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ONSOZ

Solunum sistemi hastaliklari, iilkemiz dahil diinyanin birgok iilkesinde kiigiik
ve biiyilk bas hayvanlarda yaygin goriilmekte ve hayvanlarda ani 6liim, persiste
enfeksiyonlara bagl verim kayiplari, 1skartaya ¢ikma ve takiben kesime sevk, artan
is¢ilik ve isletme maliyetleri ve koruma-kontrol giderleri gibi birgok ekonomik

kayiba yol agmaktadir.

Kiiciik ruminantlarda solunum sistemi hastaliklar1 bir¢cok bakteriyel, viral ve
paraziter etkenin yer aldigi bir hastalik kompleksi olup, Mikoplazmalar bu etkenler
icerisinde Onemli yer tutmaktadir. Koyun pndmonilerinde daha yaygin saptanan
Mycoplasma ovipneumoniae hem primer etken olarak enfeksiyona yol agabilmekte
hem de diger bakteriyel ve viral enfeksiyonlara predispozisyon olusturmaktadir.
Kiigiik ruminantlarda solunum sistemi hastalik tablolarmma Mycoplasma arginini,
Mycoplasma mycoides subsp. capri ve Mycoplasma agalactiae adli tiirlerin de dahil

oldugu bilinmektedir.

Mikoplazma kaynakli solunum sistemi enfeksiyonlar1 kontagiyoz 6zelligi ile
kisa siirede tiim siirliye yayilmakta, klinik belirtiler degisiklik gostermekte ve
hastalik nadiren Oliimciill oldugu i¢in  tam1  konulmadan kendiliginden
sonlanabilmektedir. Ulkemizde koyunlarda Mikoplazma kaynakli birgok solunum
sistemi enfeksiyonu bildirilmistir. Fakat Kars yoresinde koyunlarda pnomoni ve
diger solunum sistemi hastaliklarinin etiyolojisinde Mikoplazmalarin yayginlig
hakkinda veriler sinirli sayidadir. Bu c¢aligmada, Kars yoresindeki koyun pnémoni
vakalarinda Mikoplazma etkenlerinin rolleri hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi ve
Mikoplazma pndmonilerine 6zel bir vurgu yapilmas: amaglanmistir. Bu dogrultuda,
elde edilen verilerin 6zellikle Tirkiye ve diger Orta Dogu iilkelerinde oldugu gibi
karma yetistiriciligin yapildig1r hayvan siiriilerinde Mikoplazma enfeksiyonlarinin

yeniden degerlendirilmesine imkan taniyacagi umulmaktadir.
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OZET

Kars Yoresinde Pnomonili Koyun Akcigerlerinden Mycoplasma Etkenlerinin

Kiiltiirel ve Molekiiler Yontemlerle Arastirilmasi

Bu calismada, 2017-2018 yillar1 arasinda Kars yoresinde mezbaha ve
kesimevlerinden temin edilen pnémonili 250 koyun akcigeri ile saglikli goriinimlii
30 koyun akciger Orneginde Mikoplazma etkenlerinin kiiltiirel ve molekiiler
yontemlerle arastirilmasi amagclandi. Kiiltiirel analizi Mycoplasma Agar ve
Mycoplasma Broth besiyerlerinde yapilan pndmonili 250 koyun akcigerlerinin 26’
sindan (%10.4) etken izolasyonu gerceklestirilirken bunlarin tiimii cins spesifik PCR
ile Mycoplasma spp. olarak tanimlandi. Saglikli goriiniimlii koyun akcigerlerinden
etken izole edilemedi. 16S rRNA gen bdlgesinin amplifikasyonunu hedef alan
primerlerin kullanildig1 tiir spesifik PCR analizi ile Orneklerin 12° si (%46.15)
Mycoplasma ovipneumoniae ve 4’ i (%15.38) Mycoplasma arginini olarak identifiye
edildi. Orneklerin 2’ sinde (%7.69) M. ovipneumoniae ve M. arginini es zamanh
olarak belirlendi. Mycoplasma spp. olarak tanimlanan 8 (%30.76) izolat ise
arastirtlan tiirler (M. ovipneumoniae ve M. arginini) yoniinden negatif saptandi.
Tanimlanan izolatlardan 22’ sinin (%84.61) 16S rRNA geninin kismi dizi analizi
basarili bir sekilde gerceklestirildi ve sekans sonrasi izolatlarm 117 1 M.
ovipneumoniae, 4’ i M. arginini olarak tanimlandi. Tir spesifik PCR ile M.
ovipneumoniae ve M. arginini’ nin es zamanli belirlendigi 2 6rnek ise sekansi sonrast
M. arginini olarak tanimlandi. Cins spesifik PCR ile Mycoplasma spp. olarak
tanimlanan 5 izolat ise sekans analizi sonucu Mycoplasma bovigenitalium olarak
identifiye edildi. Sonug olarak, 16S rRNA gen bdolgesinin sekans analizi sonrasi 22
izolatin 11° i (%50) M. ovipneumoniae, 6’ s1 (%27.27) M. arginini ve 5’ i (%22.72)
M. bovigenitalium olarak identifiye edildi ve sekansi yapilan izolatlarin herbiri
kendilerine 6zgii erisim numaralar1 ile NCBI veri bankasina kaydedildi. Tiir spesifik
PCR yontemiyle identifiye edilen Mycoplasma tiirleri ile 16S rRNA gen bolgesinin
sekansi sonrasi elde edilen tiirler biiyiik uyum igerisinde saptandi. 16S rRNA sekans
analizine gore 22 Mycoplasma izolati i¢in komsu birlestirme yontemi ile olusturulan
dendogram ve evrimsel iliski sonucu izolatlarin tamaminin Hominis filogenetik
grubu igerisinde yer aldigi ve M. ovipneumoniae, M. arginini ve M. bovigenitalium
olmak iizere ii¢ temel kiimede toplandigi goriildii. Bu kiimelere bakildiginda M.
arginini ve M. bovigenitalium izolatlar1 iki ayr1 filogenetik pozisyon almalarina
ragmen birbirlerine olan yakinliklari, M. ovipneumoniae izolatlarina olan filogenetik
yakinliklarindan daha fazladir. Sonug¢ olarak, Kars yoresinde mezbaha ve
kesimevlerinden temin edilen pndmonili koyun akcigerlerinde Mikoplazma
prevalanst  %10.4 olarak saptandi. Mikoplazma kaynakli solunum sistemi
hastaliklarinin ~ koyun yetistiriciligi temelli ekonominin uygulanabilirlik ve
stirdiiriilebilirligi tizerine olumsuz etkileri diisiintildiiglinde bu ¢alismada elde edilen
Mikoplazma pozitifligi o6nemli dlglidedir. Calismada, M. ovipneumoniae
predominant tiir olarak saptandi ve bunu M. arginini ve M. bovigenitalium izledi. Bu
veriler Koyun pnémonilerinde M. bovigenitalium ile ilgili ilk ulusal ve uluslararasi
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bildirimdir. Koyunlara ait gesitli enfeksiyéz vakalardan M. bovigenitalium’ un artan
bildirimleri bu etkenin konak spektrumuna koyunlarin da eklenmesi gerekliligini
ortaya ¢ikardi. Izolasyon ve molekiiler identifikasyon testlerinin beraber yiiriitiildigii
bu caligmada bulgular mikrobiyoloji alaninda modern teknolojinin son {iriinii olan
sekans analizi sonuglar1 ile biiyiikk uyum gosterdi. Kolay ve ucuz erisim imkani ve
ergonomik olusu ile dizi analizi yonteminin Mikoplazma etkenlerinin teshisi ve
filogenetik analiz ¢alismalarinda fayda saglayacagi ve bu yontemlerin konvansiyonel
yontemlere kolaylikla entegre edilebilecegi 6ngoriilebilir.

Anahtar Sozciikler: Koyun, kiiltiir, Mycoplasma, 16S rRNA sekans, PCR, pnoémoni
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ABSTRACT

Investigation of Mycoplasma species in pneumonic sheep lungs by cultural and

molecular methods in Kars, Turkey

In this study, it was aimed to investigate Mycoplasma species by cultural and
molecular methods in 250 pneumonic and 30 healthy appearanced sheep lungs
obtained from slaughterhouse and butcheries in Kars region between 2017 and 2018.
Mycoplasma isolation was achieved in 26 (10.4%) of 250 sheep lungs with
pneumonia in Mycoplasma Agar and Mycoplasma Broth media and all isolates were
identified as Mycoplasma spp. by genus specific PCR. Mycoplasma spp. could not be
isolated from the lungs of healthy-looking sheep. Species-specific PCR analysis
using primers targeting the amplification of the 16S rRNA gene region identified 12
(%46.15) of the isolates as Mycoplasma ovipneumoniae and 4 (%15.38) as
Mycoplasma arginini. M. ovipneumoniae and M. arginini were determined
simultaneously in 2 (7.69%) of the samples. Eight isolates (30.76%) identified as
Mycoplasma spp. were found to be negative for the investigated species (M.
ovipneumoniae and M. arginini). The partial sequence analysis of the 16S rRNA
gene of 22 (84.61%) of the identified isolates was performed successfully and 11 of
the isolates were identified as M. ovipneumoniae and 4 as M. arginini. Two samples
simultaneously identified as M. ovipneumoniae and M. arginini by species-specific
PCR were furthure identified as M. arginini after the sequence analysis. Five isolates,
identified as Mycoplasma spp. by genus-specific PCR, were identified as
Mycoplasma bovigenitalium as the result of sequence analysis. As a result, after the
sequence analysis of the 16S rRNA gene region, 11 (50%) of the 22 isolates were
identified as M. ovipneumoniae, 6 (27.27%) as M. arginini and 5 (22.72%) as M.
bovigenitalium. Each of the isolates was recorded in the NCBI database with their
unique accession numbers. The species obtained after the sequence of the 16S rRNA
gene region with Mycoplasma species identified by species-specific PCR are in great
agreement. As a result of the dendogram and evolutionary relationship generated by
the neighboring joining method for the 22 Mycoplasma isolates by 16S rRNA
sequence analysis, all of the isolates were found in the Hominis phylogenetic group
and were collected in three main clusters as M. ovipneumoniae, M. arginini and M.
bovigenitalium. In these clusters, M. arginini and M. bovigenitalium isolates have
two distinct phylogenetic positions, but their proximity to each other is higher than
those for M. ovipneumoniae isolates. As a result, the prevalence of Mycoplasma in
the pneumonic lungs obtained from slaughterhouse and butcheries in Kars region
was found as 10.4%. When considering the material adverse effect of Mycoplasma-
induced respiratory system diseases on the feasibility and sustainability of sheep
breeding-based economy, the Mycoplasma positivity obtained in this study is not to
be underestimated. M. ovipneumoniae was determined as predominant species and
followed by M. arginini and M. bovigenitalium. These data are the first national and
international reports on M. bovigenitalium in sheep pneumonia. The increased
notifications of M. bovigenitalium from various infectious cases of sheep revealed



the necessity of adding sheep to the host spectrum of this species. In this study,
where isolation and molecular identification tests were carried out together, the
findings showed great agreement with the results of sequence analysis which is the
final product of modern technology in microbiology. With its ergonomic features and
easy and inexpensive accessibility, it can be predicted that the sequence method will
be useful in the diagnosis and phylogenetic analysis of Mycoplasma agents and it can
be predicted that this method can be easily integrated into conventional techniques.

Key words: culture, Mycoplasma, 16S rRNA sequence, PCR, pneumoniae, sheep



GIRIS ve AMAC

Kiiglik ruminantlarda solunum sistemi hastaliklar1 diinyanin bir¢ok iilkesinde
yaygindir ve biiylik ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bu kayiplar arasinda ani
hayvan oliimleri ilk sirada yer alir. ABD’ de 2009 yilindaki koyun dliimlerinin %4.8’
inin ve kuzu 6liimlerinin %12.6° sinin pndmoni ve seyahat atesi gibi solunum sistemi
enfeksiyonlarindan kaynaklandigi bildirilmistir. Ani 6liimlerin yani sira hayvanlarda
persiste enfeksiyonlara bagli verim kayiplari, hayvanlarin iskartaya ¢ikarilmasi ve
takiben kesime sevk edilmesi, artan isgilik ve isletme yonetim maliyetleri, koruma ve

kontrol giderleri diger 6nemli ekonomik kayiplar arasinda sayilabilir (USDA 2010).

Kiiciik ruminantlarda solunum sistemi hastaliklarinin etiyolojisi ¢cok faktorlii
olup oldukca karmasiktir. Bu hastaliklar arasinda pnomonik pastorellozis olarak
adlandirilan Mannheimia haemolytica enfeksiyonlart 6zellikle yeni doganlarda ve
besi koyunlarinda 6nemli yer tutmaktadir. Pasteurella spp., Actinomyces spp.,
Haemophilus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp. ve Mycoplasma spp.
diger enfeksiyoz bakteriyel etkenler arasinda yer alirlar (Baysal ve Giiler 1992,
Tabatabayi ve ark. 1992, Otlu 1996). Mikoplazmalar igerisinde oOzellikle de
Mycoplasma ovipneumoniae’ nin rolii ¢ogu zaman goz ardi edilmis olmasina ragmen
bu bakteri tiiri hem primer etken olurken hem de diger bakteriyel ve viral
enfeksiyonlara predispozisyon olusturmaktadir. Atipik pndmoni veya enzootik
pndémoni olarak adlandirilan M. ovipneumoniae enfeksiyonlari yavas ilerler ve kronik
bir hastalik tablosu olusturur. Bu hastalik tablosuna Mycoplasma arginini,
Mycoplasma mycoides subsp. capri ve Mycoplasma agalactiae adli tiirlerin de dahil
oldugu bilinmektedir (Lefevre ve ark. 1987, Ayling ve ark. 2004).

Mikoplazma enfeksiyonlarinda klinik belirtiler eslik eden diger gevresel ve
biyolojik faktorlerin etkisiyle hafiften siddetli solunum sistemi enfeksiyonlarma
kadar degisebilir. Etkilenen koyunlarda yaygin goziiken klinik belirtiler kronik, inat¢1
ve yumusak bir Oksiiriik, g6z ve burun akintisi tablolaridir. Enfeksiyonu takiben
birkag¢ hafta sonra siiriiniin tamami etkilenebilir ve hastalik nadiren 6limciil oldugu

i¢in tan1 konulmadan sonlanir (Ayling ve ark. 2004).



Tir duyarlilign agisindan kecilere oranla daha direngli olan koyunlarda
Mikoplazma kaynakli birgok solunum sistemi enfeksiyonu bildirilmis ve 6zellikle de
Tirkiye ve diger Orta Dogu iilkelerinde oldugu gibi karma yetistiriciligin yapildig
hayvan siiriilerinde Mikoplazma enfeksiyonlarinin yeniden degerlendirilmesi

gerekliligi ortaya ¢cikmistir.

Kars yoresinde koyunlarda atipik pnomoninin etiyolojisi ve Mikoplazma
enfeksiyonlarinin yayginligi hakkinda veriler olmasina ragmen sinirli sayidadir. Bu
nedenle yapilan bu arastirmada, koyunlarda pnomoni vakalarinda Mikoplazma
etkenlerinin rolleri hakkinda daha fazla bilgi edinmek ve Mikoplazma pnémonilerine

6zel bir vurgu yapmak amaclanmistir.



1. GENEL BiLGILER
11. Giris

Mikoplazmalar, Yunanca “mykes = mantar” ve “plasma = yapili”
kelimelerinden koken alan ve bazi tiirlerinin flament6z (mantar benzeri) dogasini ve
pleomorfizme neden olan dis yapilarinin esnekligini ifade eden ve insanlar da dahil
olmak tizere birgok hayvan tiiriinde hastaliga sebep olan, Mollicutes (Latince “mollis
= yumusak” ve “cutis = deri”) sinifina ait en kii¢iik prokaryot mikroorganizmalardir
(Carter ve Chengappa 1991). Mikoplazmalar, hiicre duvari sentezleyen genlerden
yoksundur ve bu nedenle hiicre duvar1 olmayan bakteriler olarak bilinirler.
Mikoplazmalar, dogada insan ve hayvanlarin yan1 sira bitkiler, artropodlar,
stirlingenler ve baliklar {izerinde parazit olarak yaygin bir sekilde bulunurlar. Bu
bakteriler mukoz membranlara affinitesi olan hiicre dis1 parazitik etkenlerdir (Razin
1992, Razin ve ark. 1998).

Pleomorfizmin fazla oldugu Mycoplasma tiirlerinin pek ¢ogu insan, hayvan,
insekt ve bitkilerde saptanmistir. Hayvanlarda bulunan yaklasik 200 kadar Mollicute
arasindan ¢ogunlukla Mycoplasma tiirleri patojendir. Ancak bu tiirlerin hastaliklarin
olusumu ve siddeti iizerine etkileri tam anlamiyla acgikliga kavusturulamamistir.
Bunun baslica nedeni Mycoplasma tiirlerinin kiiltiir edilmesindeki zorluklar ve
taksonomideki belirsizliklerdir. Bunlara ilaveten, bazi Mycoplasma tiirlerinin bir
takim hastaliklarda stirekli olarak izole edilmeleri bu mikroorganizmalarin bu

hastaliklardaki gercek dnemini belirsiz kilmaktadir (Ozen ve ark. 2009).

Koyun ve kegilerde Mycoplasma tiirleri birgok hastalik yapmaktadir. Etken
ve konak arasindaki etkilesime bagli olarak parazitizm ve kommensalizm seklinde
sonuglanabilen Mikoplazma enfeksiyonlarinin klinik seyri latent ve agik enfeksiyon
seklindedir. Eger konagin genel veya lokal diren¢ durumu diisiikse, konak ve
Mikoplazma arasinda kurulmus olan kommensal iligki tam bir parazitizme
doniisebilir. Ornegin subklinik bir Mikoplazmozis klinik bir Mikoplazmozise
doniisebilir veya tersi de olabilir (Erno 1987, Razin 1992, Razin ve ark. 1998).



Mikoplazma enfeksiyonlari genellikle yetersiz havalandirma, bakim ve
beslemenin yapildigi kalabalik isletmelerde ortaya c¢ikar. Mikoplazmalar 6zellikle
viral ajanlarla olmak {izere diger paraziter ve klamidial etkenle ortak enfeksiyonlar
seklinde ortaya ¢ikarlar (Martin 1983, 1996).

Mikoplazma enfeksiyonlari kiigiik ruminantlarda yaygin goriiliir ve 6zellikle
kegilerde bu tiir enfeksiyonlara siklikla rastlanir. Bazi Mycoplasma tiirleri bu
hayvanlarda biiyiik ekonomik kayiplara yol acan siddetli ve bulasici hastaliklar
olusturur. Mycoplasma tiirlerinin yaptig1 hastaliklar arasinda kontagiydz agalaksia,
mastitis, artritis, keratokojunktivitis ve pnomoni gibi hastalik tablolar1 sayilabilir.
Kontagiydz agalaksia yiiksek mortaliteye sahip olmamasina ragmen morbiditesi
%30-60 arasinda degisebilmektedir (Madanat ve ark. 2001). Kegilerde pulmoner
Mikoplazma enfeksiyonlar1 siirii bazinda ¢ok yaygin Oliimlere yol ag¢maktadir
(Lefevre ve ark. 1987). Bu tiir vakalarm agir seyretmesi ve tedavi imkanlarinin
yetersizligi veya giicliigii nedeniyle fibrinli pnédmoniler ve bu tiir pnomonilere neden
olan Mikoplazmalar ayr1 bir 6neme sahiptir. Ote yandan siit endiistrisinde

mastitislerin 6nemli ekonomik kayiplar olusturdugu bilinen bir gergektir.

Koyun ve kegilerde Mikoplazma enfeksiyonlar1 Afrika, Yunanistan, Fransa,
Hindistan, Israil, Portekiz, ispanya ve ABD’ de bildirilmis ve bu etkenler morbidite
ve mortalitesi %100’ e varan olgulara yol agmistir. Ulkemizde Mikoplazma
enfeksiyonlarinin arastirilmasina yonelik ¢alismalar daha ¢ok pnomoni vakalarindan
etken izolasyonu ve tanimlanmasi seklinde yiiriitilmistir (Baysal ve Giiler 1992,
Giiler 1993, Haziroglu ve ark. 1996, Otlu 1996, Erken 2004, Kilic ve ark. 2013).

1.2. Taksonomi

Mikroorganizmalarin taksonomisi olusturulurken klasifikasyon, nomenklatiir
ve identifikasyon esaslar1 dikkate alimir ve temel taksonomik kategoriyi tiirler
olusturur. Prokaryot organizmalarin taksonomisi kimyasal, serolojik ve genetik
metotlarla belirlenir. Prokaryot organizmalar bu o&zellikleri dikkate alinarak,
Gracilicutes (Sube 1), Firmicutes (Sube 2), Tenericutes (Sube 3) ve Mendosicutes

(Sube 4) olarak 4 subeye ayrilmistir (Erno 1987).



Tablo 1. Mollicutes’ lerin simiflandirilmasi (Razin ve ark. 1998).

Ayiricl

Takim Aile Cins” sellikler Konak
37°C’ de Insan ve
Mycoplasma (11) lireme hayvanlarda
Mycoplasmatales Mycoplasmataceae ) insan ve
Ureaplasma (7) Ure hidrolizi hayvanlarda
30°C’ de Bocek ve
Entomoplasma (6) ;e bitkilerde
37°C’ de
Entomoplasmataceae iireme. %0.04  Bécek ve
Entomoplasmatales Mesoplasma (12) Tween bitkilerde
gereksinimi
30-37 °C’ de i
. . N Bocek ve
Spiroplasmataceae Spiroplasma (45) iireme, bitkilerde

hareketli olusu
30-37 °C’ de Hayvan ve

Acholeplasma(14)

Acholeplasmatales  Acholeplasmataceae ureme %'étgirsg
foplasmadt) bitkilerde
Anaeroplasma (4) ,".-\naerob Rumende
ureme
Anaeroplasmatales  Anaeroplasmataceae Anaerob
Asteroplasma (1) ireme Rumende

* Parantez ig¢indeki rakamlar tiir sayisini ifade etmektedir.

Mollicutes smifi hiicre duvart olmayan ve peptidoglikan tabakasini
sentezleyemeyen Tenericutes (Sube 3) subesi igerisinde yer alir (Erno 1987). Bu
sinif, Mycoplasmatales, Entomoplasmatales, Acholeplasmatales ve

Anaeroplasmatales olmak iizere 4 takimdan meydana gelir (Tablo 1).

Mollicutes sinifinin  bu dort takimi  igerisinde evcil hayvanlarda
enfeksiyondan sorumlu olanlar Mycoplasma, Ureaplasma ve Acholeplasma
cinsleridir. Ruminantlarda enfeksiyondan sorumlu olan 4 farkli Acholeplasma tiirii
vardir. Bunlar: Acholeplasma axanthum, A. laidlawii, A. modicum and A. oculi olarak
adlandirilir. Ureaplasmalar igerisinde ise ¢iftlik hayvanlarinda enfeksiyon olusturan

tek tiir Ureaplasma diversum’ dur (Erno 1987).

Mollicutes sinifi igerisinde evcil hayvanlarda en ¢ok enfeksiyon olusturan ve
sayis1 giderek artan Mycoplasma cinsidir. Mycoplasma cinsini diger bakterilerden
ayrilan bircok 6zelligi vardir (Tablo 2). Bu cins igerisinde kii¢clik ruminantlarda

enfeksiyon olusturan farkli tiirler bulunmaktadir (Tablo 3) (Erno, 1987).



Tablo 2. Mikoplazmalar1 Obakterilerden ayiran 6zellikler (Razin ve ark. 1998).

Ozellik Mikoplazma Diger Obakteriler

Hiicre Duvari Yok Var
Plazma membrani Cogu tiirde kolesterol bulunur Kolesterol yoktur
Genom Biiyiikliigi 580-2.220 kb 1.050-10.000 kb
Genomun GC igerigi %23-40 mol %25-75 mol
rRNA operonlarmin sayis1 1 veya 21 1-10
5S rRNA uzunlugu 104-113 niikleotid 114 niikleotid

.. 30 (M. capricolum) 84 (B. subtilis)
tRNA genlerinin sayst 33 (M. pneumoniae) 86 (E. coli)

Mycoplasma, Ureaplasma,
UGA kodon kullanim Spiroplasma, Mesoplasma ‘ da
Dur kodonu

triptofan kodonu

RNA polimeraz Rifampine direngli Rifampine duyarl

1.3.  Mycoplasma Tiirleri

Mikoplazmalar zor iireyen, hiicre duvari olmayan kiigiik bakterilerdir. Bu
bakteriler insanlarda ve hayvanlarda gesitli enfeksiyonlara yol agmaktadir. Koyun ve
kegilerde de bircok Mycoplasma spp. izole edilmistir, ancak sadece birkag tanesi
dogrudan hastalikla iliskilendirilmistir (Tablo 3).

Koyun ve kegilerde basta solunum yolu olmak iizere bircok sistemde
enfeksiyona yol acan farkli Mycoplasma tiirleri bildirilmistir (Tablo 3) (Lefevre ve
ark. 1987). Bunlar igerisinde M. ovipneumoniae atipik pndmoniye yol agmakta ve
hayvanlar1 Mannheimia spp. ve Parainfluenza- 3 viriis enfeksiyonlari gibi diger
patojenlere karsi predispozisyon yaratmaktadir (Nicholas ve ark. 2008). M. arginini
koyun ve kecilerde tek basina enfeksiyon i¢in yeterli olmasina ragmen M.
haemolytica ile koenfeksiyon pndmoninin patolojisini siddetlendirmektedir (Lin ve
ark. 2008, Nicholas ve ark. 2008). Bunlarin yan1 sira koyun ve kuzularda solunum
sistemim mukozas1 ve akcigerlerde Mycoplasma mycoides subsp. capri, Mycoplasma
capricolum subsp. capricolum, M. capricolum subsp. capripneumoniae, Mycoplasma
bovis ve Mycoplasma agalactiae gibi diger Mycoplasma tiirleri saptanmigtir
(Nicholas 2000, Loria ve ark. 2003, Ayling ve ark. 2004, Erken 2004).



1.3.1. Mycoplasma ovipneumoniae

Mycoplasma ovipneumoniae, bir¢ok iilkede koyun ve kegilerde solunum
sistemi enfeksiyonuna yol agan yaygin bir etkendir. Ilk kez 1974 yilinda Yeni
Zelanda’ da izole edilen bu etken koyunlarda atipik nonprogresif pnémoni etkenidir.
Bu Mycoplasma tiirii hastalikli hayvanlarin akciger, trakea, g6z ve burunlarindan
izole edilirken saglikli hayvanlarin solunum sistemlerinde de saptanmustir (Clarke ve
ark. 1974). M. ovipneumoniae’ nin P. haemolytica biyotip A serotip ile sinerjik etki
olusturarak kuzularda kronik ve atipik pndmoni tablolarina yol ac¢tig1 bildirilmistir.
Mikoplazma pndmonisi bazi iilkelerde artan sicakliga paralel olarak yaz pnomonisi
olarak da adlandirilir. Bulagma, aerosollerin yayilmasi ve enfekte hayvanlarla yakin
temas yoluyla gergeklesir. M. ovipneumoniae tipik olarak yetiskin bir hayvanin
burun bosluguna yerlesir ve buradan gen¢ kuzulara kolaylikla yayilarak genellikle
gecici ve hafif solunum sistemi hastaligina neden olur. Subklinik olarak enfekte
koyunlar, nakliye, hava kosullarinin kétiilesmesi, kotii beslenme veya diger faktorler
nedeniyle stres altina sokulduklarinda akut pndmoni tablosu gelisebilir (Nicholas ve
ark. 2008). Yalniz baslarina M. ovipneumoniae yiiksek patojenik degildir. Fakat
solunum yollarinin normal siliyer aktivitesini etkiledigi i¢in ve lenfosit yanitini
baskiladig1 i¢in koyunlar1 diger solunum yolu enfeksiyonlarima meyilli hale
getirebilmektedir (Nicholas ve ark. 2008, Shahzad ve ark. 2010). ABD' de 1998
yilinda, M. ovipneumoniae ve M. arginini’ nin beraber seyrettigi bir enfeksiyonda
paroksismal Oksiiriige ilaveten kuzularda rektal prolapsus ve kilo kayb1 bulgulari
gozlemlenmistir. M. ovipneumoniae ve P. haemolytica’ nin beraber seyrettigi
enfeksiyonlarda ise siklikla kronik atipik pnomoni ve diisiik mortalite oranlar
bildirilmistir (Niang ve ark. 1998).

Cesitli iilkelerde yapilan caligmalarda koyun ve kuzu pndmonilerinden
siklikla M. ovipneumoniae tek basina izole edilirken M. haemolytica, P13 viriis ve M.
arginini ile beraber koenfeksiyonlarina da rastlanilmistir (McAuliffe ve ark. 2003a,
Parham ve ark. 2006, Sheehan ve ark. 2007, Lin ve ark. 2008, Nicholas ve ark.
2008). M. ovipneumoniae enfeksiyonlar1t ABD, Avustralya, Yeni Zelanda ve ingiltere
gibi diinyanin bircok tilkesinde endemik problemlere yol agmaktadir (Martin 1996).

M. ovipneumoniae ve M. arginini’ nin saglikli koyun ve kuzularin akcigerlerinden de



izole edilmistir (Alley ve ark. 1999). Tirkiye’ de yapilan c¢alismalarda koyun ve
kuzularda pnoémoni vakalarinda M. ovipneumoniae, M. arginini ve M. agalactiae
tirleri izole edilmistir (Giiler 1993, Erken 2004).

Mycoplasma ovipneumoniae kaynakli enfeksiyonlarda koyun akcigerlerindeki
lezyonlar kronik kataral bronsit ve bronsiolitis, alveolitisi ve bronsial obstriiksiyonu
takiben atelektazidir (Haziroglu ve ark. 1996, Black ve ark. 1988, Sheehan ve ark.
2007). M. ovipneumoniae tarafindan olusturulan hastalik ilk kez kronik non-
progresif pnomoni (CNP) olarak tanimlanmistir (Alley 1975). Bunu takiben bu
hastalik farkli isimlerle de anilmaktadir. Bunlar; kuzu pndmonisi, yaz pnoémonisi,
enzootik pnomoni, atipik pnomoni, ploriferatif eksudatif pnomoni, proliferatif
interstisyel pndmoni ve koyun pulmonar adenomatozis seklindedir. Hemen hepsi M.
ovipneumoniae kaynakli olan bu pndmoniler sezon dagilimi, hayvan yas araligi,
cografya farkliligi ve olgularin etiyolojik ve patolojik kompleksligi nedeniyle bu
sekilde adlandirilmaktadir (Ionas 1983).

Non- progresif pndmoni olgulari genellikle subklinik ve nadiren Sliimciil
olmasma ragmen bazi nedenlerden dolayr ekonomik Oneme sahiptir. Koyun ve
kuzularda ploral adezyon yaparak kalite kaybina, siddetli olgularda ise et ve karkas
ithalatinda iptallere yol agmaktadir. Koyun ve kuzularda kilo kaybina dolayisiyla

verim diisiikliigiine yol agmaktadir (Ionas 1983).

Mycoplasma ovipneumoniae, kii¢iik ruminantlarda P. multocida ile birlikte
seyreden, %20 oraninda mortalite ve yiiksek oranda morbidite ile karakterize atipik
pnomoni tablolarma yol agmaktadir. Klinik bulgular Oksiiriik, dispne, ates ve
depresyon seklindedir. Postmortem lezyonlar torasik kavite ile smirhidir ve
fibrinopurulent ployrezi, perikardiyal kesede ve toraksta bol miktarda sivi bulunur.
Histopatolojide siddetli suppuratif ployrezi, yaygin suppuratif ve nekrozlu alveolitis
ve siddetli nekrotize bronsiolitis gdzlenir (Nicholas ve ark. 2008).



1.3.2. Mycoplasma arginini

Genellikle apatojen olarak bilinen bu tiir koyun ve kecilerde degisik viicut

bolgelerinden izole edilmistir. Keratokonjunktivitis ve septisemi tablolarinin yani

sira pnOmoni vakalarindan siklikla izole edilen etkenler arasindadir. Hatta bazi

caligmalarda M. ovipneumoniae’ ye oranla koyun pnomoni vakalarinda M. arginini

orani daha fazla saptanmistir (Fernandez ve ark. 2016, Di Provvido ve ark. 2017).

1.3.3. Mycoplasma capricolum subsp. capricolum

Kegilerde enfeksiyon olusturan bir Mycoplasma tiirii olarak bilinmesine

ragmen, koyun, sigir ve dag kegilerinde de enfeksiyonlarina rastlanilmistir. Etken

alindiginda akut veya perakut semptomlara yol agmakta ve septisemi sonrasi

eklemlerde siddetli lezyonlar da olusturabilmektedir (Lefevre ve ark. 1987).

Tablo 3. Kii¢iik ruminantlarda baglica Mycoplasma tiirleri ve hastalik tablolar1 (Lefevre ve ark. 1987).

Hastalik tablosu

Mycoplasma tiirleri

Aciklamalar

Bulasici agalaksia

Bulasici
ployrapndmoni

Degisik
pneumopatiler

Bulasic1 mastitis

Okiiler
enfeksiyonlar

Genital  organda
lokalize olanlar

Saprofit olanlar

M. agalactiae

M. capricolum

M. mycoides subsp.
mycoides (LC)
Mycoplasma spp.

M. capricolum subsp.
capripneumoniae

M. arginini

M. ovipneumoniae
Mycoplasma spp.
Ureaplasma spp.

M. putrefaciens
M. conjunctivae
A. oculi
Mycoplasma spp.

A. laidlawii

Bu ii¢ Mycoplasma tiiriiniin yaptig1 semptomlar ve
lezyonlar  (keratitis,  konjunktivitis,  mastitis)
birbirinden ayirt edilemez M. capricolum ve M.
mycoides ayni zamanda pnomotropiktir.

Kecilerde yaygindir ve kontagiyoz ployrapnémoni
(CCPP) etkenidir.

Solunum sistemi en yaygin lokalize oldugu yerdir,
fakat M. arginini degisik dokularda bulunabilir.
Okiiler lezyonlarda M. ovipneumoniae ve genital
organlarda Ureaplasma tiirleri lokalize olmaktadir.

Mastitis, artritis veya keratitisle karakterizedir.
Keratokonjunktivitis yaparlar, fakat primer etken
olup olmadigi bilinmiyor.

Patojenitesi hakkinda ¢ok bilgi yok.

Mukoz membranlarin florasina lokalize olurlar.

1.3.4. Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae

Ilk olarak Kenya’ da izole edilen bu sus F38 tip Mikoplazmozis olarak

adlandirtlir. Etken, Kecilerin Kontagiyéz Ployrapndmonisine (CCPP) neden olur.
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CCPP, morbidite (%100) ve mortalitesi (%60-90) oldukga yiiksek bir hastaliktir.
Lezyonlar finrindz ployrapndmoni, akciger hepatizasyonu ve ployrezi seklindedir

(Lefevre ve ark. 1987, Frey 2002).

1.3.5. Diger Mycoplasma Tiirleri

Mycoplasma agalactiae, o6zellikle Akdeniz iilkeleri olmak iizere diinyanin
birgok yerinde bildirilen ve koyun ve kegilerde kontagiyéz agalaksia olarak
adlandirilan ve genel durum bozuklugu ile baslayip siit veriminde azalma ve zamanla
tamamen kesilmeye varan semptomlarla karakterize hastali§a yol agmaktadir. Bunun
yani sira M. agalactiae enfeksiyonlarinda siddetli keratokonjunktivitis ve poliartritis
tablolar1 da bildirilmistir (Lefevre ve ark. 1987, Frey 2002).

Mycoplasma conjunctivae, koyun ve kegilerde konjunktivitis veya
keratokonjunktivitise sebep olmakta ve siklikla goz ve nazofarinksten izole
edilebilmektedir. Hastalik genellikle 1limli seyreder ve 1 hafta igerisinde
kendiliginden iyilesirken, siddetli olgular bazen 1 ay kadar siirmektedir (Frey 2002,
Glilmez Saglam ve ark. 2018).

Mycoplasma ovine/caprine serogroup 11, 6zellikle koyunlarda vulvovajinitis,
servisitis, endometritis, epididimitis ve ooforitis gibi reprodiiktif bozukluklar
yapmaktadir. Bu tiir M. bovigenitalium ile benzer 6zelliklere sahip bakteri tiirii olarak
bilinmektedir (Lefevre ve ark. 1987, Frey 2002).

Mycoplasma putrefaciens, sivi besiyerinde iiretildiginde putrifikasyona bagl
agir bir kokusmaya neden olan bu tiir koyun ve kecilerde artritis ve mastitis

vakalarindan izole edilmistir (Peyraud ve ark. 2003).
1.4.  Mikoplazmalarin Biyokimyasal, Metabolik ve Kiiltiirel Ozellikleri

1.4.1. Biyokimyasal ve Metabolik Ozellikleri

Mikoplazmalarin taksonomik ¢alismalarinda siklikla kullanilan fenotipik

belirleyiciler arasinda metabolik 6zellikleri 6nemli rol oynarlar. Optimum kosullarda
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Mikoplazmalarin ¢ogu zayif ve yavag iirerler (Razin 1994). Dogada tanimlanan
birgok Mycoplasma tiiriiniin metabolik ¢aligsmalar ile 130 a yakin enzimatik

aktivitesi belirlenmis ve bir harita bigiminde derlenmistir (Pollack ve ark. 1997).

Biyokimyasal olarak Mikoplazmalarin metabolik olarak aktif olmalarina
ragmen bu aktiviteleri zayiftir ve bu nedenle Mycoplasma tiirlerini karakterize
etmede bu testlerin ¢ok azi kullanilmaktadir. Glikoz fermantasyonu ve arjinin
dekarboksilasyon testleri Mycoplasma tiirlerinin ¢ogunu ayirmak i¢in kullanilan iki
onemli testtir. Bu organizmalarin bir¢ogu bu iki testten farkli sekillerde reaksiyon
verebilmektedirler. Mikoplazmalar, trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinde ve
piirinlerin (adenin ile guanin) biyosentezinde yer alan enzim genlerinden yoksundur.
Dolayisiyla bu tiir mikroorganizmalarin aminoasitleri tamamen disaridan almasi
gerekir veya timidin fosforilaz ve timidin kinaz gibi alternatif yollardan temin ederler
(Mitchell ve Finch 1977, 1979, Fraser ve ark. 1995, Himmelreich ve ark. 1996).
Ayrica Mikoplazmalarin sitokromlarinin eksikligi nedeniyle, adenozin trifosfat
(ATP) f{retilmesi temel olarak substratlarin fosforilasyonuna baghdir. Bu
organizmalarin pek ¢ogu ATP’ yi glikolizis ile kazanirlar. M. hominis gibi tiirler de
arjinin dekarboksilasyon yoluyla ATP elde ederler (Miles 1992).

Mycoplasma tiirleri igerisinde M. ovipneumoniae ¢ok genis ve farkli
metabolik aktiviteye sahiptir. Glikoz ve N- asetilglikozamin metabolize
edebilmelerine karsin, friikktoz ve maltozu metabolizma etme aktivitesi degiskenlik
gosterir. Ayrica izopropanol metabolizmasi M. ovipneumoniae igin bir indikator
olarak degerlendirilir (Miles ve Agbanyim 1998). Bu bakteriler igin sayilan diger
metabolik aktivite hidrojen peroksit iiretimidir ve viriilans faktor olarak adlandirilir.
Patel ve ark. (2008), tarafindan yapilan bir ¢alismada, M. ovipneumoniae' nin NADH
ve/veya a- gliserol fosfat (aGP) gibi substratlarin oksidatif metabolizmasini takiben

yiiksek diizeyde hidrojen peroksit tirettigi gosterilmistir.
1.4.2. Ureme Gereksinimleri ve Kiiltiirel Ozellikleri

Mikoplazmalar, iiremeleri igin gerekli makromolekiilleri sentezleme

yetenekleri sinirli oldugundan en iyi besiyerlerinde bile iiremeleri olduk¢a zordur. Bu
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nedenle Mikoplazmalarin in vitro kiiltiirinde sigir kalp infiizyon, pepton, maya
ekstrakti ve serum iceren kompleks besiyerlerine ihtiyag vardir (Razin 1991).
Mikoplazmalar, konagin ekzojen yag asitleri, amino asitleri, niikleik asit, lipit ve
vitaminlerine bagimhidir. Besiyerleri kolesterol, kolestanol ve ergosterol gibi sterol

bilesiklerini icermesi gerekir (Rodwell ve Mitchell 1979).

Fermentatif Mikoplazmalarda glikoz temel enerji kaynagidir. Bu
mikroorganizmalar ayrica maltoz, trehaloz, nisasta ve glikojeni kullanabilirler (Razin
ve Freundt 1984). M. bovis ve M. agalactiae gibi nonfermentatif olanlarda glikozun
yerini purtivat alir (Miles ve ark. 1988). Pepton, besiyerine ¢esitli polipeptit, dipeptit
ve aminoasit ilavesi saglar (Miles 1992). %5-20 oranlarinda kullanilan hayvan
serumlar1 ise besiyerinin esansiyel lipit kaynagidir. Serum ilavesi besiyerine yag
asitlerinin toksik olmayan formlarin1 ve Mikoplazmalarin plazma membraninin
sentezi i¢in gerekli kolesteroliin sentezini saglar (Razin ve ark. 1998). Kompleks
Mikoplazmalarin iiretilmesinde besiyeri inorganik mineral tuzlar, niikleotitler ve
vitaminlerce desteklenir. Sigir kalp inflizyonu ve maya ekstrakti besiyerine
niikleotid, vitamin ve mineral tuzlar saglar. Hiicre duvar1 olmayan Mikoplazmalar
hipo- osmotik ortamlara oldukg¢a duyarhidir. Dolayisiyla besiyerinde sodyum kloriir
gibi bilesenlere ihtiya¢ duyarlar (Miles ve Agbanyim 1998).

Tablo 4. Mycoplasma tiirlerinin izolasyonunda kullanilan besiyerleri.

Bilesen Hayflick Friis L’ Ecuyer SP4

Broth PPLO PPLO ve BHI PPLO PPLO

Protein At ve domuz D(_)muz se_ru_mu, Kilzeln,Jelatln, fotal

At serumu serumu mide musini, S1gIr serumu, maya

laktalbumin ekstrakti, yeastolate

Sterol Maya ekstraktt  Maya ekstrakti Maya ekstrakti

Karbonhidrat DEAE dekstran Penisilin, talyum
asetat

S Polimiksin B,
Antibiyotik Basitrasin amfoterisin B,
penisilin
Diger CMRL 1066

PPLO; ployrapndmoni benzeri organizma besiyeri, BHI; beyin- kalp infiizyon agar, Yeastolate;
otolize mayanin suda eriyen kismi, DEAE; dietilaminoetanol, CMRL 1066; aminoasit, niikleik asit ve
vitamin igeren besiyeri.
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Mikoplazmalar, 7-14 atm’ lik ozmotik basing altinda iirerler ve optimal pH
araliklart pH 7-8 dir. Mikoplazmalarin iiremesinde oksijen O6nemli rol oynar.
Oksijen miktarmin artmasi tiremeyi artirirken, mikroaerobik ve anaerobik lireyen
Mycoplasma tiirleri de mevcuttur. Mycoplasma tiirleri farkli isilarda (25-47 °C)

gelisim gosterirler (Razin ve ark. 1998).

Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae ve M. dispar harig
patojenik Mycoplasma tiirlerinin birgogu yapay besiyerinde kolaylikla kiiltiire
edilebilmektedir. Mycoplasma tiirlerinin izolasyonu igin kullanilan besiyerleri
genellikle sigir kalp inflizyonu, pepton, maya ekstrakti ve serum katkili besiyerleridir
(Razin 1991). Bu amagla Eaton, modifiye Friis, Chanock ve Hayflick gibi farkli
formiilasyonlu bir¢ok besiyerleri kullanilabilmektedir. Mycoplasma mycoides subsp.
mycoides kiigiik koloni (SC) iiretilmesinde ise PRM adli besiyeri kullanilmaktadir.
Kiltire edilecek orneklerde bakteriyel kontaminasyon olmasi, antibiyotik
kalintisinin varhigi ve Akeloplasma gibi hizli iireyen kontaminantlarin bulunmasi
patojen tiirlerin izolasyonunda bazi stratejileri giin yiiziine ¢ikarmistir. Bunlar
arasinda besiyerine talyum asetat ilavesi ilk basta gelir (Abu- Amero ve ark. 1996).
Ayrica Mikoplazmalarin direngli oldugu nisin gibi selektif inhibitorlerin besiyerine
ilavesi de fayda saglamaktadir (Tablo 4).

1.5. Mikoplazmalarin Viriilans Faktorleri ve Patogenezi

Mikoplazma enfeksiyonlarinin patogenezinde birgok viriilans faktor rol
oynar. Bunlar, karbonhidrat yapili kapsiil varligi, hidrojen peroksit iiretimi, T- hiicre

mitojen 6zelligi ve konak hiicrelerden arjinini temizleme yetenegidir (Bredt 1976).

Mikoplazmalar patojenik etkilere sahiptir, ancak patojeniteleri ve viriilans
faktorleri hakkinda ¢ok az bilgi vardir (McAuliffe ve ark. 2006). Mikoplazmalar bazi
hayvan tiirlerine 6zellikle bazi1 organ ve dokular igin spesifite gosterebilirler. Ornegin
M. arthritidis fare ve kemiricilerde sinoviyal keselere affinite gosterir. Hayvan ve
insanlarda goriilen enfeksiyonlarda klinik tablo Mikoplazmalar hiicre bilesenlerinin
dogrudan toksik etkilerinden ziyade konakta yangisal ve bagisiklik yanitlarina bagh
olarak ortaya ¢iktigi bildirilmektedir (Razin ve ark. 1998).
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1.5.1. Mikoplazmalarin Konak Hiicreye Tutunmasi

Mikoplazmalar ylizey parazitleri olarak kabul edilirler. kolonize olmalar1 ve
takiben enfeksiyon igin konak hiicreye tutunmalar1 zorunludur. Mikoplazmalar
genellikle iirogenital sistem ve solunum sisteminin epiteline kuvvetli bir sekilde
yapisirlar (Razin ve ark. 1998). Cogu Mycoplasma tiirii hiicre disindadir. Fakat M.

genitalium maymunlarda bobrek hiicrelerine tutunabilir (Jensen ve ark. 1994).
1.5.2. Mikoplazmalarin Konak Hiicre Membranina Etkisi

Birgok prokaryot hiicrenin aksine, Mikoplazmalar toksin {iretimi yoktur.
Mikoplazmalarin metabolizmasi esnasinda iiretilen toksik etkili hidrojen peroksit ve
superoksit serbest radikallerinin tiretiminin konak hiicre membranlarina oksidatif
zarar verdigi saptanmistir. M. capricolum tiirlerinin doku hasarimin nedeninin toksik

oksidan birikimi ve hidrolitik enzimler oldugu bildirilmistir (Darzi ve ark. 1998).
1.5.3. Mikoplazmalarda Kapsiil Varhg:

Mikoplazmalarda kapsiiliin bulunmasi negatif yiiklii yiizeylere bakterilerin
geri doniligiimsiiz baglanmasini saglayan bir faktor olarak kabul edilir. Bu 6zellik
Mikoplazmalarin patojenitesini artirir. Ayrica kapsiil, fagositoz ve toksik etkilere

direnci artirarak bakterilerin patojenitesine katki saglar (Marshall ve ark. 1995).
1.5.4. Mikoplazmalarin Klastojenik ve Onkojenik Ozellikleri

Siiperoksit radikaller ile kombine Mikoplazmalarin giiglii niikleazlarinin
klastojenik etkiler meydana getirdigi ortaya konulmustur (Stewart ve ark. 1994).
Ayrica onkogeneziste Mikoplazmalarin roliinlin olabilecegine dair bir¢cok c¢alisma

mevcuttur (Wang ve ark. 1993, Tsai ve ark. 1995).
1.5.5. Mikoplazmalarin Toksin Uretimi

Mycoplasma neurolyticum ve M. gallisepticum' un noérotropik toksinler

irettigi bildirilmistir. Bunun haricinde hiicre duvar1 olan klasik bakterilerden farkl
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olarak, Mikoplazmalarin patojenik tirlerinin 6zel konak hiicreleri etkileyen

toksinlerinin nadiren bulundugu bildirilmistir (Tully 1983, Razin ve ark. 1998).
1.5.6. Mikoplazmalarin Ekstraselliiler Enzimleri

Farkli aktivitelere sahip hiicre disi enzimlerin varligi Mollicutes’ lerde
bildirilmistir. Ornegin proteazlar, Mikoplazmalarin konaktaki artritis olgularinin

¢ogundan sorumlu tutulmaktadir (Cole ve ark. 1985).
1.6. Mikoplazma Enfeksiyonlarinin Epidemiyoloji

Mikoplazma kokenli pnomonilerde direkt temas sonrasi etkenin bulagmasi
s6z konusudur. Etken solunum ya da sindirim yoluyla viicuda almir. Ozellikle
kalabalik yetistirilen isletmelerde Mycoplasma tiirlerinin de yer aldigi diger

bakteriyel ve viral etkenleri i¢eren ortak enfeksiyonlar s6z konusudur.

Mycoplasma ovipneumoniae, genellikle hayvanlarin birbiriyle yakin ve
stirekli temas sonucu solunum yoluyla bulasir. Saglikli ergin koyunlarin tist solunum
yollarinda siklikla bulunan Mikoplazmalar kuzularda enfeksiyonun temel kaynagini
olustururlar. Kuzular dogumu takiben birkag giin icerisinde enfekte olurlar. Fakat
enfeksiyon yavas seyirli oldugu i¢in genellikle sekunder bakteriyel enfeksiyonlari
takiben klinik belirtiler 5-10. haftalarda ortaya ¢ikar. M. ovipneumoniae
enfeksiyonlarmin morbiditesi degisken, mortalitesi daha disiiktiir. Koyunlardaki
pnémoni vakalar1 multifaktoriyel olup Mikoplazma kaynakli enfeksiyonlar kronik
veya akut enfeksiyonlar seklinde gozlenebilir. Baz1 hayvanlarda birkag hafta icerinde
kendiliginden iyilesme go6zlenirken, bazilarinda daha wuzun sire devam
edebilmektedir. Farkli kaynaklardan gelen koyunlarin bir arada yetistirilmesi, enfekte
olmayan hayvanlarin enfekte olanlarla karigtirilmasi veya farkli M. ovipneumoniae
suslarinin bir araya gelmesinin etkisinin bir sonucu olarak bazen Mikoplazma

enfeksiyonlar salginlar seklinde gozlenebilmektedir (lonas ve ark. 1991).

Morbiditesi %60-100 olan Bulasict Ke¢i Ployrapnomonisi (CCPP)
hastaliginda etken kontagiy6z olup bulasma enfekte ajanlari tasiyan damlaciklarin

solunum yoluyla alinmasi ile gergeklesir (Thiaucourt ve Bolske 1996). Bulasici
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agalaksiada ise etken burun akintisi, siit, digki, idrar vb. sekretlerle yayilmaktadir.
Bulagsma etken ile direkt temas sonrasi gergeklesir. Buzagilarda kontamine siitiin
tilketilmesi ile sindirim yoluyla bulasma s6z konusudur. Hastaligin bulagsmasinda

asemptomatik tasiyici hayvanlar dnemli rol oynar (Madanat ve ark. 2001).
1.7.  Mikoplazma Enfeksiyonlarinda Klinik Bulgular

Mycoplasma ovipneumoniae enfeksiyonlarinda klinik belirtiler ergin
koyunlarda hafif olmasina ragmen kuzularda daha siddetlidir. Bazi durumlarda
Olimle son bulan enfeksiyonlarda akut fibrin6z pnoémoni, konsolide lezyonlar,
pulmonar apse ve ployrizi gibi lezyonlar gozlenebilmektedir. Hayvanlarda ilk
semptomlar oksiiriik, yiliksek ates, istah azalmasi ve siit veriminde azalma
seklindedir. Yaklasik bir haftalik periyotta siiriideki tiim hayvanlar etkilenebilir.
Hayvanlarin biiylime hiz1 ve karkas agirlig1 azalir. Esas klinik belirtiler kronik seyirli
olup persiste ve diizensiz oksiirliik ve mukopurulent burun akintisi1 seklindedir. Diger
bakteriyel etkenlerin varligi enfeksiyonu prognozunu ve klinik bulgular
siddetlendirir. Ayrica M. ovipneumoniae bazi mastitis vakalarinda ve

keratokonjunktivitis olgularinda da bildirilmistir (Ayling ve ark. 2004).
1.7.1. Kontagiyoz Agalaksia

Kontagiydz agalaksia koyun ve kegilerde yaklasik iki yiizyildan beri bilinen
bir hastaliktir. Mastitis, artritis, keratokonjunktivitis ve pndmoni ile karakterize olan
bu hastallk M. agalactiae tarafindan olusturulur (Nicholas ve ark. 1998). Ilk
izolasyonu 1923 yilinda Bridge ve Donatien tarafindan yapilan bu etken ayni
zamanda koyun ve kegilerde bildirilen ilk Mycoplasma tiiriidiir (Bridre ve Donatien
1923). M. agalactiae hari¢ bulasici agalaksiaya neden olan diger i Mycoplasma tiirii
daha bildirilmistir. Bunlar; M. mycoides subsp. mycoides LC (Mmm LC), M.
capricolum subsp. capricolum (Mcc) and M. putrefaciens (Mp) adli tiirlerdir.
Bulasic1 agalaksia 6zellikle siit¢ili koyunlarda ve kecilerde bahar aylarinda laktasyonu
takiben goriilen hastaliktir. Geng hayvanlar emme esnasinda direkt enfekte olurken,
ergin hayvanlar siit sagim makinalar1 ve hayvan altliklarindan enfekte olurlar.

Enzootik seyreden hastalikta, laktasyondaki hayvanlarda mastitis yayginken,
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erkeklerde, gen¢ hayvanlarda ve laktasyonda olmayan hayvanlarda artritis,
keratokonjunktivitis ve solunum problemleri goriillmektedir (Madanat ve ark. 2001).

1.7.2. Kontagiyoz Ke¢i Ployrapnomonisi (CCPP)

Mycoplasma capricolum subsp. capripneumoniae (eski ismi Mycoplasma
F38) tarafindan olusturulan kontagiyoz keg¢i ployrapnomonisi (contagious caprine
pleuropneumonia, CCPP) kegilerde biiyilk ekonomik kayiplara yol agan bir
hastaliktir. M. mycoides subsp. mycoides LC ve M. mycoides subsp. capri tiirleri de
CCPP’ ye benzer ployrapnémoni olustururlar. M. capricolum subsp.
capripneumoniae kaynakl klasik CCPP kontagiydz yapisi ve histopatolojisi ile diger
Mikoplazma enfeksiyonlarindan ayirt edilebilmektedir. M. m. mycoides LC ve M. m.
capri enfeksiyonlarinda rastlanan interlobiiler kalinlasma yerine M. capricolum
subsp. capripneumoniae enfeksiyonlarinda akcigerlerde interstisyel intralobuler
o0dem goriilmektedir. Naif siiriilerde ilk enfeksiyon olgularinda %80 mortalite ve
%100 morbidite bildirilmistir (Nicholas ve ark. 2008).

1.8. Mikoplazma Enfeksiyonlarimin Patolojik Bulgular

Mycoplasma  ovipneumoniae  enfeksiyonlarinda  patolojik  lezyonlar
akcigerlerde tipik donuk kirmizi ventral alanlar ile baglar ve hava yollarinda
bronsiyolitis tablosu eslik eder. Lezyonlar kirmizi- gri alanlar seklinde yaklasik 2-3
hafta siirer ve plevral yapismalar vardir (Alley ve ark. 1999). Histolojik olarak, lenf
nodiilleri ve bronsiyol epitelinin hiperplazisi ve alveolar septumda mononiikleer
hiicre infiltrasyonu olmak {izere yaygin akciger lezyonlar1 goriiliir. Bronsiyoller ve
damarlarin ¢evresinde lenfositik mansetler, ¢okmiis alveoller ve mononiikleer
hiicreleri iceren eksudat vardir. Lenfoid hiperplazisi, hava yollarinin etrafinda genis

capli mansetlere yol agarak gecitlerin sikismasiyla sonuglanabilir (Ruffin 2001).

Mycoplasma ovipneumoniae’ nin kuzularin solunum yollarinda silialara
tutundugu ve koyunlarin iist solunum yollarinda kolonize oldugu bildirilmistir
(Niang ve ark. 1998). Mezbaha materyallerinden alinan akciger orneklerinin
olusturdugu bir ¢alismada kiiltiirel ve immunohistokimyasal yontemlerle %90’ inda

M. ovipneumoniae, %30’ undan M. haemolytica ve Parainfluenza Viris Tip 3 ve %2’
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sinde M. arginini saptanmistir. M. ovipneumoniae saptanan olgularin biiyiik
kisminda lenfoid mansetler rastlanmis olup bu bulgular Mikoplazma enfeksiyonlari
icin patognomik sayilabilir niteliktedir (Sheehan ve ark. 2007). St. George ve ark.
(1971), Mikoplazmozis siipheli koyun akcigerlerinde septal hiicrelerde proliferasyon,
alveolar septumda 16kositik infiltrasyon ve konsolide akcigerde ndtrofil odaklar
bildirmistir. Ayrica Mikoplazma kaynakli koyun akcigerlerinde alveol ve brong
epitellerinde hiperplazi, peribronsial folikiillerde hiperplazi, alveolar epitel
hiicrelerinde deskuamasyon ve proliferatif interstisyel pndmoni siklikla bildirilmistir

(Stipkovits ve ark.1973, Bolske ve ark. 1982).
1.9. Mikoplazma Enfeksiyonlarinin Teshis Metotlar:

Mikoplazma enfeksiyonlarinda klinik bulgular diger bakteriyel ve viral
enfeksiyonlar ile karistigi icin ve akcigerlere ait patolojik bulgular patognomik
olmadig1 i¢cin sadece bu bulgulara bakilarak teshisinin yapilmasi imkéansizdir. Bu
nedenle kesin teshis usuliine uygun olarak alinan ve transferi yapilan 6rneklerden

etken veya spesifik antikorlarin aranmasina yonelik laboratuvar tekniklerine baglidir

(Razin 1994, Nicholas 2000, Nicholas ve ark. 2008).

Deneysel olarak enfekte kuzularda serolojik yanitlar tespit edilmis olmasina
ragmen saha titreleri ¢ok daha diisiiktiir ve klinik 6nemi yoktur. Yaygin prevalansa
sahip bolgelerde ayni hayvana ait ve belirli araliklarla alinan ¢ift serum 6rneklerinde
artan antikor titresi aktif bir M. ovipneumoniae enfeksiyonunu gostermektedir (Razin
1994, Nicholas ve ark. 2008).

Mycoplasma ovipneumoniae’ nin izolasyonu veya identifikasyonu hastaligin
teshisinde daha giivenilirdir. Fakat saglikli koyunlar da disik seviyelerde M.
ovipneumoniae varligi goz ardi edilmemelidir. Bununla birlikte akcigerlerdeki
Mikoplazma etken konsantrasyonunun 6l¢iilmesi teshis igin yararli olabilmektedir.
(Nicholas 2000, Nicholas ve ark. 2008).

Cogu Mycoplasma tiiriiniin aksine M. ovipneumoniae besiyerinde kiigiik

merkezsiz koloniler olusturur. Ancak teshisin iireme inhibisyonu testi gibi serolojik
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veya PCR gibi molekiiler tekniklerle dogrulanmasi gerekir. PCR (McAuliffe ve ark.
2003b), 16S rDNA- PCR ve denatiire gradyan jel elektroforezi (McAuliffe ve ark.
2003a, 2005) gibi molekiiler yontemler ¢oklu Mikoplazma enfeksiyonlarinin
teshisinde hizli ve giivenilir imkéanlar sunmaktadir. Ayrica, TSB- 1 olarak
adlandirilan ve ruminant peptonundan yoksun iretilen yeni bir besiyerinin
varligindan da bahsedilmektedir. Bu besiyerinin Mikoplazmalarin dokudan izole
edilmesinde avantaj sagladigi ve antijen veya as1 {retiminde Mikoplazma

kiiltiirlerinde verimliligi artirdig: bildirilmistir (Patel ve ark. 2008).

1.9.1. Orneklerin Alinmasi

Klasik bakteriyolojik yontemler, Mikoplazma etkenlerinin izolasyonunda
kullanilmak tizere ornek alinmasi esnasinda uygulanabilmektedir (Tablo 5). Teshis
icin canli hayvanlardan almabilecek uygun Ornekler arasinda serum, burun svabi,
kulak svabi veya bronkoalveolar lavaj sayilabilir (Nicholas ve Baker 1998). Sheehan
ve ark. (2005) tarafindan M. ovipneumoniae ve M. haemolytica’ nin basarili bir
sekilde izolasyonunu saglayan yeni bir transtrakeal bronkoalveolar lavaj teknigi de
tarif edilmistir. Fakat bu yOntemin uygulanis zorlugu kullanim alanini
kisitlamaktadir. Siit ve sinovial sivi degerlendirilecekse Orneklerin taze olarak
alindigindan emin olmak gereklidir. Kulak ve burun 6rneklerinin alinmasinda svap
kulak veya burun kanalina derince sokularak, géz 6rneklerinin alinmasinda ise svap
konjuktivanin yiizeyine hafifce siiriilerek alabilir. Akciger lavaji teknikleri alt
solunum yollarinda Mikoplazmalarin yerlesip yerlesmediginden emin olmak icin
uygulanir. Alternatif bir yaklasim olarak uygulanan bu yontemde akciger yikantisi
kullanilir. Olii hayvanlardan ise saghkli ve hastalikli dokuyu bir arada barmdiran

akciger ve plevral sivinin 6rneklenmesi arzu edilir (Thomas ve ark. 2002).



20

Tablo 5. Ruminantlarda Mycoplasma tiirlerinin izolasyonu igin 6rnekleme teknikleri (Thomas ve ark. 2002).

Tiirler Ureme  Konak Canh hayvandan alinan 6rnekler Olii hayvanlardan alinan 6rnekler
M. mycoides subsp. mycoides SC . o Burun sivabi, bronkoalveoler yikantt, Akciger lezyonlari, ployra sivisi,
Iyi Sigir - 1y
ployra stvisi bronkopulmonar lenf nodiilleri
M. capricolum subsp. capripneumoniae Zor i Burun ve kulak svaplari Akciger }ezypnlarl, ployra sivisi, mediastinal
lenf nodiilleri
M. agalactiae ivi Koyun, Siit, eklem s1visi, g6z, burun ve kulak Meme ve beraberindeki lenf nodiilleri, eklem
Y kegci Svaplari stvisy, akciger lezyonlari, beyin
M. bovis ., - Burun ve goz svaplari, eklem sivisy, siit,  Akciger lezyonlari, eklem sivisi, meme ve
Iy1 Sigir .
bronkoalveoler yikan beyin
M. mycoides subsp. capri LC . . . . Meme ve beraberindeki lenf nodiilleri, eklem
Iyi Kegi Siit, eklem s1visi, gbz ve burun svaplart .
stvisy, akciger lezyonlart
M. capricolum subsp. capricolum iyi Ik(egl, Siit, eklem svist, g5z be burun svaplari Mep}e ve ekli lenf nodiilleri, eklem sivisi,
oyun akciger lezyonlari
M. dispar Zor Sigir Bl{run svabi, bronkoalveolar yikantilar, Akciger lezyonlar
ployra svist
M. bovigenitalium fyi Sigr, VuIvovajlnf.:}I svaplar, reprodiiktif kanal Endometriyum ve diger
koyun akintilari, siit, sperma
M. conjunctivae Zor Koyun' Goz svabi Goz svabi
keci
M. putrefaciens Iyi Kegi Siit Meme ve lenf lenf nodiilleri
M. ovipneumoniae . Koyun, Burun svabi, bronkoalveolar yikantilar,  Akciger lezyonlari, pldyra sivisi,
Degisik . . ey
kegi ployra stvisi bronkopulmonar lenf nodiilleri
M. canis iyi Sigr Burun svabi, bronkoalveolar yikantilar,  Akciger lezyonlari, pldyra sivisi,

ployra stvisi

bronkopulmonar lenf nodiilleri
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1.9.2. Orneklerin Tasimmasi

Ornekler alindiktan sonra laboratuvara 4 °C’ de soguk zincire dikkat edilerek
kisa siirede tasinmalidir. Kiiltiirel islemler hemen yapilmayacaksa, 6rneklerin tamami
veya bir kismi derin dondurucuda saklanmalidir. Bu durumda Mikoplazmalar birkag
ay canhi kalirlar. Uluslararasi tasinmada derin dondurucuda tasimak miimkiin

olamayacagindan 6rnekler liyofize edilmelidir (Nicholas ve ark. 2008).

1.9.3. Mycoplasma Tiirlerinin izolasyonu

Mikoplazma enfeksiyonlarinin teshisinde PCR ve benzeri modern yontemler
faydali bilgiler sunmasina ragmen etken izolasyonu, identifikasyonu ve kiiltiirii halen
altin standardin1 korumaktadir. Mikoplazmalarin izolasyonunda uygun numunelerin
seciminin yani sira izolasyonda kullanilan besiyerleri, numunelerin islenmesi ve

kiiltiir prosediirii oldukg¢a 6nemli ve kritik agsamadir.

Mikoplazmalarin izolasyonu amaciyla kullanilacak sivi numunelerin (ployra
stvisi, burun eksudati ve sinovial sivi vb.) on kathi alt diliisyonlar1 hazirlandiktan
sonra uygun besiyerlerine ekimleri yapilir. Sivi 6rneklerin yani sira kompakt doku
ornekleri makasla kii¢iik pargalara ayrildiktan sonra homojenizatorle iyice pargalanir
ve steril tampon soliisyonlar igerisinde sulandirilan (%10 oraninda) homojenatlar
kullanilir. Tiim bu Orneklerinin on kath diliisyonlar1 hazirlanarak besiyerlerine
ekimler yapilir. Besiyerine ekim islemi Kat1 besiyerine her bir 6rnekten birka¢ damla
damlatilip yayilarak ve sivi besiyerine %10 oraninda katilarak gergeklestirilir. Ayrica
akciger veya lenf nodiiliiniin kesit yiizeyi direkt kat1 besiyerine siiriilerek de ekim
yapilabilir. G6z, kulak ve burundan alinan svap Ornekleri kati besiyerine direkt
stiriilerek ekim yapilabilir. EKimi takiben sivi ve kat1 besiyerleri 37 °C’ de ve %5
CO:z igeren ortamda inkiibasyona birakilir. Sivi besiyerlerinin giinliik tireme ve pH
kontrolleri yapilir. Inkiibasyonu takiben sivi besiyerinde 24 saat igerisinde olusan
yogun bulaniklik kontaminasyon olarak degerlendirilir. Mikoplazmalarin sivi
besiyerinde tiremeleri inkiibasyonun 3 ile 5. giinlerinde ¢ok ince bir tabakasi ve
opalesans olarak adlandirilan bir iireme alan1 seklinde belirginlesir. Kati

besiyerlerinde kiiltire edilen Mikoplazmalar ise 35-100" lik objektiflerde
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inkiibasyonu takiben 2-3 giin araliklarla tipik ‘“sahanda yumurta” morfolojili
kolonilerin varligi yoniinden incelenir (Sekil 1). M. mycoides kiimesinin tiim iiyeleri
yaklagik 3 giin igerisinde trerler ve yaklagik 1-3 mm c¢apli koloniler olustururlar.
Fakat koloni morfolojisi ve boyutlari besiyerinin tiiriine ve inkiibasyon siiresine gore

degisiklik gosterebilmektedir (Razin 1994, Otlu 1996, Nicholas ve ark. 2008).

Koloni kesiti

Santral kisim

Periferal kisim S
(agara gomiilii)

(agar yiizeyi)

\

Koloni yiizeyi 100 Hm
(sahanda yumurta benzeri)

Sekil 1: Mikoplazmalarin “sahanda yumurta” goriiniimli tipik kolonisi. Sol: Sematik goriiniim
(Anonim 1); Sag: Kat1 besiyerinde Mikoplazma kolonisinin gergek goriiniimii (Anonim 2).

1.9.3.1. Mikoplazma Subkiiltiirleri

Izole edilen bakterilerin identifikasyon testlerinin yapilabilmesi ve
bakterilerin canliliklarini siirdiirebilmesi i¢in bakterilere ait kolonilerin saflastirilmasi
ve dolayisiyla subkiiltiirlerinin yapilmasi gereklidir. Sivi besiyerinde hazirlanan
kiiltiirler yaklagik 3 haftalik inkiibasyondan sonra pasajlanmasi gerekir. Kati
besiyerlerindeki kiiltiirler ise bir haftadan fazla inkiibe edilmemelidir. Sivi
besiyerinden tekrar sivi besiyerine pasaj yapilirken kiiltiir iceriginin yaklasik %10’ u
taze besiyerine inokiile edilirken sivi besiyerinden kati besiyerine pasajda ise bir
damla (25 pl) kiiltiir damlatilarak besiyerine yayilir. Kati besiyerinden sivi besiyerine
pasaj yapilirken koloninin bulundugu besiyeri kismi steril bisturi ile kesilerek
besiyerine aktarilir. Bireysel kolonilerin Pastoér pipeti veya pipet ucu ile alinip
aktarilmasi da miimkiindiir. Kat1 besiyerinden tekrar kati besiyerine pasajda ise

koloniyi igeren besiyeri kesilir ve iist ylizii yeni besiyerine siiriilerek ekim yapilir

(Razin 1994, Otlu 1996, Nicholas 2000, Nicholas ve ark. 2008).
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Mikoplazmalara ait oldugu diisiinlilen koloniler elde edildikten sonra
konvansiyonel, biyokimyasal, immiinolojik testler ve molekiiler tekniklerle

identifikasyon gergeklestirilir (Poveda ve Nicholas 1998).

1.9.4. Mycoplasma Tiirlerinin Identifikasyonu

1.94.1. Fenotipik Identifikasyon

Mycoplasma tiirlerinin fenotipik identifikasyonunda gesitli biyokimyasal ve
serolojik yontemler kullanilmaktadir. Serolojik tekniklerde tiir spesifik antiserumlar
ile teshis yapilirken, bircok biyokimyasal aktivitenin degerlendirildigi biyokimyasal
identifikasyon nispeten daha verimli bilgiler sunmaktadir. Biyokimyasal testlerin
dezavantaj1 ise tanimlanmasinin zaman alici olmasi ve yorumlanmasinin zorlugudur.
Son zamanlarda bu iki yontemle kiyaslandiginda kisa zamanda ve giivenilir sonuglar

veren PCR metodu gelistirilmistir (Lefevre ve ark. 1987, Amores ve ark. 2010).
19.4.1.1. Biyokimyasal identifikasyon

Mycoplasma tiirlerinin biyokimyasal identifikasyonuna baslamadan Once

izolatlarin mutlak suretle subkiiltiirlerle saflastiriimasi olduk¢a dnem tagimaktadir.

Tablo 6. Mycoplasma cinsinin identifikasyonunda kullanilan biyokimyasal testler (Erno 1987).

Mycoplasma tiirii GFT AHT FA F/S KS TA(O2) RA(COy)
M. c. capripneumoniae . . - + Degisken  Zayif +
M. m. mycoides LC
+ - - - + + +
M. m. capri + ) ) . + + +
M. capricolum + + + ) : n +
M. ovipneumoniae + ) ) ) } Degisken +
M. conjunctivae + ) ) } ; . +
M. agalactiae i _ + + ) + +
M. putrefaciens + _ + + i} Degisken +
M. arginini
- + - - - - +

GFT: Glikoz fermentasyon testi, AHT: Arjinin hidroliz testi, FA: Fosfataz aktivitesi, F/S: Film ve spor
olusumu, KS: Kazein sindirimi, TA: Tetrazolium aktivitesi, RA: Rediiksiyon aktivitesi
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Akholeplazmalarin aksine Mikoplazmalarda dijitonin duyarlilik testinin
yapilmasi zorunludur. Glikoz fermentasyonu, arjinin ve iire hidrolizi, tetrazolyum
klorid rediiksiyonu, kazein sindirimi, fosfataz aktivitesi ve film ve spot olusturmasi
gibi biyokimyasal testler genellikle Mycoplasma tiirlerinin tanimlanmasinda
faydalanilan tekniklerdir (Tablo 6) (Poveda ve Nicholas 1998).

1.9.4.1.2. Serolojik Identifikasyon

Serolojik teknikler, Mikoplazmaya karsi olusan antikorlarin ya da
Mikoplazma antijenlerinin saptanmasini saglar. Ancak bu testler yapilirken farkli
Mycoplasma tiirlerine karsi olusan ¢apraz reaksiyonlart minimize edilmelidir. Direkt
ve Indirekt Immuno Floresan Testler Mycoplasma tiirlerinin tanimlanmasinda
oldukga basarihidir (Razin ve ark. 1998). Mikoplazmalarin identifikasyonunda
kullanilan diger serolojik testlere Ureme Inhibisyon Testi (GIT), Agar Jel
Presipitasyon Testi (AGPT), Indirekt Hemaglutinasyon Testi (IHA), ELISA
(CELISA, iELISA), Floresan Antikor Testi (FAT), Lateks Aglutinasyon Testi (LAT)
ve Komplement Fikzasyon Testi (KFT) 6rnek olarak verilebilir (Carmichael ve ark.
1972, El Mahi ve Nayil 1978, Sikdar 1979).

Carmichael ve ark. (1972), Komplement Fikzasyon Testi, Ureme Inhibisyon
Testi, Metabolik Inhibisyon Testi ve Glikoz Fermentasyon Testi, Arjinin Hidroliz
Testi ve Tetrazolium Hidroklorid Testi gibi biyokimyasal testleri Mikoplazmalarin

identifikasyonu ve karakterizasyonunda kullanmiglardir.

Sudan’ da ElI Mahi ve Nayil (1978), pnomonik koyun akcigerlerinden
Mikoplazma etkenlerinin identifikasyonu amaciyla Ureme Inhibisyon Testi ve
Metabolik Inhibisyon Testlerini kullanmislar ve biri hari¢ tiim suslar M. mycoides
var capri ve M. mycoides var mycoides antiserumu ile reaksiyon vermezken, M.

arginini antiserumu ile kuvvetli reaksiyon vermistir.

Sikdar (1979), farkli Mycoplasma izolatlarinin saptanmasi amaciyla Disk
Ureme Inhibisyon, IHA, KFT, Kars1i Immiinoelektroforez (CIE) ve Epi-

immiinofloresansin testlerini kullanmislar ve Disk Ureme Inhibisyon Testini en basit
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ve sensitif test olarak bulmustur. CIE ile hizli sonug¢ elde edilirken, Epi-

immiinofloresansin izolatlarin hizli tanimlanmasi i¢in oldukga spesifik bulunmustur.
1.94.2. Kiiltiir Dis1 Yontemler

Kiiltiirii zor ve zahmetli olan Mikoplazmalarin tespiti ve tiir ayrimi igin hiicre
kiltir sistemleri, ¢esitli immunofloresan boyama yontemleri ve elektron
mikroskobisi kullanilmaktadir. Bu tekniklerle hiicrelere tutunan veya serbest haldeki
Mikoplazma  etkenleri  tespit  edilebilmektedir. ~ Mycoplasma tiirlerinin
identifikasyonunda indikator hiicre kiiltiir teknikleri ve bu amagla Vero ya da NIH
3T3 gibi hiicre kiiltiir dizileri kullanilmaktadir. Mikoplazmalarin varligi tutundugu
hiicrelerde tipik sitopatik etkinin tespit edilmesiyle, nonspesifik DNA boyalariyla
veya immunofloresan gibi spesifik boyalarla hiicre membranina tutunan
Mikoplazmalarin gosterilmesiyle ortaya konmaktadir. Mikoplazma ile kontamine
olan hiicre kiiltiirlerinin gosterilmesi i¢in bisbenzimidazole DNA boyama yontemi
gelistirilmistir. Bu yontem hiicreye tutunma o6zelliginde olan Mikoplazmalarin
gosterilmesinde en etkili, basit ve ucuz nonspesifik bir yontem olarak kabul
edilmektedir. Diger DNA boyama yontemleri, 4-6 Diamidinofenilindol (DAPI)
boyasi, olivomisin floresan boyasi, konjuge benzoksazin kanamisin floresan
boyasidir. Klasik histolojik boyalardan Hematoksilen- Eozin, Giemsa, May-
Grunvald- Giemsa, hipotonik orsein ve akridin turuncusu floresan boyalari enfekte
hiicre kiltiirlerinde Mikoplazmalar1 tespit etmek icin kullanilmaktadir. Boyali
preparatlarda Mikoplazmalar kiiglik, mikroskobik beneklenmeler seklinde hiicre
membraninda birikmis olarak tespit edilirler. Bu boyalar yalnizca hiicrelere tutunan
Mikoplazmalarin gosterilmesinde etkili olmaktadir. immunofloresan boyama, tiire
0zgll antikorun floresan boya ile konjuge edilerek hiicre kiiltiirlerinde
kontaminasyonunun hizli bir sekilde ortaya konulmasimi saglayan bir yontemdir.
Spesifik immunofloresan boyama, primer olarak Mikoplazmalarin tiir ayrimlarinda
kullanilmaktadir. Elektron mikroskobu o6zellikle Mikoplazma- hiicre etkilesimini
incelemek i¢in faydalanilir. M. pulmonis gibi bazi Mikoplazmalarin hiicre
membranina tutunmalariyla olusan baslangic enfeksiyonuna ait en erken belirtiler

elektron mikroskobuyla saptanabilmektedir (Karaarslan ve Ozsan 1998).
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1.94.3. Molekiiler identifikasyon

Mikoplazmalarin identifikasyonunda kullanilan morfolojik, biyokimyasal ve
serolojik teknikler faydali bilgiler sunmasma ragmen, besiyerlerine segicilik
kazandirmada birtakim zenginlestirme adimlarini igermesi, kiiltliriiniin zor ve
zahmetli olmasi, serolojik testlerin ¢apraz reaksiyon vermesi ve genetik benzerligi
cok yakin olan suslarin ayirt edilememesi gibi bu tekniklerin bir¢ok dezavantaji
bildirilmistir. Ayrica, bu klasik tekniklerde genellikle emek yogun olup kullanish ve
yararlt hale getirilmesinde ¢aba harcamak gerekmektedir (Razin ve ark. 1998).

Mikrobiyoloji alaninda kullanilan gelismis molekiiler teknikler, biyolojik
poplilasyonlarin genetik doniistimlerini saptamak, suslar1 karakterize ederek
tanimlamak ve simiflandirmak, tiirleri teshis ve identifiye etmek i¢in oldukea etkili ve
zengin olanaklar sunmaktadirlar. Geleneksel yontemlerle dogru teshis ve
identifikasyon icin kompleks besiyerine ihtiya¢ duyulmasi, yavag iireyen ve
tanimlanmasi uzun zaman alan Mycoplasma tiir ve alt tiirlerinin sayisinin siirekli
artmast  klasik tiplendirme yOntemlerinin aymrma giliciinii  ve etkinligini
siirlamaktadir. Dolayisiyla birgok molekiiler yontem Mikoplazmalarin teshisinde ve

genetik karakterizasyonunda kullanilmaktadir (Tablo 7) (Razin ve ark. 1998).

1.9.4.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ik olarak 1983 yilinda ABD’ de gelistirilen ydntem, niikleik asitlerin in vitro
kosullar altinda ¢ogaltilmas1 esasina dayanmaktadir. PCR reaksiyonu, DNA’ nin iki
zincirinin yliksek sicaklikla birbirinden ayrilmasini (denatiirasyon), sonra sirastyla
sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ ya baglanmasini (hibridizasyon), zincirin
uzamasini (polimerizasyon, ¢ift iplik¢ikli DNA’ larin sentezi) ve tiim bu sikluslarin
belirli sayida tekrarlanmasim1 kapsamaktadir. PCR tekniginin otomasyonu, her bir
siklus esnasindaki 1sitma ve sogutma islemlerini yazilim programlari dogrultusunda
gerceklestiren gradient 1s1 cihazi ad1 verilen PCR cihazlar1 yardimiyla saglanmaktadir
(Kahya ve ark. 2013). Mikoplazma enfeksiyonlarinin teshisinde de farkli hedef gen
bolgelerinin kullanildigr ¢ok sayida PCR teknigi bildirilmistir (Tablo 9).
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Gerg¢ek Zamanh PCR (Real- Time PCR)

Niikleik asit ¢ogalmasiyla es zamanl olarak artis gosteren floresans sinyalin

Olclilmesiyle kantitatif sonug¢ verebilen bir PCR yontemidir. Ticari olarak
gelistirilmis; LightCyler (Roche), TagMan (PE Biosystem), iCycler (BIO- RAD) gibi

birgok farkli cihaz sistemi bulunmaktadir. Mikoplazma enfeksiyonlarinin teshisinde

basta 16S rRNA ve ilgili gen bolgelerinin analiz edildigi real- time PCR teknikleri
bildirilmistir (Tablo 8) (Nicholas ve ark. 2008).

Tablo 7. Mikoplazmalarin tanimlanmasinda kullanilan molekiiler teknikler (Nicholas ve ark. 2008).

Mycoplasma tiirii

Tiplendirme metodu

Kaynak

M. mycoides SC

. mycoides LC
. Sp. bovine grup 7

=<

M. c. capripneumoniae

M. agalactiae

M. bovis

M. ovipneumoniae

M. gallisepticum

M. synoviae

M. hyopneumoniae

. conjunctivae
. Cynos

=<Z

VNTR

MLSA

AFLP/PFGE

SDS PAGE
Immunblotting

IS 1296 analizi

IS analizi

Bgl REA

LppA REA

Genomik DNA nin REA analizi
16S rDNA sekanslama
H2 sekanslama
AFLP/PFGE
PFGE/SDS PAGE
RAPD/VNTR

IS analizi

P40 adezin analizi

16S rDNA sekanslama
AFLP/RAPD/PFGE

IS analizi

16S rDNA sekanslama
Vsp analizi
RAPD/PFGE
RAPD/PFGE

Gen sekanslama

PvpA’ nin REA analizi
AFLP

PFGE/RAPD

AFLP

vlhA’ nin sekanslanmasi
AFLP/RAPD

PFGE

P146’ nin sekanslanmasi
Adezin genlerinin VNTR analizi
LppS sekanslama
RAPD/PFGE

McAuliffe ve ark. 2007
Lorenzon ve ark. 2003
Kusiluka ve ark. 2001
Goncalves ve ark. 1998
Poumarat ve Solsona 1995
Cheng ve ark. 1995
Westberg ve ark. 2002
Vilei ve Frey 2004
Monnerat ve ark. 1999
Djordjevic ve ark. 2001
Pettersson ve ark. 1998
Lorenzon ve ark. 2003
Kusiluka ve ark. 2001
Tola ve ark. 1996
McAuliffe ve ark. 2008
Pilo ve ark. 2003
Fleury ve ark. 2002
Konigsson 2002
McAuliffe ve ark. 2004
Parham ve ark. 2006
Konigsson 2002

Beier ve ark. 1998
Parham ve ark. 2006
Ley ve ark. 1997
Ferguson ve ark. 2005
Liu ve ark. 2001

Hong ve ark. 2005
Marois ve ark. 2001
Feberwee ve ark. 2005
Hong ve ark. 2004
Stakenborg ve ark. 2006
Stakenborg ve ark. 2005
Mayor ve ark. 2008

De Castro ve ark. 2006
Belloy ve ark. 2003
Mannering ve ark. 2009
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1.9.43.1.2. Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizm- PCR (Amplified
Fragment Length Polymorphism- PCR)

Cogaltilmis Parga Uzunluk Polimorfizm- PCR (Amplified Fragment Length
Polymorphism, AFLP)- PCR) olarak da adlandirilan bu yontemde genomik DNA’
dan restrilksiyon enzimleri ile kesilerek elde edilen parcaciklarin PCR ile
amplifikasyonu yapilir. Kesilen parcalarin uglarina niikleotid dizilisi sentetik olan
DNA’ lar (adaptor) eklenir. Eklenen sentetik DNA’ larin niikleotid dizilisini de
tasiyan baslatict DNA’ lar yani primerlerin kullanimiyla nispeten spesifik DNA
cogaltimi yapilir. Uretilen pargaciklar bir baz uzunlugu farklarini1 dahi ayirt edebilen
poliakrilamid jel lizerinde hareket ettirilerek farkli genotiplere ait pargaciklar tespit
edilir. Gelistirilen AFLP skorlama programlari, olugan DNA fragmentlerinin
matematiksel olarak ifade edilmesini saglamaktadir. Bu sekilde olusturulan veri
bankalari, hem verilerin yorumlanmasini kolaylastirmakta hem de sonuglarin global
karsilastirilmasii saglamaktadir. Ayirim giicli oldukc¢a yiliksek olan bu teknik ¢ogu
Mycoplasma tiirlerinin identifikasyonunda basariyla kullanilmistir (Kusiluka ve ark.
2001, Kokotovic ve ark. 2002, McAuliffe ve ark. 2004, Boettger ve Dohms 2006).

Tablo 8. Mycoplasma tiirlerinin teshisinde kullanilan PCR yontemleri ve hedef gen bdlgeleri
(Nicholas ve ark. 2008).

Mycoplasma tiirii Hedef gen Kaynak
M. mycoides SC 1S1296/8.8kb delesyon bolgesi Miles_ ve a_rk. 2006
' Cap21 Bashiruddin 1998
M. mycoides SC/LC/capri Cap21 Bashiruddin 1998
. N Cap21 Bashiruddin 1998
Mycoides kimesi Glk Woubit ve ark. 2007
M. sp. bovine grup 7 gts Frey ve ark. 1998
M. c. capricolum LppA Monnerat ve ark. 1999
M. c. capripneumoniae Adi Woubit ve ark. 2007
M. agalactiae urvC Subramaniam ve ark. 1998
M. bovis urvC Subramaniam ve ark. 1998
M. ovipneumoniae 16S McAuliffe ve ark. 2003b
M. bovigenitalium 16S Parham ve ark. 2006
M. conjunctivae 16S Giacometti ve ark. 1999
IppS Belloy ve ark. 2003
M. putrefaciens 16S Peyraud ve ark. 2003
M. canis 16S McAuliffe ve ark. 2003b
M. dispar 16S Miles ve ark. 2004
M. fermentans 1S1550 Afshar ve ark. 2007
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1.9.43.1.3. Rastgele Amplifiye Edilmis Polimorfik DNA- PCR
(Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD- PCR)

Rastgele Amplifiye Edilmis Polimorfik DNA (RAPD)- PCR olarak bilinen bu
yontemde tek bir primer kullanilir. Bu yonteme benzer ve aymi ¢alisma prensibine
sahip AP- PCR (Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction) ve DAF (DNA
Amplification Fingerprinting) adli iki PCR yontemi daha vardir. RAPD- PCR’ de
genellikle 10-12 bp’ lik primerler kullanilir. RAPD y6nteminin temel prensibi ilgili
olan tiire ait genomik DNA iizerinde rastgele secilmis, tek bir 9-10 bp
oligoniikleotidin, diisiik baglanma sicakliginda tesadiifi olarak baglanarak PCR ile
¢ogaltma yapmasidir. Teknigin devaminda elde edilen ¢ogaltma iirlinii radyoaktif
olmayan standart jel elektroforezinde yiiriitiiliir ve ¢ogaltma {irtinleri bantlar halinde
gozlemlenerek incelenir. Farkli primerlerin kullanildigt RAPD- PCR, Mycoplasma
tirlerinin identifikasyonunda basariyla kullanilmistir (Geary ve ark. 1994, Vicca ve
ark. 2003, McAuliffe ve ark. 2004, Parham ve ark. 2006).

1.94.3.2. Darbeli Alan Jel Elektroforezi (Pulsed Field Gel
Electrophoresis, PFGE)

Genomik DNA’ larin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile fragmentlere
ayrilmasi ve bant Orneklerinin yorumlanmasi esasina dayanir. PFGE’ de elektrik
akiminin yonii esit araliklarla farkli yonlere dogru degisir ve bu sekilde birka¢ kbp’
lik kiigiik DNA {iriinler ile 10 Mbp gibi bilyiik iiriinlerin ayirimi yapilabilir. Daha ¢ok
izolatlarin karsilastirilmasinda kullanilir. PFGE, ¢esitli Mycoplasma tiirlerinin
aymriminda kullanilmistir (McAuliffe ve ark. 2004, Stakenborg ve ark. 2005, Dufour-
Gesbert ve ark. 2006, Parham ve ark. 2006).

1.94.33. Diger Tiplendirme Metotlar:

Coklu Lokus Dizilim Tiplendirmesi (Multilocus Sequence Typing- MLST)
olarak da adlandirilan bu yontem, bakterilerin mutasyona ugramayan genlerinde
goriilen farkli yapilarin listelenmesi yaklasimi olan Coklu- Lokus Enzim
Elektroforezi (Multi- Locus Enzyme Electrophoresis, MLEE) yontemiyle
saptanmistir (Selander ve ark. 1986). MLST, korunan 7 temel gen (housekeeping
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gene) igindeki belirli kisimlar kullanilarak bakteri izolatlarinin tanimlandigi giivenilir
bir yontemdir. M. mycoides subsp. mycoides SC (MmmSC) (Lorenzon ve ark. 2003),
M. mycoides grubu (Manso- Silvan ve ark. 2007), M. c. capricolum, M. mycoides LC

ve M. capri’ nin karsilastirmali analizi i¢in kullanilmastir.

Insersiyon sekanslar1 (IS element), yaklasik 750-1500 bp uzunlugunda yer
degistirebilen DNA par¢aciklaridir ve sadece kendilerinin yer degisimini kodlayan
iki adet protein kodlarlar. Mikoplazmalar yiiksek yogunlukta IS element igerdikleri
diistiniilmektedir ve bu tiir analizlerin bakteriyi tiplendirmede kullanilabilecegi
bildirilmistir. IS element analizi M. bovis (Miles ve ark. 2005), M. agalactiae (Pilo
ve ark. 2003) ve MmmSC (Vilei ve ark. 1999, Westberg ve ark. 2002) gibi

Mycoplasma tiirlerin identifikasyonunda uygulanmuistir.

Gen sekanslama, dizisi bilinmeyen bir DNA boélgesinin veya genin
niikleotidlerin ~ diziliminin  belirlenmesi  islemidir. M. gallisepticum, M.
hyopneumoniae, M. synoviae ve M. conjunctivae gibi bircok Mycoplasma tiiriiniin
genotiplendirilmesinde faydali bir tekniktir. Ornegin, M. gallisepticum’ un yiizey
protein genlerinin analizinde RAPD- PCR’ ye oranla daha ayrintili bilgiler
sunmustur (Ferguson ve ark. 2005). Bakterileri taksonomik ve filogenetik
incelenmesinde 16S rRNA gen dizilerinin analizi bugiine kadar en yaygin kullanilan
yontemdir. Yaklagik 1500 bp uzunlugunda olan 16S rRNA yapisal geninin tiim
bakterilerde bulunmasi, fonksiyonunun zamanla degismemesi ve informatik amaclh
yeterince biiyiik olmasi bakteri identifikasyonu ve dizi analizlerinde bu gen bélgesini
daha avantajli kilmaktadir (Patel 2001).

1.10. Tedavi ve Kontrol

Koyun yetistiriciliginde birim alana diisiin hayvan yogunlugunun azaltilmasi
ve ventilasyonun artirilmasi gibi gelismis hayvancilik uygulamalar1 Mikoplazma
enfeksiyonlart dahil solunum yolu hastaliklarinin  yayilmasini  6nleme ve
azaltilmasinda fayda saglamaktadir. Geng¢ hayvanlarla yaslilarin temas alanlar
engellenmeli ve bu tiir hayvan siiriilleri karistirilmadan once farkli yerlerde izole

edilmelidir. Mycoplasma tiirlerine karsi etkili antimikrobiyallerle yapilan tedavi



31

uygulamalar1 hayvanlarda hizli bir iyilesme i¢in yeterli olabilecek gibi goziikse de M.
ovipneumoniae' nin séz konusu oldugu durumlarda ve sekunder bakterilerin ise
karismas1 durumunda enfeksiyon tekrar edebilir ve ilave tedaviler gerektirebilir.
Mycoplasma tiirlerine kars1 etkili antimikrobiyaller arasinda florokinolonlar,
oksitetrasiklin ve makrolitler sayilabilir. Bununla birlikte, Ingiltere’ de M.
ovipneumoniae izolatlar ile yapilan in vitro denemelerde suslarin antibiyotiklere
direng gelistirdigi ve makrolitlere karsi duyarliliklarinda degisiklikler oldugunu
bildirilmistir (Ayling ve ark. 2005). Mikoplazma enfeksiyonlarinda asilama ile ilgili
cok fazla gelisme yoktur. ingiltere’ de, Pasteurella asili siiriilerdeki solunum sistemi
hastaliklarina karsi koruma saglamak amaciyla bu as1 preparatina M. ovipneumoniae

susunun dahil edilmesi 6nerilmistir (McAuliffe ve ark. 2003b).
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2. MATERYAL ve METOT
2.1. Cahsma Alam

Bu ¢alisma Dogu Anadolu Bolgesi’ nin kuzeydogusunda yer alan Kars il’
inde yapilmustir. Kars ili topraklar1 yiiksek daglarla kusatilmis ve genelde bati- dogu
dogrultusunda uzanan akarsularla derin bigimde yarilmigs genis bir plato
niteligindedir. Rakimi ortalama 2000 m’ yi bulan Kars ili topraklarinin biyiik
boliimii yaylalardan olusmaktadir. Kars il” inin 8 ilgesi, 10 belediyesi ve 381 koyii
bulunmaktadir. ilin yiiz6lgiimii 10.139 km?’ dir (Anonim 3).

2.2. Hayvan Kayna@ ve Calisma Plam

Modifiye bir kesitsel ¢alisma seklinde yiiritillen bu g¢alismadaki hayvan
kaynagmi, Kars Ili ve ilgelerine ait koyunculuk isletmelerinden 2017-2018 yillar1
arasinda Kars yoresinde mezbaha ve kesimevlerine getirilen koyunlardan elde edilen
250 pnémonili akciger olusturdu. Calismada ayrica 30 adet saglikli goriiniimlii koyun

akciger ornegi de degerlendirildi.
2.3.  Ornekleme Stratejisi ve Ornek Miktari

Bu c¢aligmada kiime Ornekleme yontemi ornekleme amaciyla model olarak
kullanildi. Kars merkez ve ilcelerine bagli kdylerde hedeflenen sayiya ulasmak icin
kesimevleri ve mezbahaya getirilen pnomonili tiim koyunlardan kiime 6rnekleme
yontemi ile Ornekleme yapildi. Caligmada pndomoni vakalarinda Mycoplasma
tiirlerinin rolii hakkinda bilgi toplanmaya calisilan popiilasyon olarak klinik veya
makroskobik olarak pndmoni tablosu gdsteren koyun popiilasyonu, riskteki
popiilasyon olarak da olasi pnémoni vakalarmin goriilebilecegi ergin yas grubu
koyunlar secildi (Diker 1993). Calismanin materyalini, 2017-2018 yillar1 arasinda
Kars yoresinde mezbaha ve kesimevlerinden temin edilen pnomonili 250 koyun
akcigeri olusturdu. Calismada ayrica kontrol grubu olarak ayni1 yoreden getirilen ve
ayni yas grubu koyunlardan elde edilen saglikli goriiniimlii 30 adet akciger 6rnegi de
degerlendirildi. Ornekler, alfanumerik olarak kodlama yapildi. Numerik kodlar
ornekleri temsilen sirali sayilardan ibaret olup 1 ile 248 (pnomonili akciger 6rnekleri

icin) ve 251 ile 280 aras1 (saglikli goriiniimlii akciger 6rnekleri i¢in) rakamlardan,


http://tr.wikipedia.org/wiki/Do%C4%9Fu_Anadolu_B%C3%B6lgesi
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alfa kodlar ise ENG1 ve ENG2 (pnomonili akciger ornekleri i¢in) kodlarindan

olusmaktadir.
2.3.1. Ornekleme

Bu ¢alisma kapsaminda hayvanlardan alinacak akciger ornekleri igin gerekli
izin Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 2018 tarihli

ve 2018/004 numarali karar ile onaylanmustir.

Mezbaha ve kesimevlerinde, koyun kesimleri esnasinda makroskobik
inceleme sonucu pnémonik saptanan koyun akcigerlerinden lezyonlu bélgeyi igeren
yaklasik 10x10 cm boyutunda parga alinarak temiz posetlere konuldu. Orneklerin
etiketlenmesi ve 6rneklenen hayvana ait epidemiyolojik bilgilerin kaydimi takiben
tiim &rnekler soguk zincirde (2-8 °C) ve kisa siirede Kafkas Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarlarina ulastirildi.  Mycoplasma tiirlerinin

izolasyon ve identifikasyonu igin kiiltiirel islemlere hemen baslandi.
2.4.  lzolasyon i¢in Kullanilan Besiyerleri ve Soliisyonlar

Pnomonili koyun akcigerlerinden Mycoplasma tiirlerinin izolasyonu amaciyla

Mycoplasma Agar Base ve Mycoplasma Broth Base besiyerleri kullanildi.
2.4.1. Mycoplasma Agar Base’ in Icerigi

Akciger Orneklerinden Mycoplasma tiirlerinin  kiiltliri amaciyla ticari
Mycoplasma Agar (Thermo Scientific, CM0401) kullanildi. Agar igerigi; 10 g/L
bakteriyolojik pepton, 10 g/L et ekstrakti, 5 g/L sodyum Klorit, 0.5 g/L mineral
suplement ve 10 g/L agardan olusmakta olup, pH 7.8’ e ayarlandi. Besiyerine ayrica
zenginlestirici olarak at serumu ve maya ekstrakti ve selektivite kazandiran talyum

asetat ve penisilin bilesenlerinden olusmaktadir.
2.4.2. Mycoplasma Broth Base’ in Icerigi

Mycoplasma tiirlerinin ~ kiiltirii ve akciger Orneklerden homojenat
hazirlanmasinda ticari Mycoplasma Broth (Thermo Scientific, CM0403) kullanildi.
Broth igerigi; 10 g/L bakteriyolojik pepton, 10 g/L et ekstrakti, 5 g/L sodyum Kklorit
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ve 0.5 g/L mineral suplementten olusmakta olup, pH 7.8’ e ayarlandi. Besiyeri ayrica
zenginlestirici olarak at serumu ve maya ekstrakti ve selektivite kazandiran talyum

asetat ve penisilin bilesenlerinden olugmaktadir.
24.1.1. Maya Ekstraktinin Hazirlanmasi

Besiyerinde kullanilmak iizere taze maya ekstrakti hazirlandi. Bu amagla
ticari maya ekstraktindan (Merck, 1.03753.0500) 25 gr tartilarak 100 ml distile suda
¢ozdiriildii. Takiben 0.20 um’ lik filtrelerden (Millex- GS) siiziilerek steril hale
getirildi ve besiyerinde kullanilmak tizere 50 ml’ lik steril plastik kapakl tiiplerde
(FisherScientific, 14-432-22) -20 °C’ de saklandi.

24.1.2. At Serumunun Hazirlanmasi

Besiyerinde kullanilmak {izere ihtiya¢ duyulan at serumu, Kars yoresinde
yetistirilen ve klinik olarak saglikli ergin atlardan temin edildi. Bu amagla at kanlar
enjektor yardimiyla hayvanlarin Vena jugularis’ lerinden 100-150 ml hacimlerinde
alind1 ve igerisinde herhangi bir katki maddesi olmayan steril cam siselere aktarilarak
oda 1s1sinda bir gece bekletildi. Takiben serum kisimlari 50 ml” lik Falkon tiiplerine
aktarild1 ve 3000 devirde (rpm) 5 dk santrifiij sonrasi kalintisiz serum 6rnekleri elde
edildi. Elde edilen serum, 56 °C’ lik su banyosunda 30 dk inkiibe edilerek olasi
antikorlar yoniinden inaktivasyon gerceklestirildi. Daha sonra serum, 0.20 um’ lik
filtrelerden gegirilerek steril hale getirildi. Besiyerinde kullanilmak tizere 50 ml’ lik

Falkon tiiplerine aktarilarak -20 °C’ de saklandi.
2.4.1.3. Talyum Asetatin Hazirlanmasi

Besiyerinde kullanilmak iizere ihtiya¢ duyulan talyum asetatin ticari preparati

(Sigma- Aldrich, T8266) kullanildi.
2.4.1.4. Penisilinin Hazirlanmasi

Besiyerinde kullanilmak tizere toz halinde ticari penisilin preparat1 (lecilline,

LLE. ULAGAY) kullanildi.
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2.4.3. Mycoplasma Agar Base’ in Hazirlanmasi

Mycoplasma tiirlerinin izolasyonu amaciyla Mycoplasma Agar Base besiyeri
kullanildi. Toz halindeki ticari besiyerinden 35.5 g tartilarak 700 ml distile su
igerisinde ¢Ozdiirtildii. Besiyeri tozu homojen hale getirilinceye kadar 65 °C’ de su
banyosunda tutulduktan sonra, 121 °C’ de 20 dk otoklavlandi ve steril edildi.
Takiben besiyerine asepsi kurallarina dikkat edilerek 200 ml inaktive edilmis at
serumu, 100 ml steril maya ekstrakti, 250 mg talyum asetat ve 200000 IU penisilin G
katildi. Besiyerinin pH’ s1 7.6-7.8” ¢ ayarlandi ve 90 mm x 15 mm’ lik plastik petri
kutularina yaklasik 16 ml hacimde dokiilerek oda isisinda katilasmalar1t beklendi.
Besiyerleri, Mikoplazmalarin kiiltiirel islemlerinde kullanilmak iizere haftalik taze

olarak hazirland1 ve ihtiya¢ duyuldugunda kullanilmak tizere +4 °C’ de saklandi.
2.4.4. Mycoplasma Broth Base’ in Hazirlanmasi

Mikoplazmalarin kiiltiiri ve pndomonik akciger Orneklerinden homojenat
hazirlamak {izere Mycoplasma Broth Base kullanildi. Toz halindeki ticari
besiyerinden 25.5 g tartildi ve 700 ml distile su icerisinde ¢6zdiiriildii. Besiyeri tozu
homojen hale getirilinceye kadar 65 °C’ de su banyosunda tutulduktan sonra, 121
°C’ de 20 dk otoklavlandi ve steril edildi. Takiben besiyerine asepsi kurallarina
dikkat edilerek 200 ml inaktive edilmis at serumu, 100 ml steril maya ekstrakti, 250
mg steril talyum asetat ve 200000 IU pensilin G katildi. Besiyerinin pH’ s1 7.6-7.8 e
ayarlandi ve vida kapakli steril cam tiiplere 5’ er ml bolindi. Besiyerleri,
Mikoplazmalarin kiiltiirel islemlerinde kullanilmak {izere haftalik taze olarak

hazirland1 ve ihtiya¢ duyuldugunda kullanilmak tizere +4 °C’ de saklandu.
2.5. Mikoplazma Etkenlerinin izolasyon ve Identifikasyonu
2.5.1. Mikoplazma Etkenlerinin izolasyonu

Mikroorganizma kontaminasyonunu onlemek amaciyla pnomonik koyun
akcigerlerinin spatiil ile yiizeyleri yakildi. Daha sonra bisturi ucu ile yakilan kisma
yiizeysel bir kesit atilip i¢ taraftaki canli dokudan yaklasik 3 g parga alindi. Doku
pargasi, igerisinde 5 ml Mycoplasma Broth bulunan ve buz kalibina yerlestirilen 50

b

ml’ lik Falkon tiiplere homojenize edilmek iizere aktarildi. Doku pargasi,
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homojenizatér (Daihan, HG- 15D) ile 30 sn homojenize edildikten sonra 3000

devirde 5 dk santrifiij ile olusan supernatant kiiltiirel amagli kullanildi (Resim 1).

Resim 1. Pnémonik koyun akcigerlerinden kiiltiirel islemlerde kullanilmak iizere homojenat
hazirlanmasi.

Hazirlanan homojenattan 0.1 ml alinarak Mycoplasma Agar Base ve
Mycoplasma Broth Base besiyerlerine ekim yapildi ve 6ze ile yayildi. Ekilen
besiyerleri 2.5 L’ lik jar igerisine konulduktan sonra mum alevi ile saglanan %5 CO>’
lik mikroaerobik ortamda 37 °C’ de 5-7 giin siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast kati besiyerindeki olasi tiremeler stereco mikroskop (Nikon, SMZ- 10A)
altinda koloni varligi yoniinden incelendi. Sivi besiyerinde ise bulaniklik olasi
bakteriyel iiremeler olarak degerlendirildi. Uremelerin saflastirilmasi amaciyla kat:
besiyerinden mikroskop altinda siipheli koloniler segilerek ve sivi besiyerinden ise

0.1 ml alinarak kat1 ve s1v1 besiyerlerine subkiiltiirleri yapildi. Her iki besiyerinde de
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sekillenen kolonilerin identifikasyonda ve molekiiler testlerde kullanilmak iizere

nihai kiiltiiri kat1 besiyerinde yapildu.

2.5.2. Mikoplazma Etkenlerinin Identifikasyonu

Kat1 besiyerinde olusan koloniler stereo mikroskopta, x40 biiyiitmede
incelendi ve sahanda yumurta (fried egg) olarak ifade edilen merkezli veya
merkezsiz, muntazam veya diizensiz sonlanan graniiler koloniler olasi Mycoplasma
spp. olarak ilk ve basit tanimlanmas1 yapildi (Otlu 1996). Mycoplasma spp. stipheli
kolonilerin mutlak identifikasyonu PCR temelli molekiiler tekniklerle yapildi. PCR
temelli ileri identifikasyon tekniklerine kullanilmak tizere Mycoplasma spp. siipheli
koloniler steril bisturi ucu ile besiyeriyle birlikte kesilerek %20 gliserinli Brucella
Broth (Sigma, B3051) igerisine aktarildi ve -20 °C’ de saklandi.

2.6. Molekiiler Analiz
2.6.1. Materyal

2.6.1.1. Molekiiller Tam I¢in Kullamlan Ara¢, Gere¢ ve Veri

Programlar

e Otomatik Pipet Seti (Gilson) (10, 20, 100, 200, 1000 ul’ lik)

e Termal cycler (Bio- Rad, MJ Mini Gradient Thermal Cycler, PTC- 1148)
e UV transilluminatér (UVP, 3UVT- Benchtop, LMS- 20E)

e Elektroforezis iinitesi (Bio- Rad, Mini- sub cell gt)

e Pikofiij (Labnet, C1301)

e Sogutmali eppendorf santrifiijii (Eppendorf, Centrifuge- 5417R)
e Vortex (Heidolph Reax top, 01799- 513320)

e Laminar flow kabin (Niive, LN120)

e Blok 1sitict (Pro- Lab, VWR Digital Heatblock)

e  Derin dondurucu (Ugur)

e Sekans cihazi (ABI 3500 Genetic Analyzer)

e Biyoinformatik (CLC Main Workbench 7.7.3 (Qiagen))

e NCBI GenBank
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e DNA ekstraksiyon reaktifi: Tek koloni lizis buffer (SCLB) (Tris- EDTA
buffer, pH 7.4, 5 mg/ml Proteinaz K)

e Bakteri standart suslari: PCR analizlerinde pozitif kontrol olarak
Anabilim Dalimiz kiiltiir koleksiyonuna ait ve tanimlanmis M. ovipneumoniae ve M.

arginini suslar1 ve bunlara ait DNA ekstraktlarindan faydalanildi.
2.6.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Reaktifleri

e Tag DNA Polymeraz Seti (Sigma, D1806)

e 10xPCR Buffer: 100 mM Tris- HCI, pH 8.3, 500 mM KCI, 15 mM
MgCl. ve %0.01 Jelatin (Sigma, D1806)

e dNTP Miks (10 mM) (Sigma, D7295)

e RNase/RNase ari su (Sigma, W1754)

e Mineral yag (Sigma, M8662)

e Primerler (Mikoplazma cins spesifik PCR primerleri, Mikoplazma tiir
spesifik PCR primerleri, 16S rRNA primerleri) (Sentegen)

e BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Sci., 4337455)

2.6.1.3. Elektroforez Asamasinda Kullanilan Kimyasallar

Tris- Borik Asit- EDTA (Sigma, 1061772500)

e Agaroz (Sigma, A9539)

e DNA Ladder (Bioline, Hyperladder, 100 bp, 1 kb)
e Loading Dye Soliisyonu (Bioline)

e Etidyum bromid (Sigma, E1510- 10 ML)

2.6.2. Metot

Pnomonik koyun akcigerlerinden Mycoplasma tiirlerinin identifikasyonu
molekiiler tekniklerle ve sekans analizi ile yapildi. Bu amagla etkenlere ait niikleik
asit eldesinde kat1 ve sivi besiyerlerinde iireyen ve saflagtirilan Mycoplasma spp.

stipheli koloniler kullanildi.
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2.6.2.1. DNA Ekstraksiyonu
2.6.2.1.1. Izole Edilen Mycoplasma Suslarindan DNA Ekstraksiyonu

Mikoplazma kolonilerinden DNA ekstraksiyonu amaciyla tek koloni lizis
buffer soliisyonu (SCLB) araciligiyla 1s1l islem metodu kullanildi (Marmur 1961).
Kat1 besiyerinde tireyen kolonilerinden stereo mikroskop altinda 0.1 pl” lik plastik
0ze ile tek bir koloni segilerek 0.2 ml” lik PCR tiipleri igerisinde taze hazirlanmis 40
ul tek koloni lizis buffer igerisine aktarildi ve iyice karistirilarak homojenize edildi.
Icerisinde bakteri kolonisi buluna tiipler gradient 1s1 makinasima yerlestirildi ve bir
siklus halinde; 80 °C’ de 10 dk, 55 °C’ de 10 dk ve +4 °C’ de 10 dk tutuldu. Siire
sonunda tiiplere 80 pl niikleaz ari su katildi. Tipler 7000 devirde (rpm) 2.5 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 supernatant kisimdan yaklasik 80 pl toplanarak
kalip DNA olarak kullanildi. Elde edilen DNA ekstraktlari PCR ve sekans

islemlerinde kullanilmak iizere -20 °C’ de saklanda.
2.6.2.2. PCR Analizleri
2.6.2.2.1. Cins Spesifik PCR Analizi

Mikoplazmalarin cins diizeyinde identifikasyonu amaciyla 16S rRNA gen
bolgesinin amplifikasyonunu saglayan primer ciftinin kullanildig: cins spesifik PCR
analizi gergeklestirildi (Botes ve ark. 2005). Bu amagla Tablo 9’ daki primer ¢ifti ve
Tablo 10’ daki PCR reaksiyon bilesenleri kullanildi.

Tablo 9. Cins spesifik PCR analizi i¢in kullanilan primerler ve 6zellikleri.

Primer Primer dizisi Hedef Bant
ismi bolge boyutu (bp)
GPO3 (F) 5>-TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC-3 16S IRNA 270

MGSO (R) 5-TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC-3’

Cins spesifik PCR analizinin gradient 1s1 makinasindaki termal dongiisii, 94
°C’ de 5 dk denatiirasyon, 55 °C’ de 45 sn primer baglanmasi ve 72 °C’ de 90 sn
zincir uzamasi seklinde 35 siklus ve takiben 72 °C’ de 6 dk son uzama seklinde

gerceklestirildi.
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Tablo 10. Cins spesifik PCR analizi i¢in reaksiyon bilesenleri.

Bilesen

Miktar (25 pl toplam hacim icin)

10xPCR buffer
dNTP miks (10 mm)
MgCl; (25 mm)
Primer F (10 pmol)
Primer R (10 pmol)
Taq polimeraz

H20

DNA

2.5 ul
0.5l
3pul
1 ul
1 ul
0.4 ul
13.6 pl
3ul

2.6.2.2.2.

Tiir Spesifik PCR Analizi

Kiiltiirel yoklamalar sonucu elde edilen Mycoplasma izolatlarin tiir diizeyinde

identifikasyonu amaciyla 16S rRNA gen bolgesinin amplifikasyonunu saglayan

primerlerin kullanildig tiir spesifik PCR analizi gerceklestirildi (Kilic ve ark. 2013)

Bu amagla Tablo 11’ deki primer ¢ifti ve Tablo 12’ deki PCR reaksiyon bilesenleri

kullanildi.

Tablo 11. Tir spesifik PCR analizi i¢in kullanilan primerler ve 6zellikleri.

Mycoplasma tiirii Primer Primer dizisi Hedef Boyut
ismi bolge (bp)
M. ovipneumoniae LMF1 (F) 5-TGAACGGAATATGTTAGCTT-3’ 361
' LMR1 (R) 5-GACTTCATCCTGCACTCTGT-3' 16S
M. arginini MAGF 5'-GCATGGAATCGCATGATTCCT-3' rRNA 545
GP4R 5'-GGTGTTCTTCCTTATATCTACGC-3’

Tablo 12. Tir spesifik PCR analizi i¢in reaksiyon bilesenleri.

Bilesen

Miktar (25 pl toplam hacim icin)

10xPCR buffer
dNTP miks (10 mm)
MgCl; (25 mm)
Primer F (10 pmol)
Primer R (10 pmol)
Tag polimeraz

H.0

DNA

2.5 ul
0.5 ul
3pul
1l
1 ul
0.4 ul
13.6 pl
3ul

Tiir diizeyinde identifikasyon amaciyla uygulanan PCR’ de termal sartlar M.

ovipneumoniae i¢in 94 °C’ de 5 dk ilk denatiirasyon, 30 siklustan olusan 94 °C’ de

30 sn denatiirasyon, 55 °C* de 30 sn primer baglanmasi ve 72 °C’ de 30 sn zincir

uzamasi ve 72 °C’ de 7 dk son uzama seklinde gergeklestirildi. M. arginini igin ise
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94 °C’ de 5 dk ilk denatiirasyonu takiben, 40 siklustan olusan 94 °C’ de 30 sn
denatiirasyon, 55 °C’ de 30 sn primer baglanmasi, 72 °C’ de 60 sn zincir uzamasi ve

72 °C’ de 5 dk son uzama seklinde gerceklestirildi.
2.6.2.2.3. 16S rRNA Gen Bolgesinin PCR Analizi

Kiiltiirel yoklamalar, cins spesifik PCR ve tiir spesifik PCR analizleri sonucu
elde edilen Mycoplasma suslarinin sekansi amaciyla 16S rRNA geninin
amplifikasyonunu saglayan primerlerin kullanildigi 16S rRNA- PCR teknigi
uygulandi. Bu amagcla Tablo 13” deki primer ¢ifti ve Tablo 14’ deki PCR reaksiyon

bilesenleri kullanildi.

Tablo 13. 16S rRNA gen bolgesinin PCR analizi i¢in kullanilan primerler ve 6zellikleri.

Primer ismi Primer dizisi Hedef bolge Bant boyutu (bp)
27F 5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’
1492R 5’-GGT TACCTT GTT ACG ACT T-3’ 125 IRNA 1465

16S rRNA- PCR analizinin 1s1 makinasindaki termal dongiisii, 95 °C” 5 dk ilk
denatiirasyon sonrasi 30 siklustan olusan 94 °C’ de 15 sn denatiirasyon, 59 °C’ de 30
sn primer baglanmasi, 72 °C’ de 45 sn zincir uzamasi ve 72 °C’ de 5 dk son uzamasi

seklinde gerceklestirildi.

Tablo 14. 16S rRNA gen bolgesinin PCR analizi i¢in kullanilan reaksiyon bilesenleri ve hacmi.

Bilesen Miktar (25 pl toplam hacim icin)
10x PCR buffer 2.5l

dNTP miks (10 mm) 0.5 pl

MgCl; (25 mm) 3ul

Primer F (10 pmol) 1 ul

Primer R (10 pmol) 1 ul

Taq polimeraz 0.4l

H2.0 13.6 ul

DNA 3pul

2.6.2.2.4. 16S rRNA Gen Bolgesinin Dizi Analizi

Bakteri izolatlarinin dizi analizi, Erciyes Universitesi Erciyes Teknopark
A.S.’de (Kayseri, Tirkiye) yapildi. 16S rRNA gen bolgesinin sekansi BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit araciligi ile ABI 3500 Genetic Analyzer
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cihazinda gergeklestirildi. 16S rRNA gen bdlgesinin dizi analizi igin Kullanilan
primerler Tablo 14’ de verilmistir. Elde edilen dizilerin analizi CLC Main
Workbench 7.7.3 (Qiagen) program esliginde gerceklestirildi ve veriler NCBI
GenBank’ daki Mycoplasma tiirleri ile karsilastirildi. Mycoplasma tiir adlart BLAST
ile NCBI GenBank' tan elde edilen benzerlik puanlarina gore verildi (CLSI 2008).

2.6.2.3. Elektroforez ve Gériintilleme

Cins spesifik PCR, tiir spesifik PCR ve 16S rRNA gen PCR’ sine ait
amplifiye trtinlerin goriintiilenmesi ve analizi amaciyla yatay jel elektroforez teknigi
uygulandi. PCR iriinleri, etidyum bromiir ile boyanan %1.5 agaroz jel kuyucuklarina
konularak 1XTBE buffer soliisyonu iceren elektroforez tanki igerisinde 100 volt ve
400 mili amperde 40 dakika yiiriitiildii. Olusan bantlar jelde yiirtitiilen 100 bp plus ve
1kb DNA standarti ile kiyaslandi ve meydana gelen DNA fragmentleri UV
transilluminatorde ~ (UVP/LMS-  20E)  goriintillendi.  Olusan  goriintiiler
fotograflanarak dokiimante edildi. 16S rRNA gen spesifik primer ¢ifti kullanilarak
yapilan cins spesifik PCR’ de 270 bp boyutunda amplifiye iirlinlerin varlig
Mycoplasma spp. olarak degerlendirildi. 16S rRNA gen spesifik primer ciftleri
kullanilarak yapilan tiir spesifik PCR’ de 361 bp boyutunda amplifiye irinlerin
varligi M. ovipneumoniae ve 545 bp boyutunda amplifiye iriinlerin varligi M.
arginini olarak degerlendirildi. 16S rRNA gen bolgesinin PCR analizinde ise 1465

bp boyutunda amplifiye tiriinlerin varlig1 arandi.
2.7. Istatistiksel Degerlendirme

Pnomonik  koyun  akcigerlerinden etken  izolasyonu,  molekiiler
identifikasyonu ve sekans analizi sonucu elde edilen veriler % oran olarak sunuldu

ve yorumlandi.
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3. BULGULAR
3.1. lizolasyon ve Identifikasyon Bulgulari

Caligmada, Kars yoresinde mezbaha ve kesimevlerine getirilen koyunlardan
alinan 250 pndmonili akciger drneginin kiiltiirel analizi sonucu 26’ sindan (%10.4)
Mycoplasma siipheli etken izolasyonu gergeklestirildi. Ayn1 yas grubu koyunlardan
elde edilen saglikli goriinimli 30 akciger Orneginden ise Mycoplasma etken
izolasyonu yapilamadi. Mikoplazma identifikasyonu koloni morfolojisi temeline
dayali olarak gerceklestirildi. Bu kapsamda Mycoplasma agarda x40 biiyiitmeli 151k
mikroskobunda Mycoplasma spp. siipheli farkli koloni yapilarina rastlandi. Bunlar
arasinda tipik sahanda yumurta goriiniimlii, merkezli, kenarlar1 diizgiin kolonilerin

yani sira, merkezsiz ve kenarlar1 diizensiz koloni tiirlerine de rastlandi (Resim 2).

M. ovipneumoniae

M. arginini

Resim 2. Kiiltiirel islem sonras1 Mycoplasma tiirlerine ait koloni varyasyonlari.
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3.2. lizolatlarin PCR ile Identifikasyon Bulgulari
3.2.1. Cins Spesifik PCR Bulgular

Mycoplasma izolatlarinin cins diizeyinde identifikasyonu amaciyla 16S rRNA
gen bolgesinin amplifikasyonunu hedef alan primer ¢iftinin kullamildigi PCR
reaksiyonundan yararlanildi. Cins spesifik PCR sonucu 270 bp uzunlugundan
amplifiye iiriin varlig1 ile 26 izolatin tiimii (%100) Mycoplasma spp. olarak identifiye
edildi (Resim 3, Tablo 15).

=——1517 bp

— 500bp
— 400 bp

T e D D D D D D e B e ™ ki
.

L — 200 bp

——
N
—

Resim 3. Cins spesifik PCR’ ye ait amplifiye tiriinlerin jel elektroforez goriintiisii. Mycoplasma spp.
orneklere ait 270 bp’ lik amplifiye Giriinlerin goriintiisii. Marker: 100 bp DNA Ladder (NEB, N3231S).

3.2.2. Tiir Spesifik PCR Bulgular

Kiiltiirel analiz ve cins spesifik PCR analiz sonras1 Mycoplasma spp. olarak
tanimlanan 26 izolatin tiir diizeyinde identifikasyonu amaciyla M. ovipneumoniae ve
M. arginini’ nin 16S rRNA gen bolgelerinin amplifikasyonunu hedef alan PCR
yontemleri kullanildi. Tiir spesifik PCR analizi sonucu 361 bp uzunlugunda
amplifiye trlin varlig1 ile izolatlarin 12’ si (%46.15) M. ovipneumoniae ve 545 bp
uzunlugunda amplifiye triin varligi ile 4’ i (%15.38) M. arginini olarak saptandi
(Resim 4). izolatlardan 2’ sinde (%7.69) M. ovipneumoniae ve M. arginini es
zamanli olarak belirlendi. Mycoplasma spp. olarak tanimlanan 26 izolattan 8’ i
(%30.76) arastiritlan Mycoplasma tiirleri (M. ovipneumoniae ve M. arginini)

yoniinden negatif saptandi (Tablo 15).
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—3000 bp
3000 bp =——
545 bp
— 500 bp
500 bp — — 400 bp
400 bp — — 300 bp
361 bp
300 bp —
= 200 bp
200 bp =—
= 100 bp

100 bp =—

Resim 4. Tir spesifik PCR’ ye ait amplifiye lriinlerin jel elektroforez goriintiisii. 361 bp’ lik
amplifiye Giriin ile M. ovipneumoniae ve 545 bp’ lik amplifiye iiriin ile M. arginini saptanan 6rnekler.

Marker: GeneRuler 100 bp plus DNA Ladder (ThermoFisher Sci., SM0322).

Tablo 15. Kiiltiir pozitif 6rneklerin PCR analizlerine gore Mycoplasma tiir dagilimi.

Ornek no Cins PCR Tiir PCR
73 Mycoplasma spp. M. ovipneumoniae
75 Mycoplasma spp. M. arginini
77 Mycoplasma spp. Negatif
78 Mycoplasma spp. Negatif
79 Mycoplasma spp. Negatif
80 Mycoplasma spp. Negatif
81 Mycoplasma spp. M. arginini
85 Mycoplasma spp. M. ovipneumoniae
87 Mycoplasma spp. M. ovipneumoniae
88 Mycoplasma spp. M. ovipneumoniae
90 Mycoplasma spp. M. ovipneumoniae + M. arginini
98 Mycoplasma spp. M. ovipneumoniae + M. arginini
99 Mycoplasma spp. M. arginini
108 Mycoplasma spp. Negatif
208 Mycoplasma spp. M. ovipneumoniae
209 Mycoplasma spp. M. ovipneumoniae
210 Mycoplasma spp. Negatif
211 Mycoplasma spp. M. arginini
212 Mycoplasma spp. M. ovipneumoniae
222 Mycoplasma spp. Negatif
224 Mycoplasma spp. Negatif
226 Mycoplasma spp. M. ovipneumoniae
234 Mycoplasma spp. M. ovipneumoniae
236 Mycoplasma spp. M. ovipneumoniae
ENG1 Mycoplasma spp. M. ovipneumoniae
ENG2 Mycoplasma spp. M. ovipneumoniae
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3.2.3. 16S rRNA Gen Bolgesi PCR Bulgulari

Kiiltiirel yoklamalar ve PCR analizleri sonucu Mycoplasma spp. olarak
tanimlanan izolatlarin sekans1 amaciyla 16S rRNA genini hedef alan PCR teknigi
uygulandi. PCR analizinde 1465 bp boyutunda amplifiye iiriin varligi ile 26 izolatin
22’ sine (%84.61) ait 16S rRNA gen bolgesi basari ile amplifiye edildi (Resim 5).
Cins spesifik PCR ile Mycoplasma spp. saptanan 3 ornek ile tiir spesifik PCR ile M.
ovipneumoniae saptanan 1 6rnek dahil toplam 4 izolatin 16S rRNA gen bolgesinin

amplifikasyonu gerceklestirilemedi.

— 1500 bp
1465 bp
1500 bp — = 1000 bp
1465 bp = 800 bp
1000 bp =— — 600 bp
800 bp =—
600bp — - 400 bp
400 bp =—
= 200 bp
200 bp =—

Resim 5. 16S rRNA gen bolgesinin PCR’ sine ait 1465 bp’ lik amplifiye iiriinlerin jel elektroforez
goriintiisii. Marker: HyperLadder 1kb (Bioline, BIO- 33053).

3.2.4. 16S rRNA Gen Bolgesinin Sekans Bulgular:

16S rRNA gen bolgesinin sekans analizi sonrasi izolatlarin 22’ sinin
(%84.61) basarili bir sekilde dizi analizi gergeklestirildi. Dort ornek DNA
konsantrasyonu ve safligi ve 16S rRNA bolgesinin amplifikasyonu ile ilgili
problemlerden dolayr sekanslanamadi. Tiir spesifik PCR ile M. ovipneumoniae
olarak tanimlanan 11 ornegin timii 16S rRNA bolgesinin sekansi sonucu M.
ovipneumoniae olarak tanmimlandi. Tir spesifik PCR ile M. arginini olarak
tanimlanan 4 6rnegin timi 16S rRNA bolgesinin sekansi sonucu M. arginini olarak
tanimlandi. Tiir spesifik PCR ile M. ovipneumoniae ve M. arginini’ nin es zamanli
olarak belirlendigi 2 6rnek ise 16S rRNA bolgesinin sekansi sonrast M. arginini
olarak tanimlandi. Cins spesifik PCR ile Mycoplasma spp. olarak tanimlanan 5 izolat

ise 16S rRNA bolgesinin sekansi sonucu M. bovigenitalium olarak identifiye edildi.
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Sonug olarak, 16S rRNA gen boélgesinin sekans analizi sonrasi 22 izolatin 11’ i
(%50) M. ovipneumoniae, 6’ st (%27.27) M. arginini ve 5 i (%22.72) M.
bovigenitalium olarak identifiye edildi (Tablo 16).

Tablo 16. 16S rRNA gen bolgesinin sekansi temelli Mikoplazma identifikasyon sonuglari.

Sus Sus NCBI Tiir spesifik PCR Sekans

no kodu erisim no sonucu sonucu
MYCO1 73 MK789475 M. ovipneumoniae M. ovipneumoniae
MYCO2 75 MK789476 M. arginini M. arginini
MYCO3 77 MK789477 Analiz edilemedi M. bovigenitalium
MYCO4 78 MK789478 Analiz edilemedi M. bovigenitalium
MYCOQO5 79 MK789479 Analiz edilemedi M. bovigenitalium
MYCO6 80 MK789480 Analiz edilemedi M. bovigenitalium
MYCO7 81 MK789481 M. arginini M. arginini
MYCOS8 85 MK789482 M. ovipneumoniae M. ovipneumoniae
MYCO9 87 MK789483 M. ovipneumoniae M. ovipneumoniae
MYCO10 88 MK789484 M. ovipneumoniae M. ovipneumoniae
MYCO11l 90 MK789485 M.agdgml M. arginini

M. ovipneumoniae
MYCO12 98 MK 789486 [ETaininigeyy M. arginini
M. ovipneumoniae
MYCO13 99 MK789487 M. arginini M. arginini
MYCO14 108 MK789488 Analiz edilemedi M. bovigenitalium
MYCO15 208 MK789489 M. ovipneumoniae M. ovipneumoniae
MYCO16 209 MK789490 M. ovipneumoniae M. ovipneumoniae
MYCO17 211 MK789491 M. arginini M. arginini
MYCO18 212 MK789492 M. ovipneumoniae M. ovipneumoniae
MYCO19 226 MK789493 M. ovipneumoniae M. ovipneumoniae
MYCO20 234 MK789494 M. ovipneumoniae M. ovipneumoniae
MYCO21 ENG1 MK789495 M. ovipneumoniae M. ovipneumoniae
MYCO022 ENG2 MK789496 M. ovipneumoniae M. ovipneumoniae
3.24.1. 16S rRNA Gen Golgesinin Sekans1 Temelli Filogentik

Analiz Bulgular:

16S rRNA gen bolgesinin sekans analizine gore 22 Mycoplasma izolati i¢in
komsu birlestirme yontemi ile olusturulan dendogram ve evrimsel iliski sonucu
izolatlarm, M. ovipneumoniae, M. arginine ve M. bovigenitalium olmak {izere ii¢

temel kiimede toplandig1 goriilmistiir (Sekil 2).
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1000, Ureaplasma parvum (NR_027532.1)
1M‘E Ureaplasma urealyticum (NR_041710.1)
Mycoplasma gallisepticum (LS$991952.1:311326-312830)

Mycoplasma arginini (GQ409971.1)
Mycoplasma arginini (HQ661819.1)
MYCOT (MK789481)
MYCO13 (MK789487)
MYCO17 (MK789491)
MYCO12 (MK789486)
MYCO2 (MK789476)
MYCO11 (MK789485)
Mycoplasma arginini ATCC23243 (JN935883.1)
Mycoplasma testudineum (NR_115220.1)
1000 Mycoplasma bovigenitalium NCTC10122 (LR214970.1:254933-256435)

509 Mycoplasma bovigenitalium (AY121098.1)
871 MYCO6 (MK789480)
77, MYCO14 (MK789488)

MYCO3 (MK789477)
1000 724 MYCOS5 (MK789479)
1000 wrr MYCO4 (MK789478)
Mycoplasma bovigenitalium (AP017902.1:61305-62859)
1000 Mycoplasma bovis (NR_036946.2)
Mycoplasma felis (NR_029174.1)
MYCO20 (MK789494)
MYCO18 (MK789492)
MYCO9 (MK789483)
MYCO16 (MK789490)
MYCO022 (MK789496)
MYCO15 (MK789489)
sts MYCO10 (MK789484)
o MYCOB (MK789482)
355 MYCO1 (MK789475)
1000 395 585 MYCO21 (MK789495)
439 Mycoplasma ovipneumoniae (EU265779.1)
MYCO19 (MK789493)
Mycoplasma ovipneumoniae (KJ433280.1)
—o00] Mycoplasma ovipneumoniae (DQ000588.1)
Mycoplasma ovipneumoniae NCTC10151 (LR215028.1:¢1150317-1148798)
Mycoplasma capricolum (NR_036952.1)

922

1000,

1000,

Sekil 2. 16S rRNA gen bolgesinin dizilerine gore analiz edilen 22 Mycoplasma izolati igin komsu birlestirme yontemi ile olusturulan
dendogram ve evrimsel iliskileri. Izolatlar GenBank erisim numaralari parantez icerisinde belirtilmistir.
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Bu ¢alismada, tanimlanan 11 M. ovipneumoniae izolatindan 10’ u (MYCO1,
MYCO8, MYCO9, MYCO10, MYCO1l5, MYCO16, MYCO18, MYCO20,
MYCO21, MYCO22) kendi aralarinda biiyiilk bir homojenite gostermis fakat
GenBank'tan elde edilen dizilerle ayr1 dallanmistir. Bu 10 izolat, ABD’ nin Hells
Kanyonu’nda yetistirilen Amerikan yaban koyunlarina ait 28 giinlilk pndmonik
kuzudan elde edilen M. ovipneumoniae (EU265779.1) izolatina (Besser ve ark. 2008)
biiyiikk bir benzerlik gostermektedir. Heterojenite gosteren 1 M. ovipneumoniae
izolat1 (MYCO19) ise Norveg’ de Misk okiizlerinden izole edilen M. ovipneumoniae
(KJ433280.1) (Anonim 6) ile ayn1 bransta yer almistir (Sekil 2).

Dendogramin diger bir kiimesini olugturan M. arginini izolatlar1 birbirlerine
yakinlik bakimindan iki gruba ayrilmistir. Birinci grubu temsil eden MYCO13 ve
MYCO17 birbirlerine en yakin iken bu iki izolat, Giiney Afrika’ da Dorper koyuna
ait vajinal svap Orneginden izole edilen M. arginini (HQ661819) (Ali 2012) ve
Ingiltere’ den orijini belli olmayan M. arginini susu (GQ409971) (Anonim 4) ile
biiytik bir benzerlik gosteren MYCO7 kodlu M. arginini izolati ile ayn1 bransta yer
almustir. Ikinci grup ise birbirine ¢ok yakin MYCO2 ve MYCO12 izolatlar1 ile bu
izolatlarla ayni1 brangta yer alan ve pnomonili koyun akcigerlerinden izole edilen
ATCC 23243 kodlu M. arginini susuna biiyiik bir benzerlik gosteren MYCO11 kodlu
M. arginini izolatindan olusmaktadir (Sekil 2).

Calismanin diger filogenetik grubu ise M. bovigenitalium izolatlarindan
olusmaktadir. Bu izolatlarin 4> i (MYCO3, MYCO4, MYCOS5, MYCO14) kendi
arasinda homojenite gosterirken bu 4 izolat, 1947 de Edward ve Beckenham
(Anonim 5) tarafindan sigir genital sisteminden izole edilen M. bovigenitalium susu
(NCTC 10122) ve M. bovigenitalium type strain (AY121098) ile benzerlik gosteren
MY CO6 kodlu M. bovigenitalium izolat1 ile ayn1 bransta yer almistir (Sekil 2).
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4.  TARTISMA ve SONUC

Koyun yetistiriciligi, hizli iireme ve biiyiime potansiyeline sahip olan ve et,
slit ve yapag tiretimi ile iilke ekonomisine 6nemli katkilar saglayan bir hayvancilik
modelidir. Diinya genelinde birgok iilkede yaygin bir sekilde yapilmakta ve
hayvancilik kaynakli {ilke ekonomisinin temelini olusturmaktadir. Bu sektdrden elde
edilecek tirtinlerin kalite ve miktarinin artirllmast koyun yetistiriciligi temelli

ekonomiyi uygulanabilir ve siirdiiriilebilir kilmaktadir (Koluman 2014).

Koyun yetistiriciliginde rastlanilan en 6énemli problemler, enfeksiyoz etkenler
tarafindan kaynaklanan perinatal kuzu oliimleri, ishaller ve solunum sistemi
hastaliklaridir. Perinatal kuzu 6liimleri; erken embriyonal 6liim, abort, dogum sirasi
ve sonrasinda oOliim seklinde gergeklesir. Brucella, Listeria, Campylobacter,
Salmonella ve Neospora gibi etkenler perinatal kuzu 6liimlerinin baslica etkenleri
arasinda yer alirlar (Dubey ve Lindsay 1990, Ak¢a ve Sahin 2011, Biiyiik ve ark.
2011). Kuzu ishalleri ise dogum sonrasi ilk 6 aylik doneme tekabiil eder ve
enfeksiyondan E. coli, Salmonella spp., Rotavirus, Coronavirus, Kriptosporidium ve
Koksidiozis etkenleri sorumludur (Gokge ve ark. 2010, Arslan ve ark. 2016). Tim
kiigiik ruminant enfeksiyonlarmin 9%5.6° sm1  olusturan solunum sistemi
enfeksiyonlart ise rinitis, laringitis, pnomoni ve ployrizi gibi bir¢ok alt ve {ist
solunum sistemi rahatsizliklarindan olusur. Bunlar arasinda pnémoni yayginlik ve
prognoz agisindan ¢ok daha Onemli yer tutar. Pndmoni, akciger brons ve
alveollerinin enfeksiydz ajanlara kars1 gelistirdigi inflamatuar yanitin sonucu olusan
bir solunum sistemi hastaligidir. Pnémoni, kuzularda yiiksek morbidite, diisiik
mortalite ve biiylimenin gecikmesi ile karakterize iken, koyunlarda genel durum
bozukluklarina ilaveten yavas biiylime ve disilerde siit veriminde azalma gibi
bulgularla ortaya cikar (Ayling ve Nicholas 2007). Ergin hayvanlarda subklinik
seyreden kronik ve mortalitesi diisiik bir hastaliktir. Fakat hayvanlarda verim kaybu,
tedavi masraflari ve nadirde olsa dliimlere sebep oldugu i¢in koyun yetistiriciliginde

onemli ekonomik girdiler olusturmaktadir.

Pnémoni, duyarli konak, patojen etkenler ve cevresel faktorler arasinda bir

etkilesim sonucu olusan bir hastalik kompleksidir. Koyunlar pndmoniye her yas
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grubunda duyarli olmalarina ragmen gen¢ ve yasli hayvanlarda daha sik ortaya
cikmaktadir. Kalabalik yetistiricilik, ventilasyonu iyi olmayan ahirlarda barindirma
ve soguk hava gibi ¢evresel faktorler koyun pndmonilerine predispozisyon olusturan
temel faktorlerdir. Koyunlarda pnomoninin de dahil oldugu solunum sistemi
hastaliklar1 multifaktoriyel bir karakter gosterir ve viriis, parazit ve bakteri gibi
pnémoniye yol agan bir¢ok etiyolojik etken bulunmaktadir (lkede 1978, Martin
1983, 1996). Bunlarin arasinda, bakteriyel hastaliklar degisken klinik belirtilere yol
acmasi, ciddi hastalik problemleri olusturmasi ve bir¢ok kemoterapotik madde
kullanimina bagli olarak artan antibiyotik diren¢ sonucu ortaya g¢ikan persiste
enfeksiyon tablolariyla dikkat ¢ekicidir. Koyun ve kuzularda pndmoniye neden olan
bakteriyel etkenler arasinda M. haemolytica, P. multocida ve M. ovipneumoniae gibi
etkenler basta gelmektedir (Damassa ve ark. 1992, Di Provvido ve ark. 2017). Bu
etkenler arasinda Mycoplasma tiirleri 6nemli yer tutmakta ve pndmoni vakalarinda
gerek primer etken (Al- Aubaidi ve ark. 1972, Thurley ve ark. 1977) gerekse diger
bakteri ve viruslarla beraber sekunder etken (Bakke 1982, Malone ve ark. 1988,
Tabatabayi ve ark. 1992) olarak yer almaktadir. Koyun pnoémoni vakalarindan
Mycoplasma tiirleri, ¢alisilan yore, hayvan irki ve yasina gore degismek tizere farkli
oranlarda saptanmistir. St George (1972) tarafindan Avustralya’ da yapilan bir
calismada pnomonik 66 koyun akciger Orneginin %356’ sinda Mycolasma spp.,
%43.93’ iinde ise diger etkenler (Pasteurella spp. Neisseria ve C. pyogenes)
saptanmistir. Yugoslavya’ da yapilan bir ¢alismada ise pnoémonili 77 koyun
akcigerinden %66.2 oraninda Mycoplasma spp. izole edilmis ve bunlarin %69’ u M.
ovipneumoniae, %27’ si M. arginini ve %4’ i A. laidlawii olarak tanimlanmistir
(Pasic ve Popovic 1989). Tabatabayi ve ark. (1992), pnomonili 62 koyun akcigerinin
49’ undan (%79.03) ve saglikli koyun akcigerlerinin %6.5” inden Mycoplasma spp.
izolasyonu gerceklestirmistir. Ayrica arastirmaci, pnomonik akcigerlerden P.
multocida, P. haemolytica, Streptococcus spp., Corynebacterium spp. saptamistir.
Popovic ve Pasic (1986), pnomonik 32 kuzu akcigerinin 26’sindan (%81.25) ve 45
koyun akcigerinin 25’ inden (%55.55) Mycoplasma spp. izolasyonu
gerceklestirmiglerdir. Bakke (1982), pnomonili 126 koyun akcigerinden 109’ unda
(%86.5) ve saglikli 83 akcigerin 5° inden (%6.02) M. ovipneumoniae saptamustir.

Ayrica aragtirmaci, M. ovipneumoniae’ nin P. haeomlytica ile genellikle beraber



52

izole edildigini bildirmistir. Benzer durum Gharozoglou ve ark. (1992) tarafindan da
bildirilmis ve pnomonik 88 koyun akcigerinin 56’ sinda (%63.63) M. arginini
saptamiglar ve bunlarin 34’ iinii P. haemolytica ile beraber identifiye etmislerdir. Di
Provvido ve ark. (2017), italya’ da inceledikleri pnémonik 380 koyun ve keci
akcigerlerinden %32.36 oraninda (129/380) etken izolasyonu gerceklestirirken,
bunlarm 85’ ini Mycoplasma spp. ve kalan 44 o6rnegi ise M. haemolytica ve P.
multocida olarak tanimlamislardir. Abdel Halium ve ark. (2019), Misir’ da yaptiklar
bir ¢alismada saglikli goriiniimlii ve solunum sistemi rahatsizligi olan koyun ve
kecilerden aldiklar1 nazal svap, akciger, trakeal bifurkasyon ve bronsial yikanti
orneklerinden olugsan toplam 335 Ornekte Mikoplazma etkenlerinin kiiltiiriinii
denemigler ve oOrneklerin 24’ iinden (%7.16) Mycoplasma etken izolasyonu
gerceklestirmislerdir. Tirkiye’ de koyun pnomonilerinden Mikoplazma etken
izolasyonuna yonelik ¢aligmalar bulunmaktadir (Baysal ve Giiler 1992, Aksoy 1993,
Ulgen ve ark. 1997, Erken 2004). Aksoy (1993), pnémonili 118 koyun akcigerinden
26’ sindan (%22.03) Mycoplasma spp. izolasyonu gerceklestirmis ve bunlarin 20’
sini M. arginini olarak identifiye etmistir. Arastirmaci, Mikoplazma etkenleriyle
beraber %21.4 diger bakteriler, %9.8 viruslar ve %6.25 paraziter etkenleri de
saptamigtir. Baysal ve Giiler (1992), 1 yasin altinda kuzu ve oglaklardan alinan 186
ornekte bakteriyoloik analiz sonrasi 147 sinde (%79.03) 222 bakteri izole
etmislerdir. Bu bakterilerin %28.82 si E. coli, %21.62° si P. multocida, %18.46’ s1
Mycoplasma spp., %10.81° i Streptococcus spp., %5.4” i C. pyogenes, %3.6” s1 K.
pneumoniae, %3.6> s1 P. aeroginosa ve %1.35° i Neisseria spp. olarak
tanimlanmistir. Izole edilen 41 Mycoplasma spp.” nin 11° i tek basina, 30 u diger
etkenlerle beraber bulunmustur. Ulgen ve ark. (1997), Bursa’ da yaptiklar1 bir
calisgmada pnomonili 71 koyun akcigerinin 7° sinden (%9.85) Mycoplasma spp.
izolasyonu gergeklestirmislerdir. Erken (2004), Samsun yoresinde yaptigr bir
calisgmada pnomonili 200 koyun ve kuzu akcigerinin 11’ inde (%5.5) M.
ovipneumoniae, 11 inde (%5.5) M. arginini ve 5’ inde (%2.5) M. agalactiae olmak
tizere toplam 27’ sinde (%13.5) Mycoplasma spp. izolasyonu gergeklestirmistir. Kars
yoresinde Otlu (1996) tarafindan yapilan bir c¢alismada, 1354 koyun akcigeri
makroskobik olarak incelenmis ve pnéomoni saptanan 120 akciger 6rnegi ile Kafkas
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teshis amaciyla getirilen pndmonik 127 koyun akciger 6rnegi olmak iizere toplam
247 ornek incelenmistir. Bu oOrneklerden 61° inde (%24.69) Mycoplasma spp.
izolasyonu gergeklestirmistir. Arastirmaci, Mycoplasma spp. harici, akciger
orneklerinin 56’ sinda P. haemolytica, 11’ inde Staphylococcus spp., 5’ inde
Streptococcus spp., 5° inde E. coli ve 4’ iinde B. anthracis identifiye etmistir. Bu
caligmada, Kars yoresinde mezbaha ve kesimevlerinden alinan pnémonili 250 koyun
akcigerlerinin kiiltiirel analizi sonucu 26’ sindan (%10.4) Mycoplasma spp. izole
edilmistir. Mikoplazmalarin identifikasyonu koloni morfolojisi 16S rRNA gen
amplifikasyonunu hedef alan cins spesifik PCR reaksiyonu ile gerceklestirilmistir ve
26 izolatin tiimii Mycoplasma spp. olarak identifiye edilmistir. Izolasyon orani,
diinyanin ¢esitli yerlerinde pnomonik koyun akcigerlerinden yapilan izolasyon
calisma oranlartyla kiyaslandiginda (St George 1972, Popovic ve Pasic 1986, Bakke
1982, Tabatabayi ve ark. 1992, Gharozoglou ve ark. 1992) oldukga diisiik kalmistir.
Bunun temel nedeni ¢alisilan cografyalarin farkli olmasi ve buna bagli olarak
Mycoplasma tiirlerinin koyun pnomonilerindeki yaygmligidir. Ayrica izolasyon
oraninin yiiksek olmasi pndmoni vakalarinin c¢alisilan iilke sartlarinda daha yaygin
oldugunu diislindiirmektedir. Nitekim bu c¢aligmada, {ilkemizde yapilan
arastirmalarda (Baysal ve Giiler 1992, Aksoy 1993, Ulgen ve ark. 1997, Erken 2004)
elde edilen izolasyon oranlarina yakin izolasyon gergeklestirilmistir. Kars yoresinde
yapilan bir c¢alismada %24.69 oraninda Mycoplasma spp. izolasyonu
gerceklestirmistir (Otlu 1996). Bu ¢alismadaki izolasyon orani Kars yoresinde
yapilan bu calismaya benzerlik gosterse de ¢alisilan zaman diliminin farkli olmasi ve
gecen bu zaman zarfinda artan koruma kontrol onlemlerine paralel olarak
Mikoplazma pnémonilerinin  azalan insidansina bagli olabilecegi seklinde

diistiniilmektedir.

Mikoplazma enfeksiyonlarinda klinik bulgular diger bakteriyel ve viral
enfeksiyonlar ile karistigi icin ve akcigerlere ait patolojik bulgular patognomik
olmadigi i¢in sadece bu bulgulara bakilarak teshisinin yapilmasi imkansizdir. Ayrica
koyunlarda Mikoplazma kaynakli pnomonilerde kronik nezle, bronsiyolitis, alveolitis
ve atelektazi gibi spesifik olmayan mikroskobik lezyonlari olusmaktadir (Black ve
ark. 1988, Haziroglu ve ark. 1996, Sheehan ve ark. 2007). Klinik ve morfolojik
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bulgular yeterli olmadigi icin Mikoplazma enfeksiyonlarinin teshisi laboratuvar
analizleri ile gergeklestirilir. Bu amacgla etken izolasyonu ve identifikasyonu,
biyokimyasal ve serolojik testler kullanilmaktadir (Stalheim 1985, Erdag ve
Tiirkaslan 1989, Giangaspero ve ark. 2012). Mikoplazma enfeksiyonlarinin
teshisinde akciger dokusunda antijenik yapilarin saptanmast  amaciyla
immunohistokimyasal (IH) yontemlerden de faydalanilmaktadir (Haziroglu ve ark.
1996, Sheehan ve ark. 2007). Mikoplazma enfeksiyonlarinin laboratuvar teshisinde
etken izolasyonu ve identifikasyonu altin standart olarak bilinmektedir.
Mikoplazmalarin kiiltiiriinde bir¢ok selektif ve zenginlestirici sivi ve kati besiyeri
kullanilmaktadir. Bu amagla PPLO besiyeri, Mycoplasma besiyeri, Modifiye
Hayflick besiyerinden faydalanilmaktadir. Kilic ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir
calismada pnomonili koyun ve kuzu akcigerlerinden Mikoplazmalarin kiiltiirel
yontemlerle izolasyon ve PCR ve immunohistokimayasal yontemlerle
identifikasyonu gergeklestirilmis. Arastirmacilar, kiiltiirel yontemlerle 216 6rnekten
80’ inde (%37.03) Mikoplazma izolasyonu gergeklestirirken, orneklerin sivi kiiltiirii
(%44.44) ve direkt akciger (%16.66) orneklerine yapilan direkt PCR analizlerinde
farkli pozitiflik elde etmislerdir. Kabir ve Bari (2015), tarafindan kegilerde yapilan
bir calismada akciger eksudati, trakeal svap, nazal kavite ve akciger doku
orneklerinden kanamisin ilaveli Mikoplazma Agar ve Mikoplazma Broth besiyerleri
kullanilarak Mikoplazma etkenlerinin izolasyonu denenmistir. Arastirmacilar,
inceledikleri 100 ornekten 8’ inde (%8) Mycoplasma spp. izolasyonu
gerceklestirmiglerdir. Otlu (1996) tarafindan yapilan bir ¢alismada, pnémonili 247
koyun akciger 6rneginden Mycoplasma tiirlerinin izolasyonu amaciyla Mikoplazma
Agar besiyeri kullanilmis ve bu 6rneklerden 61° inde (%24.69) Mycoplasma spp.
izolasyonu gergeklestirmistir. Bu ¢alismada Kars yoresinde mezbaha ve
kesimevlerinden temin edilen pnémonili 250 koyun akcigerlerinden Mycoplasma
Broth ile hazirlanan homojenatindan etken izolasyonu amaciyla %20 at serumu ve
%10 maya ekstrakti ile zenginlestirilen, 200 1U/ml penisilin ve 250 mg talyum asetat
ile selektivite kazandirllan Mycoplasma Agar ve Mycoplasma Broth kullanildi.
Kiiltiirel analizi yapilan pnomonili 250 koyun akcigerlerinin 26’ sindan (%10.4)
Mycoplasma spp. izole edildi. izolasyon orani, Mikoplazma Agar ve Mikoplazma
Broth’ un kiiltiirel amagh kullanildigi ¢aligmalardaki (Otlu 1996, Kilic ve ark. 2013,
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Kabir ve Bari 2015) izolasyon oranlarina yakin niteliktedir. Mikoplazma Agar ve
Mikoplazma Broth sadece koyun pnomoni vakalarinda degil koyun ve sigirlardan
temin edilen eklem sivisi, gbz svabi, burun svabi, siit ve uterus lavaji gibi
orneklerden Mikoplazma etkenlerinin izolasyonu amaciyla da kullanilmistir (Ozen
ve ark. 2009, Go¢gmen ve ark. 2015, Saym ve ark. 2016). Tiim bu caligmalarda
zenginlestirilmis ve selektivite kazandirilmig Mikoplazma Agar ve Mikoplazma

Broth’un Mycoplasma tiirlerinin izolasyonundaki etkinlikleri vurgulanmustir.

Mikoplazma etkenlerinin 6n tanisi, uygun kati besiyerlerinde iretildikten
sonra stereo mikroskopta gozlenen tipik “sahanda yumurta” veya “graniillii
merkezsiz” koloniler varlig: ile yapilabilmektedir. Koloni yapisindaki bu farkliliklar
Mycoplasma tiiriine gore degismektedir. Soyle ki, pnomonik akcigerlerden izole
edilen ve M. ovipneumoniae tiirii i¢in kati besiyerinde graniiler, merkezsiz ve
kenarlar1 diizensiz koloni yapisi tanimlanirken, M. arginini tiirii i¢in merkezi belirgin
olan, kenarlar1 diizgiin ve tipik sahanda yumurta benzeri koloni yapilar
tammmlanmistir (Bakke 1982, St George ve Carmicheal 1975). Bu c¢alismada,
Mikoplazmalarin 6n tanist kati1 besiyerinde ve stereo mikroskop altinda gozlenen
koloni morfolojisi temeline dayali olarak gergeklestirildi. Mycoplasma Agar’ da x40
biiylitmeli stereo mikroskobunda Mycoplasma spp. siipheli farkli koloni yapilarina
rastlandi. Bunlar arasinda tipik sahanda yumurta goriiniimlii, merkezli ve kenarlari
diizgiin kolonilerin yani sira, merkezsiz ve kenarlar1 diizensiz koloni yapilar
saptand1. Bu bulgular Mycoplasma tiirlerinde gézlenebilecek koloni varyasyonlarini
ifade eden bircok ¢alisma ile benzer niteliktedir (Bakke 1982, St George ve
Carmicheal 1975). Tipik koloni sekilleri, Mycoplasma tiirlerinin morfolojik ve
ultrastriiktiirel yapilarinin degerlendirilmesi ve Mikoplazma enfeksiyonlarmin 6n
tanis1 i¢in fikir vermekle beraber, taksonomik ve koloni yapist bakimindan
Mikoplazmalara benzer olan Acholeplasma ve Ureaplasma tiirlerinin varliginin goz
oniinde bulundurulmasi gerekmektedir (Meloni ve ark. 1980). Bu ¢alismada koloni
morfolojilerine gore Mycoplasma spp. 6n tanisi konulan 6rneklerin PCR aracigr ile
Mycoplasma spp. olarak teyidi yapilmis ve benzer oOzellikler gosteren diger

bakterilerden kaynaklanabilecek riskler ortadan kaldirilmistir.
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Koyun pnomonilerinde izole edilen temel Mycoplasma tiri M.
ovipneumoniae’ dir (Besser ve ark. 2012). Bu etken ayni zamanda saglikli
hayvanlarin solunum sisteminde de bildirilmistir (Damassa ve ark. 1992). M.
arginini’ nin ise patojen olup olmadigir tartisma konusudur. Bu etkenin, diger
mikroorganizmalardan kaynaklanan pndmoni tablolarini daha da siddetlendirdigi
bildirilmistir (Lin ve ark. 2008, Nicholas ve ark. 2008). Dominant tiir olan M.
ovipneumoniae tarafindan koyunlarda olusturulan tablo atipik pnémoni olarak
adlandirilir. Ayn1 zamanda bu etken tarafindan baslatilan enfeksiyonun, hayvanlari
M. haemolytica ve Parainfluenza- 3 (PI3) virlisuna duyarli hale getirdigi
distintilmektedir (Nicholas ve ark. 2008). Koyun ve kuzularda solunum sisteminden
izole edilen diger Mycoplasma tiirleri ise M. mycoides subsp. capri, M. capricolum
subsp. capricolum, M. capricolum subsp. capripneumoniae, M. bovis ve M.
agalactiae' dir (Nicholas 2000, Loria ve ark. 2003, Ayling ve ark. 2004, Erken 2004).
M. ovipneumoniae enfeksiyonu 6zellikle ABD, Avustralya, Yeni Zelanda ve Birlesik
Krallik' ta koyun yetistiriciliginde endemik bir sorundur (Martin 1996). Bakke,
Norveg’ in glineyinde yaptig bir ¢alismada, 126 pndmonili ve 83 saglikli toplam 209
koyun akciger ornegini incelemis ve pnomonili akcigerlerin %87’ si ve saglikll
akcigerlerin %6’ sindan M. ovipneumoniae’ y1 primer etken olarak izole etmistir
(Bakke 1982). Pasic ve Popovic (1989), pndmonili 71 koyun akcigerinin 51” inde
(9%66.2) Mycoplasma spp. izolasyonu gergeklestirmis ve bunlarin 35” ini (%49.29)
M. ovipneumoniae ve 14’ iinii (%19.71) M. arginini olarak tanimlamislardir. Adehan
ve ark. (2006) tarafindan Benin’ de yapilan bir calismada pnémonik koyun ve
kegilerden alinan 100 akciger 6rneklerinin 44’ iinden (%44) toplam 50 Mycoplasma
spp. izole etmisler ve bunlarin 18 ini M. mycoides subsp. mycoides LC, 10’ unu M.
capricolum subsp. capripneumoniae, 8 ini M. ovipneumoniae (sadece koyunlardan)
8’ ini M. arginini ve 6> stm1 M. capricolum subsp. capricolum (sadece kegilerden)
olarak tanimlamiglardir. Bir baska c¢aligmada, Sheehan ve ark. (2007),
bronkopnomonili 30 koyun akcigerinden 22’ sinde (%73.33) M. ovipneumoniae izole
ederken bu 6rneklerin 4’ {inde (%13.33) ayn1 zamanda M. arginini saptamislardir. M.
arginini’ nin dominant etken oldugu ¢alismalar da bildirilmistir (Giiler 1993, Otlu
1996, Abdel Halium ve ark. 2019). Giiler (1993), kuzu, koyun, oglak ve keci

akcigerinden olusan 215 6rnekten 91° inde (%42.32) Mycoplasma spp. izole etmis ve
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bunlarin 66’ sin1 (%72.52) M. arginini, 23’ iinii (%25.27) M. ovipneumoniae, 1’ ini
(%1.09) M. mycoides subsp. capri ve 1’ ini (%1.09) M. agalactiae olarak
tanimlamistir. Otlu (1996), koyun pnémonilerinden %70.5 oran ile M. arginini’ i
predominant tiir olarak bildirmistir. Abdel Halium ve ark. (2019), Misir’ da
yaptiklar1 ¢alismada saglikli ve solunum sistemi hastaligi olan koyun ve kegilerden
aldiklar1 nazal svap, akciger, trakeal bifurkasyon ve bronsial yikanti gibi gesitli
orneklerden  %7.16 oraninda  (24/335) Mikoplazma etken izolasyonu
gerceklestirmisler ve bunlarin 10° unu M. arginini, 4’ iinii M. ovipneumoniae olarak
tanimlamiglardir. Arastirmacilar, kalan 10 ornegi ise tiir diizeyinde identifiye
edememislerdir. Koyun pnomonilerinde en yaygin Mycoplasma tiirleri olan bu iki
etken ayn1 zamanda nazal svap orneklerinden de saptanmustir (Alley ve ark. 1975, St
George ve Carmichael 1975, Brogden ve ark. 1988). Ayrica bu etkenlerin varlig
saglikli hayvanlarda da bildirilmistir ve baz1 Mycoplasma tiirlerinin tist solunum yolu
kommensali olabilecegi belirtilmistir (Bakke 1982, Brogden ve ark. 1988). Tiirkiye'
de koyunlarda Mikoplazma pnémonileri tizerine yapilan ¢aligmalarda ise izole edilen
etkenler arasinda M. ovipneumoniae, M. arginini ve M. agalactiae yer almaktadir
(Gtiler 1993, Erken 2004). Giiler (1993) tarafindan Konya’ da yapilan bir ¢alismada
pnomonili 115 koyun ve kegi akciger Orneginin 50’ sinde (%43.47) ve
kesimevlerinden aliman pndémonili 100 akciger Orneginin 36 Sindan (%36)
Mycoplasma spp. izolasyonu gergeklestirmistir. Arastirmaci, M. arginini’ yi en
yiiksek oranda saptamistir. Ulgen ve ark. (1997), Bursa’ da yaptiklar1 bir calismada
pnomonili 71 koyun akcigerinin 7’ sinden (%9.85) Mycoplasma spp. izolasyonu
gerceklestirmislerdir. Baysal ve Giiler (1992), 186 kuzu ve buzagi akcigerinden
cesitli mikroorganizmalar izole etmis ve bunlarin 147’ sini Mycoplasma spp. olarak
belirlemiglerdir. Erken (2004) tarafindan Samsun’ da yapilan bir c¢alismada
pnémonili 200 koyun ve kuzu akcigerinin 11’ inde (%5.5) M. ovipneumoniae, 11’
inde (%5.5) M. arginini ve 5’ inde (%2.5) M. agalactiae olmak {izere toplam 27’
sinde (%13.5) Mycoplasma spp. izolasyonu gerceklestirmistir. Kars yoresinde Otlu
(1996) tarafindan yapilan bir ¢alismada 247 koyun akciger Orneginin 61’ inden
(%24.69) Mycoplasma spp. izolasyonu gerceklestirilmis ve bunlarin 43° i (%70.5)
M. arginini ve 18’ i (%29.5) M. ovipneumoniae olarak tanimlanmistir. Bu ¢aligmada,

Kars yoresinde mezbaha ve kesimevlerinden alinan pndomonili 250 koyun
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akcigerlerinin kiiltiirel analizi sonucu 26’ sindan (%10.4) Mycoplasma spp. izole
edilmistir. Izolatlarin 16S rRNA gen bélgelerinin amplifikasyonunu hedef alan
primerlerin kullanildig1 tiir spesifik PCR analizi sonrast 12’ si (%46.15) M.
ovipneumoniae ve 4’ i (%15.38) M. arginini olarak saptanmustir. izolatlardan 2’
sinde (%7.69) M. ovipneumoniae ve M. arginini es zamanl olarak belirlenmistir.
Mycoplasma spp. olarak tanimlanan 26 izolattan 8 1 (%30.76) arastirilan
Mycoplasma tiirleri (M. ovipneumoniae ve M. arginini) yoniinden negatif
saptanmistir. Calismada M. ovipneumoniae toplamda 14 (%53.84) izolat ile
dominant tiir olarak belirlenmis, bunu 6 (%23.07) ile M. arginini takip etmistir. Bu
bulgular izolasyon oranlart ve izole edilen tiirler bakimindan farklilik gdsterse de
diger caligmalarda (Pasic ve Popovic 1989, Giiler 1993, Erken 2004, Adehan ve ark.
2006, Sheehan ve ark. 2007, Azizi ve ark. 2011, Abdel Halium ve ark. 2019) oldugu
gibi koyun pnomonilerinde saptanan Mycoplasma tiirlerine benzerlik gostermektedir
ve Kars yoresinde pnomonili koyun akcigerlerinde saptanan temel Mycoplasma
tirleri olmustur. Tamami1 pnémonik koyun akcigerlerinden izole edilen M. arginini’
nin olgulardaki etiyolojik etken olarak rolii ve patojenitesi ile ilgili ilave testlere
ihtiya¢ duyulabilir. Kiiltiirel islemler ve cins spesifik PCR analizi ile Mycoplasma
spp. olarak saptanan 8 izolatin arastirilan Mycoplasma tiirleri yoniinden negatif
saptanmasi ise koyunlarda pnomonilere yol agacak diger Mycoplasma tiirleri
yoniinden dikkate alinmasi gerektigini diisiindiirmektedir. Iki &rnekte M.
ovipneumoniae ve M. arginini tiirlerinin es zamanli saptanmasi bu iki tiir tarafindan
olusturulmasi muhtemel olan (Brogden ve ark. 1988, Adehan ve ark. 2006, Sheehan

ve ark. 2007) ortak enfeksiyonun varligini isaret etmektedir.

Uygun kat1 ve sivi besiyerinde kiiltiirel islemler Mikoplazma etkenlerinin
teshisinde altin standart olarak bilinmesine ragmen, inkiibasyonun uzun zaman
almas1 ve zahmetli olmas1 aragtirmacilari daha hizli siirede ve yiiksek hassasiyetle
sonu¢ veren alternatif yontemlerin kullanimina tesvik etmistir. Bu yontemler
icerisinde in vitro DNA amplifikasyonunun yapildigt PCR temelli molekiiler
yontemler yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu amagla 16S rDNA- PCR, AFLP-
PCR, RFLP- PCR, RAPD- PCR gibi yontemlere basvurulabilmektedir (Parham ve
ark. 2006, Harvey ve ark. 2007, Nicholas ve ark. 2008). Timenetsky ve ark. (2006)
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tarafindan yapilan bir ¢alismada 301 hiicre kiiltiirinde Mycoplasma tiirleri kiiltiirel
ve PCR ile arastirilmis ve kiiltiirel yontemlerle 6rneklerin 69 unda (%22.9) ve PCR
yontemi ile 93’ {inde (%30.9) pozitiflik saptanmistir. Arastirmacilar, cins spesifik
PCR ile negatif saptanan 5 (%5.4) drnekte kiiltiir pozitifligi elde etmislerdir. Uphoff
ve Drexler (2002), Mikoplazma enfeksiyonlarmin teshisinde kiiltir ve PCR
kombinasyonunun en ¢ok tavsiye edilen yontem oldugu bildirilmistir. Kilic ve ark.
(2013), koyun ve kuzudan alinan pnémonik 216 6rnegin PCR ile 96’ sinda (%44.44)
ve kiiltiirel islemlerle 80 inde (%37.03) Mikoplazma pozitifligi elde etmislerdir.
Aragtirmacilar tarafindan, cins spesifik PCR pozitif 8 6rnekte M. ovipneumoniae ve
M. arginini DNA’ s1 saptanamamis ve bu 6rneklerin diger Mycoplasma tiirleri olarak
yorumlanmistir. PCR pozitif birka¢ oOrnegin kiiltiir negatif sonuglanmasi ise
arastirmacilar tarafindan kontaminantlarin varligi veya kesimden Once antibiyotik
kullanimi nedeniyle izolasyonun yapilamayisi seklinde yorumlanmistir. Bu
calismada, kiltiirel islemlerle izole edilen 26 Mycoplasma izolatinin molekiiler
diizeyinde identifikasyonu amaciyla 16S rRNA gen amplifikasyonunu hedef alan
primer ¢iftlerinin kullanildigi cins spesifik PCR ve tir spesifik PCR
reaksiyonlarindan yararlanilmistir. Cins spesifik PCR analizi ile, kiiltiirel islemler
sonrast elde edilen izolatlarin Mycoplasma spp. olarak teyidi ve tiir spesifik PCR
analizi ile izolatlarin tiir diizeyinde identifikasyonu gerceklestirilmistir. Cins spsifik
PCR analizi sonucu 26 izolatin timii Mycoplasma spp. olarak identifiye edilirken, tiir
spesifik PCR analizi sonrasi izolatlarin 12” si (%46.15) M. ovipneumoniae ve 4’ i
(%15.38) M. arginini olarak tammlanmistir. Izolatlardan 2’ sinde (%7.69) M.
ovipneumoniae ve M. arginini es zamanli olarak belirlenirken, Mycoplasma spp.
olarak tamimlanan 8 (%30.76) izolat arastirrlan Mycoplasma tiirleri (M.
ovipneumoniae ve M. arginini) yoniinden negatif saptanmistir. Calismada pnémonik
akciger Orneklerinden etken tanimlanmasina yonelik direkt PCR islemi
uygulanmadigi i¢in kiiltiir ve PCR yontemlerinin Mikoplazma etkenlerinin teshisinde
etkinligi, hassasiyeti ve karsilastirmali analizi yapilamamistir. Ancak Mycoplasma
spp. olarak tanimlanan izolatlarin teyidinde kiiltiirel islemlerle karsilastirildiginda
cins spesifik PCR biiyiik bir uyum gostermistir. Benzer bir durum Weiser ve ark.
(2012) tarafindan 14 Amerikan yaban koyunundan alinan 22 adet orofaringeal svap

orneginden Mycoplasma tiirlerinin kiiltir ve PCR yontemleriyle karsilagtirmali
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analizi calismasinda da bildirilmistir. Arastirmacilar, Hayflick zenginlestirme brothu
ile Mikoplazma cins ve tiir spesifik PCR yontemlerini karsilastirdiklar: bu ¢aligmada
M. arginini tiiriiniin tanimlanmasinda her iki yontem ile ayni sonucu elde ederken,
M. ovipneumoniae’ nin tanimlanmasinda PCR yontemini daha etkili bulmuslardir.
Kiiltiirel yontemlerle Mycoplasma spp. olarak tanimlanan izolatlarin teyidinde %100
uyum gosteren cins spesifik PCR yontemi, incelenen tiirler yoniinden negatif
saptanan Orneklerde diger Mycoplasma tiirlerinin tespitine olanak saglamasi
bakimindan da Onemlidir. Zenginlestirilmis ve selektivite kazandirilmig
besiyerlerinin kullanildigi kdiltiir yontemiyle etken izolasyonu takiben izolatlarin
Mikoplazma cins ve tiir spesifik PCR ile analizleri, koyunlarda Mikoplazma

etkenlerinin tanimlanmasinda giivenilir bir yol olarak goriilmektedir.

Mikoplazma etkenlerinin teshisinde kiiltiirel yontemlere alternatif olarak PCR
ve DNA dizileme teknikleri de kullanilmaktadir. Dizi analizlerinde ribozomal RNA
(rRNA), GroEL saperon, RNA polimeraz beta alt tinitesi (rpoB), DNA giraz beta alt
tinitesi (gyrB) gibi yiiksek oranda korunan gen bolgeleri siklikla kullanilmakta ve bu
bolgeler filogenetik analizlerin temelini olusturmaktadir. Bakteriyel 16S rRNA gen
dizilerinin ulasilabilir olmast ve mevcut veri tabanlarinda yer almasi bu gen
bolgesinin analizini birgok molekiiler uygulamada popiiler bir hedef haline
getirmistir. Degigsken bdolgelerin yani sira 16S rRNA genlerinin korunmus bdlgeleri
de icermesi bu bolgelere baglanan {iniversal primerlerin tasarlanmasina olanak
saglamistir (Turan ve ark. 2018). Koyun ve kegilerde 16S rRNA gen bolgesinin
kullanildigi Mikoplazma etkenlerinin teshisi ve filogenetik analizi iizerine bir¢ok
caligma mevcuttur (Azizi ve ark. 2011, Kalshingi ve ark. 2015, Abdel Halium ve ark.
2019). Azizi ve ark. (2011), pnémonik koyun akcigerlerinden M. ovipneumoniae ve
M. arginini tiirlerinin 16S rRNA temelli PCR teknigi ile tanimlanmas1 amaglanmig
ve olgularin %20’ sinde M. ovipneumoniae ve %2.5 inde M. arginini bildirmislerdir.
Kalshingi ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir ¢calismada, Giiney Afrika’ da saglikli
ve hasta (vulvitis ve balanitis) koyunlardan izole edilen 34 Mycoplasma tiiriiniin
PCR, klonlama ve gen sekans analizi ile karakterize edilmis ve BLAST analizi
sonrast koyunlardan izole edilen dominant Mycoplasma tirleri, M. arginini, M.

bovigenitalium, A. laidlawii, MmmLC, Mycoplasma sp. ovine/caprine serogroup Il
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ve M. canadense olarak tanimlanmistir. Abdel Halium ve ark. (2019), koyunlardan
izole ettikleri birer adet M. arginini ve M. ovipneumoniae susunun 16S rRNA gen
bolgesinin kismi dizi analizini gergeklestirmisler ve farkli tiirlerden (koyun, kegi ve
yabani lireme maddeleri) ve farkli iilkelerden bildirilen suslarla yiiksek sekans

benzerligine sahip oldugunu saptamiglardir.

Bu calismada, kiiltiirel yoklamalar ve PCR analizleri sonucu Mycoplasma
spp. olarak tanimlanan izolatlarin sekansi1 amaciyla 16S rRNA geninin
amplifikasyonunu hedef alan PCR teknigi uygulanmis ve 26 izolatin 20’ sine
(%76.92) ait 16S rRNA gen bolgesi amplifiye edilmistir. 16S rRNA gen bdlgesinin
sekans analizi sonrasi izolatlarin 22’ sinin (%84.61) basarili bir sekilde dizi analizi
gerceklestirilirken, cins spesifik PCR ile Mycoplasma spp. saptanan 3 6rnek ile tiir
spesifik PCR ile M. ovipneumoniae saptanan 1 6rnek dahil toplam 4 6rnegin DNA
konsantrasyonu, DNA safligi ve 16S rRNA gen bdlgesinin amplifikasyonu ile ilgili
problemlerden dolay1 sekanslanamamustir. Tiir spesifik PCR ile M. ovipneumoniae
tanimlanan 11 drnegin tiimii 16S rRNA boélgesinin sekansi sonucu M. ovipneumoniae
ve M. arginini tanimlanan 4 6rnegin timi M. arginini olarak tanimlanmistir. Tiir
spesifik PCR ile M. ovipneumoniae ve M. arginini’ nin es zamanli olarak belirlendigi
2 ornek ise 16S rRNA gen bolgesinin sekanst sonrast M. arginini olarak
tanimlanmustir. Cins spesifik PCR ile Mycoplasma spp. olarak tanimlanan 5 izolat ise
16S rRNA gen bolgesinin sekanst sonucu M. bovigenitalium olarak identifiye
edilmistir. Sonug olarak, 16S rRNA gen bolgesinin sekans analizi sonras1 22 izolatin
11’ i (%50) M. ovipneumoniae, 6’ s1 (%27.27) M. arginini ve 5’ i (%22.72) M.
bovigenitalium olarak identifiye edilmistir. Tiir spesifik PCR yontemiyle identifiye
edilen Mycoplasma tiirleri ile 16S rRNA gen bdlgesinin sekansi sonrasi elde edilen
tirler %100 uyum igerisindedir. Mikoplazma etkenlerinin fenotipik yontemlerle
identifikasyonu zor, zahmetli ve zaman alici olup bazen yanilmalara sebep
olabilmektedir. SoOyleki, yaklasik 23 yil 6nce aym yorede pndmonli koyun
akcigerlerinden Mikoplazma etkenlerinin izolasyonu ve identifikasyonu amaciyla
yapilan bir aragtirmada 6rneklerin 61° inde (%24.69) Mycoplasma spp. izolasyonu
gerceklestirmis ve bunlarin 43’ iinii (%70.5) M. arginini ve 18’ ini (%29.5) M.

ovipneumoniae olarak tanimlanmigtir (Otlu 1996). Oysa yiiriitiilen bu arastirmada
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pnomonili koyun akcigerlerinde izole edilen Mikoplazma izolatlarinin PCR temelli
molekiiler analizi sonucu 11° 1 (%50) M. ovipneumoniae, 6’ s1 (%27.27) M. arginini
ve 57 1 (%22.72) M. bovigenitalium olarak identifiye edilmistir. Bu durum
Mikoplazmalaein tanisinda molekiiler yontemlerin 6nemini ve degerini ortaya

koymaktadir.

Tiir spesifik PCR ile M. ovipneumoniae ve M. arginini ortak enfeksiyonu
saptanan iki 6rnek, 16S rRNA dizi analizi sonras1 M. arginini olarak saptanmistir. Bu
durum aslinda pnémonik akcigerde ortak bir enfeksiyonu gosterirken, dizi analizinde
kullanilmak tizere DNA’ nin tek bir bakteriyi temsilen saf bir sekilde segilmedigi ve
M. arginini’ ye ait DNA’ nin kalite ve konsantrasyon bakimindan daha yogun oldugu
seklinde yorumlanmistir. Calismada ayrica pnomonik 5 adet koyun akcigerlerinden
M. bovigenitalium tiirii de tanimlanmistir. Konak spektrumu igerisinde yer almadigi
M. bovigenitalium suslarina koyunlarin konaklik yapmalar1 oldukga ilgingtir.
Calismanin baslangicinda dngoriilemedigi icin PCR analizlerinde degerlendirme dist
kalan bu tir ancak 16S rRNA dizi analizi sonrasi M. bovigenitalium olarak
tanimlanmistir. Bu durum son donemlerde M. bovigenitalium’ un koyun ve kegilerde
gerek deneysel gerekse dogal genital sistem ve memeden artan izolasyon bildirimleri
(Ball 1990, Chima ve ark. 1995, Maksimovic ve ark. 2013, Kalshingi ve ark. 2015)
ile uyum igerisindedir. Bu ¢alismada tanimlanan 5 adet M. bovigenitalium izolati
koyun pndmonileri adina ilk uluslararasi bildirimdir. Soguk ve uzun kis sartlarinin
hakim oldugu Kars yoresinde farkli hayvan tiirlerinin aym1 cati altinda birlikte
yetistirilme aligkanliklari, sigir orijinli olan M. bovigenitalium etkeninin koyunlara
bulagsmasinda predispozisyon olusturan bir faktor olarak spekiile edilebilir. Yine de
bu spekiilasyonun dogrulanmasina ihtiyag¢ vardir ve eger ulasilabilirse ayn1 igletmede
yetistirilen sigirlardan elde edilecek Mikoplazma suslariyla benzerlik analizlerinin

fayda saglayacag diisiiniilmektedir.

Mikoplazmalar, 200’ den fazla bakteri igeren Mollicutes adli genis bir sinif
icerisinde yer alan Mycoplasmatales takiminin patojen iiyeleridir. Mikoplazmalarin
taksonomisi ve filogenetigi ile ilgili bir¢ok arastirma bulunmaktadir (Weisburg ve
ark. 1989, Petterrsonn ve ark. 1994, 2000, Maniloff 2002). 16S rRNA gen bolgesi
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esas almarak yapilan ilk filogenetik siniflandirma Weisburg ve arkadaslari tarafindan
1989 yilinda yapilmis ve Mikoplazmalar igin Anaeroplazma, Asteroplasma,
Hominis, Pnémonia ve Spiroplasma adi altinda 5 filogenetik grup tanimlanmistir
(Weisburg ve ark. 1989). Sonraki yillarda bu temel gruplarin igerisinde bazi yeni
kiimeler ve alt gruplar da tanimlanmistir. Yalnmiz bu filogenetik smiflandirma
gruplarin monofiletik olmayist ve farkli tiirleri barindirmasi nedeniyle taksonomisi
ile bazen uyusmamaktadir. Mollicutes’ lerin taksonomisi 1993 yilinda revize edilmis
ve genotipik, fenotipik ve kemotaksonomik c¢alismalar sonucu mevcut olan 5
filogenetik gruba Entomoplasma ve Mesoplasma adiyla iki yeni grup daha
eklenmistir. Bunlar igerisinde 20’ den fazla tiir varlig1 ile Hominis filogenetik grubu
en genis olanidir. Veteriner Hekimlik alaninda enfeksiyonlardan sorumlu olan
Mycoplasma tiirlerinin biiyiik bir kism1 Hominis filogenetik grubu igerisinde yer
almaktadir. Bunlardan M. ovipneumoniae, Hominis grubunun M. neurolyticum
kiimesinin igerisinde; M. arginini, Hominis grubunun M. alkalescens altkiimesinin
icerisinde ve M. bovigenitalium ise Hominis grubunun M. bovis kiimesinin alt
kiimesi igerinde yer almaktadir. Bu tiirler icerisinde M. bovigenitalium ve M.
ovipneumoniae ayni bransta yer almalarma ragmen filogenetik olarak kismen uzak
mikroorganizmalardir. M. arginini ise M. hominis kiimesinin diger branginda yer
almaktadir. Pettersson ve ark. (1994) tarafindan yapilan bir ¢alismada aralarinda M.
ovipneumoniae’ nin de bulundugu 11 yeni Mycoplasma tiiriiniin 16S rRNA gen
bolgesinin direkt kati- faz DNA dizi analizi gergeklestirilmis ve veri bankasinda yer
alan suslar ile karsilastirilmistir. Arastirmacilar, Hominis grubunun M. neurolyticum
kiimesi igerisinde yer alan M. ovipneumoniae’ nin domuzlarda Mikoplazmozis
etkenleri olan M. hyopneumoniae, M. flocculare ve M. hyorhinis ile biiyiik benzerlik
gosterdigini saptanmuglardir. Filogenetik ¢aligmalarda Mikoplazmalar a, B, y, d-
Mikoplazma branglarina da ayrilmistir (Maniloff 2002). Bu branslar arasinda a ve -
Mikoplazmalar en yakin homolojiye sahip iken bu iki brans, y- Mikoplazmalar ile
ayni dalda yer alirlar. 5- Mikoplazmalar ise tiim bu branglarla en uzak olan gruptur.
a- Mikoplazmalar igerisinde M. bovis, M. bovigenitalium, M. agalactiae ve M.
meleagridis; pB- Mikoplazmalar igerisinde M. hominis ve M. arginini; y-
Mikoplazmalar igerisinde M. ovipneumoniae ve M. conjunctivae ve o-

Mikoplazmalar igerisinde M. pneumoniae, M. gallisepticum ve M. iowae gibi 6nemli
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insan ve hayvan patojenleri yer almaktadir. Benzer bir ¢alisma 16S rRNA gen
bolgesinin analizi  gergeklestirilerek Pettersson ve ark. (2000) tarafindan
bildirilmistir. Arastirmacilar, Weisburg ve ark. (1989) tarafindan bildirilen M.
hominis kiimesinin giincellenmesi amaciyla yaptiklari bu calismada bu kiimede
bulunan tiirlerin 16S rRNA gen dizilerinin %94 ve iizeri benzerlik gosterdigini
bulmuslar ve yeni tiirlerin smiflandirilmasinda benzerliklerin hangi alanlarla
kullanilabilecegini tartismislardir. Calismada, 10 farkli Mollicutes’ in 16S rRNA gen
bolgesi dizi analizi gergeklestirilmis ve mevcut diger tiirlerle karsilastirilmistir.
Bunlardan M. arginini, M. hominis kiimesi igerisinde M. alkalescens ile ayni bransta

saptanmistir.

Bu ¢alismada elde edilen 11 M. ovipneumoniae izolatindan 1 i hari¢ kalan 10
M. ovipneumoniae izolatt (MYCOI1, MYCOS8, MYCO9, MYCO10, MYCOI5,
MYCO16, MYCO18, MYCO20, MYCO21, MYCO22) kendi aralarinda biiyiik bir
homojenite saptanmis fakat GenBank' tan elde edilen dizilerle polifiletik bir
dallanma gostermistir. Bu 10 izolat, ABD’ nin Hells Kanyonu’ nda yetistirilen
Amerikan yaban koyununa ait pnémonik kuzudan elde edilen M. ovipneumoniae
(EU265779.1) izolatina (Besser ve ark. 2008) biiylik bir benzerlik gostermektedir.
Heterojenite gosteren 1 M. ovipneumoniae izolat1 ise perifiletik Ozelligi ile
(MYCO19) Norveg’ de Misk okiizlerinden izole edilen M. ovipneumoniae
(KJ433280.1) (Anonim 6) ile ayn1 bransta yer almustir (Sekil 2). Calismada elde
edilen dendogramin diger bir kiimesini olusturan M. arginini izolatlar1 birbirlerine
yakinlik bakimindan iki gruba ayrilmislar ve polifiletik bir dagilim gdstermistir.
Birinci grubu temsilen MYCO13 ve MYCO17 birbirlerine en yakin izolatlar iken bu
iki izolat, Giiney Afrika’ da Dorper koyununa ait vajinal svap Orneginden izole
edilen M. arginini (HQ661819) (Ali 2012) ve Ingiltere’ den orijini belli olmayan M.
arginini susu (GQ409971) (Anonim 4) ile biiyiikk bir benzerlik gosteren MYCO7
kodlu M. arginini izolat: ile aym bransta yer almustir. ikinci grup ise birbirine ¢ok
yakin MYCO2 ve MYCOI12 izolatlar1 ile bu izolatlarla ayni bransta yer alan ve
pndmonili koyun akcigerlerinden izole edilen ATCC 23243 kodlu M. arginini susuna
biiyiik bir benzerlik gosteren MYCO11 kodlu M. arginini izolatindan olusmaktadir

(Sekil 2). Calismanin diger filogenetik grubu ise M. bovigenitalium izolatlarindan
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olusmaktadir. Bu izolatlarin 4° it (MYCO3, MYCO4, MYCO5, MYCO14) kendi
arasinda homojenite ve monofiletik bir dagilim gosterirken bu 4 izolat, 1947’ de
Edward ve Beckenham (Anonim 5) tarafindan sigir genital sisteminden izole edilen
M. bovigenitalium susu (NCTC 10122) ve M. bovigenitalium type strain
(AY121098) ile benzerlik gosteren ve parafiletik bir dagilim gosteren MYCO6 kodlu
1 M. bovigenitalium izolat: ile ayn bransta yer almustir (Sekil 2). Ozet olarak bu
calismada, 16S rRNA sekans analizine gore 22 Mycoplasma izolati i¢in komsu
birlestirme yontemi ile olusturulan dendogram ve evrimsel iliski sonucu izolatlarin
tamaminin Hominis filogenetik grubu icerisinde ve M. ovipneumoniae, M. arginini
ve M. bovigenitalium olmak iizere ii¢ temel kiimede toplandigi goriilmiistiir. Bu
kiimelere bakildiginda M. arginini ve M. bovigenitalium izolatlari iki ayr1 filogenetik
pozisyon almalarina ragmen birbirlerine olan yakinliklari, M. ovipneumoniae
izolatlarina olan filogenetik yakinliklarindan daha fazladir. Bu durum, Maniloff
(2002) tarafindan bildirilen ve o- Mikoplazmalar igerisinde yer alan M.
bovigenitalium ile B- Mikoplazmalar igerisine yer alan M. arginini arasindaki

homolojiye benzer niteliktedir.

Sonug¢ olarak, Kars yoresinde mezbaha ve kesimevlerinden temin edilen
pnémonili 250 koyun akciger Orneginden yapilan izolasyon ve identifikasyon
calismalar1 sonucu 26’ smnda Mikoplazma etkenleri tanimlanmistir. Bu g¢alismada
Kars yoresinde koyun pndmonilerinde Mikoplazma prevalanst %10.4 olarak
saptanmistir. Mikoplazma kaynakli solunum sistemi hastaliklari, canli agirlik
artisginda azalma ve oliim gibi nedenlerle meydana gelebilecek bireysel veya siirii
bazinda verim kayiplart koyun yetistiriciligi temelli ekonominin uygulanabilirlik ve
stirdiiriilebilirligini olumsuz etkilemektedir. Bu baglamda bu ¢alismada elde edilen

Mikoplazma pozitifligi 6nemli dl¢iidedir.

Kiiltiirel yoklamalarla saptanan Mikoplazma etkenlerinin PCR temelli
molekiiler teknikler ve sekans analizleri sonrasi, M. ovipneumoniae 11 izolat ile
Mycoplasma tiirleri i¢erisinde predominant tiir olarak saptanmig, bunu 6 izolat ile M.
arginini ve 5 izolat ile M. bovigenitalium izlemistir. Gerek izolasyon orani gerekse

tir ¢esitliligi acisindan yorede yapilan c¢aligmalarla bazi1 farkliklar olsa da Kars
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yoresinde koyunlarda pnOmoni vakalarindan sorumlu olan temel tlirler M.
ovipneumoniae ve M. arginini’ dir. Bu c¢alismada oldugu gibi koyunlara ait ¢esitli
enfeksiyoz vakalardan M. bovigenitalium’ un artan bildirimi ise bu etkenin konak
spektrumuna koyunlarin da eklenmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmistir. Yapilacak
epidemiyolojik g¢alismalarda ve koruma- kontrol programlarinin planlanmasinda
koyunlarda patojen bir Mycoplasma tiirii olarak M. bovigenitalium’ un da goz

ontinde bulundurulmas: gerekmektedir.

Birgok bakteriyel enfeksiyonun teshisinde etken izolasyonu halen altin
standart olarak goriilmektedir. Bu c¢alismada da selektif ve zenginlestirilmis
besiyerlerinin kullanildigi ve pnémonik koyun akciger 6rneklerinden Mikoplazma
etkenlerinin izolasyonu ydntemine basvurulmustur. Izolatlarin teyidi ve tiir bazinda
analizi ise molekiiler teknikler ve sekans analizleri ile gerceklestirilmistir. izolasyon
ve molekiiler identifikasyon ¢aligma bulgular1 mikrobiyoloji alaninda modern
teknolojinin son triinii olan sekans analizi sonuglari ile biiyiik uyum gostermistir.
Diinyada ve tilkemizde sekans analizi ve filogenetik gruplamalarin giderek
yayginlasmas1 ve bu metodolojiye kolay ve ucuz erisim imkani, konvansiyonel
yontemlere gore daha ergonomik olan bu yontemlerin Mikoplazma etkenlerinin
teshisi ve taksonomik giincelleme, sus ¢esitliligi ve varyant analizi, as1 gelisimi,
tedavi yanitinin izlenmesi ve enfeksiyon kaynaklariimn belirlenmesi gibi laboratuvar
ve saha caligmalarinda fayda saglayacagi ve bu ydntemlerin konvansiyonel
yontemlere kolaylikla entegre edilebilecegi ongdriilebilir. Bu kapsamda, pnémonik
koyun akcigerlerinden Mycoplasma tiirlerinin saptanmasinda kiiltiir, molekiiler
yontemler ve sekans analizinin birlikte yapildigi bu ¢alismanin 6rnek teskil edecegi

umulmaktadir.
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