oldugunu
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gostermistir (Kesler ve ark. 2013) Bu nedenle, rPCR testi ile serolojik test metotlarinin

uygulanmasi, hastalik siirecine dair bilgi edinilmesinde temel olusturmustur.

Yapilan ¢alismalarda, M. gallisepticum izolasyonu igin ¢esitli dokularin ya da
dokulardan alinan svablarin kullanilabilecegi belirtilmistir (Y1ilmaz ve ark., 2011). Bazi
calismalarda; izolasyon igin trakeal svablarin (Carli ve ark., 2003; Koyuncu, 2014,
Gondal ve ark., 2015), bazilarinda ise trakeal dokunun basarili oldugu (Cengiz ve ark.,
2011) rapor edilmistir. Bu calismada, trakeal dokulardan sivi forma eksudat gecisinin
sinirlt oldugu saptanmistir. Buna karsin trakeal svablarla direkt eksudat alindigindan,
eksudatin transport soliilisyonunda daha iyi ¢6ziindiigii tespit edilmistir. Bu durumun
test sonuclarinda kayda deger degisikliklere neden oldugu belirlenmistir. Bu nedenle,
molekiiler izolasyon ¢alismalarinda trakeal svab kullanilmasi Onerilmistir. Bununla
birlikte, izolasyon icin kullanilan svablarin, transport soliisyonunda uzun siire muhafaza

edilmemesi 6nerilmistir (Ongér ve ark., 2009).

Sonug olarak, sadece bir test metodunun uygulanmasinin hastaligin tespitinde
yeterli olmadigi, tarama caligsmalarinda ve prevalansin belirlenmesinde yanlis sonuglara
neden oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar serolojik testlerden elde edilen
sonuglarin yorumlanmasinda rPCR testinin 6nemini ortaya koymustur. rPCR testinin
gerceklestirilmesinde ise, trakeal svablarin kullanilmasinin  avantajli  oldugu

gozlemlenmistir.
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EKLER

EK-1 Mycoplasma gallisepticum’un tespitinde kullanilan iki lam agliitinasyon
antijenleri
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EK-2 ELISA test sonucuna ait gorsel




EK-3 ELISA testi igin kullanilan kit materyalleri ve ekipman
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EK-4 rPCR ig¢in kullanilan materyaller
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EK-5 Lam Agliitinasyon Test Sonucu
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