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2. ONSOz

CRD, tavuk yetistiriciliginde bnemli ekonomik
kayiplara neden olan, oldukga bulasici1 bakteriyel bir
infeksiyondur. Hastalik, solunum sistemi bozuk]uk1ér1na
ilaveten yumurtaci ve damizlik tavuklarda yumurta veriminde
azalmalara ve embriyonik &limlere, broylerlerde ise kilo
kayiplarina neden olur. Hastalik etkeninin ilk olarak 1930’ 1u
yillarda belirlenmesinden sonra yapilan calismalarla
infeksiyonun tUm diinyada yaygin oldugdu saptanmsitir.
Yurdumuzda da etken izolasyon ve identifikasyonu ile
birlikte, serolojik testlerle hastaligin varligs ortaya

konuImustur.

Infeksiyon, gen¢ hayvanlarda 6zellikle, komplike
olgularda ve predispoze faktdrlerin varliginda yuksek diizeyde
dlumler meydana getirir. Eriskin hayvanlarda kronik sekle
donusen CRD infeksiyonlarinda vertikal bulasma kadar horizon-
tal bulagsma da bliyUk &nem tagimakta ve tavukguluk endistrisi-
ni kanatly tifosu kadar tehdit eden bir tehlike haline
donUstlirmektedir. Gesitli Ulkelerde, O6zellikle damizliker
igletmeler 4dg¢in gelistirilen CRD’den korunma ydntemleri,
Turkiye’de de Tarim Orman ve K8yisleri Bakanl11§1 tarafindan
"Kulugkahane ve Damizlik tsletmelerinin Saglik Kontrol

Yonetmeligi"” adlir ybnetmelik ile dizenlenmistir.

Etkili bir agi1lama programinin bulunmadigdi CRD



infeksiyonlarinda hastaliktan korunmanin ilk kosulu, saglikli
ve infeksiyondan ari damizlik stUriilerin olusturuimasidir. Bu
ama¢la ve ayrica strtlerde bulunan gizli infekte ve portdr
hayvanlarin saptanmasiyla, slrilerin CRD durumunu ortaya
koymak amaci ile serolojik testlerden yaygin olarak

yararlaniImaktadir.

Bu calismada damizl1ik, yumurtaci ve broyler ydniinden
yetistiricilik yapilan ticari isletmelerden ve Ankara Sinhcan
tavuk mezbahasindan temin edilen tavuk serumlarinin, CRD
infeksiyonunun indirekt teshisinde kullanilan serum Tam
aglutinasyon (SPA), hemaglutinasyon-inhibisyon (HI), agar-jel
presipitasyon (AGP) testleri ve enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) ile dederlendirilmesi, bu testlerin
gecerliliginin ortaya konulmasi ve sonuglarinin karsilas-

tirilmasi1 amaglanmistir.



3. GiRi1s

Kanat1a hayvanlarda Mycoplasma gallisepticum
infeksiyonlari, tavuklarin Kronik Solunum Sistemi Hastal1g:
(Chronic Respiratory Disease-CRD) ve hindilerin infeksiydz
Sinusitis’i olarak bilinmektedir (19, 40, 129, 191, 217,
226). Tavuk ve hindilerde M. gallisepticum infeksiyonlari
hiri1i1ti11  soluma, burun akintisi, aksirik-tiksirik, soluma
gugliugu, tortikollis, sinusitis, konjunktivitis, hava kesesi
yangi1si1 ve bazen de sinirsel semptomlarin yanisira yemden
yararlanmada, vicut airliginda ve yumurta veriminde azalma

ile karakterizedir (41, 121, 132, 175, 191, 203, 234).

Hindilerde M. gallisepticum infeksiyonu 1ilk olarak
Ingiltere’de 1905 yilinda Dodd (56) tarafindan ‘“epizootik
pndmoenteritis” adi altinda bildirilmis ve ayni hastalik 1926
y11linda Tyzzer (199) tarafindan Amerika Birlesik
Devletleri’nde saptanmistir. Dickinson ve Hinshaw (54), 1938
yilinda mortalitesi dlUsuk, morbidite orani 1ise % 10-90
arasinda dedisen bu hastaligi, vitamin A noksanliina badla
olarak hindilerde sekillenen sinus yangisindan ayirt etmek
igin, "Infeksiybz Sintsitis” olarak adlandirilmigslardir.
Tavuklarda ise Mycoplasma tirlerinin var1i1d: ilk kez Nelson
(135) tarafindan 1930’1u yillarda tespit edilmis, hastalik
1943 yi1linda Delapliane ve Stuart (53) tarafindan “"Kronik
Solunum Sistemi Hastal1§1~CRD" olarak adlandiriimistir. Bu

tarihten sonra basta 1ingiltere (41) ve Avustralya (44) olmak



izere dinyanin pek g¢ok Ulkesinde (226) etken izolasyon ve
identifikasyonu yapilarak hastali§in tum dinyada yaygin
oldugu ortaya konulmustur. Yurdumuzda hastalikla ilgili fazla
bir kayit bulunmamasina ragmen etkenin izole ve identifiye
edi]mesi}]e ve ayrica hastalidin serolojik olarak tespit
edilmesiyle ilgili son yillarda yapiimis caligmalar

bulunmaktadir (20, 22, 67, 197, 198, 201).

Nelson (135, 136), 1935 y11linda nezleli tavuklarin
burun akintilarindan hazirladi1d1 preparatliarda kokobasil
formiu mikroorganizmalarin varli1gini1 saptamig, 1936 yilinda
bu kokobasil formlu mikroorganizmalarin 0.5 p veya daha kiclk
capta olduklarini, direkt temas ile tavuklarda yavas baslayan
ancak kronik seyirli bir solunum sistemi infeksiyonu (tip II
nezle) olusturduklarini ve olusan bu infeksiyonun Haemophilus
gallinarum’dan 1ileri gelen nezleye oranla daha uzun bir
inkubasyon siliresine sahip oldugunu bildirmigtir. Arastirica,
sonradan, hastaligin etiyolojik etkeni oldujunu sandi1§1r bu
kokobasil formlu mikroorganizmalari embriyolu tavuk yumurta-
lari, tavuk embriyo doku kiiltiirleri ve yapay besi yerlerinde
iretmeyi basarmigs ancak, hastalik etkeni Pl16ropndmoni grubu
mikroorganizmalarin birgok 6zelligini gbstermesine ragmen,
agar Uzerinde tipik lireme elde edemediinden bu mikroorga-
nizmayi bir kokobasil (Nelson kokobasili) olarak adlandir-
mistir (137, 138). Delaplane ve Stuart (53), 1943 yi1linda
tavuklarda gbrilen ve CRD olarak adlandirdiklars

infeksiyonda hastalik etkenini embriyolu tavuk yumurtalarinda



Uretmisler, ancak, etkenin hilicresiz besi yerlerinde {irememesi
ve infekte sari1 keselerinden hazirlanan boyaly preparatlarda
gdriilememesi nedeniyle, bunun bir virus olabilecedini ileri
sUrmislerdir. van Herick ve Eaton (202) 1945 yi1linda
embriyolu tavuk yumurtalarindan izole ettikleri Pl1dropndmoni-
benzeri bir mikroorganizmayi (Pleuropneumonia-Like Oranism-
PPLO) besi yerlerinde lretmisler fakat bunun, tavuklarin
CRD’si 1ile iligkisini ortaya koyamamigslardir. Arastiricilar
ayrica, kanatli: PPLO’larinin tavuk eritrositlerini aglutine
ettiklerini ve bu reaksiyonun infekte tavuk serumlari
tarafindan inhibe edilebildigini bildirmislerdir. Delaplane
(52), 1948 yi1linda CRD etkeni olarak bildirdigi virusun
Uretilebilmesi 1d¢in 7 ginlik embriyolu tavuk yumurtalarinin
en uygun ortam oldugunu, inokulasyon yapilan yumurtalarda
embriyolarin karaciger, b8brek ve beyinlerinde hemorajilerle
birlikte purulent bir yangy olustugunu ve korioallantoik
membranda da beyazimsi odaklarin sekillendigini bildirmistir.
Tavuklarain CRD ve hindilerin 1infeksiybz Sinusitis’inin
etiyolojik etkenlerinin Chlamydia (86, 106), Rickettsia
(93, 100) veya virus (85, 153, 154, 203, 204) olabilecegi
bildirilirken, sz konusu hastaliklarin etkenleri ile 1il1gili
gercege en yakin bilgiler, etkenlerin hlicresiz besi
yerlerinde de (reyebildiklerini gbsteren ve bunlarin PPLO
olabileceklerini ileri siiren Markham ve Wong (129)
tarafindan verilmigtir. Arastiricilar, CRD ve infeksiyéz
SinUsitis etkenleri inokule edilmis embriyolu yumurtalarin

sar1 keselerinden % 20 at serumu iceren et inflizyon



buyyonunda PPLO’lari Ureterek besi yerlerinde yaptiklar: 13
seri pasajdan sonra etkenlerin infra-orbital sinusa enjekte
ediimeleriyle hindilerde tipik sinusitis olusturduklarini,
sinus iceriklerinden yapilan Giemsa boyamalarda Pléropntmoni
gurubu mikroorganizmalara benzer mikroorganizmalarin
gbrialdugina bildirmisler ve etkenleri tanimlamak igin PPLO
terimini kullanmislardir. Gross ve Johnson (84), 1953 yilinda
CRD ve 1iInfeksiyz Sinlusitis etkenlerinin streptomisin’e
duyarii ve kloromisetin’e direncli olmalarn nedeniyle
Rickettsia’lardan; yine streptomisin’e duyarli ve penisilin’e
direngli olmalar» nedeniyle de Chlamydia’lardan
ayrildiklarini bildirmislerdir. Etkenleri % 20 at serumu ile
zenginlestirilmis sivy besi yerlerinde lUreten Wong ve James
(217), bunlarin morfolojileri ve Macchiavello boyasiyla
boyanma 6zelliklerine gbre PPLO olduklarini ortaya
koymuglardir. Chute ve Cole (42), etkenin embriyolu tavuk
yumurtalarinda iyi Uredigini, amnion ve sari Kkeseleri ile
biriikte embriyonun derisinde hemorajiler olusturdugunu,
embriyolarda bodurlugdun yanisira bacak, kanat ve ¢cene
eklemlerinde siskinlikler saptadiklarin bildirmisierdir.
Adler (2), 1954 yilinda CRD ve Infeksiytz Sinlisitis etkenleri
ile infekte tavuk ve hindilerin serumlarinda olusan spesifik
antikorlarin saptanmasinda lam aglutinasyon testinin kullani-
Tabilecedini belirtirken, Fahey ve Crawley (74),
infeksiyonlarin serolojik teshisinde hemagliutinasyon-
inhibasyon (HI) testinin kullanilabilecedini bildirmislerdir.

Zander (234), 1954 yilinda sinUsitis, g6z akintisi1 ve dkslru-



gun yanisira merkezi sinir sistemine ait bozukluklarin da
gérilidugut 8 haftalik hindilerin trachea, hava keseleri ve
sinuslarinin disinda sinirsel septomlar gésteren bir hindinin
beyninden patojenik bir PPLO susu izole ettidini ve bunu S6
susu olarak adlandirdiginiy bildirmistir. CRD ve 1infeksiydz
SinUsitis etkenlerinin civeciv embriyolarinda Ureme,
antibiyotiklere duyarlilik ve morfolojileri bakimindan
birbirlerinin aynisi olduktary (84, 209), de8igsik kanatil
turlerinden ve cografik bdlgelerden izole edilmis 7 PPLO
susunun da tek bir serotipi veya turu temsil ettikleri bil-
dirilmistir (80). Crawley ve Fahey (47), PPLO 1Infeksiyon-
larinin bir nesilden digerine gegcmesinde, etkenin yumurta
yoluyla bulasmasinin Snemli olduunu ve kanatli hayvanlarda
PPLO infeksiyonlarinin kontroliinde HI testinin
kullanabilecedini agiklamigslardir. Kanatli hayvanlarda birden
fazla Mycoplasma tlurunin bulundudu ilk kez, sinlsitis’li bir
hindiden birisi patojenik ve digeri apatojenik olan iki
farkls Mycoplasma susu izole eden Adler ve Yamamoto (10)
tarafindan g8sterilmistir. Adler (3), sinlsitisli bir
hindiden izole ve identifiye ettigi standart 86 susundan
serolojik olarak farklir 6zellikler gtsteren bir PPLO susunu N
susu olarak adlandiriimistir. Ayni yirllarda Chalquest ve
Fabricant (39), Infeksiydz Sinovitis’li tavuk ve hindilerden
degisik bir Mycoplasma susu izole etmisler, Yoder ve Hofstad
(228) ise, hava kesesi yangi1si1 bulunan bir hindiden Iowa 695
adiny verdikleri bir susu izole ve karakterize etmislerdir.

Edward ve Kanarek (66), 1960 yilinda tavuklarda CRD ve hindi-



lerde de infeksiydz Sinlsitis olusturan patojenik Mycoplasma
susunu M. gallisepticum ve apatojenik olanlari da M., iners
olarak adlandirmislardir. Chalquest ve Fabricant (39)
tarafindan infeksiydz Sinovitis’1i hayvanlardan izole edilen
sugs Olson ve ark. (144) tarafindan M. synoviae olarak
adlandirilirken, Adler’in (3) N susu olarak bildirdigi izolat
da M. meleagridis olarak adlandirilmistir (65). Bugun icin
yaklagik 20 kanatli Mycoplasma serotipi izole ve identifiye
edilmigtir (55, 113, 156, 177, 229). Adler ve Lamas DaSilva
(7), M. gallisepticum’a kargi tavuklarda asilama denemeleri
yapmis ve inaktive M. gallisepticum ile i.v. olarak 1inokule
edilen tavuklarda, abdominal hava kesesi yoluyla vyapilan
eprluvasyonlara kars1 kismi bir korunma olustugunu
bildirmigslerdir. M.gallisepticum ile itgili yapilan
calismalar 1980 yi1lindan sonra daha ziyade molekiiller
biyoloji dluzeyinde surdurulmustur (23, 111, 112, 115, 123,
235).

Mycoplasma gallisepticum, Bergey’s Manual 1984°e
gbre, Yumusakcalar (Mollicutes) sinifinin Mycoplasmatales
takimindaki Mycoplasmataceae familyasinda bulunan Mycoplasma
cinsine ait bir turdiur (152). M. gallisepticum yaklasik 0.3~
0.8 um buylukluglinde oval, halka, yliziik, kokoid, filamentdz
veya yi1ldiz seklinde pleomorfik bir mikroorganizmadir (15,22,
41, 61, 63, 152, 209). Gram negatif olmalarina karsin anilin
boyalari ile gli¢ boyanirlar. Etkenin boyanmas1 amaciyla

Giemsa, Macchiavello ve Castaneda gibi boyama ydntemleri



kullanilir ve bilhassa Giemsa ydntemi ile iyi boyanarak
mavi mor renkte gérulur (22, 42, 61, 80, 129, 152, 226).
Hareketsiz, sporsuz ve kapsiilsiiz olan M. gallisepticum’un
bazs patbjenik sugslarinda hcre yuzeyinin, Okaryotik
hiicrelerin polisakkarid glikokaliks yapisindaki polianyon-
Tarini boyamada kuilanilan ruthenium kirmizisa ile
boyanabilen, etkenin trachea epiteline yapigmasini saglayan,
kapsltiler bir materyalle :kapli oldugu (152, 180), benzer
sekilde patojenik bazi suslarin kayma seklinde bir hareket
gbsterdikleri ve bu hareket sayesinde etkenin mik&z membran-
lara ulasti1gr ve makrofajlarin igine girerek komplementin
zararlir etkinlerinden korundugu bildiriimektedir (152, 191).
Bilinen anlamda ekzotoksinleri yoktur. Tavuklarda olusturdugu
ndérotoksik etkiler eriyebilir ekzotoksinlerinden ziyade,
fazla miktarda canli etkenin varlidir sonucu olusur (149).
Diger Mycoplasma’larda oldugu gibi M. gallisepticum’da da
hiicre duvari ve sert bir peptidoglikan polimeri bulunmaz.
Bunun yerine hilicrenin etrafinda lipidlerden (fosfolipidler,
glikolipidler, lipoglikanlar, steroller), karbonhidratiardan
ve proteinlerden olusan Unit membran yapisinda 3 katmanli bir
sitoplazmik membran vardir. Hicrenin bir veya 1iki ucunda
plazma membranindan kaynaklanan ve disariya doru uzanan
800x1250 A° boyutlarinda ve yarim ay seklinde oldukga gelis~
mis bir yapiya sahip olan polar kabarciklar bulunur. Bazik
proteinler y&ninden zengin olan bu kabarciklar etkenin epitel
hicrelerine ve eritrositlerdeki glikoforin reseptérleri

yardimiyla da eritrositlere tutunmalarina aracilik eder (22,
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101, 152, 191, 195, 200). Onit membrandaki karbonhidrat
molekiiltleri komplementin fikze edilmesinde ve nétralizan
antikorlaran saptanmasinda etkin rol oynarken, membran
proteinieri de metabolik inhibisyon ve presipitasyonda ro1l
alan antikorlarin sentezlenmelerini uyarirlar (108). Yapilan
calismalar M. gallisepticum’un hem ortadan ikiye b&lunerek
hem de tomurcuklanma ile Uredigini gbstermistir (63, 152,
191, 226). Etkenin ince kesitleri incelendiginde hilcrelerde
hiicre membrani, ribozamlar ve yaklasik 5x108 daltonluk tipik
bir prokaryotik genom olmak lizere 3 esansiyel organelin
bulundugu, mezozomlarin ise bulunmadigr gdzlenmigtir (101,
102, 152, 191, 200). M. gallisepticum, yaygin olarak
kullanilan antimikrobiyel maddelere kargi duyarlidir (226).
Hicre duvarlary olmamasi ve peptidogliikan polimerlerinin
bulunmamas1 nedeniyle penisilin ve 1/4000 gibi dusuk
konsantrasyonlarda talyum esastat’a karsa direng
gbstermeleri, bu maddelerin bakteriyel kontaminasyonlara
bnlemek amaci1 ile besi yerlerine katilmalarina olanak tanir
(34, 37, 40, 139, 214, 229). Etken penisilin disinda
polimiksin ve neomisin gibi antibiyotiklere kargi da direng
gosterir (191). M. gallisepticum, Berkefeld V, N, Mandler 6
ve 7 filtrelerinden gegebilir fakat Berkefeld W, Selas 0.3
veya Seitz EK filtrelerinden gecemez. Etken 45 °C de 1 saatte
ve B0 °C de 20 dakikada dinaktive olurken, -35 °C de
donduruldugunda ise 2 yi11 boyunca canlilidini koruyabilir
(147, 153, 209). Chandiramani ve ark. (40), etkenin tavuk

diskisinda 20 °C de 1-3 glin, yumurta sarisinda ise 37 °C de
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18 hafta veya 20 °C de 6 hafta canli118in1 koruyabildigini
bildirmigslerdir. Yoder (226), infektif koricallantoik
membranin buyyon silspansiyonlarinin 45 °C de 1 saat, 50 "C de
20 dakika veya 5 °"C de 3 hafta ic¢inde infeksiyon gliciini
kaybederken infektif allantoik sivinin etiivde 4 gin, oda
1sisinda 6 gin, buzdolabinda 32-60 giin stire 1ile infeksiyon
glicini koruyabileced@ini bildirmistir. Roberts (155) ve Yoder
(225), besi yerlerine % 0.1 oranhinda katiYan beta-
propiolaktonun (BPL) M. gallisepticum kiiltiirlerini inkative
ettigini bildirirlierken, Yoder (224), infekte kulugkalik
tavuk yumurtalarainin 1s1 ile muamele prosediri si1rasinda
12-14 saat slre ile 114 °F ye maruz birakilmalarinin yumur-
talarda bulunan etkenlerin inaktivasyonu igin yeterli
oldugunu bildirmistir. M. gallisepticum’un buyyon kultiurleri
-30 °C de saklandiklarinda 2-4 yil canliliklarinm
koruyabilirler. Liyofilize halde ise etken 4 °C de 7 y1l

can111181n1 muafaza edebilir (229).

Mycoplasma gallisepticum, aerobik veya fakultatif
anaerobik (70) olup Uretiimesi 1i¢in kolesterol’e ihtiyag
duyan bir mikroorganizmadir. Bu nedenle etkenin Uretilmesi
i¢in besi yerine at,domuz veya kanatli serumu gibi kolesterol
yﬁnUnden zengin serumlar ilave edilebilir (1562). Edward (64),
1947 yi11inda, kaynatiimi1s bira mayasi: ekstraktinda PPLO’larin
at serumuyla zenginlegtirilmis buyyonda (lremesini gluclen-
diren bir faktér bulunduunu bildirmistir. Adler ve Yamamoto

(8), 4 farkly maya Urununun kanatli PPLO’larinin lretilmeleri
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izerindeki etkilerini arastirmislar ve ¥ 8 at serumlu besi
yerine % 16 oraninda ilave edilen maya otalizatinin hem
tiremeyi gli¢clendirmesi hem de daha fazla miktarda antijen elde
edilmesi 1i¢in en uygun maya Urunti oldugu bildirmisleridir.
Genel besi yerlerinde lireme gbstermeyen M. gallisepticum ’'un
tiretilmesi i¢in PPLO buyyon veya agar (34, 48, 113, 118, 210,
222), beyin kalp inflizyonu (1, 18, 31, 79, 120, 121),
Brucella agar veya buyyon (103, 139), fenol red buyyon (37,
74), tryptose fosfat buyyon (87), veya trypticase soy (4)
gibi temel besi yerlerine liremeyi salamak amacyr ile ¥ 10-15
oraninda at serumu (6, 7, 120, 133, 157, 193, 218), domuz
serumu (117, 183, 184, 194, 211, 223) veya kanatlr serumu
(27, 130, 218, 228, 229) ve Uremeyi gl¢clendirmek amaci1 ile de
maya otolizat:r (48, 63, 97, 161, 174, 229), maya ekstrakts
(40, 116, 184, 194, 214) veya maya hidrolizaty (3, 12, 79,
222) gibi maya durunleri ilave edilmis &zel besi yerleri
kullanilir. Besi yerlerine Uremeyi salamak amaci ile serum
fraksiyonu da katilabilir (13, 28, 113, 121, 214), Besi
vyerlerine glukoz (12, 34, 120, 139, 174, 184), dekstroz (6,
28, 48, 158, 192), maltoz (74, 87) veya laktoz (37) gibi
karbonhidratlarin katiimas:1 Ureme (zerinde olumlu etkide
bulunur. Ozellikle 1izolasyon amaci 1ile besi yerlerinin
selektif bhale getirilmesi i¢in IO0 IU/ml1 oraninda penisilin
ve 1/4000 oraninda talyum asetat ilave edilir (34, 37,
40,139, 214, 229). fzolasyon ve antijen Uretimi amaciyla c¢ok
cesitli besi yerleri denenmis ve geligstirilmistir (4, 13, 17,

78, 96, 182). Adler ve Berg (4), kanatli Mycoplasma’larinin
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Uretilmesinde besi verine, at serumu yerine yumurta
sarisinin, Ahmad ve ark. (17) da serum vyerine, antijen
hazirlanmasi sirasinda suni lipozomlarin besi yerlerine
katilabileceklerini bildirmislerdir. Adler ve ark. (13),
CRD’ 11 hayvanlarain trachea’ larindan etken izolasyonu
calismalarlt sirasinda trypticase soy besi yerini tryptose
agar veya buyyona gdre daha etkili bulmuslardir. Adler ve
Yamamoto (8), antijen tretimi sirasinda sivi kilturlerin
belli araliklarla calkalanmasinin M. gallisepticum’un lUremesi
Uzerinde olumlu bir etkide bulundugunu bildirmislierdir. Frey
ve ark. (78), M. gallisepticum’un, M. synoviae’'nin ve M.
meleagridis’in uUremelerini ve izolasyonlarini kolaylastiran,
hemen her tir1l0 besin maddelerini iceren ve French Medium ad»
verilen (FM1, -2, -3, -4 ve -5) besi yerlerini
gelistirmigslerdir. Uygun sekilde hazirlanmis selektif agarda
M. gallisepticum, 37 °C de ve oldukg¢a rutubetli bir ortamda
(70) 3-5 gunluk inkubasyon sonunda Ureme gdsterir. 1Indirekt
181k altinda ince, yuvarlak, kenarlari dizgiin ve agarin ic¢ine
dogdru Ureme gésterdiginden ortalari: dudgmeli tarzda ¢tipik
koloniler gorulur (8, 15, 22, 40, 226). Genellikle, 0.2-0.3
mm capinda olan koloniler ekim hatti: boyunca yanyana
sekillenirler ve kolaylikla birbirleriyle birlesebilirler
(191, 226). Buyyonda ise optimal Uremenin sekillenmesi ig¢in
1-3 guntuk bir inkubasyona gereksinim vardir. Tekrarlanan
pasajlar sonucunda laboratuvar kosullarina adapte olan sustar
daha kisa slUrede daha yo8un bir bulaniklik olusturarak

urerler (113, 229). At kanly agarda M. gallisepticum suslar:
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hemoliz meydana getirir (152, 228, 229). M. galliepticum
glukoz, maltoz, sukroz, leviuloz, trehaloz, galaktoz, nisasta,
mannoz, dekstrin, sakkaroz ve ksiloz gibi karbonhidratlar:
gaz olusturmaksizin sadece asit olusturarak fermente ederken
laktoz, mannitol, dulsitol, salisin, adonitol, arabinoz,
sellobioz, 1inositol, intlin, rafinoz, rhamnoz ve sorbitoli
fermente edemez (22, 80, 113, 177, 222, 226). Fosfataz,
arjinin ve jelatin hidroliz, koagiile serum ve kazein sindirim
testleri negatiftir (152). Yoder ve Hofstad (229), etkenin
2,3,56-trifenil tetrazolium kloridi ve Yamamoto ve Adler (222)
de, tetrazolium mavisini redukte ettigdini bildirmiglerdir.
Yoder ve Hofstad (229), besi yerlerine katilan maya
otolizatinin, sukrozu daha ¢abuk fermente olabilen dekstroz
ve fruktoza parcalayan sukraz enzimi ig¢erdigini ve bu nedenle
sukroz fermentasyonu ile il1gili ilk ¢alismalarinda glvenilir
sonucglar alamadiklarini, maya otolizatinin bu etkisini
gidermek 1i¢in izolatlarin en az 4 kez maya otolizatn
icermeyen besi yerlerinde pasaj edilmelerinin gerekli
oldugunu bildirmigler ve daha sonra yaptiklari g¢alismalarda
maya otolizatir bulunmayan besi yerlerinde Uretilen kUlturler-
le fermantasyon olusumunu gercek pH degisikliklerine gdre
saptamigslardir. M. gallisepticum’un izole edilmesi ve Uretil-
mesi i¢in 6-8 ginluk embriyolu tavuk yumurtalarinin sar:
keselerine .inokulasyon ydbnetemi de c¢esitli arastirmacilar
tarafindan wuygulanmistar (9, 15, 84, 106, 179, 217, 221).
Adler ve Yamamoto (10), bu amac¢cla sari1 kesesi diginda

allantoik kese ve korijoallantoik membran yollariyla da
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inokulasyonlar yapmislardir. Arastirmacilar, denedikleri bu 3
inokulasyon yolundan, yumurta sarisi yoluyla 1inokulasyon
yapilan embriyolarda dizenli bir 81Um seyrinin sekillendigini
aciklamislardir. Chute ve Cole (42), sari1 kesesi yolu ile
inokule ettikleri 7 glunlik embriyolarda olusan patolojik
degisiklileri incelemisler, inkubasyonun 8-14. gilinlerinde
6len embriyolarda bas, boyun ve gbgus bdlgelerinde ekimotik
hemorajilerle birlikte seyrek tiylenme, genel bir &dem ve
koriocallantoik membranda da kalinlasma ve matlasma
saptamigslardir. Ote yandan 14-21. ginlerde 6len embriyolarda
ise bag, boyun, dil alty ve gbus bblgelerinde 6dem,
karacigerde hiperemi ve nekrotik odaklar, bdbreklerde
hemorajiler ve eklemlerde 6demle birlikte, korioallantoik
membranin kalinlasmig, matlasmis, kurumus ve embriyoya yapis-
mis bir durumda oldudunu bildirmigslerdir. Embriyolarda
bodurluk ve buylmede gecikme olgulary Glavits ve ark. (81)
tarafindan bildirilmistir. Hitchner (93), korioallantoik,
amniotik ve allantoik yollarla inokule ettigdi 11 glnliuk
embriyolarda siddetli lezyonlar gériilmesine ragmen inokulas-
yondan sonraki 19-21. gline kadar embriyo B8lumlerinin
sekillenmedigini agiklamistir. Moulton ve Adler (133), yumur-
ta sarisi1 yoluyla inokule ettikleri 8 glnluk embriyolarda
sekillenen eklem lezyonlarinin 5. glunden itibaren gdrilmeye
baglandigini ve 6. gunden sonra &len bUtun embriyolarda ise
eklem Tezyonlara ile birlikte derilerinde gsiddet1i
hemorajiler saptandidiniy bildirmislerdir. M. gallisepticum

ayrica Hela, tavuk kalbi ve tavuk fibroblasty gibi hiicre
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kiltirlerinde CPE’ler meydana getirerek Ureyebilir (22),

Mycoplasma gallisepticum, dogal kosullarda tavuk
ve hindilerde infeksiyon meydana getirmektedir (175).
Hastalik her vyastaki tavuk ve hindide g&rilirken vylUksek
mortalite, yavas bUyume ve kesim aninda yUksek telefat gibi
agir kayiplar en c¢ok 5-16 haftalik hayvanlarda g&zlenir
(203). Etken ayrica silunlerin (110, 147), kekliklerin (110,
211, 228), tavus kuslarinin (196), bildircinlarin (127),
Oordeklerin (29, 72, 157), kazlarin (30) ve sergelerin (170)
dodal infeksiyonlarindan da izole edilmistir. Winterfiled
(216) ve Gianforte ve ark. (80), glvercinlerde de
M.gallisepticum infeksiyonun olusabilecedini bildirmislerdir.
Laboratuvar hayvanlari arasinda da Isvicre beyaz fareleri ve

Norve¢ ratlari deneysel infeksiyonlara karsi duyariidirlar

(147).

Tavuk ve hindi slirtilerinde M.galliseptieum’un
bulasmast yumurta yoluyla vertikal olarak veya direkt temas
ile horizontal olarak sekillenmektedir (46, 102, 141, 147,
165, 191, 226). CRD hastaliginin infekte anag¢lardan yumurta
yoluyla civcivlere ge¢tidi ¢esitli arastiricilar tarafindan
bildirilmigtir. Fahey ve Crawley (73), etkeni infekte
ana¢lardan, kabuk altinda &len embriyolardan ve yumurtadan
¢ikan c¢i1l1i1z civecivlerden izole etmisler, ve yumurtayla
bulasmanin, hastaligin yayiimasinda &nemli oldudunu Jleri
surmiglerdir, Osborn ve Pomeroy (147), etkenin ddlistz

yumurtalardan da 1izole edilebilecedini bildirmislerdir.
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Van Roekel ve ark. (203), inceledikleri ticari bir isletmeye
ait 1588 embriyonun % 7.5'inde CRD lezyonlary bulundugunu ve
ayirdiklart 10 grup yumurtanin ise 7’sinden etken izole
edildigdini, Yoder ve Hofstad (230), izole ettikleri Iowa 695
serotipine ait 23 djzolaty 7 gunlik embriyolu tavuk
yumurtalarina sar1? kesesi yolu ile inokule ederek
olusturduklari: deneysel infeksiyon sonucunda etken izolasyonu
ile birlikte 17 izolatin embriyolarda tipik mortalite
olusturduklarini ag¢iklamiglardir. Lin ve Kleven (124) ise, M.
gallisepticum F susunun tavuklara aerosol yolla verilmesinden
4-7 hafta sonra hayvanlarin yumurtalaridan % 1.59 oraninda ve
aynit yolla R susu verilen hayvanlarin yumurtalarindan da %
3.19 oraninda etken izole edildigdini bildirmislerdir. Hasta-
11g1n yayiIlmasinda etkenin yumurtayla bulagsmasinin 6nemli bir
rol oynadigini gésteren Yoder (224), deneysel olarak infekte
ettigi yumurtalarin inkubasyon 8ncesi 1si1ya maruz birakilima-
larinin, yumurtalardaki etkenlerin inaktive edilmesinde
etkili oldugunu ortaya koymustur. Yoder ve Hofstad (229),
infekte tavuklarin ovaryum ve oviduktlarindan ve horozlarin
da semenlerinden M.gallisepticum izole etmigler, Jordan ise
(102), mekanizmasinin tam olarak bilinmemesine ragmen bulag-
manin hematojen yolla ovaryumlarin veya oviduktlarin infekte
olmas1 ya da infekte hava keselerinden etkenin direkt olarak
bu organlara ulasmast sonucu sekillenebilecedini
bildirmistir. Deneysel olarak olusturduklara yumurtayla
bulasma denemeleri sonunda Calnek ve Levine (37), etkenin,

37 °C de tutulan ddlisliz yumurtalarda 4-8 giin iginde &1duguni,
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etkenin canli111§1in1 muhafaza edebilmesi ig¢in yumurtanin
mutliak surette dd110 olmas1 gerektigdini bildirmis, teze ve 5
glinluk embriyolu yumurtalara sari1 kesesi yoluyla yaptiklar»
inokulasyon sonunda yumurtalardan ¢ikan civcivierin solunum
kanallarinda CRD lezyonlari saptamiglardir. Yetiskin tavuk-
lara periton i¢i, damar i¢i ve ovidukt igi yollarla
yaptiklars inokulasyonlar sonunda ise arastairicilar,
yumurtayla bulasma elde edememislerdir. Cover ve Waller (45),
buyuk bir ticari damizlik siliriden kaynaklanan yumurtalarin %
72’sinden etken izole ettiklerini a¢iklamislardir. inkubasyon
sirasinda dé114G yumurtalara giren M. gallisepticum’un,
embriyolarin ancak bir kisimini 6ldurebildigi, hayatta kalan
embriyolarin infekte bir halde yumurtalrdan ¢iktiklari ve
infeksiyonun yayilmasinda dnemli bir rol oynadiklari
bildirilimektedir (73, 81). Hofstad (94) ve Osborn ve Pomeroy
(147), hindilerde bulasma yollari: Uuzerinde arastirmalar
yapmislar ve bunlarda da yumurtayla bulasmanin énemli
oldugunu géstermiglerdir. Ordek ve kazlarda da M. gallisep-
ticum’un yumurta yoluyla yavrulara ge¢tidi bildirilmistir
(29, 30). Hastaligin direkt temas veya mekanik yollarla
bulagsabilecedini de bildiren arastairacilar (75, 102, 147,
191, 226), sinus ve trachea da 1lokalize olan etkenlerin
burun, gz akinitilarn ve aksirik-tiksirik ile disars
¢cikt1gd1ni ve 6zellikle entansif yatistiricilik yapilan
kalabalik kimeslerde, siklikla horizontal bulasmaya neden
oldugunu bildirmektedirler. Fahey ve Crawley (75), burun ig¢i

yolla infekte ettikleri 11 gunliik piliglerle ayni1 kimese



19

konan, ayni yastaki normal pili¢glerde 11 glin iginde aksirik
tiksirik ve burun akintisi gibi solunum sistemi bozukluklari
ile birlikte 19. glinde HI antikor titreleri saptadikarin:
ileri slUrmislerdir. Yine entansif yetistiricilik yapilan
kimeslerde asemptomatik tasiyici hayvanlardan kaynaklanan
damlaci1k infeksiyonu ile de bir klimes iginde veya nadiren de

kimesler arasinda infeksiyonun yayilmas» gerceklesebilir
(102, 147, 226). Ayrica, kontamine ekipmanlaria temas
sonucunda (226) veya isletmelerde uygulanan cinsiyet tayini,
suni tohumlama veya asilama islemleri sirasinda (191), ve
bakicilar ve ziyaretgiler araci118r jle (102) de mekanik
bulasma sekillenir. Etkenin konak¢ilar disinda cevre kosul-
larinda wuzun siire canli kalamamasi, direkt veya indirekt
horizontal bulasma riskini azaltti1d: gibi dedisik yas grup-
larindan hayvanlari bir arada bulunduran blyik isletmeler,
kalabalik kimesler ve uygun olmayan bakim ve beslenme
kogullari ile birlikte insektler ve yabani kugslar horizontal

bulagsma riskini artirarlar (101, 102, 191). Benton ve ark.
(31), ¢ticari bir iInfeksiybz Laringotracheitis asisindan M.
gallisepticum izole etmigsler fakat bunun asilanan hayvanlarda

bulasmaya neden olup olmadigini belirleyememislerdir.

Mycoplasma gallisepticum infeksiyonunun olusmasinda
etkenin viicuda giris yolu buyuk bir dnem tasir ve dogal
kosullar altinda etken, genellikle viicuda solunum kanalindan
girer. Mycoplasma’lar genelde miikdz membranlara kolonize olan

ve epitel hiicrelerine affinite gésteren ylizey parazitleri
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olup (102, 175, 191), vicutta en ¢ok bulundukliari yer solunum
kanalidir (158, 175). Bazi suslar beyine (234) ve kloakaya
(102) da affinite gdsteririer. Solunum kanaliyla viicuda giren
etken, solunum kanalinin herhangi bir yerinde lokalize
olabilir. Etkenin canli11dini surdirebilmesi ve patojenite
gbsterebiimesi ic¢cin blUuyluk &nem tasiyan bu 1lokalizasyonda,
etkende bulunan ve sitoplazmadan disariya dodru uzanan
polipeptid yapidaki polar kabarciklar bluylik rol oynarlar
(102, 191). M., gallaisepticum bu kabarciklar sayesinde epitel
hiicrelerinin sialik asit reseptdr bslgelerine tutunur. Bu
kabarciklar vakum benzeri bir fonksiyon g6stererek etkenin
konakg¢1 hiicresine sikica tutunmasina ve bu arada hiicre disin-
da, <canli olarak kalmasina olanak tanir (191). Solunum
sistemi virustlarinin (NDV, IBV, ILTV) mikdz membraniarda ve
epitel hiicrelerinde meydana getirdikleri tahribatlar, M. gal-
lisepticum’un buralara yerleserek iremesini gliglendirir (43).
Konakg1 hiicrelerine tutunmayi takiben etken g¢oJalarak epitel
izerinde bir yayilim gbsterir. Solunum kanali yoluyla olusan
infeksiyonu takiben bir septisemi dbnemi olur ve bu db&nemde
kandan etken izolasyonu yapilabilir. Septisemi sonucunda
etken abdominal ve torakal hava keselerine, beyine, kloakaya,
yumurtaliklara ve testislere ulasarak bu organlarda da
lokalizasyon olusturabilir (102). Baslangi¢ta epitel altinda-
ki dokularda bir invazyon sekillenmez. Konak¢i1 hiicrelerine
tutunmay1 takiben M. gallisepticum hiicrelerde silier hareket-
in kayboimasi (ciliostasis) ve mitokondrialarin genislemesi

gibi gesitli biyokimyasal ve morfolojik degdisiklikler olustu-



21

rur. FEtken ayrica, endotel hicrelerinin siskinlesmesine ve
permeabilitelerinin artmasina yol agan toksik Urinler salgi-
tar. Konakeg1 dokularindaki tahribat, direkt olarak
Mycoplasma’larin etkisiyle veya onlara karsi olusan spesifik
immun yanitin sonucu sekillenir. Gercek anlamda ekzo- ve
endotoksinleri olmayan M. gallisepticum, hiicresel besin
maddelerini kullanma veya ylUksek konsantrasyonlarda hidrojen

peroksit (H O ) gibi metabolik Uriinler sentezlemek suretiyle

2 2
direkt doku tahribatina neden olur. Salgilanan H O direkt
2 2
olarak konakg¢t  hiucrelerinin hiicre membranlarini tahrib

eder. Infeksiyon olustuktan sonra sub-epitelyal dokularda
meydana gelen dedisiklikler 6ncelikle yangisel bir yanit:s
izleyen ve lenfositik germinal merkezlerin olusmasi ile ka-
rekterize olan spesifik bir immun yanittair. M.
gallisepticum’a bagli olusan solunum sistemi infeksiyonlarin-
da, konakginin savunma mekanzimasi sonucunda lenfoid hlcre
proliferasyonu ile birlikte makrofaj ve uzun sire bir
nétrofil birikimi sekillenir. Sekillenen lezyonlarin siddeti
diger patojenlerin veya olumsuz gevre kosullarinin vartigin-
dan bliyik 0&lc¢tde etkilenir. 0Ozellikle solunum sistemi
viruslarinin ve E. coli’nin salgiladiklar: 1lizozomal enzimler
Mycoplasma’larin penetrasyonunu guclendirir ve hucre
tahribatinda artmaya neden olurlar. Embriyolu tavuk yumurta-
larinda, embriyonal donemdeki konak¢inin infeksiyona karsa
oldukga duyarii olmasn, etkenin embriyo dokularinda
kolaylikla Ureyebilmesini ve embriyonun bitin dokularina

yayilmasini saglar (102, 191).
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Dogal CRD olgularinda hayvanlarin M.gallisepticum
ile ne zaman infekte olduklarinin belirienebiimesi c¢ok zordur
ve bircok faktdrin, infeksiyonun klinik olarak bagslamasi1 ve
seyri lUzerinde etkili olmasindan dolayi, kesin bir inkubasyon
sliresinin saptanmasi1 olanaksizdir. Tavuk ve hindi silridlerinde
dogal CRD ve Infeksiybz SinlUsitis olgularinin bluyuk bir
¢odunlugu, yumurtlama periyodunun hemen baslangicinda sekil-
Tenir (226). Tavuk ve hindi slUrilerinde olusturulan deneysel
infeksiyonlar sonucunda inkubasyon sluresi genellikle 1-3
hafta olarak saptanmigtar (75, 135, 139, 158, 176, 192,
204). Kanatlir hayvanlarda Mycoplasma tirlerinin varligini ilk
olarak ortaya koyan Nelson (135), CRD etkeni inokule ediimis
72 hayvanin % 88’inde 12 giun veya daha uzun bir inkubasyon
sUresinden sonra burun akintisi1 sekillendigini ( tip 1II
koriza) bildirmistir. Van Roekel ve ark. (204), deneysel
olarak infekte ettikleri piliglerin % 50°’sinde inokulasyondan
4-8 gln sonra baslayan ve 14-21 giin siiren hiri1ltil1 soluma
saptadiklarini, Markham ve Wong (129), infra-orbital sinus
yolu ile infekte ettikleri hindilerde inokulasyondan 7-9 gin
sonra sinlsitis gézlediklerini, Fahey ve Crawley (75),
epriivasyondan 19 giin sonra i1k HI titrelerinin saptandigin»
ve 32. ginde tum hayvanilarin pozitif reaksiyon verdiklerini
ve hastali1din klinik seyrinin 12-20 hafta arasinda dedistigi-
ni, ayni arastiricilar (77), tavuklardaki PPLO infeksiyonu
ile 1936 yi1linda Nelson’un (135) bildirdigi tip II korizanin
ayni oldugunu ve infeksiyonun 8-31 gunliikk bir inkubasyon

sliresine ve en az 8 hafta siren uzun bir seyir siiresine sahip
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oldugunu agiklamislardir. Adler ve Yamamoto (9), Haemophilus
gallinarum ve PPLO karigsimi verilmis piliglerin tuminde 2-4
gunluk bir inkubasyondan sonra 36 gin boyunca siiren bir nezle
ile birlikte kanda aglutininleri saptadiklarini, Olson ve
ark. (143), 1inokulasyon yapiimamis saglikls piliglerde,
infekte tavuklarla direkt temas sonucunda 6-8 hafta ig¢inde
infeksiyonun sekillendigini, trachea’dan etken izolasyon
oraninda artma g&rialdigund, 8. haftadan sohra ise izolasyon
oraninda ani bir dists olduunu bildirmislerdir. Roberts
(158), intranazal sinus, trachea ve abdominal hava kesesi
yollara ile infekte ettigi 4 haftalik pili¢terden,
inokulasyonu takip eden 1-8 hafta boyunca, inokulasyon yolu
ne olursa olsun, adi gegcen organlarin tuminden etken
izolasyonu yaptigini agiklamistir. Timms ve Cullen (192), 6
ve 16 haftalik piligleri burun i¢i ve infra-orbital sinus
yollari ile infekte etmisler, hayvanlarda 2. haftadan
itibaren serolojik yanit saptamalarina ve 28. haftaya kadar
sinustarindan etken izole etmenlerine rajmen, hayvanlarda 28.
hafta sonunda herhangi bir solunum ~  semptomu
gbzleyememislerdir. Newnham (139) ise, burun ig¢i yolla eprive
ettig@i 10 haftalik 6 horozdan 2’sinde 2. haftadan itibaren
burun akintisi ve 5’inde de 1/10 - 1/20 arasinda HI titreleri
saptamig, horozlardan 2’sinin 8 haftalik deneme sliresi
boyunca klinik belirti géstermediklerini fakat 1/1280 gibi
oldukga yuksek HI titreleri verdiklerini ve 6 horozdan
3’Unden de etken izole edilebildigini bildirmigtir. Chu (41),

CRD’de inkubasyon siiresinin 5-7 giin oldugunu ve hastali1din
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aylarca slrebildigini, serolojik agidan da Roberts (181),
intranazal sinus yolu ile infekte ettigi 6 haftalik broiler
pili¢clerde 1. haftada ¢abuk lam aglutinasyon ve 2. haftada da
HI antikorlarinin saptanabilecedini, Kuniyasu ve ark. (120)
ise, 1infekte bir sird ile temas sonucunda hayvanlarin 2 ay
i¢inde pozitif lam aglutinasyon reaksiyonlara
gbstereceklerini aciklamislardar. Embriyolar tizerindeki
calismalar sonucunda 1ise Moulton ve Adler (133), 8 ginlik
embriyolu tavuk yumurtalarina sari kesesi yolu ile, tavuk
embriyosunda pasaj edilmis PPLO verildiginde, inokulasyondan
sonraki 5. glnde eklem lezyonlari saptandiini, Roberts ve
Olesiuk (163) 1ise buyyonda 34 kez pasaj edilmis F susunun
embriyolar i¢in ¢ok virulent oldudunu, 163 - 165 sulandirma-
larla yapilan inokulasyondan 4-8 gin sonra embriyolarin
olduguna, 166 - 168 sulandirmalarda ise embriyo &lumlerinin
6-8. gunden sonra bagsladigini ve 21 glin boyunca &lumlerin
sporadik olarak stirdugini bildirmiglerdir. Deneysel
infeksiyon olusturma ¢alismalary sirasinda Barber (25), 12
haftalikken etken inokule edilen hindilerde, inokulasyondan 6
hafta sonra alinan kesitlerde lenfofollikliiler nodiiller ve
sinUisitis saptandidini, sinusitis gdsteren tim hayvanlarin 2
hafta i¢inde kanlarinda aglutininlere rastlandigini,
Domermuth (68), 1 glUnluk Beyaz Leghorn civcivlere M.
gallisepticum S6 susunun g8bek bdlgesinde deri alti yolla
verilmesiyle, 2.5 hafta iginde hayvanlarin % 80'inde ve 10

hafta i¢cinde de hayvanlarin % 70’inde gbgus etinde

kabarciklanma olustugunu ve Domermuth ve Gross (60), 1 ginlik
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civcivierin gébek deliginden 1igeri inokulasyon yapildiginda,
2 hafta 1i¢inde salpingitis sekillendigini ve hayvanlarin

kanlarinda aglutininlerin varligini biidirmislerdir.

CRD infeksiyonu her yastaki tavukta gériulebilir
(41, 102, 203, 225, 226), fakat infeksiyona baglir 6lUumlerile
birlikte kilo kaybina, yumurta verimindeki azalmaya ve kesim
anindaki telefata badlis adir kayiplar en ¢ok 5-16 haftalik
hayvanlarda sekillenir (203, 204). 1Infeksiyon, yumurtach
tavuklarda yumurtlama periyoduna girmeden hemen 6nce (203),
broylerlerde ise 4-8. haftalarda goérulir (226). Hastaliga
baglyr klinik belirtiler en ¢ok 3-8 haftalik gen¢ hayvanlarda
sekillenir ve kis aylarinda 6zellikle rutubetli ortamlarda bu
belirtiler oldukca siddetlenir (176, 191, 226, 231). Yetiskin
hayvanlarda tipik olarak hir1tti111 soluma, burun akintisi,
aksirik-tiksirik, soluma glic1tgu, sinusitis ve konjunktivis
(41, 101, 165, i76, 191, 204, 226) 1ile birlikte baza
hayvanlarda da basin sallanmasi1 (torticollis) ile karakterize
sinirsel belirtiler (73, 77, 147, 221, 234), gdzlenir.
Gorlulen bu semptomlarin yanisira hayvanlarin yem tlUketimleri,
vicut agirliklart ve yumurtaci ‘tavuklarin da yumurta
verimlerinde azalma olur (160, 191, 204, 226). Hindilerin
infra-orbital sinuslarinda goérilen sinUsitis’e baglln olarak
asir1 derecede sigsen sinuslar gérmeyi kismen veya tamamen
engelleyebilir. Gorebildikleri slrece hayvanlarin digstahlari
yerindedir. Fakat kilo tutmalari ve yumurta verimleri azalir

(147). Hastalik, uzun slreli bir seyir gosterdigi tavuklarda,
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olusturdugu genel duskinlik ve istah kayby sonucunda;
hayvanlarda blytme, vicut agir1igir ve yumurta verimi Uzerine
olumsuz etkilerde bulunur. Hayvanlarin vicut agirliklars %
5-19, yumurtaci tavuklarda ise yumurta verimi % 10-40
oraninda azalir (41, 147, 175, 176, 204). infeksiyon ayrica
damiz1ik tavuklarda kulugkalanabiime oraninda da % 10-15
azalmaya neden olur (175, 202). CRD infeksiyonu cogunlukla E.
coli, P. multocida, H. paragallinarum gibi bakteriyel, ND,
IB, Inf. A, Reovirus, Adenovirus ve ILT viruslari gibi viral
ve A. fumigatus gibi fungal etkenlerle komplike hale gelebi-
1ir (41, 101, 175). Genellikle ¥ 10-50 arasinda morbidite
gbsteren komplike olmamis CRD olgularinda mortalite % 5-10
arasinda degisirken (176), infeksiyonun basta siklikla E.
coli, 1IB ve ND viruslari gibi etkenlerle komplike olmasi
sonucunda mortalite % 30'a kadar c¢ikabilir (41, 160, 175,
187, 190, 202, 225). Komplike olmamig CRD infeksiyonlarinda
morbidite yuksek, mortalite ise dusuktur (176, 190, 202,
212). Hayvanlarda semptomlar belirgin dedildir veya cok hafif
seyreder ve hayvanlarin viicut adirliklarinda ve yumurta
verimlerinde hafif bir azalma sekillenir (41, 190). Komplike
infeksiyonlarda mortalite ile birlikte klinik belirtiler ve
patolojik lezyonlarda da bir artma gbrulur (9, 69, 83, 107,
144, 189). Jungherr (107), yapti13i: deneysel bir c¢alismada
trachea i¢i yolla M. gallisepticum inokule edilen 5 haftalik
piliglere, 11 hafta sonra ayni yolla IB virusu (Massachusetts
susu) verildiginde basta trachea olmak lizere tum tist solunum

sisteminde siddetli bir infeksiyon olustugunu agiklamstir,
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Yapt1g1 benzer bir calismada ise Timms (189) tek basina M.
gallisepticum inokule edilen 6 haftalik piliglerin hig
birisinde solunum bozukludu veya burun akintisi1 olusmadigini
ancak etkenin IB ile birlikte verilmesi sonucunda hayvanlarda
inokulasyon sonrasi 11. gline kadar siren hiriltili soluma ve
22. gune kadar sltren solunum gliclugi saptandigini ayrica,
yumurta veriminde azalma ile birlikte arasira yumusak kabuklu
ve dizensiz sekilli yumurtalarin yumurtiandigini
bildirmistir. Klinik olarak saglikli: fakat M. gallisepticum
ile latent infekte hayvanlarda da et ve yumurta verimlerinde
% 5-7 oraninda bir azalma meydana gelir (175). Sadece hava
keseleri infekte oldugunda 1ise hayvanlarda tipik klinik

semptomlar gdrilmez (190).

Olen hayvanlarin otopsilerinde nazal tidrbinatlarda,
trachea, bronslar ve hava keselerinde kataral bir eksudat
gbzlenir (106, 190, 191, 226). Nadiren de olsa tavuklarda
sekillenen sinusitis olgularinda infra-orbital sinuslardaki
siskinlik 1ile birlikte sinus membranliarinda kalinlasma ve
petesiyel kanamalar bulunur (147, 165, 226). Hava keseleri
kalinlasarak seffafliklarini kaybeder ve kaze®z bir eksudat
icerirler (101, 165, 176, 191, 204, 213, 221). Hasta hayvan-
larin akcigerlerinde ise pntmoni sekillenebilir (106). Tavuk-
tardaki miks infeksiyonlara bagdli olarak sekillenen siddetli
hava kesesi yangisi1 ile birlikte perikarditis ve perihepati-
tis de gérulur (69, 83, 132, 191, 226). Mikroskopik olarak

ise, monokiileer hicre infiltrasyonuna ve mikéz bezlerin
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hiperplazisine bag 11 olarak infekte dokularin mikdz
membranlarinda belirgin bir kalinlasma gekillenir. Hastalidin
i1k ddnemlerinde sinus mukozasinda kataral bir yangil ve
sonralar ise sinus submukozasinda fibrozis ve
lenfofollikluler hicre infiltrasyonu olusur. Submukozada
bunlarin disinda fokal 1lenfoid hiperplazi alanlars da
gérilebilir. Akcigerlerde pnémonik alantarin ve
lenfofollikliler degisikliklerin yanisira graniilomatéz
lezyonlar, hava keselerinde de perivaskiiler lenfositik hicre

infiltrasyonu meydana gelir (165, 191, 226).

CRD hastaligin klinik ve otopsi bulgularina gbre
teshis etmek olduk¢a zordur. Hastalik koriza, kronik kolera,
kolibasillozis, Newcastle hastali1§1, iInfeksiydz Bronsitis ve
infeksiy6z Laringotracheitis gibi ¢esitli bakteriyel ve viral
hastaliklarla karisabilir. Kesin teshis amaciyla dokulardan
ve eksudatlardan etken izolasyon ve identifikasyonu i¢in
Taboratuvar muayenelerine gereksinim vardir (22, 41, 43, 147,

188, 204).

Hasta veya yeni 8Imis sUpheli tavuklardan etken
izolasyonu i¢in trachea eksudatlari, turbinatlar, akcigerler,
torakal ve abdominal hava keseleri ile birlikte infra-orbital
sinus eksudatlari ve eklem sivilari kullanilir (191, 226).
Lecce ve Sperling (121), 1954 yi1linda klinik olarak CRD’1i
tavuklarin trachea, akcier ve hava keselerinden etken
izolasyonuna c¢alismislar ve etkenin en ¢ok trachea’da

lokalize oldugunu ortaya koyarak CRD’nin teshisi i¢in etken
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jzolasyonun gerekli oldudunu bildirmislerdir. Jordan ve ark.
(104), infekte tavuklarin dzofaguslarindan da etken izolasyo-
nu yapilabilecedini ortaya koymuslardir. Roberts (158), ise
1964 yi1l1inda deneysel olarak intra-nazal sinus, trachea ve
abdominal hava keseleri yollari ile infekte ettidi 4 haftalik
pitiglerin sinuslars, trachea’lari ve abdominal hava
keselerinden etken izolasyonuna ¢alismis,inokulasyon yolu ne
olursa olsun, inokulasyondan sonraki 9. haftaya kadar
tavuklarin sinus, trachea ve abdominal hava keselerinden
etkenin yeniden izole edilebildigini bildirmistir. Dokulardan
hazirlanan inokulumlar ve doku eksudatlari uygun selektif
kati1 ve sivi besi yerlerine ekilerek 37 °C de, rutubetli bir
ortamda en az 5-7 gin inkube edilirler (70, 188, 191).
KGltiurlerde i1k ekim sonucunda belirgin bir uUreme olmayabilir
fakat 3-5 gln araliklarla sivi besi yerlerinde yapilan 2 veya
3 seri pasaj izolasyon sansini arttirir. Besi yerlerine tri-
fenil tetrazolyum veya fenol red ile birlikte uygun miktarda
dekstroz ilave edilmesi lUremenin anlasilmas1 igin 1yi bir
indikatdr sistem olusturur. M. gallisepticum, tri-fenil
tetrazolyum’u rediikte ederek kirmizi1 bir renk olustururken,
fenol red varlig@inda ise dektroz fermentasyonu sonucu ortam
pH’s1n1Nn aside kaymasiyla sari bir renk olusturur. (226).
Agar Uzerinde (ireyen koloniler indirekt 1s1k altinda 0.2-0.3
mm ¢apinda ince, yuvarlak duzgin kenarli ve ortalari dugmeli
olarak gériurler (9, 15, 40, 226). Timms (188), agara ve
buyyona ekilen materyallerin 37 °C de 4 gin inkube

edilmelerinden sonra agar {izerinde veya buyyonda tipik Ureme
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elde edilmedigi taktirde 1ikinci bir buyyon pasajinin ve agar
ekiminin yapilarak kulturierin 37 C de, rutubetli bir
ortamda 6 gun inkube edilmesi gerektidini ve 6 kez tekrarla-
nan bu pasajlar sonucunda lireme elde edilemezse, slpheli
materyalin negatif kabul edilecedini bildirmistir. Ureyen
buyyon kulturlerinden hazirlanan preparatlar Giemsa (188)
ybéntemi ile boyanarak incelendiklerinde tek tek veya gruplar
halinde kokoid veya kokobasil formlu mikroorganizmalar
gb6ralir (191, 226, 229). Agarda lreyen koloniler ise Adler ve
ark. (15) nin bildirdikleri sekilde Diene's ybontemiyle
boyadiklarinda tipik M. gallisepticum kolonileri orta
kisimlari: daha koyu, periferleri ise daha agik mavi renkte
boyanmis olarak gérulirler. M. gallisepticum’un identifikas-
yonunda glukoz, maltoz, sukroz, trehaioz, laktoz ve mannitol
fermantasyonu gibi karbonhidrat testleri ile birlikte (14,
go, 113, 177, 222, 226), fosfataz, arjinin ve jelatin
hidroliz, ayrica da koaglile serum ve kazein sindirim testleri
yapilir (152). Etkenin 1identidil\asyonunda 2,3,5-tetrazolium
klorid ve tetrazolyum wmavisi rediksiyonu testleri de
kullanilabilir (222, 229). Agar lizerinde lUreyen kolonilerin
sferoblast ve protoblastiardan ayird edilmesi igin
kiltlrlerin antibiyotiksiz besi yerlerine pasaj edilmeleri
gerekir (188, 191). Ureyen kolonilerin serolojik
identifikasyonlari ig¢in ureme inhibisyon (109, 170, 194, 197,
218), koloni inhibisyon (68), agar-jel presipitasyon (24,
140, 194), adhezyon-hemadzorbsiyon (82, 169), immunoperok-

sidaz ve floresan antikor (99, 176) gibi tekniklerden de
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yararlanilar.

M. gallisepticum’un izolasyonu amaci ile 7 gunluk
embriyolu tavuk yumurtalarina (ETY) sari kesesi (8, 37, 42,
153, 217, 221, 226) allantoik kese (9, 10) ve koriollantoik
membran (10) yollariyla inokulasyon teknikleri de
uygulanabilir (226). Adler ve Yamamoto (8), 7 gunlik ETY’nda
etken tUremesinin 24 saatte pike ulasti1gini bildirmislerdir.
Chute ve Cole (42), tavuk embriyolarinda meydana gelen
degisiklikleri incelemislier ve inokulasyondan sonra 2-7 gin
icinde Olen embriyolarin karaciger, bdbrek ve beyinlerinde
hemorajilerle birlikte purulent bir yangi olustugunu ve
korioallantoik membranliarinda da beyazimsi odaklarin sekil-
lendigini ve ayrica embriyolaran tddematdz olduklarini
bildirmislierdir. Moulton ve Adler (133), inokulasyon yapilan
embriyolarda cesitli yangisel deigsikliklerle birlikte
arthritis olustugunu, Roberts ve Olesiuk (163) ise, yumurta
sarisi1 yolu ile M.gallisepticum inokule ettikleri 100 adet
7 glinluk embriyodan 50 adedinin yumurtadan ¢i1kti1gini, 24
adedinin yumurta kabudunu kirdigini fakat disari ¢ikmadigina
ve 26 embriyonun da inokulasyonun 20-21. glinlerinde &1lduguni
agciklamigslardir. Yumurta sarisi yolu ile 5-8 gilin 1ig¢inde
embriyo &lumleri olusabilecedi fakat, tipik lezyonlarin ve
embriyo 6lumlerinin olusabilmesi i¢in infekte yumurta
sarilarindan 2-3 seri pasaj yapilmasi1 gerekebilecedi de
bildiriimistir (226). Supheli materyallerden etken izolasyonu
amaciyla tavuk embriyo doku kiultirlerinden de yararlanilabi-

lir (10, 22).
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Timms (188) ve Mallinson ve Rosenstein (128), iik
jzolasyon sirasinda morfolojik ve koloni gbrinuml bakimindan
M. gallisepticum’a benzerlik gbsteren bakteriyel L-formlara
ile birlikte sferblast ve protoplastlarin elimine edilmesi
gerektigini; basarili bir izolasyon igin hayvanlardan ekim
materyallerinin infeksiyonun akut dneminde iken alinmalar»
gerektigini; PPLO agarda wuzun slureli inkubasyon sonunda
koloni gérunimii bakimindan M. gallisepticum’a benzeyen
pseudo~kolonilerin olugstuunu; kolonilerde olugan dugme for-
masyonunun identifikasyonda ve tiirlerin ayiriminda her zaman
igin glvenilir bir kriter olmadigini; CRD olgularinda,
solunum sisteminde hizl11 Ureyen apatojenik M. gallinarum
suslarinin daha yavas (Ureyen patojenik M. gallisepticum
suslarindan daha fazla bulunduunu ve bu nedenle kronik
infekte hayvanlardan apatojenik M. gallinarum sugslarinin
daha si1k izole edildiklerini bildirerek tavuklardan M.
gallisepticum izolasyon ve identifikasyonunda kargilasilabi-
lecek baz1 zorluklari aciklamiglardir. Izolasyon ve
identifikasyondaki bu zorluklarla birlikte uygulanmakta olan
kiiltirel tekniklerin yavas ve zahmetli olmasi, infekte olan
tavuklarda meydana gelen antikorlarin variigini ve
titrelerini ortaya koyan serolojik testlerin, infeksiyonun

teshisinde kullanimini dnemli hale getirmistir.

CRD’ye karsgi1 tavuk ve hindilerde olusan antikorlar
serum lam aglutinasyon (SPA) (14, 80, 94, 160, 162, 168, 186)

hemaglutinasyon-inhibasyon (HI) (47, 80, 120, 130, 139, 166,
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206) agar-jel presipitasyon (AGP) (24, 80, 103, 140, 167,
168) ve ELISA (21, 146, 150, 151, 181, 184) gibi serolojik

testlerle saptanabitlir.

Adier (2) 1954 yailinda, CRD’1i tavuk ve iInfeksiytz
Sinusitis’ i hindilerin serumiarinda olusan spesifik
antikorlarin saptanmasi amaciyla lam aglutinasyon testinin
kullanitabilecegini bildirmigtir. Arastirici yaptidir baska
bir calismada (3), hazirladid1 antijen ile hindi serumlarinda
olugsan aglutininlerin basari 1ile saptanabildigini, dogal
olarak infekte olmus 18 hindi den 8’inde, infeksiyondan 11 ay
sonra bile aglutininlerin belirlenebildigini bulmustur. SPA
testi dogal veya deneysel infeksiyonlardan 1 hafta sonra
serumda gbrilmeye baslanan, yaklasik 20 hafta kadar
diagnostik dlzeyde kalan ve genellikle IgM vyapaisinda olan
antikorlari tespit eder (161, 164, 192). Kanla (16, 18, 120)
veya kan serumuyla (33, 103, 192) yapi1lan SPA testi 0.02 mil
serum ile esit miktarda boyali antijenin karistirilmasi ve 2
dakika iginde sonug¢larin okunmasi seklinde standardize
edilmistir (26, 50, 87, 95, 166). Testte 1/10.000 oraninda
kristal viyole veya Rose Bengal ile boyanmis (3, 48, 50, 163)
ve % 0. 25 oraninda fenol ilave edilmis antijenler (8, 87,
164) kullanlir. Testin dederlendirilmesinde ise olusan
aglutinasyon g¢esitli arastiricilar tarafindan, reaksiyonun
siddetine gbre 1+, 2+, 3+ ve 4+ gseklinde derecelendirilmistir
(120, 134, 168, 227). Baz1 arastiricilar, CRD infeksiyonla-

rinin serclojik teshisinde ve eradikasyon programlarinda bir
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sUri tarama testi olarak kullanilan SPA testinden, kanatls
Mycoplasma’larinin serogruplandirilmasa ve aralarindaki
antijenik 1iligkinin belirlenmesinde vyararlanmiglardir (55,

80, 113, 177, 229).

CRD infeksiyonlarinin teshisinde hi1z11, basit ve
duyarli bir test olmasinha ragmen arastiricilar cesitli
nedenlere badli1 olarak SPA testinin non-spesifik reaksiyonlar
verdigini bildirmiglerdir (48, 50, 164, 172, 185). Kontamine
serumlar (219), dondurulup ¢dzdurilen serumlar (34, 185), M,
synoviae ile infekte hayvan serumtlari (34, 144, 164, 172) ile
birlikte Staph. aureus veya Str. faecalis ile infekte hayvan
serumlary (186) ve Erysipelas bakterini verilmis tavuk
serumlarar (32, 164, 207) M. gallisepticum SPA antijeni ile
non-spesifik reaksiyonlar verirler. Tavuklara kombine ND +
IB + ILT 1naftik’v1ra1 a$11arin1n verilmesi sonucu olusan
anti-globulinler de agsi1lama sonrasi1 8. glunde baslayan ve 36.
giine kadar devam eden nonh-spesifik reaksiyonlara yol acarlar
(32, 650, 162, 186, 227). Windsor ve Thornton (214), M.
gallisepticum ile tavuk anti-globulinleri arasindaki bu non-
spesifik reaksiyonlarin, antijen Jdretimi sirasinda besi
yerlerinden Kkaynaklanan IgM, IgG, alfa ve beta globulinter
gibi serum globulinlerinin mikroorganizmalar Uzerine sikica
tutunmasindan kaynaklandi1dini bildirerek, globulinsiz bir M.
gallisepticum antijeninin non-spesifik reaksiyon
olusturmayacadini ileri sUrmislerdir. Thornton (186) tavuk-

larin serumlarinda olusan rématoid artrit faktdérd benzeri



35

globulinlerin non-spesifik reaksiyon olusturacaklarini bil-
dirmigstir. Olusan bu non-spesifik SPA reaksiyonlarinin HI ve
AGP testleriyle veya serumlarin 1/5 sulandiriimalaris ile
giderilebilecedi ¢esitli arastiricilar tarafindan bildiril-

mistir (32, 50, 186, 192, 226).

Kanatlix Mycoplasma’'larinin tavuk eritrositierini
aglutine ettikleri ve bu reaksiyonun infekte tavuk serumlari
tarifindan 1inhibe edilebildigi ilk defa Van Herick ve Eaton
(202) tarafindan 1945 yilinda bildiriimistir. Gianforte ve
ark. (80) inceledikleri 7 PPLO susunun tuminun 1/32 antijen
sulandirmasinda tavuk eritrositlerini aglutine ettiklerini
aciklamiglardar. Hall (87), % 10 at serumu ve maltoz ile
zenginlegtiriimisg Tryptose fosfat buyyonda {ireterek
hazirladi1gr antijenin 1/640 HA titresi veridigdini, Kuniyasu
ve Ando (118) ise, dedisik antijenler arasinda HA titreleri
bakimindan farklar bulundugunu, antijenlerin 1/40 ile 1/320
arasinda deisen HA titreleri gdsterdiklerini bildiriimigler-
dir. Fahey ve Crawley (74), M. gallisepticum buyyon
kKGltlirlerinin HA aktivitelerini incemisler, sivi kUltirierde
inkubasyonun 3. glninden itibaren HA aktivitesinin saptanmaya
bagladigdini, bu HA aktivitesinin 7-10. gilinlerde maksimum
titreye ulastigini ve titrenin nadiren 1/16’'nin Uzerine
ciktigina belirtmiglerdir. Cullen ve Snelil (49),
santriflgasyonla ¢oktlrdikleri M. gallisepticum S6 susunun
Ust sivisinda ¢ok diusiik titrede HA aktivitesi bulundugunu

saptamiglar ve bu sekilde hazirlanan hicresiz antijenin HI
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testinde kullaniImasinin pratik olmayacag sonucuna
varmislardir. Hemaglutinasyon (HA) testi, teshis amaciyla
kullanilan glivenilir bir ybntemdir. Bu test, CRD’den supheli
materyallerde (infekte sari1 keseleri, sinus igerikleri, doku
eksudatlari, vs.) ve klltirlerde M. gallisepticum bulunup
bulunmadi1ginin arastirilmasinda ve ayrica serumlarindaki
hemaglutininlerin varligdini ortaya koymak amaci ile yapilan
HI testinde antijenin titresini belirlemek amaci ile yapilir

(74, 118, 120, 130, 188, 226).

Hemaglutinasyon-inhibisyon (HI) testi, dogal veya
deneysel infeksiyondan yaklasik 2 hafta sonra ortaya cikan ve
uzun slre diagnostik seviyenin lzerinde kalan ve genellikle
IgG yapisinda olan antikorlari: saptar (47, 74, 119, 159, 161,
168). CRD hastaliginin inkubasyon periyodunda infekte
hayvanlarin serum HI titreleri diustktur fakat infeksiyondan
ortalama 3 hafta sonra 1/320 veya daha yiliksek titrelere
ulasir ve 19-34 hafta veya daha uzun bir slre diagnostik
duzeyin Uuzerinde kalir (139). HI testinde titresi ©nceden
belirlenen antijen genellikle 4 HA lUnitesinde sabit tutularak
kullanilir (74, 120, 126, 139, 166, 205). Bunun yanisira
antijenin 2 HA (80, 95) veya 8 HA (185) Unitesinde
kullanilabilecegdi de bildiriimistir. Fahey ve Crawley (74) HI
testinin rutin olarak uygulanabilmesinden ©&nce prosediurin
standardize edimesi gerektigini vurgulamiglardir.
Arastiricilar tavuk eritrositleri gibi hindi eritrositlerinin

de ayni1 derecede tim suslar tarafindan aglutine edilebilece-
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gini aciklamigslardir. En 1iyi sonuglarin %1 eritrosit
solusyonu ile alindidint bildiren arastiricilar %1’den
6zellikle % 0.5’den dustk eritrosit konsantrasyonlarinin
yanlis titreler gdsterecedini ve ¥ 1'den fazla eritrosit
konsantrasyonunda ise hemaglutinasyonun tam olarak
gériiimeyecedini bildirmiglerdir. Arastiricilar ayrica,
antikor-antijen reaksiyonunun olusabilmesi i¢in 156 dakikalik
strenin yeterli olacagini, bundan daha kisa slreli
inkubasyonlarda dusik titreler ¢ikacagini, eritrosit
ilavesinden sonra ise HI reaksiyonun oda 1sisinda 1 saat
iginde okunabilecedini ileri sirmislerdir. Test serumunun
1/5’ten baslayarak iki katli olarak sulandiriimasi, lizerine 4
HA Unitesinde antijen konularak oda 1sisinda 15 dakika
bekletilmesive son olarak da lizerine %1’'1ik YTE konularak
uygulanmasi yaygin olarak benimsenen HI testi (47, 74, 139,
163, 191, 226), laboratuvarlarda dodal ve deneysel infekte
hayvan serumlarindaki hemaglutininlerin saptanmasinda (50,
71, 95, 126, 161, 168) ve ayrica kanatlin Mycoplasma’larinin
serogruplandirmasinda ve antijenik iliskilerinin belirlenme-
sinde siklikla kullanilar (80, 113, 177, 229). Oda i1sisinda 1
saatlik inkubasyon sonunda, sonugclari dederiendirilen HI
testinde 1/80 veya daha ylUksek serum titreleri pozitif ; 1/40
serum titreleri gUpheli ve 1/20 veya daha diislik titreler ise

negatif olarak degerlendirilirler (89, 166).

Fahey ve Crawley (76), yemleriyle 200 g/ton mik-

tarinda aureomisin ve terramisin verilen hayvanlarda deneme
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sliresi boyunca HI antikor titrelerinde bir gerileme veya tam
bir baskilanma olustugunu, antibiyotik verilen hayvanliarda
10. hafta sonunda ortalama HI titrelerinin 1/80'den 1/20-
1/10’a dustudunl bildirmislerdir. Crawley ve Fahey (47),
tavuklarda CRD'ye karsi olusan HI yanitinin infeksiyondan
sonraki 14. giin i¢inde veya hastaligin klinik belirtilerinin
gérilmesinden 6 glun sonra basladi§ini bildirerek saglikln
damizl1k silriilerinin saptanmasinda HI testinin 6nemli bir yer
tutugunu ortaya koymuslardir. Tavuklarin M. gallisepticum
infeksiyonlarinda kullanilan HI testi i¢in en uygun kosullar:
arastiran Kuniyasu ve Ando (118) inkubasyonun 5.gunundeki
M.gallisepticum kiltlirlerinde HA aktivitesinin oldukca
belirgin oldugunu, antijene formol katiImasinin veya
antijenin 1s1ti1Tmasinin HA aktivitesini yok ettigini
bildirmislerdir. Fenol, thimerosal veya alkol ilavesi antijen
Uzerinde ¢ok az etkili veya hi¢ etkisiz bulunmustur. Aras-
tiricilar, fenol ve thimerosal ilave edilmis antijenlerin
5 °C de HA aktivitelerini koruduklarini, gliserinli anti-
jenin -20 "C de 6 aydan fazla siire ile aktivitesini muhafaza
ettigini ag¢iklamigslardir. HI testinin SPA’ya oranla daha susa
spesifik oldugunu ve IgG’leri saptadidini bildirerek bir sus
ile 1infekte tavuklarin her zaman i¢in heterolog antijenlerle
HI reaksiyonu veremeyecedini agiklamistir. Aratirici, yaptigs
caligsmada M.gallisepticum S6 veya WS7 suslariyla infekte olan
tavuklarda IgG ve IgM antikorlarinin homolog antijenlerile
test edildiginde yuksek titrelerde bulundugunu ve IgM’nin

katici11k gbstermesinin Tatent bir M. gallisepticum
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infeksiyonu sonucu olugsabilecedini bildirmistir. Vardaman ve
Yoder (205, 206) ve Villegas ve ark. (215), M. gallisepticum
ve M. synoviae i¢in hazirladiklari antijenlerin, HI testi ile
bu infeksiyonlarin ayriminda iyi bir spesifite g&sterdikle-
rini, SPA testi ile saptanan kros-reaksiyonlarin bu test ile
gideriidigini vurgulamislardir. Arastiricilar (205), incele-
dikleri 76 adet M. synoviae ile infekte hayvan serumundan 38
(%50) adedinin M. gallisepticum SPA antijeni 1ile reaksiyon
verdigini, tUim serumlarin ise M. gallisepticum HI testinde
negatif bulundudunu aciklamislardir. Timms (190), M.
gallisepticum ve IB miks infeksiyonlarinda, M.gallisepticum’a
kars1 serolojik yanitta bir artma oldudunu, IB ile eprive
edilen piliglere 19. hafta da M. gallisepticum S6 susunun
sinus 1i¢i yolla inokule edilmesinden 2 hafta sonra (21.
hafta), hayvanlarin SPA (1/8) ve HI (1/160) titrelerinde bir
artma oldugunu, sadece M. gallisepticum ile infekte
tavuklarda ise SPA (1/1) ve HI (1/5) titrelerinin dusuk
seviyede kaldigini bildirmistir. Timms ve Cullen (192), 6 ve
16 haftalikken M. gallisepticum S8, F veya WS7 suslariyla
eprive edilen piliglerin antikor yanitlarini incelemisler; 28
haftalik deneme sluresince  tavuklardaki infeksiyonlarin
homolog ve heterolog antijenlerle belirlenebildigini ancak,
homolog antijenlerle daha yiliksek titreler elde edildigini
gostermislerdir. Sahu ve Olson (166) 36 kimese ait 43.040
adet broyler serumunu SPA ve HI testleriyle M. gallisepticum
antikorlari ydniinden incelemisler ve SPA negatif serum

orneklerinin HI antkorlari ydninden de test edilmelerinin
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dnemini ortaya koymuslardir. Arastiricilar, inceledikleri
toplam 43.040 broyler serumundan 53 (%0.12) adedinin SPA
testi ve bu 53 serumdan da 5 (%9.43) adedini HI testinde
pozitif olarak (HI titresi 1/80) saptamislardir. Ote vyandan,
rastgele segtikleri ve SPA testinde negatif sonu¢ veren 1.233
serum Ornedinden 80 (% 6.49) adedini HI testinde pozitif
olarak saptamislaridir. Timms ve Cullen (193), yaptiklar:
calisma sonucunda, hem deneysel infekte pili¢ serumlarinda
hem de saha serumlarinda gbérilen zayif ve gegici M.
gallisepticum SPA pozitif test sonuglarinin HI testinde
negatif bulunduklarini bildirmislerdir. Villegas ve ark.
(208), CRD infeksiyonlarinin serolojik tanisinda kullanilan
SPA testinin bir tarama testi oldugunu, HI testinin ise daha
ziyade bir dodrulama testi olarak kullanildigini belirtmis ve
olduk¢a spesifik olan ve kisa silirede sonu¢ veren HI testinin
sadece IgG sinifi1 antikorlari: saptadigindan, SPA testi
pozitif olduktan ancak birka¢ hafta sonra diaghostik dlizeyde
titreler verecedini bildirmigslerdir. Timms (189), uygun
kogsullarda saklanmayan serumlarin SPA ve HI titrelerinde
dusme olacadini, kan pihtisiyla birlikte bekletildikten sonra
pihtidan ayrilarak oda 1si1sinda 4-8 giin bekletilen serumlarin
HI titrelerinin % 44’e varan titre kayiplarina neden

olacagini bildirmigtir.

CRD infeksiyonunun teshisinde kullanilan serolojik
testlerden bir digeri de Agar-Jel Presipitasyon (AGP)

testidir (103, 167, 168). Bu test, sipheli kan serumlarindaki
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M. gallisepticum antikorlarini saptamanin yani sira (34),
izole edilen Mycoplasma kiultirlerinin identifikasyonu (140)
ve Mycoplasma turlerinin siniflandirimasinda da (24)
kullanilabitlir. Nonomura ve Yoder (140), kanatli Mycoplas-
ma’larinin identifikasyonu tzerinde yaptiklari: c¢calismada besi
yerlerinde Urettikleri M. gallisepticum hiicrelerini kuru buz-
akol banyosunda 10 kez dondurup ¢bzdiirerek, 20.000 devir/sn
de 1, 2, 4 veya 10 dakika sonike ederek veya sodyum
dezoksikolat (SD) ve sodyum dodesilfulfat (SDS) gibi
deterjanlarla muamele ederek parcalamigslar ve bu sekilde
hazirladiklars antijenleri AGP testinde kullanmistardar.
tzolatiarin, tavsan veya tavuklarda hazirlanan spesifik
antiserumlarla identifiye edilmelerinde test olduk¢a spesifik
bulunmasina ramen arastiricilar, dogal infekte tavuk ve
hindi slridlerine ait serumlardan ¢ok azinin bu test ile
pozitif sonu¢ verdigini bildirmislerdir. Aycardi ve ark.
(24), besi yerlerinde lretikleri hiicreleri kati karbondioksit
ve etanolde 10 Kkez dondurup ¢&zdurmislier ve bu sekilde
hazirladiklari parcalanmigs antijeni kanatli Mycoplasma’lari-
nin siniflandiriimast amaciyla AGP testinde kullanmiglardar.
Test ile saptanan benzer antijenik komponentlere goére
aragtiricilar 19 adet kanatli Mycoplasma serotipini 1’den 9'a
kadar numaralandirdiklara 9 antijenik grup i¢cinde
toplamiglardir. Sahu ve Olson (167), damizlik broyiler
slirilere ait kan serumlarini SPA, HI ve AGP testleri ile M.
gallisepticum ve M. synoviae antikorlari y8niinden incelerken

M. gallisepticum SPA testinde meydana gelen non-spesifik
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reaksiyonlarin HI ve AGP testlerinde olusmadigini bildirmis-
lerdir. Arastiriciltar, hazirladiklary M. gallsepticum AGP
antijeninin M. synoviae antijenine oranla daha zay1f
presipitasyon bandlari olusturduklarini aciklamigslardir.
Damizl1k broyler ve ticari yumurtaca stridlerini M.
gallisepticum infeksiyonlari: ydniinden serolojik olarak
inceledikleri baska bir caligsmada ise arastiricilar (168),
SPA, HI ve AGP test sonuglari arasinda iyi bir korelasyon
bulmuslar ve etken izolasyonunun yapilamadi§i durumlarda bu 3
serolojik testin, infeksiyonun tegshisindeki ®&nemini ortaya
koymuslardir. Arastiricilar ¥ 2 Triton X-100, ¥ 1 SDS veya
%0.5 M {Ure muamelesi 1ile parcalayarak eriyebilir hale
getirdikleri antijenleri AGP testinde kullanmislar, 1/5 veya
daha yiksek SPA titresi gbsteren serumlarin HI ve AGP
testlerinde, daha distk SPA titresindeki serumlara oranla
daha fazla ylzde ile pozitif reaksiyon verdiklerini dleri
sUrmislerdir. Yumurtaci tavuk serumlarinda, 1/5 SPA titreli
serum orneklerinden %¥14-17"'si pozitif HI titersi gbsterirken,
AGP testinde %66-70 oraninda pozitif sonug, 1/10 SPA titreli
serum Orneklerinden ise %22-40 HI pozitif ve %83-100 AGP
pozitif sonug elde etmiglerdir. Benzer sekilde damizlik
broyler serumiarindan 1/10 SPA titreli serum &rneklerinden %
26 oraninda HI pozitif ve ¥ 38 oraninda da AGP pozitif

sonuglar almistardar.

Infeksiyonun teshisi amaci ile kullanilan ELISA

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) son yillarda gelistiril-
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mis ve cesitli arastiricilar tarafindan diger tim testlere
oranla daha duyarli1 sonuc¢lar verdigi bildirilmistir (21, 146,
150, 151, 181, 184, 220). Testte kullanilan antijen
genellikle hiicrelerin sonikasyonu (150, 184) 1ile veya sodyum
dodesilsliifalt gibi deterjanlarla pargalanmasi (21, 146, 181)
sonucunda hazirlanmigs ve mikrotiter plate’lere adsorbe
edilmigtir. Testte konjugat olarak peroksidazila (21, 105,
151, 173, 174, 184) veya alkalen fosfatazla (146, 181)
isaretlenmis tavsan anti-tavuk IgG’leri (H+L) ve substrat
olarak da proksidaz enzimi i¢in 2-2'-azino-di-(3-etilbenzti-
azolinstilfat) (ABTS), b56-aminosalisilik asit + H O veya
orto-fanilendiamin (21, 184), alkalen fosfataz enz?mizicin de
para-nitrofenil fosfat (146, 181) kullanilimaktadir. Ansari ve
ark. (21), tavuk serumlarinda M. gallipetcum antikorlarinin
varliginm ortaya koymak amaca ile yaptign ELISA’da
hazirladiklari antijenin bir kismini tum hlicre antijeni
olarak diger kismini ise SDS ile parcalayarak kullanmislar ve
her iki antijenin de mikrotiter plate’lerin cukurlarina iyi
yapistiginy bildirmislierdir. Arastiricilar, ELISA’nin HI’dan
daha duyarli oldudunu fakat M. synoviae ile infekte hayvan
serumlart ile kros-reaksiyonlar verdigini, ayrica konjugatin
plate yluzeyine non-spesifik olarak bajlanmasi sonucu yine
non-spesifik reaksiyonlarinin sekillenebilecedini ortaya
koymuslardir. Opitz ve ark. (146), deneysel olarak M.
gallisepticum R susu ile infekte ettikleri tavuklarda
infeksiyondan sonra 8. glinde SPA, 21, giinde HI ve 28-35.

ginlerde de ELISA ile % 100 pozitiflik saptadiklarini, M.
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gallisepticum F susu ile infekte ettikleri ve ELISA pozitif
olan tavuklarin %¥98’inin SPA ve %80’'inin de HI pozitif sonug
verdiklerini bildirmisierdir. Bu sonuglara gbére arastiricilar
HI testinin ELISA’dan daha spesifik oldugunu ileri
sUrmislerdir. Patten ve ark. (150), ELISA 'yi1 HI testinden
¢ok daha duyarli bulmuslar ve deneysel olarak infekte ettik-
leri hayvanlardan, infeksiyon sonrasi 2. haftada 21 tavuktan
9 (%43) adedini ELISA, 5 (%24) adedini de HI ile pozitif, 4.
haftada 24 tavuktan 16 (%67) adedini ELISA, 13 (%54) adedini
HI ile pozitif bulmuslardir. Arastiricilar, konjugatin
plate’e non-speksitif olarak baglanmasinin, antijen kaplanmis
plate’in % 10 f&tal buzagr serumu ile muamelesi sonucu
dnlenebilecegini ve bazyr tavuk serumlarinda g&riilen non-
spesifik reaksiyonlarin da, serumun 1/5 sulandirilarak teste
alinmas1 ile giderilecedini agilamigslardir. Piela ve ark.
(151), ELISA ve HI testlerinde serum yerine alternatif olarak
yumurta sarilarinin kullanilip kullanilamayacadini arastir-
miglar, kloroformla ekstrakte edilen yumurta sarilarinin M.
gallispeticum antikorlarinin saptanmasinda HI testi idigin
uygun olmadiginy fakat ELISA’da iyi sonug verdiklerini
bildirmiglerdir. Talkington ve ark. (181), tavuklarda M.
gallisepticum’a karsi olusan humoral yanitin O8lgUlmesinde
SPA, HI ve ELISA testlerini karsilastirmali: olarak denemisier
ve denysel olarak infekte ettikleri tavuklarda inokulasyondan
sonraki 5. gline kadar SPA testinin negatif kaldigini, 7.
ginde hayvanlarin %94’uUnin ve 10. giinden 35. giine kadar da

hayvanlarin timiniin bu test ile pozitif saptandigina
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aciklamistardir. Arastiricilar, HI testinde 10. glne kadar
pozitif reaksiyon belirleyemediklerini, 14. glinde hayvanlarin
%83’Unun ve 21. ginden 35. giune kadar da tiumiinln pozitif HI
titreleri gbsterdiklerini; ELISA’da ise 7. gine kadar hayvan-
larda %4.55-5.26 oraninda, 7. glinde %79 ve 35. giinde de ¥ 100
oraninda pozitiflik saptadiklarini, bu sonucglara gore
ELISA’'nin SPA’dan daha az duyarl: fakat HI’den ¢ok daha
duyarli olduunu bildirmigslerdir. M. synoviae ile infekte
tavuk serumlari ile yaptiklari tek ydnll kros-reaksiyon
denemeleri sonucunda ise ayni arastiricilar infeksiyon
sonrasi 35. gunde hayvanlarin tuminin M. gallisepticum SPA
testi ile pozitif reaksiyon verdiklerini, HI testinde ile hig
pozitif titre saptanamadigini ELISA’da ise infeksiyon sonras:
B, glinde %5.56, 14. giinde de %11.76 oraninda kros-reaksiyon
olustuunu 35. glinde 1ise ELISA idile hig kros-reaksiyon
saptanmadi1gini agrklamislardir. Bu sonuclara gbre
arastiricilar ELISA’nin SPA’dan daha spesifik, HI’'den ise
daha az spesifik oldugunu ac¢iklamiglardir. M. gallisepticum
infeksiyonlarinin serolojik teshisinde ayrica tup
aglutinasyon, anti-globulin (5, 6, 11, 80), komplement
fikzasyon (80), indirekt immunoperoksidaz ve mikro-

immunofloresans (36) gibi teknikler de kullanilabilir.

M. gallisepticum streptomisin, oksitetrasikiin,
klortetrasiklin, eritromisin, magnamisin, spiramisin,
tiamulin ve tylosin gibi g¢esitli antibiyotiklere kars1

duyariidar (3, 27, 61, 76, 90, 217, 232). Wong ve James
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(217), M. gallisepticum’a karsi in ovo olarak inceledikleri
16 antibiyotik arasindan magnamisin ve terramisini en etkili
bulmuslardir. Domermuth ve Johnson (61) in vitro kosullarda
M. gallisepticumun inaktive edilmeisinde magnamisin,
terramisin, streptomisin ve furazolidon’u en etkili antibi-
yotikler olarak saptamislardir. Fahey ve Crowley (76), 1ise
yaptiklari deneysel caligsma sonunda hayvanlara 200 g/ton yem
orah1nda verilen aureomisin ve terramisinin CRD’nin klinik
seyri (Uzerinde etkili olmadigini bildirmislierdir. Barnes ve
ark. (27), deneysel olarak olusturduklari CRD dnfeksiyonunun
sagaltiminda tylosin’in 3 g/4.5 litre i¢me suyu oraninda hay-
vanlarin sularina katilmalari: veya antibiyotigin hayvanlara
parenteral olarak 5 mg/454 g vicut agir11§1 oraninda enjekte
edilmesi 1ile 1iyi sonug¢lar aldiklarini, Yoder ve ark. (232),
ise tylosin’in 5-10 mg/sinus oraninda hayvanlara sinus ig¢i
inokule edilmesinin yanit sira kas igi olarak da 130 mg
tylosin enjeksiyonunun hayvanlarda %88 oraninda bir iyilesme
olusturdugunu bildirmiglerdir. Tylosin diger bazi arastirici-
lar (28, 148, 230, 232), tarafindan da CRD’nin sagaltiminda
etkili bulunurken Domermuth (57), M. gallisepticum’un strep-
tomisin ve tetrasikline karsi1 kolaylikla direng kazandi@ini
gostermistir. Sagaltim amaciyla uygulanan ybdntemlerden bir
tanesi de hayvanlara yemleriyle birlikte oksitetrasiklin veya
kKlortetrasiklin yedirilmesidir (80, 226). Yemlerle verilen bu
tip genis spektrumlu antibiyotiklerin etkileri', rasyona %0.5
oraninda tereftalik asit (TPA) ilave edilmesi ile ve bazen de

rasyondaki kalsiyum oraninin azaltiImasy ile
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guclendirilebilir (90, 91, 142, 143, 226). Olson ve ark.
(142), 1infeksiyonun baslamasindan 4 hafta sonra 400 g/ton
yem oraninda klortetrasiklin 1ile birlikte %0.5 TPA
yedirilmesi ile tavuklarda iyilesme sekilledigini, yaptiklars
diger bir ¢aligsmada da (143), 2 haftalikken deneysel infeksi-
yon olusturduklary piliclere ayni oranlarda klortetrasiklin
ve TPA verilmesi ile tavuklarin trahea’larindan ikinci hafta
sonunda hic etken izolasyonunun yapilamadigdiny bildirmigler-
dir. Heishmann ve ark. (91), 50-100 g/ton yem oraninda
klortetrasiklin yedirilen pili¢clerde M. gallisepticum’a baglx
bliylime geriliginin ©6nlendigini ve antibiyotigin yani sira
rasyona %0.5 oraninda TPA ilave edilmesinin ve rasyondaki tuz
oraninin azaltiImasinin (%0.85) pili¢ierde Mycoplasma
reaktdrlerinin sayisini azalttidini bildirirken, rasyonda
%1.4 oraninda tuz ile beslenen piliglerde bu denlti bir etki
olugmadigini aciklamiglardir. Arastiricilar, vyaptiklarn
diger bir g¢alismada da (90), 1000-1500 g/ton oraninda
hayvanlara tek basina yedirilen klortetrasiklinin kilo alma
Uzerinde etkili oldugunu ancak, trachea’dan etkenin elimine
edilmesinde etkili olamadigini ortaya koymuslardar.
Antibiyotik sagaltimi, ©&6zellikle, akut infeksiyonlarda
dlumleri ve agir kayiplari onlemesi bakimindan etkili
olabilir fakat hig¢ bir zaman ig¢in hastaligin tam olarak
eradike edilmesini saglayamaz. Bir kez infekte olan hayvanlar
sagaltilsalar bile yasamlarinin sonuna kadar portér olarak
kalirlar ve hastalidin vertikal ve horizontal olarak bulasma-

sinda aktif gdrev yapmaya devam ederler (165).
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Genelde, kanatlir Mycoplasma’lari vertikal ve hori-
zontal olarak bulasmalarina ragmen fazlaca invaziv ve
spesifik antikorlara karsi direngli dedililerdir. Bu nedenle
ayni1 btlgede bulunan bir poptilasyondan digerine 1infeksiyonun
yayiimasinin Onelenmesi veya blylk 6lclde azaltiimash
mumkindlr. Bu amacla antibiyotik uygulamalarinin yani sira
iyi bir bakim ve beslenme, ve damizlik hayvanlarin serolojik
olarak gbzlem altinda tutulmalarar hedef alinmistir (101, 160,
165). Timms (191), Ingiltere’de yapilan c¢alismalarin sonug-
larina gbre en iyi kontrol ydnteminin, ilk olarak Grandpa-
rent damizlik slrllerden infeksiyonun eradike edilmesi ve
sonradan belli araliklara vyapilan serolojik gbzlemierle
Grandparent ve Parent siUridlerin infeksiyondan ari tutulmala-
rinin olacagint agiklamistir. Arastirici hayvantara dengeli
ve kaliteli vyemlerin ve temiz suyun veriimesi yaninda,
gerekli didari tedbirlerin alinmasinin da Oonemli oldugunu
vurgulamistir. Buna gére, damizlik isletmelerde dedisik yas
gruplarindan olan hayvanlar ayri1 ayri kUmeslerde barindirii-
mali, tdsletmeler birbirlerinden izole bir sekilde bulunmals
ayrica hijyen ve dezenfeksiyon programlari dikkatlice
uygulanmalidir. Ticari isletmelerde ise beton zeminTli
klUmesler tercih edilmeli, kulugkalik yumurtlar mutlak surette
¢ciftlikte fumige edilmeli, yumurtalar yikanmamali, yabani
kanatiilarla temas 6nienmeli ve yere yumurtlanan yumurtalar
kulucka amaci 1ile kullaniimamalidir. Roepke (165), ise
Hollanda’da vyapti1d1 c¢alismalar sonunda genel hijyen ve

sanitasyon kurallarinin yani sira iyi bakim ve beslenme ile
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birlikte, dami1zlik isletmelerde 7-11 gunluk embriyolu
yumurtalarin hava kesesi boslufuna 2 mg dozunda tylosin
enjeksiyonunun hastaligin eradikasyonunda etkili oldugunu ve
eradikasyon g¢alismalarinin damizlik strdlerden baslatiimasn
gerektigini bildirmistir. Hastaliktan korunmanin ilk ve temel
kosulu infeksiyondan ari slirilerin olusturuimasidir (35, 101,
114, 131, 160). Damiz11k slrtlerden baslatilimak lizere
yumurtaci1 ve broyler siirilere de periyodik olarak seroliojik
testler uygulanmalidir. Bunlardan WB, SPA, TA ve HI testleri
striilerde bulunan gizli 1infekte ve portor hayvanlari
belirlemek amaciyla siklikla uygulanir (35, 114, 160).
Damizl1k slirtilerde bulunan reaktérlerin ayrilarak
yumurtlarinin kulugka amaciyla kullanilmamasiy, ticari siru-
lerde ise reaktdrlerin 1imha edilerek yerlerine saglikla
hayvanlarin alinmas1 infeksiyonun kontrolinde etkili bir yol

olarak bildirjimektedir.

Infeksiyonun kontrolli amaciyla damizlik isletmelerde
yumurtalarin antibiyotikli solusyonlara daldiriimalar: cesit-~
11 arastiricilar tarafindan denenmigtir (38, 88, 122, 145,
178). Chalquest ve Fabricant (38), kulugkalik yumurtalars
37 °C ye kadar i1si1ttiktan sonra 5 °C de 100, 500 veya 1000
ppm dozunda oksitetrasiklin solusyonuna 30 dakika  siireyle
daldiriimigslar ve siire sonunda yumurta albumininde 0.405-7.50
Mg, yYumurta sarisinda ise 0.15-0.50 pg oraninda oksitetrasik-
1in saptamiglardir. Daldirma igslemi sonunda yumurtadan c¢ikan

civcivlerden etken izolasyonuna c¢alismislar ve etken
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izolasyonunda belirgin bir azalima olustudunu ortaya
koymuglardir. Arastaricalar, daldirma isleminin, yumurtailarain
kuluckalanabilme yeteneklerine etki etmedidini de
géstermislerdir. Levine ve Fabricant (145) ve Olson ve ark.
(178), ayni ybntemle 400-500 ppm eritromisin solusyonuna
daldirilan yumurtalarin kulugckalanma yeteneklerinde bir
azalma olmadigini ve embriyolarda solunum kanall lezyonlari-
nin sekillenmedigini, etken izolasyonunun yapilamadigini,
ayrica yumurta 1ile bulasmanin da buylk &l¢lide ®nlendigini
bildirmiglerdir. Hall ve ark. (122) da ayni amagla 400 ppm
tylosin, veya spiramisinin de kullanilabilecegini acgciklamis-
lardir. Stuart ve Bruins (178) ise, kuluckalanabilme
yetenedinde %3.1-46.2’'1ik bir azalmaya yol agmasina radmen,
yumurtalarin 400-500 ppm eritromisin soliisyonuna daldiriima-
larinin, etkenin yumurta ile bulasmasini ve hastal1gin
insidensini azaltacagdini agiklamistardir. Yoder (224),
infekte kulugkalik yumurtalarin inkubasyon &ncesi 1sitilma-
lari sonucu i¢ i1silarinin 114 "F’ye ulasmasi ile 12-14 saat
iginde yumurtalarda bulunan M. gallisetpicum’un 1inaktive

olacaginy bildiriimigtir.

Tavuklarin M. gallisepticum’a karsi agilanmalari
cesitli arastiricilar tarafindan denemigtir (3, 7, 12, 59,
125, 210, 225). Adler (3), adjuvantl: veya adjuvantsiz olarak
verilen inaktive PPLO slispansiyonlarinin hayvanlarda ©&nemli
bir aglutinin titresi olusturmadidini ve hayvanlarin yapilan

eprivasyona karsi duyarli kaldiklarini aciklamistir.Adler ve
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ark. (12) da, benzer bir sekilde sonikasyon veya formol
muamelesi ile inkative edilen kiltlirlerle imminizasyon dene-
meleri yapmislar fakat hayvanlarda korunma saglayamamislar-
dir. Arastiricilar, hastaliktan iyilesme sonucunda bir
bagdi1si1k11k sekillendigini fakat inkative asilarin hayvanlarda
bagisiklik olusturamadikarini bildirmislerdir. Domermuth
(89), canli, patojenik etken ile kas ig¢i asilanan 518
p11ﬁcten %36°s1n1in homolog sus kullanilarak torakal ve
abdominal hava keseleri yolu ile yapilan eprilivasyonlara karsg1
korunduklarina bildirmistir. Adler ve Lamas DaSilva (97)
inaktive kultUr ile damar i¢i inokule edilen pili¢lerin ab-
dominal hava kesesi yolu ile yapilan eprivasyona karsi korun-
duklarini, thimerasol ile inaktive edilen veya canli kGltur-
Terin burun i¢i yolla verilmesi ile hava kesesi eprivasyonuna
karsi1 korunma olustugunu aciklamislardir.Lin ve Kleven (125)
de, M. gallisepticum F veya R suslariyla g®bze damlatilarak
yaptiklar: asilamalardan 4 hafta sonra hayvanlarda aersol

eprlivasyona karg1 bir korunma saptamislardir.
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4. MATERYAL VE METOT

Serumlar

Test Serumlari : Galismada, serum lam aglutinasyon,
hemaglutinasyon-inhibisyon, agar-jel presipitasyon testle-
rinde ve ELISA’da kullanilan toplam 900 adet serum &rnegi,
kasaplik, yumurtaci ve damizlik yonlinden vyetistiricilik
yapilan dzel isletmelerden ve Ankara Sincan Tavuk
Mezbaha’sindan temin edilmistir (Tablo 1). Hayvanlardan
alinan kan 6rnekleri pihtilastiktan sonra c¢izilerek 37 °C 1ik
etlivde serumlari c¢ikarilmistir. Elde edilen bu serumlar
serolojik testlerde kullanilincaya kadar buz dolabinda

muhafaza edilmigslerdir.

Pozitif ve negatif kontol serumlari : iIki adet 16
haftalik sadlikii Beyaz Leghorn tavuga haftada 2 kez olmak
Uzere 3 hafta streyle M. gallisepticum 86 susunun 5 gunluk
buyyon Kkulturiinden g&gls kasina 0.5 ml1 verilmistir. Son
enjeksiyondan 1 hafta sonra hayvanlarin kanlari alinarak
serumlari ¢ikarilmis ve g¢aligsmada pozitif kontrol serum
olarak kullanilmistir. Ayrica, Hannover Veteriner Yiksek
Okulu’ndan (Almanya) temin edilen 1/640 HI titreli standart
M. gallisepticum serumundan da serolojik testlerde
yararlaniimistir. Calismada, negatif kontrol serumlari olarak
ise Manisa Tavuk Hastaliklari Arastirma ve Asga Uretim

Entitlist’nden saglanan SPF tavuk serumlari kullaniImistir.
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Tablo-1. Kan serumlarinin alindiklar: yerler ve sayiiar:

Serumun orijini Sagland1d1 kaynak Serum TOPLAM
Sayi1s1
Broyler Bakteriyoloji Bilim Daln 68
Sincan Tavuk Mezbahas1 228
Ticari lsletme I * -
Ticari Isletme II *x - 308
Ticari 1sletme IIIx*x 5
Ticari 1sletme IV *xxx 7
Yumurtaci Bakteriyoloji Bilim Dals 212
) Sincan Tavuk Mezbahas1 -
Ticari 1sletme I 31
Ticari Isletme II - 283
Ticari igletme III 26
Ticari Isletme IV 14
Damiz11k Bakteriyoloji Bilim Dala 10
Sincan Tavuk Mezbahasn -
Ticari isletme 1 211
Ticari lsletme II 80 309
Ticari 1Isletme III =
Ticari lsletme IV 8
TOPLAM 900
* : Yumurtaci ve damizii1k yonlnden yetistiricilik yapilan isletme
XX : Yumurtaci ve damizlik yonlinden yetistiricilik yapilan isletme

*xx : Broyler ve yumurtaci yoniinden yetigstiricilik yapilan igletme
xx*x : Broyler, yumurtaci ve damizlik yoniinden yetistiricilik yapilan
isletme
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Mycoplasma gallisepticum Sugslar:

Calismada, serolojik testlerde (HI, AGP, ELISA)
kullanilacak antijenleri hazirlamak amaci ile liyofilize
M. gallisepticum 86 suslari, Dr. Kaoru KOSHIMIZU (Japonya) ve
Pendik Hayvan Hastaliklari Merkez Arastirma Entitusu
Mycoplasma Bolum bLaboratuvari’ndan (Istanbul) temin edilmis-

tir. Suslar kullaniTmadan 6nce si1vi ve kati besi yerlerinde

Ureii]erek morfolojik, kiultirel, fizyolojik ve serolojik
karakterleri yeniden saptanmis ve aralarinda bir fark
bulunamamistir. Japonya'dan temin edilen sug kath besi

yerinde Uretilerek tipik M. gallisepticum karakteri gdsteren
ortast dugmeli kolonilerden 8-10 tanesi agarla birlikte
kesilerek PPLO buyyon ic¢inde Uretilmis ve bunlardan elde

edilen kiltUrler denemede kullaniimistir.

Besi Yer]eri

Mycoplasma besi yerleri : GCalismada, Mycoplasma
gallisepticum suslarinin dretilmesinde ve antijenlerin
hazirlanmasinda % 15~-20 at serumu, % 1 maya ekstrakti, % 1
glukoz, 200-500 IU/ml penisilin ve 1/4000 oraninda talyum
asetat ilave edilmigs Trypticase Soy Broth (OXOID), PPLO Broth
(DIFCO) 1ile birlikte ayni maddeleri di¢iren kati besi vyeri

clarak da PPLO Agar (DIFCO) kullanilmistir.

AGP Test Ortami : Denemede, AGP testi, i¢inde ¥ 8
NaCL ve % 1.25 Noble Agar (DIFCO) diceren ortamda gercekles-—
tirilmistir. Bakteriyel kontaminasyonlari ®nlemek amaci ile

ortama 1/10.000 oraninda mertivolet ilave edilmistir (140).



55

Konjugat

ELISA’da, tavsandan elde edilen kanatii tirlerine
ait peroksidazla isaretli Nordic Immunological firmasina ait
anti~-IgG (Rach/IgG (H+L)/PO) konjugati, Hannover Veteriner

Yuksek Okulu’ndan temin edilmis ve kullanilmistir.

Substrat

ELISA’da, antijen, konjugat titrasyonlart ve esas
reéksiyon icin, 5-aminosalisilik asit 40 mg/50 ml PBS
oraninda sulandiriimis ve bu solusyona 10 ul hidrojen
peroksit (H 0 ) katilarak testlerde substrat olarak
ku11an11m1st1§. 2

Solusyonlar ve Tampon Sivalar

Alsever Solusyonu : 12 g sodyum sitrat ve 4 g NaClL,
800 ml distile su icinde eritilerek otoklavda sterilize
edilmistir. Ayrica, 20.5 g dekstroz, 200 ml distile suda
eritilerek Seitz filtresinden slUzUlmistir. Bu solusyon
aseptik kosullarda sodyum sitrat ve NaCL solusyonuna ilave

edilmis ve tavuklardan kan alinmasinda kullaniImistir.

Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) : 85 g NaCL, 1000 ml cam
distile su cihazinda hazirlanan distile su icinde eritilerek
otoklavda sterilize edilmis ve hazirlanan FTS, HA ve HI

testlierinde sulandirma sivisi olarak kullaniImistir.

Ozel yirkama solusyonu : Bu solusyon, esit miktarda,

A solusyonu (9.73 g KH PO /1000 ml ditile su ) ve B
2 4
solusyonunun (9.46 g Na HPO /1000 ml distile su)
2 4
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karistirilmasi ve bu karisimdan 1 Kisim solusyonun 8 kisim C
solusyonhuna (85 g NaCL/1000 ml distile su) ilave edilmesiyle

hazi1lanmig ve antijenin yikanmasinda kullaniImigstir.

Coating buffer : 8.4 g sodyum bikarbonat ve 0.2 g

NaN , 1000 ml distile su iginde eritildikten sonra otoklavda

3

strelize edilerek hazirlanan Coeoating buffer, ELISA'da

antijenin sulandiriimasinda kaullanilimsitir.

Fosfat buffer solusyonu (PBS) : 8 g NaCL, 0.2 g

KH PO , 2.9 g Na HPO .12H O ve 0.2 g KCL, 1000 m1 distile
2 4 2 4 2

su i¢inde eritilerek otoklavda sterilize edilmis ve hazirla-

nan PBS, ELISA’da substratin sulandirilmasinda kullaniimistir.

PBS-Tween 20 : Hazirlanan PBS’ye, 0.5 m1/1000 m]l
miktarinda kati1lan Tween 20, ELISA’da konjugat ve serum

sulandirmalart ile yi1kama islemleri sirasinda kullaniImistar.

Yikanmis tavuk eritrotisi : Kan, Alsever solusyonuna
1/5 oraninda alinip 38 kez PBS solusyonu ile yikanmis (1000
rpm’de 10 dakika) ve sediment PBS ile sulandirilarak HA ve HI

testlerinde kullaniimistir.

Yikanmis tavuk eritrosit slispansiyonunun standardize
edilmesi: HA ve HI testlerinde kullanilacak olan tavuk erit-
rositlerinin konsantrasyonunun standardizasyonu tdc¢in eritro-
sitleri % 0.5, 1, 1.5 ve 2 oraninda sulandirilip HA ve HI

testlerinde kullanilmistar.
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Mikroplate’ler

Denemede kulianilan M. gallisepticum antijeninin HA
titresini saptamak, slipheli kan serumlarindaki antikorlars
ortaya koymak ig¢in yapilan ELISA ve HI testlerinde, Greiner
firmasina ait, 96 cukurlu ve yuvarlak tabanli mikroplate’ler-

den yarartaniimistar.

Otomatik Dilliter

ELISA ve HI testlerinde, serumlarin sulandiriimalari
amaciyla Microtiter Automatic Diluter (Dynatech) ’'den

yarar]anf1m1stir.

Karigstirics

Plate’lerde hazirlanan dilusyonlarin karsitairilmasa

amaciyla Microshaker AM69 (Dynatech) cihazi kullaniImistir.

Micro ELISA Mini Reader MR590 (Dynatech)
ELISA’n1n deferlendiriimesi micro ELISA mini reader

MR590 cihazinda 490 nm dalga boyunda gerg¢eklestirilmistir.

Sonikatdr

ELISA ve AGP tesetlerinde kullanilan antijenlerin
parcalanmast sonikatérde (Sonic 300 Dismembranator, Fisher

Scientific) gerceklestiriimigtir.

Antijenler

Serum Lam Aglutinasyon Antijen : Calismada, serum
lam aglutinasyon testinde, Nobilis firmasi: tarifindan hazir-

lanmis boyali1 CRD 1am aglutinasyon antijeni kullaniimistir.
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Hemaglutinasyon (HA) ve Hemaglutinasyon-inhibisyon

(HI) Antijenleri : Denemede, HA ve HI testlerinde kullanilan
antijen Adler ve Yamamoto’nun (8) bildirdikleri ydnteme gbre
hazirlanmistir. Bu amagla, Japonya’dan temin edilen M. gal-
lTisepticum S6 susu, cesitli kultlirel, morfolojik, fizyolojik
ve serolojik karakterleri saptandiktan sonra tipik (reme
karakteri g®bsteren ortasi diugmeli kolonilerden 8-10 tanesi
agarla birlikte kesilerek 5 ml PPLO buyyonunda 3-4 gin
slireyle tretiilmis ve bu sekilde hazirlianan kiiltur 5 1t 1ik
_PPLO buyyona inokule edilerek 37 °C)de aerobik ortamda belli
araliklarla calkalanarak 3 giin slire ile Uretiimistir.
Inkubasyon slresi sonunda kultur + 4 °C de ve 10.000 rpm de
30-45 dakika santrifiije edilmigtir. Santrifiij sonunda elde
edilen sediment &zel yikama solusyonu ile 3 kez yikanmis ve
son yikamadan sonra, sediment ayni solusyon ile orjinal
voliminin 1/100 U oraninda sulandirilarak testlerde antijen

olarak kullaniimistir.

Agar-Jel Presipitasyon (AGP) Antijeni : Calismada,
AGP testinde kullanilan antijen, Nonomura ve Yoder’in (140)
bildirdikleri y&nteme gbre hazirlanmistir. HA ve HI testleri
i¢gin hazirlanan antijen, -20 ‘C de 10 defa dondurulup ¢&zdi-
rilerek ve ayrica 10 dakika slireyle sonike edilerek (Sonic
300 Dismembranator, Fisher Scientific, 20.000 devir/dakika)
parcalanmis ve buz dolabinda 2-3 saat ¢bkmesi i¢cin bekledik-

ten sonra Ust si1vis1 AGP testinde antijen olarak kullaniimis-

tir.
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Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Antijeni
Denemede, ELISA’da kullanilan antijen, Heitmann ve ark. nin
(92) bildirdikleri ybnteme gdre hazirlanmigstir. Japonya’dan
temin edilen M. gallisepticum $6 susu 37 °C de, aerobik
ortamda 72 saat siireyle 700 m1’1ik PPLO buyyonda Uretilmig ve
inkubasyon sonunda kllittir 20.000 rpm de 30 dakika santrifije
edilerek sediment 2 kez FTS ile yikanmistar. Daha sonra
sediment, distile su ile 1/100 oraninda sulandirilmig, -20 °C
de 3 kez dondurulup ¢dzdiuruimis ve ayrica 10 dak sonike
edilerek (Sonic 300 Dismembranator, Fisher Scentific, 20.000
devir/dakika) pargcalanmigs ve ELISA da antijen olarak
kullaniImistir. ELISA antijeninin protein miktari1 Bilret

yontemiyle tayin edilmigtir (21).

Serum Lam Aglutinasyon (SPA) Testi

Bu test, Timms ve Cullen’in (192) bildirdikleri
yénteme g&6re yapilmistir. Test i¢in temiz bir 1lam (zerinde
0.02 ml inaktive edilmemis ve sulandiriimamis serum ve 0.02
ml boyalis CRD antijeni konularak karistirilmig ve 2 dakika
i¢inde olusan kimelesme pozitif sonug¢ olarak kabul
edilmistir. iki dakikadan sonra meydana gelen aglutinasyon,
non-speksifik olarak dederlendirilmigtir. Testte degerlen-

dirmeler g&zle yapiimistar.

Hemaglutinasyon (HA) Testi
Bu test, Matsuo ve ark. nin (130) bildirdikleri
y6nteme gdre mikroplate’lerde yapiimigstir. Plate’in bltin

gdzlerine otomatik pipetle 6nce, 0.025 m1 FTS konulmus ve
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sonra yukaridan asagiya dofru plate’in birinci gdzlerine
hazirlanmis olan M. gallisepticum S6 antijeninden 0.025 ml
ilave edilerek otomatik sulandirici ile (Dynatech-Microtiter)
soldan sada dodru 1/2 sulandirmadan bagslayarak antijenin iki
kat11 sulandirmalari yapilmistir. Antijen 8 seri halinde
sulandiriimigstir. Daha sonra, tim gdzlere 3 kez yikanmis %
1’11k tavuk eritrositinden 0.025 m1 ilave edilerek
calkalayicida (Microshaker AM69-Dynatech) 10-15 saniye ¢al-
kalanmis ve oda 1sisinda 45 dakika bekletilmistir. Dantela
tarzinda g¢dkintiuniin olustudu gdzlerde reaksiyon pozitif ola-
rak deferlendirilmigs ve pozitif reaksiyon gdrilen en son
sulandirma antijenin HA titresi olarak alinmis ve bu sulan-
dirmada antijenin 1 HA Unitesi icerdi§i kabul edilmistir.
Eritrositlierin nokta tarzinda kimelesmesi ise negatif olarak

degerlendiriimistir.

Hemaglutinasyon-inhibisyon (HI) Testi

Bu test, Matsuo ve ark. nin (130) bildirdikleri
yonteme gbre mikroplate’lerde yapiimis ve dederiendiriimis-~
tir. Plate’in butun gbzlerine 0.025 m1 FTS konulmus, daha
sonra yukaridan asadiya dodru plate’in birinci gdzlerine test
edilecek her bir serumun 1/5’11ik su]and1rma31ndaq 0.025 ml
ilave edilerek, otomatik sulandirica ile (Dynatech-
Microtiter) soldan sa3a dodru 1iki katls sulandirmalara
yapilmig, titresi HA testi ile belirlenen ve 4 HA (nitesinde
sabit tutulan antijenden blUtlin gézlere 0.025 ml1 konarak

calkalayicida (Microshaker AMB89-Dynatech) 10-15 saniye
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calkalanmis ve oda 1s1si1nda 15-20 dakika bekletilmistir. Bu
sirenin sonunda, butin godzlere 3 kez yikanmis % 171ik tavuk
eritrositinden 0.025 ml ilave edilerek cok hafif calkalanmis
ve oda 1si1sihnda 45~60 dakika bekletiimistir. DUgme tarzinda
cokintinlin gdrildugu gdzlerde reaksiyon pozitif olarak
degerlendiriimis, pozitifligin goérildiglu en son sulandirma,
serrumun HI titresi olarak kabul edilmistir. Dederlendirmede,
1/80 ve daha ylUksek titreler CRD y&niunden pozitif, 1/40
titreler slUpheli ve 1/20 ve daha digslk titreler ise negatif
olarak kabul ediimislerdir. Denemede, standart pozitif ve

negatif serumlar da kullaniimistir.

Agar-Jel Presipitasyon (AGP) Testi

Bu test, Nonomura ve Yoder’in (140) biidirdikleri
ybnteme gbre, 5 cm capindaki riastik petri kutularinda
(Greiner firmasi1) yapiImistir. Icerisinde % 8 oraninda NaCL
bulunan, % 1.25%'11ik Noble Agar petri kutularina 10 ml
miktarinhda «OktGlmlustir. Agar katilastiktan sonra lizerinde 4
mm capinda ve aralarinda 4 mm mesafe bulunan 7 cukur, birisi
merkezde altisi1 periferde olmak Uzere, aciimis ve gukurlarin
dipleri pastdr pipeti kullanilarak birer damla agar ile
kapatiImistir. Ortadaki g¢ukura AGP antijeni, cevredeki
cukurlara ise test serumlarindan c¢ukurlar tamamen dolana
kadar ilave ediimis ve petriler oda i1s1sinda ve nemli bir
ortamda 48-72 saat slreyle inkube edilmislerdir. Antijenle
arasinda presipitasyon ¢izgisi olusan serumlar, pozitif ve
negatif kontrol serumlariyla mukayese edilerek pozitif olarak

degerlendiriimislerdir.
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Enzyme~Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Bu test, Heitmann ve ark. nin (92) bildirdikleri
vinteme gdre antijen ve kKonjugat titrasycnu, negatiflik
kriterinin belirlenmesi ve testin uygulanmasi olmak Uzere 4

asamada gergeklestirilmistir.

Antijen Titrasyonu : M. gallisepticum 86 susundan
hazirlanan ve orjinal volumiinin 1/100°U oraninda sulandirilan
antijenin Coating Buffer’da 1/50’den baslayarak iki kat?ls
sulandirmalari: tuplerde hazirlanmis ve bu sulandirmalardan
mikroplate’in gédzlerine soldan saga dodru ilk siraya 0.025 ml
1/50 sulandirmadan, ikinci siraya 1/100 sultandirmadan
0.025 ml olmak lzere sekizinci siraya da 0.025 ml 1/6400
sulandirmadan konularak plate 37 ‘'C de 3 saat nemli bir or-
tamda inkube edilmigstir. Inkubasyondan sonra plate PBS-Tween
20 ile 8 kez yikanmis ve yukaridan asagiya dodru ilk godzlere
standart pozitif serumdan 0.050 ml, diger gbzlere ise 0.025
ml PBS-Tween 20 konularak otomatik sulandiricida soldan saga
dogru serumun iki katli1 sulandirmass yapilmis, 37 °C de 30
dakika inkubasyondan sonra yikama islemi <ekrarlanmistir.
Titresi 1/100 olarak bilinen kanatli konjugatindan bGtun
gbzlere 0.025 ml1 ilave edilmis ve 37 °C’de 30 dak inkube
edilimstir, Son yikamayi takiben, 50 ml PBS i¢cinde
sulandirilan 40 mg 5-aminosalisilik asit + 10 @l hidrojen

peroksit (H O ) ’den bUtun gdzlere 0.050 ml1 konarak oda
2 2

1si1sinda 30-45 dakika tutulmus, sonucglar gézle ve minireader

ile degerlenmistir.
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Konjugat Titrasyonhu : Coating Buffer’da 1/500
oraninda sulandirilan antijenden plate’in blUtuin gotzlerine
0.025 ml konarak 37 °‘C de nemli bir ortamda 3 saat
inkubasyona birakilmistir. Mikroplate soldan saga dogru 6
bolume ayriimis ve yine soldan saga dodru ilk gdzlere bilinen
pozitif ve negatif serumlardan 0.050 ml, diger gd&zlere de
0.025 ml PBS-Tween 20 konmus ve serumlarin yukaridan asagiva
dogru iki katln su]and1rma1ar1 vapilmig, 37 "C de 30 dakika
inkubasyonu takiben yikama islemi tekrarlanmistir. Konjuga-
tin, tiplerde PBS-Tween 20 1dcinde 1/100 sulandirmadan
baslayarak iki katli olmak Uzere 1/3200’e kadar sulandirmala-
r1 yapilmis ve bu sulandirmalardan her birinden, yukaridan
asagiya degGru ayirlan 6 bdlumin butun gdzlerine 0.025 ml
konulmustur. 37 “C de 30 dakika inkubasyondan sonra yikama
islemi tekrarlanmistir. Son asamada, 50 ml1 PBS i¢inde
sulandirilan 40 ﬁg 5-aminosalisilik asit + 10 pyl hidrojen
peroksit (H O ) ’den blutin gbzlere 0.050 m1 dilave edilerek
oda 1sws1nd§n2 30-45 dakika tutulmus, sonuclar gdzle ve

minireader 1ile degerlendirilmistir.

Negatiflik Kriterinin Belirlenmesi: Lam aglutinasyon
ve HI testleri ile negatif oldugu belirlenen ve SPF tavuklar-
dan sa8lanan 20 adet negatif serum, 3 Kkez ELISA ile
incelenerek alinan deder ortalamalari diuzenlenmis ve bu
sonuglara gdre negatiflik esigi belirienmistir. Denemeler
sirasinda bu esigin Ustlinde reaksiyon veren serumlar pozitif,
altindaki serumlar ise ELISA’da negatif olarak degerlendiril-

mislerdir.
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ELISA’nin uygulanmasi1 : ELISA, Heitmann ve ark. nin
(92) bildirdikleri ydnteme gdre mikroplate’lerde yapiimigtir.
Plate’in bitun gbzlerine Coating Buffer’da 1/500 oraninda
sulandirilan antijenden 0.025 ml konulmus ve 37 ‘C de nemlji
bir ortamda 3 saat inkubasyondan sonra PBS-Tween 20 solusyonu
ile 3 kez yikanmigtir. Daha sonra, test edilecek serumlar 1/5
oraninda PBS-Tween 20’de sulandiriimis ve plate’in soldan
saga dodru ilk gbzlerine 0.050 ml miktarinda konulmus, diger
gbzlere de 0.025 ml1 PBS~-Tween 20 solusyonundan konarak,
serumlarin otomatik sulandiricida yukaridan asagi: dodru 0.025
m1 aktarilarak iki katli1 sulandirmalary yapiimistir. 37 °C de
30 dakika inkubasyondan sonra, yikama igslemi tekrarlanmigtir.
Mikroplate’in gbzlerine, PBS-Tween 20 iginde 1/500 oraninda
sulandiriimsg konjugattan 0.025 ml1 konarak 37 °C de
inkubasyona birakilmistir. Son yikamay: takiben, 50 ml PBS
iginde sulandirilan 40 mg b5-aminosalisilik asit +10 ui
hidrojen peroksit (H O )’den bUtln g&zlere 0.050 ml ilave
edilerek oda 1sisinda 30345 dakika tutulmustur. Sonugta, her
bir gézun absorbansi 490 nm de (optik dansite) minireader ile
degerlendiriimis ve negatiflik esiginin lUstinde kalan en son

sulandirmaya kadar reaksiyon pozitif kabul edilmistir.

istatistik Deferlendirmeler : SPA testine g&re ELISA
ve HI testlerinin spesifite ve sensitivite degerlendirmeleri

Thrusfield’in bildirdigi ybnteme gbre yapiimistir (187).
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5. BULGULAR

Hiperimmun Serum : Denemede, ELISA’da antijen,
konjugat titrasyonlari, pozitiflik/negatiflik kriterinin
belirlenmesi, ELISA, HI ve AGP testlerinin uygulanmasinda
kontrol amaci1 ile kullanilan pozitif serumuhun (Hiperimmun

serum) titresi HI testinde 1/1280 olarak belirlenmistir.

Kan Konsantrasyonunun Standardizasyonu : HA ve HI
testlerindeki eritrositlerin standardizasyonu kanin % 0.5,
1, 1.5 ve 2 oraninda sulandiriimastr ile vyapilmistir. Gerek
dantela gerekse dugme tarzindaki c¢cokintiler en iyi % 1'1lik
eritrosit suspansiyonunuda goériuldugunden, kanin bu konsan-

trasyonu HA ve HI testlerinde kullanilmistar.

Hemaglutinasyon (HA) Testi : Denemede kullanilan M.
gallisepticum 86 susundan hazirlanan antijenin HA titresini
saptamak amacH1 ile, mikroplate’lerde bu test 8 kez
tekrarlanmigs ve titre 1/128 olarak belirlenmistir. Deneme
sliresince, her calismadan &énce, antijenin titresini kontrol
amac1 1ile bu test yeniden yapi1imis ve tirede bir dedisiklik

saptanmamistir.

ELISA Antijeninin Protein Miktarinin Tayini : Hazir-
lanan ELISA antijeninin kullanilmasindan 6nce bilret metodu
ile total protein miktari hesaplanmis ve 7 mg/ml olarak

bulunmustur.
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Serum Lam Aglutinasyon (SPA) Testi : Denemede kul-
lanilan 900 adet tavuk serumu lam aglutinasyon testi ile
dederlendiriimistir. Testin sonucunda broyler serumlarindan
51 (%16.56) serum pozitif ve 257 (%83.44) serum negatif ;
yumurtaci1 serumlarindan 77 (%27.21) serum pozitif ve 206
(%72.79) serum negatif; damizlik serumlarindan da 54 (%17.48)

serum pozitif ve 255 (%82.52) serum negatif olarak

saptanmistir (Tablo 2).

Hemaglutinasyon-inhibisyon (HI) Testi : Denemede,
toplam 900 adet tavuk serumu HI testi ile degerlendirilmis-
tir. Broyler serumlarindan 193 (%62.66) serum hi¢ HI titresi
gbostermezken 51 (%16.56) serum 1/20 veya daha dusuk, 27
(%8.77) serum 1/40 ve 37 (%12.10) serum da 1/80 veya daha
yiksek titreler gdstermigslerdir. Yumurtaci serumlarindan 166
(%58.66) serum hi¢ HI titresi g&stermezken, 48 (%16.69) serum
1/20 veya daha dlslik, 18 (%6.36) serum 1/40 ve 51 (%18.02)
serum da 1/80 veya daha ylksek HI titresi g&stermislerdir.
Damizlik serumlarindan ise 171 (%55.34) serum HI titresi
gbstermezken, 65 (%21.04) serum 1/20 veya daha dustuk, 33
(%10.68) serum 1/40 ve 40 (%12.49) serum da 1/80 veya daha
yiksek HI titreleri gdstermigslerdir (Tablo 2). SPA ve HI
testleri kargilastirildidinda ise 182 adet toplam SPA pozitif
serumdan 87’si (%47.80) HI pozitif ve 95’7 (%52.20) HI
negatif saptanirken (Tablo-3), 718 adet toplam SPA negatif
serumdan 38’7 (%5.29) HI pozitif ve 680’1 (%94.71) HI negatif

belirlenmistir (Tablo-4). Bu sonuglara gére HI testinin SPA
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testine gdre sensitivitesi %47.8, spesifitesi ise %94.7

olarak hesaplanmistir.

Tablo-3. SPA pozitif serum &rneklerinin HI titre dagilimlara

HI titreleri
SPA (+) serum
sayi1si - 1/20 1/40 1/80
Bréy?er 51 11(21.57) 2(3.92) 11(21.57) 27(52.94)
Yumurtact 77 26(33.77) 4(5.20) 12(15.58) 35(45.,45)
Damizli1k 54 9(16.67) 9(16.67) 11(20.37) 25(46.29)
TOPLAM 182 46(25.27) 15(8.24) 34(18.68) 87(47.81)

Tablo-4. SPA negatif serum Orneklerinin HI titre dagilimlary

HI titreleri
SPA (=) serum -
sayi1si1 - 1/20Q 1/40 1/80
Broyter 257 |1182(70.82)] 49(19.07)] 16(6.23) 10(3.88)
Yumurtactr 206 |140(67.96)| 46(22.33) 6(2.91) 14(6.80)
Damizl1i1k 255 |164(64.31)] 55(21.57)] 22(8.63) 14(5.49)
TOPLAM 718 486(87.69)1150(20.89)| 44(8.13) 38(5.29)

Agar-Jel Presipitasyon (AGP) Testi : Denemede toplam
900 adet tavuk serumu AGP testi ile degerlendirilmistir.
Broyler serumlarindan 21 (%6.82) serum pozitif ve 287
{%93.18) serum negatif; yumurtaci serumlarindan 20 (%7.07)
serum pozitif ve 263 (% 92.93) serum negatif; damizlik
serumlarindan ise 10 (% 3.24) serum pozitif ve 299 (%96.76)

serum negatif olarak saptanmisti (Tablo 2).

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

a) Antijen titrasyonu : HI testi ile titresi 1/1280
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olarak saptanan, bilinen pozitif serumun, antijen sulandir-
masinda en iyi pozitif reaksiyon gosterdigi nokta antijenin
titresi olarak degeriendirilmistir. Bu titre 1/500 olarak
belirienmis ve deneme slUresince antijen 1/500 oraninda

sulandirilarak kullaniimistir.

b) Konjugat titrasyonu : Titresi HI testinde 1/1280
olarak belirlenen, bilinen pozitif serum ile 1/500 oraninda
sulandirilmis antijen kullanilarak yapilan konjugat titras-
yonunda, titre 1/500 olarak saptanmistir. Deneme siresince,

ELISA’da, konjugat 1/500 oraninda sulandirilarak kullanil-

mistair.

c) Negatiflik kriterinin belirlenmesi : SPA ve HI
testleriyle negatif reaksiyon veren 20 serum ©6rnedi ve
titresi HI testi ile 1/1280 olarak belirlenen pozitif serum,
3 kez ELISA ile incelenmis, alinan deger ortalamalarn
duzenlenerek negatiflik ve pozitiflik edgrileri cizilmis
(Grafik 1) ve negatiflik esidi optik dansite (OD) 0.24 olarak
saptanmisitir. Deneme slresince ELISA’da, test edilen
serumlarin bu esidin UGstunde reaksiyon veren en son
sulandirmalars pozitif olarak kabul edilmis ve serum

titreleri bu sulandirmaya gdre hesaplanmistir.

d) ELISA: ELISA'da 308 broyler serumundan 193(62.66)
serum pozitif, 115 (% 37.34) serum negatif; 283 yumurtac:
serumdan 169 (% 59.72) serum pozitif, 114 (%40.28) serum

negatif, 309 damizlik serumundan da 181 (% 58.58) serum



70

pozitif ve 128 (% 41.42) serum negatif bulunmustur (Tablo 2).
ELISA ve HI ile incelenen 900 serumun optik dansite (OD) ve
HI +titre dagilimlari Grafik-2 de goriilmektedir. Buna gbre,
sadece HI ile 1 (%0.11) serum, sadece ELISA ile 372 (%41.33)
serum pozitif olarak belirlenmigstir. HI-ELISA ile 401
(%44.56) serum negatif ve ayni testlerle 126 (%14.00) serum

pozitif olarak saptanmistir.
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Grafik 1.ELISA ’'da Negatif ve Pozitif Serumlarla Negatiflik Kriterinin Belirlenmesi
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Sekil 3. Agar Jel Presipitasyon (AGP) Testi

Sekil 4. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
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6. TARTISMA VE SONUG

Kanat11 hayvanlarda Mycoplasma gallisepticum
infeksiyonlari, tavuklarin "Kronik Solunum Sistemi Hastali1g§:"
(CRD) ve hindilerin “infeksiybz SinlUsitis i olarak
bilinmektedir. Tavuk ve hindi sUrtlerinde M. gallisepticum
infeksiyonlari hiriltili soluma, burun akintisi, aksirik-
tiksirik, soluma gucluga, tortikollis, sinusitis,
konjunktivitis, hava kesesi yangisi ve bazen de sinirsel
semptomlar ile birlikte yemden yararlanmada, viicut
agiriiginda ve yumurta veriminde azalma ile karakterizedir.
Gen¢ hayvanlarda, o6zellikle komplike olgularda ve stres
kogullari altinda &luimlere neden olan bu hastalik tum dinyada
yaygindir ve c¢ok ydnlud yetistirilen (broyler, yumurtacs,
damizlik) tavuk ve hindileri etkileyerek onemli ekonomik

kayiplara neden olmaktadir.

Tavuklarda M. gallisepticum infeksiyonlarinin
tanimlanmasindan ve dinyanin her yerinde yaygin olarak
bulundugunun anlagitimasindan sonra, etken ve hastalik
hakkinda bircok ara§t1rma yapiimistar (9, 15, 41, 77, 1586).
CRD infeksiyonunda ka11c1 bir bagi1si1klik olusmamasi, asilama
denemelerinin tam bir basarit 1ile sonuglanamamasina yol
agmigtir (7, 12, 210). infekte hayvanlardan etken izolasyon
ve identifikasyonunqﬁ zaman alici ve zor olusu, etken
izolasyonunu enge11§;en birgok faktérun bulunmasi, bir siré

icinde, o©zellikle, komplike oimamis CRD olgularinda Kklinik
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semptomlarin fazla belirgin olmayisi, siuri idicinde gizli
portdér hayvanlari belirliemek ve ayrica siUrinin CRD durumunu
ortaya koymak i¢in SPA (26, 166), TA (5, 6), HI (74, 139),
AGP (24, 168) ve ELISA (21, 146) gibi serolojik yd&ntemlerin

kullaniimasini zorunlu hale getirmistir.

Hayvanlarin serumlarinda olusan spesifik antikor-
Tarin belirlenmesinde g¢abukluk, kolaylik ve duyarliiik
bakimlarindan avantajll olan SPA testi birgcok arastirics
tarafindan dodal ve deneysel M. gallisepticum infeksiyon-
larinda aglutininlerin belirlenmesinde kullaniimistir (50,
161, 166, 168, 185, 189, 191). Roberts (161), 6 haftalik etg¢i
pili¢gleri 1intranazal sinus yolu ile deneysel olarak infekte
ettikten sonra hayvanlarin antikor yanitlarini incelemis,
epriivasyon susuyla (S6 susu) yaptidi: SPA testinde 1. hafté
sonunda hayvanliarin tuimintin (% 100) pozitif reaksiyon
verdigini, heterolog suglardan hazirladigdr antijenlerlie de %
8 (F antijeni) ve ¥ 25 (WS7 antijeni) pozitif sonug¢ aldigim
bildirmigtir. Arastirici ayrica, 3. haftada ise hayvanlarin
tuminiin her ¢ antijenle de pozitif reaksiyon verdigini
aciklamigtir. Benzer bir ¢calismada Timms ve Cullen (191), 6
ve 16 haftalik 3 grup Beyaz Leghorn pilici M. gallisepticum
86, F ve WS7 suglariyla deneysel olarak infekte etmisler ve
28 hafta boyunca hayvanlarda olusan serolojik yaniti homolog
ve heterolog antijenleri kullanarak SPA ve HI testleri ile
incelemigler, yaptiklara SPA testinde aglutininlerin

infeksiyondan sonraki 1. haftadan itibaren saptanabildigini,
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antikorlarin heterolog antijenlerle de belirlenebildigini
ancak homolog antijenlerle daha vylksek titreler elde
edildigini, HI antikorlarinain ise infeksiyondan ancak 2 hafta
sonra belirlendigini bildirmislerdir. Sahu ve Olson (166),
inceledikleri 36 adet broyler slirusine ait 43.040 adet kan
serumundan 53 (% 0.12) adedinin SPA testi 1ile pozitif
bulundugunu ag¢iklamislardir. Arastiricilar, yaptiklarar baska
bir c¢alismada ise (168), broyler, yumurtaci ve damizlik
sliridlere ait serumlardan %¥ 1-100 pozitif reaksiyonlar elde
ettiklerini bildirmislerdir. Dodal ve deneysel infeksiyon
sonunda 1 hafta di¢inde ortaya ¢itkan ve genellikle IgM
karakterinde (161, 164, 207) aglutininlerin saptanmasinda
olduk¢ca duyarlis olan ve bu nedenle bir surid tarama testi
olarak kullanilan S8SPA testi bazi kosullar altinda non-
spesifik pozitif reaksiyonlar da vermektedir (32, 34, 162,
186, 192, 206, 226). Bu non-spesifik reaksiyonlarin, serumun
1/5 sulandiriimasit veya HI ve AGP test sonuglars ile
dodrulanabilecedi cesitli arastiricilar tarafindan
aciklanmistir (32, 186, 192, 226). Bu c¢alismada, 0.02 m]l
serum ve 0.02 m)l ticari boyali lam aglutinasyon antijeninin
karistiriimasi ve 2 dakika i¢inde sonuglarin
degerlendiriimesi ile yapilan SPA testinde etci, yumurtaci ve
damizl1ik hayvanlara ait topliam 900 serum &rnedinden 182 (%
20.22) adedi pozitif, 718 (% 79.78) adedi ise negatif
bulunmustur. Non-spesifik reaksiyonlarin elimine edilmesi
i¢gin SPA testinde pozitif bulunan 182 serum &rnedinin 1/5

sulandirilarak yeniden test edilmesi sonucunda ise 132 (%
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72.53) serum 8rnegi pozitif ve 50 (¥ 27.47) serum 6rnedi de
negatif olarak degerlendirilmistir. Bu sonuglar, arastirici-
Tarin bulgularina paralellik sadlamakta ve serumlar 1/5
sulandirildiginda pozitif serum sayisindaki azalma SPA
testinin non-spesifik antikorlardan fazlasiyla etkilendigini
ve ger¢ek dederlerin belirlenmesinde mutlaka diger serolojik

testlerle konfirme edilmesi gerektidini gbstermektedir.

CRD kontrol programiarinda SPA testinin yanisira
duyar1i111g1 daha az fakét spesifitesi olduk¢a fazla olan HI
testi, bir dojrulama testi olarak kullaniimaktadir (47, 80,
118, 126, 158, 166). infeksiyondan yaklasik 14 gin veya
klinik semptomlarin gﬁrU1mesindén 4-6 glin sonra ortaya c¢ikan
(47) HI antikorlarinin saptanmasi: amaciyla HI testi
gelistirilmis ve yapilan karsilagstirmal: denemeler sonucunda,
infeksiyonun belirlenmesinde SPA testinden daha spesifik
oldugu vurgulanmistar (51, 126, 139, 161). Etkenin tavuk
eritrositlerini aglutine edebildigi ve bu reaksiyonun infekte
hayvan serumlari1 tarafindan inhibisyonunun bildiriimesinden
sonra (201), c¢esitli arastiricilar etkenin HA 6zelligi
izerinde arastirmalar yapmislardir. Fahey ve Crawley (74),
si1vi besi yerlerinde 3 ginliuk bir inkubasyon sonunda HA
aktivitesinin saptanabildigini, 7-10. glinlerde ise titrenin
maksimum dizeye ulastigini ve bu titrenin nadiren 1/16 y»
ge¢tigini bildirmigslerdir. Hall (87) ise, ¥ 10 at serumu ve
maltoz ile zenginlestirilmis Tryptose fosfat buyyonda etkeni

Ureterek hazirladidir antijenin 1/320 - 1/640 titrelerde HA
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verdidini aciklamistir. Kleckner (113), serotiplendirme amach
ile hazirladi1gr antijenin 1/128 titrede HA verdigini,
Kuniyasu ve Ando (118) ise, dedisik antijen gruplari: arasinda
HAtitreleri bakimindan farklar bulundugunu, antijenlerin 1/40
ile 1/320 arasinda dedisen HA titreleri gd&sterdiklerini
bildirmiglerdir. Cullen ve Timms (51), inceledikleri 1558
pili¢ serumundan 226 adedini (% 14.5) HI testi ile pozitif
bulurlarken, 266 adedini (% 17.1) SPA testi ile pozitif
olarak saptamislar ve SPA testinin HI testine gdre % 4.33
oraninda yanlig pozitif ve ¥ 1.42 oraninda da yanlis negatif
sonug verdigini bildirmislerdir. Sahu ve Olson (166),
inceledikleri broyler serumlarindan 53 adet pozitif serumun 5
adedinin (% 9.4) HI pozitif titre verdigini, 6te yandan da
1233 SPA negatif serum 8rne§inden 80 adedinin (% 6.5) HI
testi ile pozitif olarak saptandigini, sonugta ise, SPA
negatif serum 6rneklerinin HI testi ile de 1incelenmelerinin
yararli olacagini vurgulamiglardir. Lin ve Kleven (126), M.
gallisepticum antikorlarinin saptanmasinda SPA ve HI
testlerini kargsilastirmislar, inceledikleri 162 tavuk
serumundan 115 adedini (% 70.99) SPA, 56 adedini (% 34.57)
ise HI testi ile pozitif bulmuslar ve HI testinin SPA testine
oranla cok daha spesifik oldudunu bildirmislerdir. Yaptiklar:
kargi1lastirmal:s g¢alismalari sirasinda Roberts ve Olesiuk
(164), M. gallisepticum ile infekte hayvan serumlarinin M.
synoviae SPA antijeni ile non-spasifik reaksiyon
olusturmadigini ancak, M. synoviae ile infekte hayvan

serumlarinin M. gallisepticum SPA antijeni ile reaksiyon



80

verdiklerini, fakat bu serumlarin HI testi ile negatif
bulunduklarini ag¢iklamislardir. Vardaman ve Yoder (205),
hazirladiklaris HI antijenleri ile M. gallisepticum ve M.
synoviae infeksiyonlarini basari: ile ayirt edebildiklerini
bildirmiglerdir. Bu c¢alismada, HA testi ile titresi 1/128
olarak saptanan antijen 4 HA Unitesinde sulandiriimis ve % 1
yikanmis tavuk eritrositi ile birlikte  HI testinde
kullaniimistir. incelenen toplam 800 tavuk serumundan 125
adedi (% 13.89) HI testinde pozitif, 775 adedi (% 86.11) ise
negatif olarak degerlendirilmistir. SPA pozitif 182 serum
6rneginden 95 adedi (% 52.19) HI negatif bulunurken SPA
negatif 718 serum drnedinden 38 adedi (% 5.29) HI ile pozitif
olarak saptanmistir. Alinan bu sonuglara g6re HI testinin SPA
testine gbre sensitivitesi ¥ 47.8, spesifitesi ise % 94.7
olarak belirlienmigtir. Elde edilen bulgular, arastiricilarin
sonuglary ile wuyum sadlamakta, SPA testinde olusan non-
spesifik reaksiyonlarin HI testinde bir problem olmadig»
gergegini bir kez daha vurgulamaktadir. $Supheli serum
drneklerinden SPA pozitif sonug verenlerin tuminin, SPA
negatif sonuc¢ verenlerin 1ise rastgele segilecek bir
miktarinin HI testi ile incelenmesinin yararla olacagn

kanisina varilmistir.

M. gallisepticum infeksiyonlarinda olusan antikor-
larin saptanmasi, izole edilen suslarin identifikasyonu ve
ayrica dedisik suslarin serotiplendirilmesi i¢in AGP testinin

de kullanilabilece§i cesitli arastiricilar tarafindan
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bildirilmistir (24, 103, 140, 167, 168). Aycardi ve ark.
(24), kat1 karbondioksit ve etanolde 10 kez dondurup
¢cdzdurmek suretiyle hazirladiklara antijenleri, farkla
serotiplere ait Mycoplasma suslarinin serotiplendirilmesinde
kullanmigslardir. Arastaricilar, M. gallisepticum ve M.
synoviae kiltlirlerinin diger serotiplerile kros-reaksiyon
vermediklerini, olusan kros-reaksiyonlara gére de
inceledikleri 19 adet kanatli Mycoplasma serotipinin, 9
antijenik grup i¢inde toplandiklarini agiklamislardir. Jordan
ve Kulasegaram (103), AGP testinin duyarlil1iginin sinirla
oldugunu, tavuk serumlarindaki antikorlarin saptanmasinda
daha duyarli serolojik testlerin kullanilmasi gerektigini
bildirmigslerdir. Nonomura ve Yoder (140), dondurup ¢8zdirme,
sonik vibrasyon veya sodyum dodesil siilfat (SDS) ile
parcaladiklara antijenleri kullanarak AGP testi ile
Mycoplasma izolatlarini identifiye etmeye calismislar,
arastiricilar, dogal olarak infekte tavuk ve hindi
slirGlerinden g¢ok az hayvanin AGP ile reaksiyon verdigini,
yine de testin oldukgca spesifik oldugunu ac¢iklamiglardir.
Sahu ve Olson (167), broyler damizlik siirlilere ait serumlar:
incelerken SPA testinde g¥riilen non-spesifik reaksiyonlarin
negatif HI ve AGP test sonuglari ile dodrulanabilecedini
bildirmisler ve ayni arastiricilar yaptiklari baska bir
caligmada (168), broyler, yumurtaci ve damizlik silirilerinde
etken izolasyonu yapilamadign durumlarda, hayvanlarin
kanlarinda aglutininlerin, presipitinlerin ve HI

antikorlarinin varliginin gdsterilmesinin ®nemini ortaya
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koymuslar ve SPA, HI ve AGP testleri arasinda 1iyi bir
korelasyon oldudunu belirtmislierdir. Bu c¢alismada, AGP
antijeni, M. gallisepticum S6 susunun % 10 at serumu ve
glukoz ile zenginlestirilmis PPLO buyyonda Uretilmesi,
toplanan antijenin -20 "C de 10 defa dondurulup ¢6zdurdlmesi
ve ayrica sonike edilmesi ile hazirlanmistir. Test ortam
olarak da, icinde % 8 oraninda NaCL igceren % 1.25 Noble Agar
kullaniimistir. Toplam 900 adet tavuk serumundan 51 adedi (%
5.67) AGP ile pozitif, 849 adedi (% 94.33) ise negatif olarak
bulunmustur. Bu sonuglara gére, slipheli kan serumlarinda M,
gallisepticum antikorlarinin saptanmasinda AGP testi dider
testlere oranla oldukga yetersiz kalmistar. Bu sonuc, kan
ornekleri alind1gdr sirada hayvanlarin kan serumlarinda IgG

antikorlarinin veterli dlUzeye ulasmamis olmasina bagis

olabilir.

M. gallisepticum infeksiyonunun teshisi amaciyla
kullanilan ELISA, son yillarda giindeme gelmigs ve c¢esitli
arastiricilar tarafindan diger tim testlere oranla daha
duyarli ve spesifik bulunmustur (21, 146, 150, 151, 181,
184). Testte antijen olarak sonikasyon (150, 184) ile veya
sodyum dodesil sltlfat (SDS) gibi bir deterjanla (21, 146,
181) parcalanmis hiicreler kullanilmaktadir. Konjugat olarak
peroksidazla (21, 151) veya alkalen fosfatazla (146, 181)
isaretlenmis tavsan anti~tavuk IgG leri ve substrat olarak da
peroksidaz enzimi i¢in 2-2-azino,di-(3-etil-benztiazolinsul-

fat) (ABTS), 5-aminosalisilik asit + hidrojen peroksit vevya
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orto-fenilendiamin (21, 184), alkalen fosfataz enzimi icin de
para-nitrofenilfosfat (146, 181) kullanilmaktadir. Ansari ve
ark. (21), ELISA tekniginde kullanmak Uzere tum bakteri
hicresini ve parcalanmis hlicre slspansiyonlarini kullanmislar
ve her iki antijenin de mikrotiter plate ylizeyine kuvvetlice
baglanabildigini ve ELISA tekniginin HI testinden daha
duyér11 oldugunu gbstermislerdir. Opitz ve ark. (146), M.
gallisepticum ve M. synoviae infeksiyoniarinda olusan
antikorlari1 ELISA, SPA ve HI ile inceleyerek M. gallisepticum
F susuyla infekte tavuklardan ELISA ile ¥ 100, SPA ile % 98
ve HI 1ile de % 80 oranlarinda pozitiflik belirleyerek
antikorlari1 saptamada ELISA teknigihin SPA ve HI testlerinden
daha duyarli oldugunu ayrica, ELISA ile SPA testine gbre daha
az hon-spesifik reaksiyon olustugunu bildirmislerdir. Patten
ve ark. (150), ELISA tekniginin SPA ve HI testlerine oranla
daha duyaris ve spesifik oldugunu actklamislar ve
inceledikleri 99 serum 6rnedinden 74 adedini (% 74.75) ELISA
ve SPA ile pozitif bulduklariniy, infeksiyonun saptanmasinda
HI testinden daha kisa bir slUrede ELISA 1ile antikorlar:
belirleyebildiklerini ve ortalama ELISA titrelerini, ortalama
HI titrelerine oranla 1-3 kat1 daha fazla bulduklarini
a¢ciklamislardir. Piela ve ark. (151), ELISA tekniginde serum
verine yumurta sarisinin da kullanilabilecedini, Talkington
ve ark. (181) da, ELISA ve SPA ile infeksiyon sonrasi 7.
giinden itibaren antikorlarin saptanabildigini, HI testinde
ise ancak 10. glinden sonra antikorlarin diagnostik bir dizeve

gelebileceklerini aciklamislardir. Bu ¢calismada, ELISA
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antijeni, M. gallisepticum S6 susunun % 10 at serumu ve
glukoz ile zenginlestirilmis PPLO buyyonda Uretilmesi,
toplanan antijenin -20 °C de 10 defa dondurulup cozdirilmesi
ve ayrica sonike edilmesi ile hazirlanmistar. ELISA
tekniginde konjugat olarak peroksidazla isaretli tavsan anti-
tavuk IgG leri (H + L) ve substrat olarak da 5-aminosalisilik
asit + hidrojen peroksit kullaniimistir. Calismada, incelenen
900 serum Ornedinden 543 adedi (% 60.33) ELISA ile pozitif,
357 adedi (% 39.67) ise negatif olarak degerlendirilmistir.
Yapilan karsilastirmalar sonucunda ise ELISA tekniginin SPA
testine gbre spesifitesi % 92.64, sensitivitesi,
% 31.09, HI testine gbre spesifitesi % 99.75 ve
sensitivitesi de % 25.30 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar,
arastiricilarin yaptiklart galigma sonuglari ile paralellik

gbstermektedir.

Bu calismada, broyler, yumurtacs ve dami1z11k
isletmelere ait 900 serumun SPA, HI, AGP ve ELISA 1ile M.
gallisepticum ydniinden incelenmesinde en duyarli: yontem ELISA
bulunmustur. Ancak, uygulanabilirligi ve ekonomik o©Imasn
hedeniyle SPA testi tarama testlerinin vazgecilmez bir
ydntemi olmaktadar. Sadece non-spesifik reaksiyonlar
agi1sindan ¢aligsmada alinan sonuglara gére % 5 gibi bir yanlis
pozitiflige sebep olan bu testin yanisira, yine
laboratuvarlarda uygulanmasi olduk¢a basit ve kisa slUrede
sonu¢ veren HI testinin bir tamamlayici test olarak kulla-

nilmasinda bluylUk yarar vardir. AGP testinin bir stGru tarama
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testinden ziyade CRD konusunda yapilacak deneysel arastirma-
larda antikorlarin saptanmasinda daha duyaria olacadn
disuncesi hakim olmustur. Calismada, her 3 testle ayri ayri
karsi1lastirilan ELISA, pahalil ve zaman alici olmas: gibi
nedenlerle saha taramalari igin her nekadar uygun
gbrinmiyorsa da, kullanilan spaesifik IgG ler nedeniyle, M.
gallisepticum antikorlarinin saptanmasinda olduk¢ca spesifik
bir test olmasi1 nedeniyle, oldukg¢a glivenilir bir test oldugu

anlag1Imaktadir.

Sonu¢ olarak, bu caligsmadan elde edilen bulgular
SPA, HI ve ELISA tekniklerinin M. gallisepticum infeksiyon-
larinda serolojik taramalarda gayet iyi sonug¢lar verdiklerini
gdstermigtir. Ancak, bundan sonraki yapilacak c¢alismalarda
mezbahadan saglanacak serumlarin yanisira belli bir periyod
iginde isletmelerden alinacak serumlarda bu testlerin
uygulanmasinin, testlerin ,bnemi ve glvenirliligi agisindan

6nemli sonug¢lar doguracadi sUphesiz gdrilmektedir.
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7. OZET

Bu calismada, konvansiyonel testlerle (SPA, HI, AGP)
birlikte ELISA tekniginin, tavuklarda Mycoplasma
gallisepticum infeksiyonlarinin serolojik tanisindaki

rollerini belirlemek ve sonuclarini karsilastirmak amaclandn.

ELISA tekniginde M. gallisepticum 86 susundan
dondurulup ¢dzdurilerek ve sonike edilerek parcalanan
antijen, peroksidaz enzimi ile isaretli tavsan anti-tavuk IgG
konjugat1 ve 5-aminosalisilik asit + hidrojen peroksit
substratt kullanildi. Negatiflik esigi 490 nm dalga boyunda

optik dansite (OD) 0.24 olarak beliriendi.

SPA testinde, ticari boyali CRD lam aglutinasyon
antijeni kullanildr ve sonuglar 2 dakika i¢inde degerlendi-
rildi. HI testi igin, M. gallisepticum S6 susundan hazirlanan
antijenin titresi HA testi ile 1/128 olarak belirlendi ve HI
testinde antijen 4 HA Unitesinde sulandirilarak kullaniidr.
AGP testinde ise lUretilen antijen dondurulup c¢ézdiurilerek ve

sonike edilerek parcalandi.

Broyler, yumurtacyh ve damizlik slUrtlerinden temin
edilen toplam 900 adet tavuk serumunun tuml SPA, HI, AGP ve
ELISA 1ile dederlendirildi. Sirasiyla 182 (% 20.22), 128 (%
14.22), 51 (% 5.67) ve 543 (% 60.35) pozitif serum saptandil.

Buna gdre, pozitifleri saptamada ELISA > SPA> HI > AGP sirasq

elde edildi.
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Tavuklarda M. gallisepticum infeksiyonlarinin
serolojik teshisinde, konvansiyonel testlerin (SPA, HI, AGP)
yanisira, ELISA gibi oldukg¢a duyarli ve spesifik olan bir
yéntemin de kullaniimasinin, infeksiyonun saptanmasinda

yararli olacadi1 sonucuna varildi.
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8. SUMMARY

Detection of antibodies in chickens produced against
Mycoplasma gallisepticum by different serological tests (SPA,

HI, AGP, ELISA) and comparison of the results.

In this study, the aim was to show the reliability
and accuracy of conventional tests (SPA, HI, AGP) together
with ELISA in detecting Mycoplasma gallisepticum infections

in chickens and to compare their results.

Freezed-thawed and sonicated antigen prepared from
M. gallisepticum S6 strain, the peroxidase 1labelled rabbit
antichicken IgG conjugate and 5-aminocsalycilic acid +
hydrogen peroxide were used in ELISA. Negative treshold was

determined as 0.24 optical density (OD) at 490 nm wavelength.

Commercial stained CRD serum plate agglutination
antigen was used in SPA test and the results were read in two
minutes. The HA titer of the antigen prepared from M.
gallisepticum S6 strain was found to be 1/128 with HA test
and 4 HA unit antigen was used in the HI test. The same
antigen was freezedthawed and sonicated and subsequently used

in the AGP test.

A1l of the 900 chicken sera obtained from broiler,
layer and breeder flocks were evaluated with SPA, HI, AGP and

ELISA. Among these sera 182 (20.22%), 128 (14.22), b1 (5.67%)
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and 543 (60.35 %) were found to be positive, respectively.
Therefore, ELISA was found to be more sensitive in detecting

antibodies than SPA, HI and AGP.

In detecting M. gallisepticum infections in chickens,
the use of ELISA, which is a very sensitive test, together

with other conventional tests, was found to be beneficial.
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10. TESEKKUR

Bu doktora tez ¢alismasinin ylriutUlmesinde yardim ve
yakin dilgilerini go&rdigim basta doktora yotneticim degerli
hocam olmak UlUzere, A. U. Veteriner Fakiltesi Bakteriyoloji
Bilim Dali’nin degerli o6gretim uUyelerine, tum calisma
arkadaslarima, g¢alismalarimi bir sire surdiurdidim Pendik
Hayvan Hastaliklari Merkez Arastirma Enstitusii Mycoplasma
B61Um Laboratuvari’nda calisan dederli meslektaslarima ve bu
projeye maddi destek salayan Ankara Universitesi Arastirma

Fonu MudiUr1igt’ne tesekkir ederim.
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