TURKIYE CUMHURIYETI
KIRIKKALE UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

GUVERCIN DISKILARINDA CHLAMYDOPHILA PSITTACI VARLIGININ
PCR METODU iLE ARASTIRILMASI

Ozlem ALTINTAS

VETERINERLIK MiKROBIYOLOJiSi ANABILiM DALI

DOKTORA TEZi

DANISMAN
Dog¢.Dr. Nilgiin UNAL

2018 — KIRIKKALE



Kirikkale Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii

Veteriner Mikrobiyoloji Doktora Programi ¢ergevesinde yiiriitiilmiis olan bu ¢alisma

asagidaki jiiri tiyeleri tarafindan Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 04/09/2018

Unvani, Ad1 ve Soyadi

............ Universitesi, ................ Fakiiltesi

Jiiri Baskant1

Unvani, Ad1 ve Soyadi Unvani, Ad1 ve Soyadi
....Universitesi, ... Fakiiltesi ....Universitesi, ... Fakiiltesi
Uye Uye
Unvani, Ad1 ve Soyadi Unvani, Adi ve Soyadi
....Universitesi, ... Fakiiltesi ....Universitesi, ... Fakiiltesi

Uye Uye



ICINDEKILER

Kabul ve Onay

Icindekiler

Onsoz

Kisaltmalar

Sekiller

Cizelgeler

OZET

SUMMARY

1. GIRIiS

1.1. Avian Chlamydiosis

1.1.1. Tarihge

1.1.2. Terminoloji

1.1.3. Etiyoloji

1.1.4. Epidemiyoloji ve Bulagma
1.1.5.Semptomlar

1.1.6. Tan1

1.1.6.1. Izolasyon-identifikasyon

1.1.6.2. Serolojik Testler

1.1.7.Sagaltim

1.1.8.Koruma ve Kontrol

1.1.9. Hastaligin Diinyadaki ve Ulkemizdeki Durumu
1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
1.3. DNA Dizi Analizi

2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Orneklerin Toplanmasi

2.2. Yontem

2.2.1.Disk1 Orneklerinden Genomik DNA Ekstraksiyonu
2.2.2.PCR Amplifikasyonu

2.2.3.DNA Dizi Analizi

Vi
vii

viii

Lo oo o o B~ WwN P

N DD DD DN DN DN DN NN P P PP R
© 0O oo o 1 U1 U1 W P O W ~N U1 w N O



3. BULGULAR

4. TARTISMA VE SONUC
KAYNAKLAR
OZGECMIS

31
38
42
52



ONSOZ

Giliniimiizde giivercin yetistiriciligi halk elinde 6zellikle hobi amaciyla oldukca
yaygin olarak yapilmaktadir ve yetistiriciler bu hayvanlarla yakin bir iligki i¢inde
yasamakta ve gilinliik olarak en az birka¢ saatlerini bu hayvanlarla i¢ ice
gecirmektedirler. Ozellikle insan psikolojisi igin olumlu katkilari olan bdyle bir
hobinin, saglik agisindan risklerinin de bulundugu unutulmamalidir. Giivercinlerde
her zaman siddetli bir hastalik yapmamasina ragmen, oOzellikle immun sistemi
baskilanmis insanlara bulasarak siddetli hastalik yapma potansiyeline sahip
olmasindan dolayr Chlamydia psittaci (C. psittaci), halk saglig1 agisindan 6nem arz
eder. Ayrica, son yillarda, gerek diinyada gerekse lilkemizde halk sagligina yonelik
calismalarin 6nemi artmistir. Sunulan bu tez c¢alismasi kapsaminda; Ankara ve
ilcelerinde yetistiricilik yapan hayvan sahipleri ile temasa gecilerek, 2 farkl
mevsimde giivercin kiimeslerinden 6rneklemeler yapilmasi ve bu 6rneklerden PCR
ile C. psittaci etkeni varligi (ompA geni) ve ompA geninin dizi analizi ile de

genotiplerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Doktora egitimim boyunca degerli yardim ve ilgilerini esirgemeyen basta
Damgmanim Saym Dog.Dr. Nilgiin UNAL olmak iizere; Mikrobiyoloji Anabilim
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SIMGELER ve KISALTMALAR

AGID Agar Jel immun Diffiizyon Testi
BGM Buffalo Green Monkey

dNTP Deoksiniikleotid

EBA Epidermolysis Bullosa Acquisita

EDTA Etilendiamin tetraasetik asit

ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

FTS Fizyolojik Tuzlu Su

[IFAT Indirekt Immun Floresans Antikor Testi
KFT Komplement Fikzasyon Testi

LAT Lateks Aglutinasyon Testi

MgCl> Magnezyum Diklorid
MLST Multi Locus Sequence Typing Y 6ntemi

MOMP Major Outer Membran Protein

NCBI National Center for Biotechnology Information

OIE World Organisation for Animal Health (Diinya Hayvan Saglhig Orgiitii)
ompA Outer Membran Protein A Geni

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

TBE Tris-borikasit-EDTA
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OZET

Giivercin Diskilarinda Chlamydophila Psittaci Varhginin PCR

Metodu ile Arastirilmasi

Kanatli Klamidiyozis’i; evcil ve yabani kuslarda goriilebilen, oldukca bulasici,
sistemik karakterde, zoonoz bir hastaliktir. Hastalik etkeni Chlamydia psittaci’dir.
Etken; zoonoz bir karakter tasidigi i¢in, halk saghigi yoniiyle de onem arz eder.
Gergeklestirilen bu tez ¢caligmasi ile Ankara ve ilgelerinde aile yetistiriciligi tarzinda
yetistirilen kugshanelerden toplanan 100 adet evcil giivercin digki 6rneginde PCR ile
C. psittaci etkeni varliginin (ompA geni) 2 farkli mevsimde arastiritlmasi ve ompA
geninin dizi analizi ile genotiplerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Calisma sonucunda
bu 100 6rnekten 6 drnekte (%6) C. psittaci ompA geni pozitif olarak bulunmustur. Bu
pozitif orneklerin 2’si Bala (1’1 Aralik-Mart/kis, 1’1 Haziran-Agustos/yaz donemi
numunesi), 2’si Haymana (1’1 Aralik-Mart/kis, 1’1 Haziran-Agustos/yaz doénemi
numunesi), 2’si Golbas1 (1’1 Aralik-Mart/kis, 1’1 Haziran-Agustos/yaz donemi
numunesi) il¢elerinden olmak iizere ayn1 kushanelerden farkli mevsimlerde izole
edilmistir. Ayrica izole edilen orneklerin Diinya veri bankasi ile yapilan sekans
analizleri karsilastirildiginda; biitiin izolatlarin % 100 genotip B, % 99 oraninda da

genotip E ile uyumlu oldugu goriilmiistir.

Anahtar Kelimeler: Chlamydia psittaci, Diski, Giivercin, ompA, PCR.



SUMMARY

The Assets of Chlamydophila Psittaci in Pigeon Feces Investigate
by PCR Method

Avian Chlamydiosis, is a highly contagious, systemic zoonotic disease occuring in
domestic animals and wild birds; where Chlamydia psittaci is the main agent. As this
agent has a zoonotic character, it is also important for public health perspective. With
this thesis study, it was aimed to investigate the presence of C. psittaci, from 100
domestic pigeon fecal samples collected from family breeding structured aviaries in
Ankara and around regionds in 2 different seasons, were determined using PCR
(ompA gene) and determine genotypes by sequence analysis of ompA gene. In the
result of study, C. psittaci ompA was found to be positive in 6 samples (6%) of these
100 samples. Among these positive samples, 2 were from Bala (1 sample from
December- March/winter, 1 sample from June-August/summer), 2 from Haymana (1
sample from December- March/winter, 1 sample from June-August/summer) and 2
were from Golbasi (1 sample from December- March/winter, 1 sample from June-
August/summer); where the same agent was isolated in the same aviaries in different
seasons. In addition when the sequence analysis of the isolated samples with the
World database is compared; all isolates were found to be 100% genotype B and

99% genotype E.

Keywords: Chlamydia psittaci, Feces, OmpA, PCR, Pigeon.



1. GIRIS

Kanatli Klamidiyozis’i; hem evcil hem de yabani kuslarda goriilebilen, oldukga
bulasici, sistemik ve zoonoz bir hastaliktir. Hastalik etkeni Chlamydia psittaci (C.
psittaci)’dir. Etken zoonoz bir karakter tasidig1 icin, halk sagligi yoniiyle de 6nem
tasir. Chlamydia etkenlerine bagli olarak memelilerde ve kuslarda gelisen
hastaliklarin isimlendirilmesi zaman igerisinde degisikliklere ugramistir. Parrot
disease, parrot fever, psittacosis, pseudotyphosa, chlamydiosis, chlamydophilosis ve
ornithosis bu isimlendirmelerden bazilaridir. Bu tanimlar igerisinde yer alan
“Psittacosis” psittacine kuslar (papagan, muhabbet kusu) ile insanlarda goriilebilen
hastaligi tanimlarken; “Ornithosis” ise psittacine sinifinda yer almayan (serge,
giivercin, evcil kanatlilar gibi) kuslarda goriilen hastaligi tanimlar. Giiniimiizde
genellikle “avian chlamydiosis” terimi kanatlilarda goriilen hastaligi tanimlamada
tercih edilirken; “psittacosis” terimi ise insanlar ve psittacin kuglarda goriilen
hastaligi tanimlamak i¢in tercih edilir (Everet ve Andersen 1999, Bodetti ve ark.
2002, Kaleta ve Taday 2003, Aydin ve ark. 2006, Condon ve Oakey 2007, Ozbey ve
ark. 2008, Dickx ve ark. 2010, Bas ve Ding 2015, Agunos ve ark. 2016, Guo ve ark.
2016, CFSPH 2017, Wannaratana ve ark. 2017).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR); virlis, bakteri, fungus, parazit ve
protozoon gibi etkenlerin niikleik asit zincirlerinin, laboratuvar ortaminda
belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir (Sayada ve ark. 1995, Ar1 2008, Cetinkaya
ve Ayhan 2012, Alp 2018, Ozekinci 2018, Uyar 2018). Yontemin basit ve hizli
olmasi, kolaylikla standardize edilebilmesi, spesifik ve sensitif olmasi, kisa siirede
sonu¢ almabilmesi, tek seferde birden fazla numune islenebilmesi gibi yonleriyle
geleneksel yontemlere gore daha avantajli ve ideal bir yontemdir (Hewinson ve ark.
1997, Laroucau ve ark. 2007). Ayrica; PCR yonteminde canli mikroorganizmalara
ihtiyag duyulmamasi; analizleri gerceklestiren personel ic¢in, yumurta veya hiicre
kullanilan kiiltir yontemine nazaran daha az risk olusturur (Ozbal 1999).
Giiniimiizde Chlamydial kokenli niikleik asitlerin saptanmasinda PCR ydnteminin
tercih edildigi pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (Messmer ve ark. 1997, Laroucau ve ark.
2001, Von Bomhard ve ark. 2003, Bas ve Ding 2015, Cechova ve ark. 2016, Ornelas-
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Eusebio ve ark. 2016, Razmyar ve ark. 2016, Wannaratana ve ark. 2017). C. pcittaci
etkeninin belirlenmesi i¢cin Multi Locus Sequence Typing (MLST) yontemi
kullanilarak enoA, fumC, gatA, gidA, hemN, hflX, ompA olarak bilinen 7
housekeeping gen bolgesinin parsiyel sekansi yapilabilmektedir (Van Loock ve ark.

2005).

1.1. Avian Chlamydiosis

Chlamydiales takimimnin smiflandirilmasi; molekiiler tekniklerin de ilerlemesine
parelel olarak, donem doénem gozden gegirilmis ve Chlmydiaceae,
Parachlamydiaceae, Waddliaceae ve Simkaniaceae diye isimlendirilen 4 familyaya
boliinmiistiir (Kilic ve Doganci 2003, Ozbey ve ark. 2008, Dickx ve ark. 2010,
Markey ve ark. 2013). Bu familyalar igerisinde yer alan Chlamydiaceae familyasi;
16S ve 23S rRNA genleri iizerinde yapilan sekans analizleri esas alinarak; once,
Chlamydophila ve Chlamydia cinsleri igerisinde yer alan 9 tiir olacak sekilde
smiflandirilmistir (Zweifel ve ark. 2009, Madani ve ark. 2011).

Bu smiflandirma 2015 yilinda revize edilmis ve tek cins (Chlamydia)
icerisinde, toplamda 11 tiir olacak sekilde giincellenmistir (Sachse ve ark. 2015, OIE
2018). Bu tiirler; C. trachomatis (insanlarda), C. suis (domuzlarda), C. muridarum
(hamster ve farelerde), C. psittaci (kanatlhilarda), C. felis (kedilerde), C. abortus
(s1g1r, koyun ve kegilerde), C. caviae (kobaylarda), C. pecorum (sigir ve koyunlarda),
C. pneumonia (insanlarda) ve kanatli hayvanlardan son olarak izole edilen iki tiir C.
avium ile C. gallinacea’dir (Sachse ve ark. 2015, OIE 2018).

Bu organizmalar yiiksek oranda konakg1 spesifik olsalar da; C. pneumonia ve
C. psittaci’nin daha genis bir konak araligi vardir. Bu tiirlerin sadece kuslarda ve
insanlarda degil, ayn1 zamanda sigir, koyun, domuz, at ve diger hayvanlarda da

hastalik yapabildigi belirtilmistir (OIE 2018).



C. psittaci; hem evcil hem de yabani kanatli hayvanlarda goriilebilen,
bulasici, sistemik bir enfeksiyona yol agan ve ayni zamanda da zoonotik karakterde
bir etkendir (Kilig ve Doganci 2003, Dickx ve ark. 2010, OIE 2018). Insanlarda ve
psittacine grubunda yer alan kuslarda (papagan ve muhabbet kusu) etkenin sebep
oldugu hastaliga “Psittakoz” ismi verilirken; bu grupta yer almayanlarda goriilen
hastaliga da “Ornithoz” ismi verilir. Son zamanlarda etken adina bagli yapilan
isimlendirmelerde; hastalia “Klamidiyoz” ismi de verilebilirken, papaganlarda
goriilen hastaliga da “Parrot fever = Papagan atesi” ismi verilebilmektedir (Arda

2008, Madani ve ark. 2011, Bas ve Ding 2015).

1.1.1. Tarihce

Kanatli Klamidiyozis’i ilk kez Juergensen tarafindan 1874 yilinda tanimlanmis ve
Morange tarafindan da 1895 yilinda “Psittakozis” olarak adlandirilmistir (Grimes
1985, Kapakin ve ark. 2008). Andersen ve ark. (1997) tarafindan 1942 yilinda
yapilan bir ¢alisma ile hindi ve 6rdeklerin dogal olarak enfekte olabilecegi belirtilmis
ve etkenin hindilerden ilk izolasyonunun da 1951 yilinda yapildigi bildirilmistir
(Kapakin ve ark. 2008). Etken broilerler de ise ilk kez Barr ve ark. (1986) tarafindan

izole edilmistir.

Insanlarda ise enfeksiyon ilk kez Isvigre’de 1879 yilinda goriilmiis ve
hastaligin insanlara, papaganlardan bulastigi 1894 yilinda kesinlik kazanmstir.
Hastalik insanlarda; ozellikle kanatli hayvan yetistiricileri ve hayvan saticilar ile
veteriner hekimler gibi, kanatli hayvanlarla temasta yiiksek riske sahip olanlarda
goriiliir. Enfeksiyonda mortalite %10-30, morbidite ise %50-80 arasinda degisir.
Etkenin biyolojik silahlar arasinda yer almasi, hastaligin 6nemini daha da artirmistir
(Huminer ve ark. 1992, Ozbal 1999, Saito ve ark. 2005, Kili¢ 2006, Bas ve Ding
2015).



1.1.2. Terminoloji

Simdiye kadar Chlamydia tiirleri i¢in degisik isimlendirmeler yapilmis ve

kullanilmistir. Isimlendirmede yapilan bu degisikliklerin nedeni; etkenin kesin bir

mikrobiyal dogasinin bulunmamasi veya belirsizligi, morfolojik yapisi, replikasyon

sekli ve etkenin saptanmasi ile identifiye edilmesi igin kullanilan yontemlerdeki

gelismelerdir (West 2011).

Asagida Chlamydia i¢in zaman igerisinde kullanilmis olan terimler verilmistir

(Ozbey ve ark. 2008, Sachse ve ark., 2015, OIE 2018):

Miyagawanella psittaci (Miyagawa ve ark. 1935).

Bedsonia (Meyer 1965).

Psittacosis-Lymphogranuloma-Venerum grup (Page 1966).

Chlamydozoon, Ehrlichia, Rickettsiaformis ve Rakeia (Kili¢ ve Doganci
2003).

Levinthal-Coles-Lillie (LCL) bodies (Karakuzulu 2003, Celebi ve Ak 2006,
Herrmann ve ark. 2006).

Psittacosis virus (Heddema ve ark. 2006).

Rickettsia psittaci (Herrmann ve ark. 2006).

Chlamydia (Kilig 2006).

Psittacosis-Lymphogranuloma-Trachoma grup (Sarieyyiioglu ve ark. 2007).
Neo-Rickettsia mundi (Ozbey ve ark. 2008).

Chlamydophila psittaci (Zweifel ve ark. 2009).

Chlamydia psittaci (Sachse ve ark., 2015, OIE 2018).

1.1.3. Etiyoloji

Gilinimiizde Chlamidia psittaci olarak isimlendirilen etken; zaman igerisinde

Rikettsia psittaci, Ehrlichia psittaci, Rickettsia formis psittaci, Chlamidozoon psittaci



ve Chlamydophila psittaci gibi isimlerle de adlandirilmistir. Obligat intraseliiler
ozellikte olan etken; Gram negatif, sporsuz, kapsiilsiiz ve hareketsiz bir bakteridir.
Ayrica Macchiavello ve Giemsa boyama yontemleri ile boyanarak, etkenin tanisinda
onemli bir rol oynayan “Levinthal-Cole-Lillie” inkliizyon cisimciklerini de igerir.
Etken embriyolu tavuk yumurtasi, hiicre kiiltiiri ve deney hayvanlari gibi canli
sistemlerde iiretilebilir (Arda 2008, Bas ve Ding 2015). Uremesi icin canl1 hiicrelere
ihtiyag duymasi ve bu agamanin diger bakteri tiirlerinden bir nebze farkli olmast,
izolasyonlarini zorlastirir. Klamidyalar; bifazik yasam dongiistine sahip, zorunlu
hiicre i¢i bakterilerdir. Gram negatif bakterilere, li¢ tabakali dis membrani ile yapisal
olarak benzerlik gosterirler. Chlamydia genomu; peptidoglikan sentezi i¢in Sahip
olunmasi gereken tiim genleri icerse de, prokaryot canlilarda ozmotik dengeyi
saglamada gorevli olan peptidoglikan icermez. Bunun yerine, Chlamydia cinsi
bakterilerin hiicre disi1 formu olan elementer cisimciklerde (EB), dis membran
proteinleri i¢inde sisteinden zengin proteinler arasinda disiilfit ¢apraz baglar1 vardir.
Chlamydia’lar; ge¢miste virlis olarak diisiiniilseler de (Kapakin ve ark. 2008);
boliinerek ¢ogalmalari, hem RNA hem de DNA’ya sahip olmalari, sert bir hiicre
duvar1 (Gram negatif bakteriler gibi) bulundurmalar1 ve antibakteriyel maddelere
kars1 duyarli olmalar1 gibi sebeplerle, bakteriler igerisinde degerlendirilirler (Bas ve
Ding 2015, Kapakin ve ark. 2008, Balsamo ve ark. 2017). Chlamidyanin gelisim

dongiisii Sekil 1.1°de verilmistir.

e o©° o @
| © | @ | ®

Elementer body (EB) EB’nin endositoz  EB’nin endozom , EB’nin endozom iginde
» ~ - N

O
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°§° o °§°0°°0 0\

C.pnmmoniaeve | RB ve EB ‘deinklizyon RB’ninEBye A Bmar}m-ymda

5 brad‘x o granillednin bulsnmas:  doniymesi RB’nin replike olmas
endositoz o

0

’ .
Q °°. o° o‘ o‘ oo

" $oogo) oo

C.psittaci: hilerelerin lizisi veinklizyonu @ o @

Sekil 1.1. Chlamydia gelisim dongiisii (Demirci, 2018).
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Chlamydia cinsi bakteriler, infekte ettikleri hiicrelerin sitoplazmalarinda
inkliizyon olusturarak iirerler. Hiicre dis1 infekte form olan EB duyarli konak hiicreye
baglanir ve bu baglanmadan, bakteri ylizey proteinlerinin mi yoksa reseptorlerin mi
sorumlu oldugu heniiz tam olarak agiklanamistir. Bakterinin hiicreye girisi reseptore
bagli endositoz, fagositoz veya pinositoz yoluyla gerceklesir. Baslangigta EB
yaklagik olarak 350 nm capinda iken; ilerleyen dénemlerde 800-1000 nm ¢apinda
¢ogalan formu olan retikiiler cisme (RB) dontisiirler. Etkenin EB formu; hiicre duvari
sert, piliasiz, az flagellali ve enfeksiyoz formudur. Silindirik epitel hiicrelerine
tutunarak, hedefe girisi saglar. Etkenin RB formu ise; hiicre duvari ince, ortadan
boliinerek ayrilan, hiicre i¢i metabolik olarak aktif olmasina ragmen enfektif 6zelligi
bulunmayan formudur. Etkenin her iki formu da bakterilere benzer bir
metabolizmaya sahiptir ve yine bakteriler gibi RNA, DNA ile hiicre duvari igerir.
Ancak ATP iiretme enzimlerinden yoksundurlar. Bu sebeple konakg¢i hiicrede
bakteriler ATPaz ve yiiksek enerjili fosfat ATP depolarlar. Bu yilizden “enerji
paraziti” olarak da bilinirler; ancak, bunlar ayn1 zamanda aminoasitlere de

gereksinim duyarlar (Kapakin ve ark. 2008, Balsamo ve ark. 2017).

1.1.4. Epidemiyoloji ve Bulasma

Kanatli Klamidiyozis’i; hindi, papagan, 6rdek ve giivercinlerde goriiliir; ancak etken;
birgok yabani - evcil kanatlilar ve kiimes hayvanlar1 (muhabbet kusu, kanarya,
kumru, siiliin, deniz ve sahil kuslar1 gibi) ile birlikte memeli hayvanlar ve insanlarda
da hastaliga yol agar. Hatta etkenin 500°e yakin kanatl tiirinde hastaliga yol agtig
bildirilmistir. Bu tiirler icerisinde papagan, muhabbet kusu, kumru, giivercin,
kanarya, ordek, siiliin, hindi ve su kuslar1 C. psittaci’nin dogal konakgilart olarak

kabul edilir (Bas ve Ding 2015, Balsamo ve ark. 2017; OIE 2018).

Kanatli hayvanlarda bulasma, sindirim ve solunum sistemi yoluyla olur.
Bulasmada fekal-oral bulasma, kontamine kurumus fekal tozlar ve havada bulunan
mikroplu damlaciklar 6nemlidir. Ozellikle kalabalik yetistiricilik yapilan kiimeslerde,

hasta hayvanlarin tiksirmasi sonucu havaya bulasan etken, solunum yolu ile (nefes
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alma) saglikli hayvanlarin akcigerlerine kadar ulasir. Etken, hasta hayvanlarin
Ozellikle sekret ve eskretleri ile tiiylerinde bulunur. Hasta veya etkeni tasiyan
hayvanlarin klinik olarak hangi periyot araliginda etkeni etrafa yaydiklarina iliskin
yeterli bir bilgi bulunmasa da; bu siirenin aylarca siirebilecegi bildirilmistir. Bunun
yanisira etken, bocek ve sokucu sinekler araciliginda da taginabilir. Ayrica bulasma
orani diger yollara nazaran daha diisiik olsa da; muhabbet kusu, 6rdek, kaz ve tavuk
gibi hayvanlarda vertikal bulagmanin da gdzlemlendigi bildirilmistir (Bas ve Ding
2015, Balsamo ve ark. 2017; OIE 2018).

Ozellikle stres (nakil, kalabalik ortamlar, soguk, hayvanlara kotii muamele
gibi), yetersiz beslenme, iyi olmayan bakim kosullar1 ve immiin Sistem tizerinde
olumsuz etkiye yol agan diger nedenler hastaligin olusmasinda predispoze
faktorlerdir. Ayrica; saglikli hayvanlarin bulundugu ortama, saglik kontroliinden
gecirilmeden veya karantina siiresine uyulmadan getirilmis olan hasta hayvanlar da
hastaligin yayilmasinda 6énemli rol oynar (Bas ve Ding 2015, Balsamo ve ark. 2017,
OIE 2018).

Etkenin bulagsmasinda artropodlarin roliiniin olup-olmadigi heniiz tam olarak
belli olmamakla birlikte; sokucu artropodlar ve keneler araciliginda hindilerde
enfeksiyonun bulagabilecegi bildirilmistir. Yumurta ile bulasma olup-olmadig:
yoniinde yapilan aragtirmalarda da; tavuklarda enfeksiyonun bu yolla bulasabilecegi
belirtilse de hindilerde bu yonde bir bulguya rastlanilmadig bildirilmistir (Kapakin
ve ark. 2008).

C. psittaci, yabani hayvanlardan pet hayvanlarina veya kiimes hayvanlarina
gecebilir. Burada ozellikle kontamine yem veya ekipman onemli rol oynar. Bu
sebeple de o6zellikle hayvanlara verilen yemlerin, yabani kanatlilardan korunmasi
onem arz eder. Ayrica etken digki ve althikta 1 ay canliligini korur, bu sebeple de
ekipmanlarin 6zenli bir sekilde temizlenmesi gerekir (Andersen 1991, Andersen
1997, Vanrompay ve ark. 1995, Bas ve Ding 2015).



Etken, insanlara ya dogrudan temas ile ya da diski tozlarinin solunmasi;
enfekte hayvanlarin salgilar1 aracih@iyla bulasabilir. Ozellikle kafes kusu
yetistiriciligi yapanlar ve evde kus besleyenlerde, etken ile kontamine gaita tozlarinin
inhalasyonu sonucu enfeksiyon sekillenir. Bu nedenle bu tiir durumlarda maske
kullanilmas: ve dikkatli olunmasi gerekir. Aerosol yolla insandan insana bulasma
olduk¢a nadir goriilmekle birlikte; bu tiir bulasma sonucu gelisen vakalarda
hastaligin ¢cok daha agir seyrettigi de bildirilmistir (Pether 1981, Andersen ve ark.
1997, Dove ve ark. 2000, Raso Tde ve ark. 2002, Bas ve Ding 2015).

Hastaligin insanlardan hayvanlara bulasmasina iligkin bir bilgi heniiz
bildirilmemistir (Anon 2002, Ozbey ve ark. 2008). Bazi onemli klamidyal

infeksiyonlar Cizelge 1.1’de verilmistir.

Cizelge 1.1. Onemli Chlamydial infeksiyonlar.

Etken Canh Tiirii Enfeksiyon Belirtileri
Chlamydia psittaci Kus tiirleri Pnomoni, diyare, konjunktivit
Insan Psittakoz
Chlamydia abortus Koyun Abort
Sigir Abort
Domuz Abort
Chlamydia pecorum Koyun Intesitinal infeksiyon, konjunktivit
Sigir Sporadik sigir ensefalomyeliti
Koala Urogenital infeksiyon
Chlamydia felis Kedi Konjunktivit
Chlamydia caviae Kobay Inkliizyon konjunktivit
Chlamydia pneumoniae Insan Solunum yolu infeksiyonu, ateroskleroz
At Solunum yolu infeksiyonu
Kuala Solunum yolu infeksiyonu
Chlamydia trachomatis Insan Trahom, infant inkliizyon konjunktivit,
(A,B,C,.DK,L) infant solunum hastaligi
Chlamydia suis Domuz Bagirsak yolu infeksiyonu
Chlamydia muridatum Fare Solunum yolu infeksiyonu
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1.1.5. Semptomlar

Hastalik kanatli hayvanlarda; hayvana (irki, yasi, etkene duyarliligi gibi), etkene
(virulensi, miktar1 gibi) ve g¢evre sartlarina (hijyen, bakim-besleme, kalabalik, stres
gibi) gore degismekle birlikte; herhangi bir semptom gostermeyen olgulardan, kronik
belirti gosteren olgulara kadar olduk¢a degisken bir goriiniime sahiptir (Maluping ve
ark. 2007, Arda 2008, Kapakin ve ark. 2008, Bas ve Ding 2015, OIE 2018).

Hastalikta inkiibasyon siiresi; hayvanin yasina, duyarliligina, etkenin viicuda
alinma yoluna, miktarina, viriilansina ve ¢evresel faktorlere bagli olarak 5 ila 60 giin
arasinda degisir. Yine hastalikta goriilecek olan klinik belirtiler de enfeksiyonun
siddetine gore degisir (Heddema ve ark. 2006, Kapakin ve ark. 2008, Bas ve Ding
2015).

Psittacine grubu kanatlilarda; asemptomatikten kronige kadar degisen
derecelerde belirtiler gozlemlenir. Bu hayvanlarda genellikle mortalite diistiktiir.
Enfekte hayvanlarin ¢ogu herhangi bir klinik belirti gostermeksizin ¢evreyi
kontamine eder ve hastaligin bulasmasinda énemli bir rol oynar (Ozbey ve ark. 2008,
Bas ve Ding 2015). Bu tarz subklinik olgularda hayvanlar ancak yogun stres altinda
kaldig1 hallerde hastalik belirtilerini gostermeye baslar ve bu donemde etkenin

cevreye sacilimi da daha yogundur (Arda 2008, OIE 2018).

Hastaligin ilerledigi olgularda ise; uyusukluk, tiiylerde kabarma, hipertermi,
rinitis, nefes zorlugu, konjunktivit, burun ve goz akintisi, tiiylerde kabarma ve
matlagma, yumurta iiretiminde azalma, zayiflama, poliiiri ve ishal gézlenir. Ancak bu
belirtilerin hepsinin tek bir hayvanda goériilmesi miimkiin degildir. Hastalikta nadiren
de olsa sinirsel belirtilere bagl olarak boyunda biikiilme ve bacaklarda paraliz hali de
goriilebilir. Hasta hayvanlar 6liimden 6nce asir1 zayiflamis ve dehidre durumdadirlar
ve Olimiin solunum ve dolasim yetmezligine bagli olarak gelistigi disiiniiliir.
Nekropside; asir1 zayiflama ve dehidratasyon dikkati ¢eker. Multifokal karaciger

nekrozu, dalak ve karacigerde biiyiime, miyokarditis, perikardit, peritonit, pnémoni

11



ve akcigerde 6dem gozlemlenebilir; ancak, bu belirtiler patognomik degildir (Arda
2008, Kapakin ve ark. 2008, OIE 2018).

Psittacine grubunda olmayan kanatlilarda ise; g6z ve burundan akint1 gelmesi,
hareketsizlik, durgunluk, tiiylerin kabarmasi, konjunktivit, istahsizlik ve buna bagl
olarak zayiflama gibi genel belirtiler goriilebildigi gibi; hiriltili soluma ve soluk
almada zorlanma, oOksiiriik, tiksirik, 6tmede isteksizlik, ses tonunda degisiklikler,
diskida trat kristalleri goriilmesi ve yesilimsi bir ishal gibi 6zel belirtiler de
gortilebilir (Tanaka ve ark. 2005, Chahota ve ark. 2006, Zweifel ve ark. 2009). Bu
hayvanlarda hastaligin mortalitesi, hastalik siddetine gore degiskenlik gosterir
(Tanaka ve ark. 2005).

Hasta hayvanlarin nekropsisinde 6zellikle tist solunum yollarinin hastaliktan
daha fazla etkilenmis oldugu dikkati ¢eker. Burun, soluk borusu, larinks ile brons
mukozalar1 hiperemiktir. Mukozalar tizerinde mukoid madde birikimi dikkati ¢eker.
Hastaligin siddetine bagli olarak akcigerlerde tek veya ¢ift tarafli pnémoni
goriilebilir (Arda ve ark. 2002, Bas ve Ding 2015).

Insanlarda etken, respiratuvar enfeksiyona neden olur ve hastaligin klinik
belirtileri  oldukga degiskenlik gosterir. Enfeksiyon; higbir klinik belirti
gostermeksizin seyredebilecegi gibi intersitisyal pnomoni ve ensefalitis’e varacak
derecede siddetli bir seviyede de seyredebilir. Inkiibasyon siiresi 7 ila 21 giin
arasinda degisir. Hastaliga yakalananlarda ates, istahsizlik, halsizlik, tisiime-titreme
nobetleri, oksiiriik, bas - bogaz agris1 ve miyalji goriilebilir. Vakalarin ¢ogunda
bronkopnomoni de gozlemlenir. Hafif seyreden vakalarda hastalik 10 ila 14 giin
stirerken; agir seyreden vakalarda ise hastalik 3 ila 7 hafta siirer. Hastalarda nadiren
de olsa miyokardit, perikardit veya tromboembolik belirtiler de goriilebilir. Uygun
olarak tedavi edilemeyen hastalarda nadiren de olsa 6liim goriilebilir. Bu sebeple
hastalikta erken teshis Onem arz eder. Hastalik; bruselloz, tifo, primer atipik
pnoémoni, tiiberkiiloz ve influenza gibi hastaliklarla da karistirilabilir (Andersen ve
Vanrompay 2003, Kili¢ ve Doganci 2003, Ang ve ark. 2011, Madani ve ark. 2011,
Bas ve Ding 2015).
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1.1.6. Tam

Etken pek c¢ok bakteriyel (Pasteurellosis, Colibasillosis, Mycoplasmosis, ORT,
Listeriosis, Bordetellosis gibi), mantar (Aspergillozis) ve viral (Newcastle, Avian
influenza) enfeksiyona benzer klinik belirti ve nekropsi bulgularina sebep oldugu
icin; Klinik belirtilere ve lezyonlara bakilarak teshis koymak oldukga zordur. Yine
buna paralel sekilde genis bir konak¢i agma sahip olmasi, klinik belirtilerdeki
cesitlilik ve enfeksiyon siddetinin degiskenlik gostermesi; klamidiyozis’i teshiste

giicliige yol acar (Ozbal 1999).

Hasta kanatlilarda yapilan nekropside; multifokal Kkaraciger nekrozu,
karaciger ve dalakta biiylime, miyokarditis, perikarditis, sinusitis, enteritis, solunum
sistemi mukozalarinda hiperemi ve mukoid madde birikimi, hava keselerinde yangi,
akcigerde 6dem, tek veya ¢ift tarafli pndmoni ve peritonitis sekillendigi bildirilmistir

(Arda ve ark. 2002, Beeckman ve Vanrompay 2009, Bas ve Ding 2015, OIE 2018).

OIE’ye verilerine gore avian klamidiyozis tanisinda; hastalikta goriilen tipik
klinik bulgularla birlikte etkenin de izolasyon ve identifikasyonunun yapilmasi ya da
dokularda etkenin varliginin saptanmasi veya etkene spesifik antikor sayisinda 4 kat
artigin saptanmasi gerekir. Hastaligin teshisinde klinik ve nekropsi bulgularmnin
yetersiz kalmasi sebebiyle teshis icin laboratuvar muayenelerine ihtiya¢ duyulur.
Bunun igin; hastalardan larinks ve trakeal svaplar, burun ve siniis akintilar1 ile kan
numunesi aliabilir. Svap ve akintilardan hazirlanan preparatlar, Giemsa vaya Stamp
boyama yontemi ile boyanir. Stamp boyamada; boyutu c¢ok kiigiik, pembe renkli
etkenler preparat iizerinde aranmalidir. Giemsa boyamada ise; mavi renkli etkenler,
hiicre i¢inde veya disinda aranmalidir (Storz ve Krauss 1985, Arda 2008, OIE 2012).
Yine alinan materyallerden hazirlanmis olan inokulumlarin, deney hayvanlarina
(farelerde intranazal, gen¢ kobaylarda ise intraperitoneal yolla) enjekte edilmesi
ve/veya inokulumlarin embriyolu tavuk yumurtasina (6-7 giinliik) ekim yapilmas ile
etkenin izolasyonu gerceklestirilebilir. Her ne kadar etken izolasyonu gecerli bir

yontem olsa dahi izolasyon isleminden basarili bir sonu¢ alinmasi olduk¢a zordur.
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Bu sebeple; boyle durumlarda sonuglarin olumsuz ¢ikmasi, hayvanlarda psittakoz

varligiin olmadigi anlamina gelmez (Madani ve ark. 2011, Bas ve Ding 2015).

1.1.6.1. izolasyon-identifikasyon

Hastalik belirtilerine bagl olarak, aseptik sartlarda kiiltiir 6rnekleri alinmalidir. Olas1
bir kontaminasyon durumunda Chlamydia’nin izolasyonu saglanamaz. Akut
olgularda; kan, okiiler ve nasal eksudat, akciger, bobrek, dalak, perikardium,
karaciger ve organ igerisindeki lezyonlu bdlgelerden veya etrafindaki fibrindz
eksudattan ornek alinabilir. ishal goriilen olgularda kolon igerigi veya diski
numunesinden Kkiiltiir yapilmalidir. Canli hayvandan o6rnek alinmasi gerektigi
hallerde ise; faringiyal, nazal ve kloakal svap, diski ve konjuktival kazint1 tercih
edilmelidir. Diskidan Ornek alinacagi durumlarda; etkenin araliklarla sacildig
unutulmamali ve buna gore 3-5 giin araliklarla diski veya kloakal svap Ornegi

alimmalidir (OIE 2012).

Orneklerin tasinmasi ve muhafaza edilmesi esnasinda etkenin infektivitesini
kaybetmemesi i¢in mutlaka uygun bir transport besiyeri kullanilmalidir. Chlamydial
orneklerin taginmasinda siikroz (74.6 g/l) /fosfat (0.512 g/l) /glutamat (1.237 g/l)
(SFG) igeren 6zel bir ortam kullanilir. Kontamine 6rnekler, hayvanlar veya hiicre
kiltliriine gegmek i¢in kullanilmadan once on islemden gegirilmelidir. Numuneler
PBS (pH:7.2) igerisinde homojenize edilmelidir. Ayrica numunelerde olusabilecek
bakteriyel ve mantar kontaminasyonuna karsi; Chlamydiostatik etki gdstermeyen
antibiyotikler (streptomisin 1 mg/ml, vankomisin 1 mg/ml, gentamisin 200 pg/ml) ile
mikostatikler (nistatin) de kullanilabilir. Etken obligat intraseliiler bir bakteridir. Bu
sebeple de laboratuvar hayvani, embriyolu tavuk yumurtasi ve doku kiiltiirii gibi

canli besi ortamlarinda iiretilebilir (OIE 2012).

Hiicre Kiiltiirii: Klamidyalarin izolasyonu amaciyla sik kullanilan metotlardan

birisidir. Bu amagla; African green monkey kidney (Vero), McCoy, L hiicreleri,
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Buffalo green monkey (BGM) ve HeLa gibi hiicre kiiltiirleri kullanilarak, klamidyal
inkliizyonlar tespit edilebilir (Kanakin ve ark. 2008, OIE 2012).

Embriyolu Tavuk Yumurtasi: Klamidyalarin izolasyonu igin 6-7 giinliik spesifik

patojen free tavuk embriyolarina inokulasyon yapilabilir (Kanakin ve ark. 2008).

Histokimyasal ~Boyama: Ziehl-Neelsen, Gimenez, Casteneda, Giemsa,
Macchiavello gibi histokimyasal boyama teknikleri yardimiyla dalak ve karacigerden

alinan smar 6rneklerinde intraselliiler klamidyal etkenler goriilebilir (Kanakin ve ark.

2008).

Immuno-histokimyasal Boyama: Histolojik kesitlerde yapilan immuno-
histokimyasal boyama ve Restriction Fragment Length Polymorphism iki yeni teknik
olarak kabul goriir ve gelecek i¢in olduke¢a iimit vericidir. Her iki teknikte canli
etkene gerek duymaz ve oldukca hizlidir. Son zamanlardaki gelismeler ve otomatik
boyama  ekipmanlarmna  bagli  olarak, histolojik  kesitlerde  yapilan
immunohistokimyasal boyama tekniginin kullanilmasinda da bir artis olmustur (OIE
2012). Bu yontemde bazi mantar ve bakterilerin ¢apraz reaksiyon verebilecekleri de

unutulmamalidir (Kapakin ve ark. 2008).

Etkenin EB formunun, elektron mikroskobu ile konakg¢i hiicre membran

mikrovilluslarindan igeriye girisi de goriintiilenebilir (Kapakin ve ark. 2008).

1.1.6.2. Serolojik Testler

Hastaligin tanisi i¢in etken izolasyonu en iyi yontem olsa da; yontemin uzun siirmesi,
izolasyon icin gerekli ekipmanlari ihtiva eden bir laboratuvara gereksinim
duyulmasi, metodu gergeklestirebilecek diizeyde yeterli deneyime ve bilgiye sahip

teknik elemana ihtiya¢ olmasi ve alinan Orneklerin dogru bir sekilde laboratuvara
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ulastirilmasi gerekliligi yontemin dezavantajlar1 olarak degerlendirilir. Bu sebeple de
teshis laboratuvarlarinda rutin olarak etkenin izolasyonuna gidilmesi yontemi pek

tercih edilmez (OIE 2012).

Alinan kan numunelerinden hazirlanan serumlarda serolojik yontemlerle
etkene karsi gelisen spesifik antikorlarin ELISA gibi duyarli serolojik testlerle
belirlenebilir. Yine ayni yontem kullanilarak veya indirekt immun floresans antikor
testi (IIFAT) ile dokularda etkene ait spesifik antijenler saptanabilir. Yeterli miktarda
kan Ornegi alinabilirse; agar jel immun diffiizyon testi (AGID), komplement
fikzasyon testi (KFT) ve lateks aglutinasyon testi (LAT) de teshiste kullanilabilir.
Son yillarda molekiiler yontemlerin de devreye girmesiyle teshiste daha etkili
sonuclar da alinmaya baslanmistir (Karakuzulu 2003, Arda 2008, West 2011, Bas ve
Ding 2015, OIE 2018). Serolojik tanida serum 6rneklerinde antikor titresindeki 4 kat
artig baz alinir (OIE 2012, Reinhold 2018).

C. psittaci, virulansinin yiiksek olmasi ve olasi laboratuvar kazasi esnasinda
kolaylikla ¢evreyi de kontamine edebilecegi i¢in; biyogiivenlik 3 diizeyinde, 6zel
ekipmanli laboratuvarlarda ¢alisilmalidir. Son yillarda molekiiler teknikler daha fazla
kullanima girmis ve Ozellikle de multiple nested PCR ile gerceklestirilen ompA
(outer membran protein) saptama testi rutin analizlerde tercih edilmeye baslanmistir.
Ayrica; ayritili genotipik incelemelerde, sekans analizi, microarray ve kantitatif
Real Time PCR metodlar1 da tercih edilir (Ozbal 1999, Raso Tde 2002, Karakuzulu
2003).

KFT, C. psittaci i¢in serolojik teshis amaciyla kullanilan standart test olarak
kabul edilir. Bu testin amaci1 etkene karsi gelisen antikorlarn tespit edilmesidir.
Hastaligin tanisinda, KFT sonucu saptanan yiiksek antikor titresi ile klinik bulgular
aktif infeksiyonun gostergesidir. Her hayvan igin bireysel olarak yapilan
degerlendirmede numunedeki titrede goriilebilecek 4 kat artis, mevcut infeksiyonun
gostergesi olarak kabul edilir. Serolojik teshiste, ELISA, AGID, LAT, Epidermolysis
Bullosa Acquisita (EBA) ve Mikro Immun Floresan Test (MIFT) gibi yontemler
gelistirilmis olsa da; bu testlerin spesifiteleri yeterince degerlendirilmemistir (OIE
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2012, Bas ve Ding 2015, OIE 2018, Reinhold 2018). LAT testi; yapilmasi hizli ve
kolay olmakla birlikte C. psittaci’ye karsi gelisen antikorlar1 saptar. ELISA testi; hali
hazirda devam etmekte olan infeksiyonlart saptar yani sadece IgM tespit edebilir.
MIFT testinde mikroplate tizerinde Major Outer Membran Protein (MOMP)
antijenine 6zgii fluorescense boyali antikorun baglantisinin gériilmesine dayanir. Bu
testin yapilmasi kolay ve hizli olsa da; tlire 6zgli antiserumlar1 temin etmek her
zaman miimkiin olamayabilir. Yontem daha =ziyade, akut C. pneumoniae
enfeksiyonunun tanisinda tercih edilir (OIE 2012, OIE 2018).

Izolatlarin Serolojik Tiplendirilmesi: C. psittaci tiirlerinde, serotip-spesifik
monoklonal antikorlar kullanilarak ve ana dis zar proteinini kodlayan ompA genine
dayanan, 7’si kanatlilarda (A-F ve E/B) ve 2’si de memelilerde (sigirlarda WC,
kemiricilerde M56) olmak {lizere toplamda dokuz farkli serotip/genotip tespit
edilmistir (Andersen 1991, Andersen 1998, Zweifel ve ark. 2009, OIE 2018).
Memelilerde tespit edilen WC ve M56 genotiplerinin izolasyonu tek bir salgindan

gerceklestirilmistir (Timms 1993).

Kanatlilarda goriilen genotipler icerisinde ilk 5’1 (A-E) daha yaygindir.
Kanatli hayvanlarda tespit edilen genotiplerin iligkili oldugu tiirler ise; A (psittacine
siifi); B (giivercin); C (kaz, ordek); D (hindi); E (ratites, o6rdek ve giivercin), E/B
(hindi, érdek ve giivercin) ve F (muhabbet kuslar1) seklindedir. Ozellikle, A, B ve
E/B genotipleri, zoonotik bulasma vakalarindan 1izole edilen izolatlarda
belirlenmistir. Giiniimiizde daha heterojen genotiplerin ii¢ii i¢in alt gruplar (A-VS1,
A-6BC, A-8455, EB-E30, EB-859, EB-KKCP, D-NJ1, D-9N) ve gecici genotipler de
tanimlanmaya baglamistir (Timms 1993, Madani ve ark. 2011, OIE 2018).

1.1.7. Sagaltim

Tedavide genellikle genis spekturumlu antibiyotikler kullanilir ve kullanilacak ilag

secimi de hastaligin goriildiigi tilkeye gore degisir (Madani ve ark. 2011). Tedavide
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karsilagilan en Onemli problem hastaligin niiks etmesidir (Arda ve ark. 2002).
Hastalik goriilen kiimeslerde hastaliga yakalanan kanatlilar mutlaka ayr1 bir kafese
alimmali ve bu hayvanlarin bakim-beslenmesine dikkat edilmelidir. Bakicilar,
Ozellikle hasta hayvanlarin bulunduruldugu ortamlarda mutlaka koruyucu

kiyafetlerini (maske, tulum, eldiven, baslik) giymelidirler (Madani ve ark. 2011).

Hastaligin tedavisinde tetrasiklinler, kinolonlar (enrofloksasin) ya da
makrolidler (azitromisin) tercih edilir (Anon 2002, Kapakin ve ark. 2008, OIE 2018).
Enrofloksasin bu amacla yeme 250-1000 ppm miktarda katilarak kullanilabilir
(Gerlach 1999). Bu uygulamanin 45 giin gibi uzun bir siire devam ettirilmesi tavsiye
edilir (Vanrompay ve ark. 1995, Johnston ve ark. 1999, OIE 2018). Doksisilin de
hem yeme katilarak (1000 mg/kg) hem de enjeksiyon yolu ile kullanilabilir. Yine
hayvan tiirli ve ¢evresel sartlara bagh olarak 200-800 mg/litre dozunda doksisiklin
icme suyuna katilarak da kullanilabilir. Doksisiklinin suda daha stabil olmasi ve
ilacin bu yolla hayvanlar tarafindan daha iyi alinabilmesi nedeniyle yeme katarak

kullanilmasindan ziyade suya katilarak kullanilmasi1 daha uygundur (Flammer 2000).

Tetrasiklinler hastaligin tedavisinde alternatif ila¢ grubu olarak diisiiniiliir
(Anon 2002). Tetrasiklinlerle tadavide asil problem hayvanlarin tetrasiklin ilave
edilmis yemleri yemedeki isteksizliktir. Biiyiik kanathilar i¢in kas i¢i yolla
oksitetrasiklin injeksiyonu da tercih edilebilir. Ancak bu uygulamada yan etkiler
(injeksiyon yapilan bolgede siddetli kas nekrozu olusabilmesi gibi) goriilebilir
(Gerlach 1999). Tetrasiklinlerle tedavi esnasinda hayvanlarin yemindeki Ca ve diger
bivalan katyonlarin miktarina dikkat edilmelidir. Bu mineraller, tetrasiklinlerin

emilimini azaltir (Kapakin ve ark. 2008).

Hastaligin insanlarda tedavisinde; doksisiklin, tetrasiklin hidroklorid basta
olmak tizere azitromisin, eritromisin gibi etken maddeler kullanilir (Raso Tde ve ark.
2002, Kilig ve Doganci 2003, Bas ve Ding 2015).
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1.1.8. Korunma ve Kontrol

Hastaligin bulagmasimin onlenmesinde biyogiivenlik Onlemlerine riayet edilmesi
oldukca onemlidir. Enfeksiyonun siiriiye bulagsmasini engellemek i¢in hayvanlarin
bakim ve beslenmesine 6zen gosterilmeli; disaridan siiriiye muayenesiz ve kontrolsiiz
hayvan sokulmamali; kanatli hayvanlarin diger hayvanlarla temasi sinirlandirilmals;
yemlik, suluk ve yem deposuna yabani kus ve diger hayvanlarin erigimi 6nlenmeli;
hasta hayvanlar saglam hayvanlardan ayrilmali; geng¢ hayvanlarla yasli hayvanlar bir
arada bulundurulmamali; hayvanlar iizerinde strese yol acabilecek tiim faktorler
ortadan kaldirilmali ve kiimes hijyenine 6nem verilmelidir. Bu 6nlemler igerisinde de
ozellikle hijyen ve dezenfeksiyona bagli olan uygulamalar ayri bir 6neme sahiptir.
Kiimese disaridan yeni bir kus getirilecegi zaman, hayvan kiimese katilmadan once
20 ila 25 giin arasinda karantina altinda tutularak, bazi spesifik testler
uygulanmalidir. Hastalik etkeninin olup-olmadiginin belirlenebilmesi i¢in kloakal
svap alinarak, molekiiler yontemlerle etkenin wvarligi aranabilir. Hayvanlarin
bulunduruldugu kafesler belirli araliklarla temizlige tabi tutulmalidir. Bu amagla
kiimeslerde etkili bir dezenfeksiyon i¢in 1:1000 oraninda sulandirilmis kuarterner
ammonyum bilesikleri, klorofenoller, %0.5’lik perasetik asit, %70’lik 1zopropil alkol
ve 1:100 oraninda sulandirilmis camasir suyu kullamilabilir. Ayrica hayvanlarin
bulunduruldugu ortalarin havalandirilmasima da dikkat edilmelidir (Giimiigsoy ve
Arda 1998, Smith ve ark. 2005, Kapakin ve ark. 2008, Bas ve Ding 2015).

Insanlarin  hastaliga karsi korunmasmdaki en onemli etkenlerden biri;
hayvanlarin hastalik etkeninden korunmasi ve hayvanlarin belirli araliklarla testlere
tabi tutulmasidir. Hayvanlarla temasta bulunanlarin mutlaka ellerini yikamasi; eger
kalabalik bir yetistiricilik yapiliyorsa, bu tiir ortamlara girerken maske, eldiven, bone
ve koruyucu kiyafetlerin kullanilmasi; hayvan kiimeslerinde hijyen sartlarina 6zen
gosterilmesi; kiimeslerde havalandirmanin yeterli bir diizeyde saglanmasi ve
hayvanlarin bulunduruldugu ortamlar ile kafeslerin belirli araliklarla diizenli bir
sekilde dezenfektan maddeler kullanilarak temizlenmesi 6nemlidir (Raso Tde ve ark.
2002, Smith ve ark. 2005, Bas ve Ding 2015).
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Asilama: Cinsel yol ile bulasan hastaliklar igerisinde en sik goriilen hastaliklardan
biri olan klamidya enfeksiyonlar1; genellikle bulgu vermemeleri ve sessiz bir seyir
gostermeleri sebebiyle cogu zaman tan1 konulamadigi igin tedavi edilemezler. Her yil
sadece Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) 3 milyon civari yeni klamidya
enfeksiyonu oldugu tahmin edilmektedir. Kanada’da bulunan McMaster Universitesi
biinyesindeki Michael G. DeGroote Enfeksiyon Hastaliklar1 Arastirma Enstitiisinden
David Bulir ve arkadaslar ilk kez klamidya enfeksiyonlarina kars: etkili bir antijen
kesfetmislerdir. Arastirmacilar BD584 adini verdikleri bu antijenin; fareler lizerinde
klamidya enfeksiyonunun 6nemli bulgularindan biri olan “chlamydial shedding” adi
verilen durumu, %95 oraninda azalttigini tespit etmislerdir. Yine enfeksiyonun
onemli bulgularindan bir olan tiiplerin tikanmasi ve sivi ile dolmasi olarak
tanimlayabilecegimiz ‘“hidrosalpinks”in goriilme sikliginda ise %87.5 oraninda
azalma gozlemlemislerdir. Bu bulgularin 1s18inda arastiricilar BD584 antijeninin

klamidya asis1 olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir (Bulir ve ark. 2017).

As1 liretimine yonelik olarak yapilan c¢alismalarda etkenin konsantre
stispansiyonlarinin formalin ile inaktive edilmesi benimsenmistir (Madani ve ark.
2011). Bununla birlikte; etkenin dis zarinda yer alan biiyiikk membran protein
antijenine kars1 gelistirilen plazmid DNA asisinin; hindilerde solunum belirtileri ile
kendini gosteren hastaliga karsi basarili bir koruma saglandigi da bildirilmistir
(Andersen ve Vanrompay 2003, Kapakin ve ark. 2008).

1.1.9. Hastah@mn Diinyadaki ve Ulkemizdeki Durumu

Avrupa’da serolojik testlerde (ELISA) seropozitiflik oran1 % 25-95 arasinda
bulunmusgtur. Amerika’da %25-30 oraninda C. psittaci etkeni saptandigi

bildirilmistir. Tiirkiye’de ise bu oran %30-34 olarak saptanmustir.

Cesitli iilkelerde digki 6rneklerinden yapilan ¢aligmalarda; Brezilya’da 2002
yilinda papaganlardan alinan kloakal svap’larin %35’inde, Japonya’da 2005 yilinda
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alinan kloakal svap’larin %22’sinde, Hollanda’da 2007 yilinda havuz sistemi ile
alian o6rneklerin % 7.9’unda C. psittaci etkeni belirlenmistir (Raso Tde ve ark. 2002,
Prukner-Radovcic ve ark. 2005, Tanaka ve ark. 2005, Chahota ve ark. 2006,
Heddema ve ark. 2006, Maluping ve ark. 2007).

Page (1966), tarafindan ABD’de yabani kus bakim evinden alinan numuneler
(svap) tizerinde ELISA yontemi kullanilarak yapilan bir calismada; kuslarin
%26’sinda ve yine ayni yerde ¢alisan 10 yetistiriciden alinan numunelerin de (svap)
tigiinde (yaklasik 9%30’unda) C. psittaci varligina rastlanildigi bildirilmistir.
Miyagawa ve ark. (1995) tarafindan Japonya’da hiicre kiiltiirii kullanarak yapilan bir
calismada; yetistiricilerden alinan numuneler (Svap) tizerinde yapilanan incelemerde

%93.5 oraninda C. psittaci etkeninin bulundugu bildirilmistir.

Hermann ve ark. (2006), tarafindan Ingiltere’de havuz sistemi ile topladiklar
evcil kus numuneleri (Svap) tizerinde PCR kullanarak yapilan bir g¢alismada;
numunelerin %10’undan pozitif sonug¢ alindigini bildirmislerdir. Vanrompay ve ark.
(2007), tarafindan Hollanda’da yabani kuslardan alinan numuler (Svap) tizerinde
PCR kullanarak yapilan bir ¢alismada; alinan numunelerin %19.2’sinde etken
DNA’smin goriildiigi bildirilmistir. Dickx ve ark. (2010) tarafindan Belgika’da
havuz sistemi ile topladiklar1 evcil kus numuneleri iizerinde PCR kullanarak yapilan

bir ¢alismada; %12.5 oraninda C. psittaci etkeninin bulundugu bildirilmistir.

Ulkemizde ise kanatlilarda hastaligin yaygmhg iizerine yapilan calisma
sayist ¢ok azdir. Bu ¢aligmalardan birinde hayvanat bahgelerinde barindirilan kaz,
ordek, kugu ve pelikanlardan olusan toplam 140 adet su kusunun % 65’inde C.
psittaci etkeninin saptandigi bildirilmistir (Karakuzulu 2003). Celebi ve Ak (2006),
tarafindan yabani giivercinlerden alinan numuler iizerinde (svap) PCR kullanarak
yapilan bir ¢aligmada; aliman diski numunelerinin %34.4’tinde C. psittaci DNA’s1
(ompA geni) belirlendigi bildirilmistir. Sareyyiipoglu ve ark. (2007) tarafindan kafes
kuslarinda yapilan diger bir ¢aligmada ise; diski (svap) orneklerinin %91.5’inde,
PCR yontemi (ompA geni) ile etkenin DNA’sinin saptandigi bildirilmistir.
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1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gelisen teknolojinin mikrobiyoloji alanina sunmus oldugu en 6nemli yeniliklerden
biri Molekiiler Tanimlama Yo6ntemleri’dir ve bu yontemlere her gecen giin yenisi
eklenmektedir. Gelistirilen bu teknikler, farkli amaglar i¢in yiiriitiilen bilimsel
faaliyetlere de biiyiik fayda saglar. Bu tekniklerin kullanimini sinirlayan en 6nemli
faktorler deneyimli personele ihtiya¢ duyulmasi ve maliyetleri olsa da; giiniimiizde,
tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde de; 6zellikle bilimsel arastirmalar olmak iizere,

yaygin olarak kullanilirlar (Cetinkaya ve Ayhan 2012).

Ulkemizde yapilan calismalarda en ¢ok tercih edilen molekiiler tanimlama
teknikleri arasinda; Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE), Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ve 16S rDNA dizilim analizi gelir (Cetinkaya ve Ayhan 2012).

PCR, ABD'de Cetus sirketinde ¢alisan Kary Mullis tarafindan 1985 yilinda
bulunmus, spesifik bir DNA par¢asinin kopyalarimin primerler tarafindan
yonlendirilerek enzimatik olarak sentezlenmesi (2" siklus) seklinde tanimlanan in
vitro (canli disinda, tiipte) bir yontemdir (Sayada ve ark. 1995, Ar1 2008, Cetinkaya
ve Ayhan 2012, Alp 2018, Ozekinci 2018, Uyar 2018).

Bu teknik ile hastalik etkenlerine ait (bakteri, virilis, parazit, fungus ve
protozoon gb) hedeflenmis olan niikleik asit zincirleri, 6zgiil tamamlayict
oligoniikleotitler (primerler) ile 1sitya dayanikli enzimler araciginda laboratuvar
ortaminda ¢ogaltilabilir. Hatta c¢alisilmast hedeflenen genetik materyal ¢ok az
miktarda ya da ilgisiz birgok DNA molekiilii arasina karigmis olsa bile; bu yontem
kullanilarak rahatlikla ¢ogaltilabilir, homojen hale getirilebilir ve bdylelikle de
kolaylikla tanimlanabilir (Cetinkaya ve Ayhan 2012).

Yontemin temelini; hedeflenmis bdlgenin iki ucunda bulunan baz dizilerine
0zgli, tamamlayic1 nitelikte bir c¢ift sentetik oligoniikleotid primer kullanilarak

sinirlandirilmis  olan genin, enzimatik olarak sentezlenmesi esas1 olusturur.
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Reaksiyon; polimeraz enzimi ile gerekli olan diger maddelerin ortamda bulunmasi
halinde, DNA’nin karsit siralar1 sentezleyebilme yetenegi ile gergeklesir. Bu
yontemde bir taraftan secilen DNA dizisi ¢ogaltilirken, diger taraftan da istenmeyen
diziler baski altina alinabilir. Boylelikle de DNA dizisinin tanimlanmasi da
kolaylastirilmis olur (Durmaz ve ark. 2007, Ar1 2008, Cetinkaya ve Ayhan 2012).

PCR tekniginin avantaj ve dezavantajlari Cizelge 1.2.°de verilmistir

(Cetinkaya ve Ayhan 2012).

Cizelge 1.2. PCR tekniginin avantaj ve dezavantajlari1 (Cetinkaya ve Ayhan 2012).

Avantaj Dezavantaj

e Hizli ve 6zgiil bir yontemdir. e Primer ile ortamda bulunan istenmeyen
DNA arasinda ortak dizilime sahip olma

e Kurumus, eskimis ya da DNA miktar1 az AR ardic

olan 6rneklerde bile ¢aligir.

mooon B r . e Deneyimli personel gereksinim vardir.
o Tespiti gli¢ olan toksinlerin, zehir iiretebilen / v 8

mikroorganizmalarin, bakteri alt tiplerinin e Pahali ekipmanlar gerektirir.
ve laboratuvar sartlarinda iiretimi gii¢c olan
viriislerin teshisinde kullanilir.

e Antibakteriyel maddelere karsi direng
gelistiren bakteri tiirlerinin saptanmasinda
kullanilir.

e Epidemiyolojik ve popiilasyon genetigi
caligmalar1 ile babalik testi de dahil olmak
tizere genis bir kullanim alanina sahiptir.

Teknik ilk kullanilmaya baslanildiginda, belirlenmis bir genin sadece kiigiik
bir bolimi elde edilebiliyorken; giinimiizde tek bir genden sadece birkag¢ saat
icerisinde milyonlarca kopya elde edilebilmektedir. Bu yontem ozellikle; 6zel DNA
parcaciklarinin klonlanmasi, diagnostik ve adli tipta gen belirlenmesi, gen ifade
modellerinin tespiti ile bakteri kontaminasyonu, gida igeriklerinin 6zgiinliigiiniin
kontrolii ve genetigi degistirilmis DNA’nin varligr gibi alanlarda kullanilir.
Gliniimiizde; Multipleks, Nested, In Situ, Real-Time, Hot-Start PCR ve Lokus
Spesifik PCR-RFLP olmak iizere gesitli PCR teknikleri kullanilmaktadir (Sayada ve
ark. 1995, Cetinkaya ve Ayhan 2012, Kiling 2018, Somma ve Querci 2018).
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1.3. DNA Dizi Analizi

DNA sekanslama ya da dizi analizi; aslinda DNA nukleotid dizilerinin
saptanmasini ifade eder ve DNA’nin temel (birincil) yapilarinin belirlenmesinde
faydalanilan metotlardandir. Giiniimiizde gen yapis1 ve genetik kontrol mekanizmalar
hakkinda elde edilen bilgilerin biiyiik bir kismi, DNA dizi analizi metodu sayesinde
kazamlmustir. Ozellikle; kalitsal nitelikteki hastaliklarin  tedavisinde basariya
uasabilmek i¢in; bu hastaliklarin olusumu, gelisimi ve tedavi siireglerindeki
mekanizmalarin aciklanmasi olduk¢a dnemlidir. Bunun i¢in de arastirilan konuya
ilsikin gen bolgelerinin Saptanmasi gerekir. Bu yoniiyle de DNA dizi analizi oldukca
onem arz eder. Giinimiizde bu yontem ile pek ¢ok organizmanin gen yapisi ve
organizasyonuna iliskin 6nemli bilgiler elde edilmis; bircok canlinin gen haritas
tanimlanmistir. Yine bu yontemin siklikla kullanildigi diger bir alan da; gen
mutasyonlarinin (insersiyon, delesyon gibi) tespiti ya da rekombinant DNA

olusumunun tayin edilmesidir (Cetinkaya ve Ayhan 2012).

C. psittaci ile ilgili yapilan ¢alismalara baktigimizda sekans sonuglar1 diinya
veri bankasi ile karsilagtirildiginda % 100 oraninda genotip B, % 99 oraninda da
genotip E ile uyumlu oldugu bildirilmektedir (Heddema ve ark. 2006).

Bu tez calismasi ile Ankara ve ilgelerinde aile yetistiriciligi tarzinda evcil
giivercin yetistirilen kushanelerden toplanan 100 adet kuru diski 6rneginde PCR ile
C. psittaci etkeni varliginin (ompA geni) 2 farkli mevsimde arastirilmasi ve ompA

geninin dizi analizi ile genotiplerinin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismada arastirilacak diski orneklerinin alinmasi amaciyla Ankara ve ilgelerinde
(Cizelge 2.1) evcil giivercin yetistiren 50 kushaneden, kis ve yaz donemi olmak
tizere iki farkli zamanda (aymi ciftlikler ziyaret edilerek), her doénemde her
kushaneden 10’ar gram kuru digki 6rnegi olacak sekilde toplamda 100 adet ornek
steril falkon tiiplere alindi. Ornekler alinirken, kushanenin bes farkli bdlgesinden
numune alinmasina 6zen gosterildi. Toplanan 6rnekler soguk zincir sartlar1 altinda en
kisa sitirede laboratuvara getirildi. PCR c¢alismasi1 yapilana kadar tiim oOrnekler

falkonlar icerisinde -20°C’de muhafaza edildi.

Cizelge 2.1. Toplanan 6rneklerin ilgelere gore dagilima.

. Alman Ornek Sayist
Iige Toplam
Kis Yaz
Beypazar 5 5 10
Haymana 5 5 10
Kizilcahamam 5 5 10
Cubuk 5 5 10
Pursaklar 5 5 10
Bala 5 5 10
Cankaya 5 5 10
Polath 5 5 10
Golbasi 5 5 10
Merkez 5 5 10
Toplam 50 50 100

Molekiiler Analizlerde Kullanilan Cihaz ve Kimyasal Soliisyonlar

PCR Cihazi: Thermo Scientific marka cihaz kullanildu.

Elektroforez tanki: Thermo Scientific marka cihaz kullanildi.

Yatay Elektroforez Unitesi: Tetra Handcast Systems(Bio-Rad) cihazi kullanilds.
Thermal cycler: Benchmark T5000-96 TC 9639 marka cihaz kullanildu.
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Vorteks: Biosan Vorteks V-1 Plus marka cihaz kullanildi.

Sekans cihazi: ABI Prism 3700 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) cihazi
kullanildi.

10x TBE (Tris-borikasit-EDTA): 1litre hazir TBE kullanild1 (Thermo Scientific).
TBE (Tris-Boric Acid-EDTA): 216 g Tris, 110 g borik asit, 80 ml 0.5 M EDTA alind:
ve karisim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan stok ¢6zelti kullanmadan

once 20 kez distile su ile dilue edildi.

Etidium Bromide Boya Soliisyonu: 10 mg/ml stok soliisyonu 100 ml distile su

icinde 1 g Etidium Bromide ilave edilerek hazirlandi.

TES buffer Hazirlanisi:
10X Tris-HCI (0.5M Tris Base, pH7.6):
Trizma Base 61 ¢
Distile Su 1000 ml

pH 7.6°da stok konsantre HCI (25 °C).

Kullanmadan 6nce 1:10 oraninda distile su ile seyreltildi ve pH's1 ayarlandi.

DEPC’li su Hazirlanis:
11t (Dietilpirokarbonatli su): 1ml DEPC, 999 ml distile su.

2.2. Yontem

2.2.1. Diskn Orneklerinden Genomik DNA Ekstraksiyonu

Toplanan drnekler -20°C’de derin dondurucudan ¢ikartilip, oda 1sisinda ¢dzdiiriildii.
Steril falkon tiipler icerisindeki 10’ar g’lik 6rnekler 50 ml steril fizyolojik tuzlu su

(FTS) ile iyice karistirildi ve digkinin siv1 igerisinde ¢6ziinmesi saglandi.
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Coziinme islemini takiben 30 dakika beklenip, kaba partikiillerin tiipiin dibine
cokmesi beklendi. Ardindan istteki sividan 5 ml alinarak, steril tilipler icerisine
aktarildi ve 5000 devirde 10 dakika siire ile santriifiij edildi. Ustteki siv1 atildiktan
sonra, dipteki peletten DNA izolasyonu; Sambrook ve Russell (2002)’1n bildirdigi
metoda gore yapildi ve hazirlanan bu DNA siispansiyonlar1 PCR amplifikasyon

islemlerinde kullanildz.

Bildirilen yonteme gore; cam santfiflij tiiplerindeki pelet PCR inhibdtiiri
olabilecek enzimlerin uzaklastirilmasi amaciyla 1 ml metil alkol igerisinde siispanse
edildi ve bu siispansiyon steril plastik eppendorf tiiplere aktarildi. Hazirlanan
stispansiyonlar 3500 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edildikten sonra siipernatant
atildi. Dipteki yikanmis pelet tekrardan 1 ml steril PBS ile siispanse edildi ve ayni
santriflij islemi uygulandi. Bu adimin arkasindan dipte olusan pelet 1ml TES buffer
eklenerek siispanse edildikten sonra tekrar santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan
sonra pelet, lizozim (12.5 pg/ml) iceren 500 ul TES buffer ile siispanse edilerek
37°C de 60 dakika inkiibe edildi. Bu stirenin sonunda 20 ul %10’luk SDS ve 10 pl
Proteinaz K (10 pg/ul) ilave edilip, vorteksledikten sonra 65°C 30 dakika inkiibe
edildi.

Tiim inkiibasyonlar sirasinda enzimlerin etkinliginin artirilmasi amaciyla 15
dakikada bir tiipler hafifce vortekslendi. Inkiibasyon iglemlerinin bitmesinden sonra
protein ve diger hiicre artiklarinin baglanmasi i¢in karisim {izerine, esit miktarda
fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ilave edildi ve vortekslendi. Takiben 10000
rpm’de 10 dk siireyle santrifiij edildi. Ust tabaka dikkatlice yeni bir tiipe alind1 ve
tizerine 0.1 hacim 3 M sodyum asetat ve 1-2 hacim absolut etanol ilave edilerek, bir
gece -20°C’de bekletildi.

Ertesi glin karisim 13000 rpm’de 10 dk siireyle santrifiij edildikten sonra
siipernatant atildi ve dipteki pelet dnce %96’lik, sonra % 70’lik etanol ile yikamay1
takiben kurutulup, 100 ml DEPC su ile siispanse edildi. Bu siispansiyon PCR
analizlerinde kullanilmak iizere -20°C’de saklandi. PCR amplifikasyonu amaciyla
karisim hazilanirken, ekstrakte edilerek hazirlanmis olan bu sividan 5 pl alinarak

PCR’de kalip DNA olarak kullanildi (Sambrook ve Russell 2002).
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2.2.2. PCR Amplifikasyonu

Calismamizda C. psittaci etkeninin PCR ile belirlenmesi islemi Laroucau ve ark.
(2007), tarafindan 6nerilen protokole gore gergeklestirildi. PCR ve DNA dizi analizi
yontemlerinde referans sus olarak C. psittaci ATCC VR-125 (AY581777.1) susu
kullanildi.

Referans: C. psittaci strain ATCC VR-125 GenBank: AY581777.1.

Calismada C. psittaci etkeninin PCR ile belirlenmesi islemi Laroucau ve ark.
(2007), tarafindan Onerilen pmp gen bolgesi dis membran faktér (OMF) hedef alan
Cpsi A(5-ATG AAA CAT CCA GTC TAC TGG -3") ve Cpsi B (5'-TTG TGT
AGT AAT ATT ATC AAA-3’) primerleri kullanilarak ¢ogaltildi. PCR ¢aligsmalari
yapilirken CFX96 thermal cyclar kullanildi ve ayrica Vivantis (Malezia) marka PCR
kimyasallar1 kullanilarak, PCR islemi gergeklestirildi.

Her bir 6rnek i¢in PCR Karisiminin hazirlanmasi;

10 x PCR tamponu 2.5 ul
MgCl2 (25 mM) 3ul
dNTP (10 mM; 200 uM) 0.5 pl
Primer | (100 pmol) 0.25 ul
Primer 11 (100 pmol) 0.25 ul
Tag DNA Polimeraz 0.5l

5 ul kalip DNA ve toplam 25 pl hacimde calisild.

Amplifikasyon islemi;

94°C’de 3 dakika 6n denatiirasyon
94°C’de 30 saniye denatiirasyon
50°C’de 30 saniye primer baglanmasi
72°C’de 120 saniye yeni DNA zincirinin sentezlenmesi olmak iizere toplam 30

dongii ve en son asamada 72 °C’de 7 dakika bekletilerek reaksiyon tamamlandi.
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Agaroz Jel Elektroforez: Amplifikasyon sonrasinda olusan friinlerin
degerlendirilmesi icin % 1.5’luk agaroz jel hazirlanarak kullanildi. Agaroz jel
hazirlanirken tampon soliisyon olarak 1x TBE tamponu kullanildi ve sogumakta olan
Agaroz Jel soliisyonuna 10 pl ethidium bromid ilave edilerek, yatay jel elektroforez
tablasina dokiiliip, sogumaya birakildi. Katilasan jel, elektroforez isleminde

kullanild1 (Sambrook ve Russell 2002).

Elektroforez Islemi: Elde edilen amplifikasyon iiriinlerinden 10 pl almarak, 2 pl 6X
loading dye ile karistirildi ve bu karistmin hepsi jele yiiklenerek, amplifikasyon
tirtinleri 120 voltta 60 dakika siireyle elektroforeze tabi tutuldu (Sambrook ve Russell
2002).

Géoriintiileme Islemi: Jeldeki drnekler bilgisayarli UV transilliiminatér kutusu icine

yerlestirilerek gortintiilendi ve fotograflari ¢ekildi (Sambrook ve Russell 2002).

2.2.3. DNA Dizi Analizi

PCR reaksiyonu sonucu elde edilen amplifiye tirtin (ompA geni) jelden ekstrakte
edildikten sonra, elde edilen DNA’dan ¢alismada kullanilan primerler ile iki yonlii
sekans analizi yapildi. DNA dizi analizi islemi i¢in; iiretici firma onerisi ile ABI
Prism 3700 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) cihazi ile BigDye Terminator
V3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) kullanildi. Filogenetik analizler
icin ise; Gen Bankasi tizerinden temin edilen dizilerle Mega 4.0 progranmu (Neighbor-
Joining Method) kullanild1 (Laroucau ve ark. 2001).

DNA Dizi Analizi Asamalar:

- PCR amplifikasyonu

- Dyex 1 (Alkolle temizleme islemi)

- Cycle sekans (2" diizeyinde amplikonlart ¢ogaltmak i¢in yapilan PCR islemi)
Quigen kit buffer mix (10x) 4 ul
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Primer F 1 ul

Su 3ul
Amplifiye DNA 2 ul
Total 10 pl

- Dyex 2 (Alkolle temizleme islemi)
- Cihaza yiikkleme iglemi.

Kullamlan Program ve Dendogram Isimleri
Filogenetik Analiz:

- Clustal W
- Neighbour-Joining (NJ) Method
- MEGAA4.
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3. BULGULAR

Calismada Ankara ve gevresinde (Sekil 3.1) evcil giivercin yetistirilen kushanelerden
toplanan 100 adet kuru diski 6rneginde DNA izolasyonu gergeklestirilmis olup; 100

ornekten 6 6rnekte (%6) C. psittaci ompA geni pozitif olarak bulunmustur.

<
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51 2N Gupu

Nallihan

{1) Etimesgut
{2) Yenimahalle
(3) Cankaya
(4) Kecigren
(5) Altindag

(6) Akyurt

({7) Pursaklar
(8) Mamak

e
|, Haymana

y

Sekil 3.1. Ankara’nin ilgeleri.

Pozitif olarak bulunan 6rneklerin;

e 2’si Bala (1’1 Aralik-Mart/kis, 1’1 Haziran-Agustos/yaz donemi),
e 2’si Haymana (1’1 Aralik-Mart/kis, 1’1 Haziran-Agustos/yaz donemi),

e 2’si Golbasi (1’1 Aralik-Mart/kis, 1’1 Haziran-Agustos/yaz donemi),

olmak iizere toplam 6 6rnek, ayni kushanelerden farkli mevsimlerde izole edilmistir

(Cizelge 3.1).

31



Cizelge 3.1. Calisilan 6rneklere gore pozitif ve negatifliklerin dagilimi.

. Alman Ornek Sayist -
Iice — Pozitif/Toplam
Pozitif/Kis Pozitif/Yaz
Beypazari 0/5 0/5 0/10
Haymana 1/5 1/5 2/10
Kizilcahamam 0/5 0/5 0/10
Cubuk 0/5 0/5 0/10
Pursaklar 0/5 0/5 0/10
Bala 1/5 1/5 2/10
Cankaya 0/5 0/5 0/10
Polatl 0/5 0/5 0/10
Gélbast 1/5 1/5 2/10
Merkez 0/5 0/5 0/10
Toplam 3/50 3/50 6/100

Calismada klasik PCR yontemi kullanilarak, jel elektroforezde yiiriitiilen PCR
ornekleri goriintiilenmistir. Jel elektroforez yontemi kullanilarak goriintiilenen PCR

amplifikasyon tiriinleri Sekil 3.2°de goriilmektedir.

MM B 2 BB 0@

, 300 bp

1000 bp

500 bp ' l

Sekil 3.2. PCR amlifikasyon iiriinleri.

Suslarin DNA Dizi Analiz Sonuclari:

Pozitif olarak bulunan numunelerin DNA dizi analiz sonuglar ve pikleri (Sekil 3.3-

Sekil 3.8)’de verilmistir.
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Sekil 3.3. 13 numarali 6rnege ait dizi analiz piki.

1. 13

ATGAAACATCCAGTCTACTGGAAGCTGTAAAAGTCGTTGTAGATCAAAT
CAAAAAAATTAGCAAACCTGTACAACATCATAAAGAAATAGCTCAAGT
AGCCACCATTTCTGCTAACAACGATTCTGAAATTGGTAATCTCATCGCC
GAAGCCATGGAAAAAGTTGGAAAAAATGGCTCCATTACTGTTGAGGAA
GCTAAAGGTTTCGAAACTGTTCTCGATGTTGTTGAAGGTATGAATTTCA
ACCGAGGATACCTTTCTAGCTACTTCTCTACAAATCTTGTGTAGTAATAT
TATCAAA
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Sekil 3.4. 62 numaral1 6rnege ait dizi analiz piki.
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2. 62

ATGAAACATCCAGTCTACTGGAAGCTGTAAAAGTCGTTGTAGATCAAAT
CAAAAAAATTAGCAAACCTGTACAACATCATAAAGAAATAGCTCAAGT
AGCCACCATTTCTGCTAACAACGATTCTGAAATTGGTAATCTCATCGCC
GAAGCCATGGAAAAAGTTGGAAAAAATGGCTCCATTACTGTTGAGGAA
GCTAAAGGTTTCGAAACTGTTCTCGATGTTGTTGAAGGTATGAATTTCA
ACCGAGGATACCTTTCTAGCTACTTCTCTACAAATCTTGTGTAGTAATAT
TATCAAA
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Sekil 3.5. 63 numaral1 6rnege ait dizi analiz piki.

3. 63

ATGAAACATCCAGTCTACTGGAAGCTGTAAAAGTCGTTGTAGATCAAAT
CAAAAAAATTAGCAAACCTGTACAACATCATAAAGAAATAGCTCAAGT
AGCCACCATTTCTGCTAACAACGATTCTGAAATTGGTAATCTCATCGCC
GAAGCCATGGAAAAAGTTGGAAAAAATGGCTCCATTACTGTTGAGGAA
GCTAAAGGTTTCGAAACTGTTCTCGATGTTGTTGAAGGTATGAATTTCA

ACCGAGGATACCTTTCTAGCTACTTCTCTACAAATCTTGTGTAGTAATAT
TATCAAA
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Sekil 3.6. 64 numarali 6rnege ait dizi analiz piki.

4. 64

ATGAAACATCCAGTCTACTGGAAGCTGTAAAAGTCGTTGTAGATCAAAT
CAAAAAAATTAGCAAACCTGTACAACATCATAAAGAAATAGCTCAAGT
AGCCACCATTTCTGCTAACAACGATTCTGAAATTGGTAATCTCATCGCC
GAAGCCATGGAAAAAGTTGGAAAAAATGGCTCCATTACTGTTGAGGAA
GCTAAAGGTTTCGAAACTGTTCTCGATGTTGTTGAAGGTATGAATTTCA
ACCGAGGATACCTTTCTAGCTACTTCTCTACAAATCTTGTGTAGTAATAT
TATCAAA

= olalisl ol SFrT ol 8

AW mEwT e

|mﬂmm&mmmmmmmmmmmmmmﬂm
GRGGARGCT ARAGGT TTOEAAACTGTI CICGATGET IGT TGAAGGCT ATGRATTT CRACC GRGGR TROCT TICTRGCT ACT TCTCT ACRRRTCTIG
TCTAGCTARTATT ATCRAR
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Sekil 3.7. 65 numarali 6rnege ait dizi analiz piki.
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5. 65

ATGAAACATCCAGTCTACTGGAAGCTGTAAAAGTCGTTGTAGATCAAAT
CAAAAAAATTAGCAAACCTGTACAACATCATAAAGAAATAGCTCAAGT
AGCCACCATTTCTGCTAACAACGATTCTGAAATTGGTAATCTCATCGCC
GAAGCCATGGAAAAAGTTGGAAAAAATGGCTCCATTACTGTTGAGGAA
GCTAAAGGTTTCGAAACTGTTCTCGATGTTGTTGAAGGTATGAATTTCA
ACCGAGGATACCTTTCTAGCTACTTCTCTACAAATCTTGTGTAGTAATAT
TATCAAA
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Sekil 3.8. 76 numarali 6rnege ait dizi analiz piki.

6. 76

ATGAAACATCCAGTCTACTGGAAGCTGTAAAAGTCGTTGTAGATCAAAT
CAAAAAAATTAGCAAACCTGTACAACATCATAAAGAAATAGCTCAAGT
AGCCACCATTTCTGCTAACAACGATTCTGAAATTGGTAATCTCATCGCC
GAAGCCATGGAAAAAGTTGGAAAAAATGGCTCCATTACTGTTGAGGAA
GCTAAAGGTTTCGAAACTGTTCTCGATGTTGTTGAAGGTATGAATTTCA
ACCGAGGATACCTTTCTAGCTACTTCTCTACAAATCTTGTGTAGTAATAT
TATCAAA.
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Pozitif bulunan 6 6rnek, birbirleri ile %100 uyum gostermektedir (Homoloji:
% 100). Yine bu 6 Ornegin referans sus (AY581777.1) ile karsilastirilmasinda ise;
hepsinin referans sus ile %99.7 uyum gosterdigi belirlenmistir (Homoloji: % 99.7);
NCBI (National Center for Biotechnology Information) (Sekil 3.9).

13
52
83
64
987 100
85
76
AY3IR1TTTA

Sekil 3.9. DNA dizi analiz sonucu yapilan dendogram (Filogenetik Analiz).

Diinya veri bankasi ile yapilan sekans analizleri karsilastirildiginda biitiin
izolatlar % 100 oraninda genotip B ile % 99 oraninda da genotip E ile uyum

gosterdigi belirlenmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda; Ankara ve ilgelerinde aile yetistiriciligi tarzinda yetistirilen
evcil giivercin kushanelerden toplanan 100 adet kuru diski 6rneginde PCR ile C.
psittaci etkeni varligmnin (ompA geni) 2 farkli mevsimde arastirilmasi ve ompA
geninin dizi analizi ile genotiplerinin belirlenmesi amag¢lanmigtir. Son yirmi yilda
yapilan pek ¢ok calismada C. psittaci vahsi kus tiirlerinden yiiksek oranlarda izole
edilmistir. Almanya (Flammer ve ark. 2000, Eidson 2002, Kaleta ve Taday 2003,
Greco ve ark. 2005, Senn ve ark. 2005, Herrmann ve ark. 2006, Heddema ve ark.
2006, Maluping ve ark. 2007, Madani ve ark. 2011, Kalmar ve ark. 2014), ingiltere
(Johnston ve ark. 1999, Raso Tde ve ark. 2002, Smith ve ark. 2005, Ramon ve ark.
2007, Condon ve Oakey 2007, Beeckman ve Vanrompay 2009), Hollanda
(Vanrompay ve ark. 1997, Dove ve ark. 2000, Von Bomhard ve ark. 2003, Dickx ve
ark. 2010), Isve¢ (Messmer ve ark. 1997, Schlossberg 2000, Harkinezhad ve ark.
2009) Belgika (Geens ve ark. 2005, Sachse ve ark. 2008), Avusturya (Everett 2000,
Bodetti ve ark. 2002, Laroucau ve ark. 2007, Zweifel ve ark. 2009, West 2011),
Isvigre (Woldehiwet 2001) gibi pek cok Avrupa iilkesinde ¢ok sayida ¢alismada
yabani giivercinlerden alinan svap Orneklerinden PCR ile C. psittaci varliginin
(ompA geni) belirlendigi bildirilmistir. Tiim bu g¢alismalarda %30-34 arasinda C.
psittaci varligi ortaya konmustur. Bu ¢alismalarin bir kisminda, sekans analizi ile
tiim 1izolatlarin genotip B ile % 100 uyumlu oldugu bildirilirken; bir kisminda tiim
izolatlar yine genotip B ile % 100 uyumlu ve genotip E ile de % 99 uyumlu oldugu
bildirilmistir.

Hindistan’da C. psittaci belirlenmesine yonelik vahsi kuslar {izerinde yapilan
bir ¢alismada PCR yontemi kullanilmis; % 30 oraninda C. psittaci varligi tespit
edilmis ve bunun da genotip B ile uyumlu oldugu bildirilmistir (Dhama ve ark.
2013). Cin’de kanatli sektoriinde C. psittaci enfeksiyonlarini belirlemeye yonelik
yapilan bir caligmada ise; ELISA yontemi kullanilmis ve % 40.8 oraninda yumurta
ve yumurta iiriinlerinde, %14.2 pilig¢, % 69.3 6rdek ve %91.1 kaz etlerinde C. psittaci

varligina rastlanmis; bu durum PCR yontemi kullanilarak da teyit edilmistir (Yin ve
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ark. 2015). ELISA yontemi kullanilarak, ABD’de yapilan bir diger ¢alismada; yabani
kus bakim evinden alinan (svap) numunelerin %26’sinda ve yine ayni yerde calisan
10 yetistiriciden alinan (svap) numunelerin de %30’unda C. psittaci varligina
rastlanildig1 bildirilmistir (Page 1966). Japonya’da hiicre kiiltiirii kullanarak yapilan
bir ¢alismada ise; yetistiricilerden alinan (svap) numunelerin %93.5’inde C. psittaci

etkenine rastlanildig: bildirilmistir (Miyagawa ve ark. 1995).

Cesitli tilkelerde diski orneklerinden yapilan ¢alismalarda; Brezilya’da 2002
yilinda papaganlardan alinan kloakal svap’larin %35’inde, Japonya’da 2005 yilinda
alian kloakal svap’larin %22’sinde, Hollanda’da 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada
yabani kuslardan alinan numunelerin (Svap) %19.2°sinde C. psittaci etkeni
belirlenmistir (Raso Tde ve ark. 2002, Tanaka ve ark. 2005, Vanrompay ve ark.
2007). Bu calismalardan elde edilen sonuglarin (%35, %22, %19.2), yaptigimiz
calisma sonucuna gore (%6) daha yiiksek oranlarda pozitif degere sahip olmasinin;
diger galismalarda segilen hayvanlarin vahsi hayvanlardan olmasi ve bu sebeple de
aralarinda yetistiricilik farki (hayvanlarin evcil ya da vahsi olmasi, kafesde bakim
gibi) bulunmasi, hayvan tiirlerinin farkli olmasi, yasam ve bakim kosullarinin farkli
olmasi, materyal se¢iminin farkliligi, bolge, yil ve mevsim farkindan kaynaklanmis

olabilecegi diistiniilmektedir.

Kushanelerden altlik alinarak yapilan c¢aligmalarda ise; Hollanda’da 2007
yilinda havuz sistemi ile alinan 6rneklerin % 7.9’unda, Ingiltere’de 2006 yilinda
havuz sistemi ile alinan evcil kus numunelerinin %10’unda, Belgika’da 2010 yilinda
havuz sistemi ile alinan evcil kus numunelerinin %12.5’inde, Giiney Kore’de yabani
giivercinlerden alinan numunelerin %1.8’inde C. psittaci etkeni belirlenmistir
(Hermann ve ark. 2006, Maluping ve ark. 2007, Dick ve ark. 2010, Jeong 2017).
Bulunan bu sonuglar yaptigimiz calisma sonucunda elde edilen verilere (%6)

benzerlik gosterir.

Ulkemizde ise hastaligm kanatli hayvanlarda goriilme siklig1 {izerine gok az
sayida calisma yapilmistir. Bu c¢aligmalardan birinde hayvanat bahgelerinde

barindirilan kaz, o6rdek, kugu ve pelikanlardan olusan toplam 140 adet su kusunun %
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65’inde C. psittaci etkeninin saptandigi bildirilirmistir (Karakuzulu 2003). Celebi ve
Ak (2006), tarafindan yabani giivercinlerden alinan numuneler iizerinde (svap) PCR
kullanarak yapilan diger bir calismada da alinan digki1 numunelerinin %34.4’iinde C.
psittaci DNA’s1 (ompA geni) belirlendigi bildirilmistir. Sareyyiipoglu ve ark. (2007)
tarafindan kafes kuslarinda yapilan bir diger ¢alismada ise; digki (svap) orneklerinin
%91.5’inde  PCR yontemi (ompA geni) ile etkenin DNA’sinin saptandigi
bildirilmigtir. Bu sonuglar, yaptigimiz calisma sonuclar1 ile karsilastirildigida
oldukca yiiksek oranda pozitiflik igerir. Bunun sebebinin; orneklerin alindig
hayvanlarin yetistirilme, barmnak, irk, bolge ve yil farkindan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Yine tez calismasinda kullanilan 6rneklerin alindigr gilivercinlerin
dogal ortamdan ziyade kafeslerde yetistirilen evcil giivercinler olmasi ve daha
kontrollii bir sekilde bakilmalar1 da burada 6nemli olabilir. Ayrica; calismamizda
pozitif ¢ikan numunelerin 3’liniin kis dénemi, 3’iiniin de yaz doéneminde alinan
orneklerden ve ayni isletmelerden olmasi; pozitif 6rnek Sayisinin az olmasi nedeniyle
mevsimsel bir etkinin bulunmadigini sdylemek miimkiin olmasada, etkenin

kushanelerde kontaminasyonun uzun siire devam edebildigini gosterebilir.

Avrupa iilkeleri (Herrmann ve ark. 2006, Vanrompay ve ark. 2007, Maluping
ve ark. 2007), Amerika (Madani ve ark. 2011, West 2011) ve Japonya (Tanaka ve
ark. 2005; Chahota ve ark. 2006, Zhou ve ark. 2010) gibi iilkelerde yapilan
caligmalarda tiim C. psittaci izolatlarinin; genotip B ile % 100 uyumlu ve genotip E
ile de % 99 uyumlu oldugu bildirilmistir. Amerika ve Kanada’da ise benzer
calismalarda yabani giivercinlerde yine %30 (Andersen ve Vanrompay 2000, Smith
ve ark. 2005) ve %32 (Black 1997) oranlarinda C. psittaci varligi bildirilmis olup;
tim izolatlar genotip B ile %2100, genotip E ile %99 uyumlu bulunmustur.
Japonya’da ise Saito ve ark. (2005), Tanaka ve ark. (2005), Zhou ve ark. (2010)
tarafindan yabani giivercinlerdeki C. psittaci izolatlarinin belirlenmesine yonelik
yapilan calismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir. Yapilan bu caligmada da
elde edilen pozitif sonuglarin NCBI (National Center for Biotechnology Information)
diinya veri bankasinda mevcut sekans analizleri ile karsilastirildiginda %100 genotip
B ve %99 genotip E ile uyum gosterdigi ortaya ¢ikmistir. Tiirkiye’de ilk defa C.
psittacii izolatlarinda genotip belirlenmis olup, sonu¢ daha once diger {iilkelerde

yapilan ¢alismalar ile benzer bulunmustur.
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Kanatli hayvan yetistiriciliginde 6nemli hastaliklardan biri  olan
Klamidiyozis’in zoonoz bir hastalik olmasi ve hayvanlarda salginlar halinde
seyretmesi hem pet hayvani yetistiriciliginde hem de gida sektoriindeki Onemini
arttirmistir. Bu nedenle de hastaligin epidemiyoloji ve patogenezi ile korunma ve
tedavi yontemlerinin bilinmesi; ayrica hastaliga karsi 6nerilen tedbirlerin alinmasi,

gerek ekonomik gerekse de insan sagligi yoniinden zorunluluk haline gelmistir.

Yapilan bu ¢alismada; Ankara ve ilgelerinde hobi amagh olarak yetistirilen
evcil gilivercin kushanelerinden alinan kuru diski orneklerinde %6 oraninda C.
psittacii ompA geninin varligt PCR metodu ile belirlenmistir. Yine bu genin sekans
analizi ile de %2100 genotip B ve %99 genotip E ile uyumluluk gosterdigi de ortaya
konmustur. Tiirkiye’de ilk defa C. psittacii izolatlarinin genotipi bu ¢alisma ile
belirlenmistir. Ozellikle son yillarda, gerek diinyada gerekse iilkemizde halk
sagligina yonelik calismalarin Oneminin artti§i da disiiniildiiglinde; yapilan bu
calisma sonucunda elde edilen verilerin benzer ¢aligmalara kaynak olusturacagi ve
ozellikle de yetistiricilerimizin bilgilendirilmesine yonelik egitim projelerine de katki

saglayacag diistiniilmektedir.
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