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1.GİRİŞ


Son yüzyıl içinde bütün dünyada endüstrileşmenin hızla büyümesi ve yayılması ile hayvansal protein gereksiniminin kümes hayvanlarından sağlanması dönemi başlamış ve günümüzde tavuk yetiştiriciliği kendi başına bir endüstri halini almıştır. Kümes hayvanları yetiştiriciliği bütün dünyada olduğu gibi yurdumuzda da hızla gelişmektedir. Kümes hayvanları yetiştiriciliğinde özellikle tavuk ve hindilerin hastalıkları, yetiştiriciliğin gelişmesine paralel olarak, her geçen gün biraz daha artmaktadır.


Mycoplasma gallisepticum’un neden olduğu Kronik Solunum Yolu Hastalığı (Chronic Respiratory Disease-CRD) dünyada ve Türkiye’de büyük bir sorun oluşturmaktadır. CRD, piliç, tavuk ve hindilerde solunum yolu bozuklukları, yumurta tavuklarında yumurta veriminin azalması, salpingitis belirtileri, genç hayvanlarda hareket ve canlılığın kaybolması, artritis, tendosinovitis ve hindilerde ensefalopati ile ortaya çıkar. 


Bu çalışmada, İzmir ve çevresindeki ticari broiler, broiler damızlık ve ticari yumurtacı işletmelerinden elde edilen serum örneklerinde M. gallisepticum’a karşı oluşan antikorların varlığının çeşitli serolojik testlerle (RSA, ELISA) karşılaştırmalı olarak yapılması hedeflenmiştir.

2. KONU İLE İLGİLİ ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR

1. Mycoplasma  gallisepticum  (MG)’un  neden olduğu  kanatlıların  Kronik  Solunum  Sistemi  Hastalığı   (CRD)  genel olarak  solunum  sistemi  bozuklukları  ile  seyreden, karkas  ağırlığı  ve  yumurta  verimi  düşüklüğü  ile  ekonomik  kayıplara  neden olan  bir  hastalıktır  (19).

2. Mycoplasma ’nın  ilk  izolasyonu  bir  sığır  pleuropneomoni  etkeni  olarak, Nocord  ve Roux  tarafından  1898  yılında  yapılmıştır.  Tavuklarda  ilk Mycoplasma  spp. izolasyonu ise  Nelson  tarafından 1930’lu yıllarda  yapılmıştır  (23). Nelson, 1935 yılında nezleli  tavukların  burun  akıntılarından  hazırladığı  preparatlarda  kokobasil  formlu mikroorganizmaların  varlığını  saptamış, 1936 yılında  bu  kokobasil  formlu mikroorganizmaların  0,5  (  veya  daha küçük  çapta  olduklarını, direk  temas  ile tavuklarda  yavaş  başlayan  ancak  kronik  seyirli  bir  solunum  sistemi  infeksiyonu oluşturduklarını  ve  oluşan  bu  infeksiyonun  Haemophilus  gallinarum’ dan  ileri  gelen nezleye  oranla  daha  uzun  bir  inkubasyon  süresine  sahip  olduğunu  bildirmiştir (25, 26).  Araştırıcı, sonradan hastalığın  etiyolojik  etkeni  olduğu  sandığı  bu  kokobasil formlu  mikroorganizmaları  embriyolu  tavuk  yumurtaları, tavuk- embriyo  doku  kültürleri ve  yapay  besi  yerlerinde  üretmeyi  başarmış;  ancak, hastalık  etkeni  ploropneomoni  grubu mikroorganizmaların  birçok  özelliğini  göstermesine  rağmen, agar  üzerinde  tipik  üreme  elde edemediğinden  bu  mikroorganizmayı  bir  kokobasil  (Nelson  kokobasili)  olarak adlandırmıştır (27, 28). Kanatlı  hayvanlarda  gelişen  vakalar 1943  yılında, Deleplane  ve  Stuart tarafından  “ kronik  respiratorik  hastalık’’  olarak  tanımlanmıştır (20).  Hastalık  etkenini  embriyolu  tavuk  yumurtalarında  üretmişler, ancak, etkenin  hücresiz besi  yerlerinde  ürememesi  ve  infekte  sarı  keselerinden  hazırlanan  boyalı  preparatlarda görülememesi  nedeniyle, bunun  bir  virus  olabileceğini  ileri  sürmüşlerdir (20). Van  Herick  ve Eaton  1945  yılında  embriyolu  tavuk  yumurtalarından  izole  ettikleri  pleuropneumoni benzeri  bir  mikroorganizmayı  (Pleuropneumonia Like Organism, PPLO)  besi yerlerinde  üretmişler;  fakat  bunun, tavukların CRD’si ile ilişkisini ortaya koyamamışlardır. Araştırıcılar ayrıca, kanatlı PPLO’larının tavuk eritrositlerini aglutine ettiklerini ve bu reaksiyonun infekte tavuk serumları tarafından inhibe edilebildiğini bildirmişlerdir (41). Hindilerde gelişen infeksiyon Dodd tarafından 1905 yılında tanımlanmış ve 1938 yılında Dickinson ve Hinshaw tarafında  “infeksiyöz sinüsitis “ olarak adlandırılmıştır. Morkham ,Wong , Van Roekel ve Olesuik tarafından 1950’li yılların başında tavuk ve hindilerden organizmanın başarılı bir şekilde kültüre edildiği rapor edilmiş ve benzerlikler belirlenmiştir (23). 

Mollicutes sınıfının Mycoplasmatales takımında Mycoplasmatacea familyasında yer alan  Mycoplasma’lar, 300-800 nm büyüklüğünde kendi kendine replike olabilen en küçük prokaryotik mikroorganizmalardır. Hücre duvarları yoktur ve bunun yerine üç katmanlı bir plasma membranı ile çevrelenmişlerdir. Mycoplasma’lardan bazıları ya direkt olarak kendilerinin oluşturdukları hastalıklarla veya daha yaygın görüldüğü şekliyle, diğer patojenlerle birlikte hastalıklara yol açarak kanatlı hayvan endüstrisinde büyük ekonomik kayıplara neden olurlar. Kanatlı hayvanlardan şimdiye kadar Mycoplasma cinsi içinde izole edilen ve isimlendirilen 22 tür bulunmasına karşın bunlardan sadece dört tanesi evcil kanatlı hayvan türleri için patojendir. Bunlar tavuk ve hindiler için patojen olan M. gallisepticum, M. synoviae ve hindiler için patojen olan M. meleagridis ve M. iowae’dır (9). 

3. Kanatlı mycoplasma suşları arasında antijenik farklılıkların bulunduğu, ilk olarak Adler ve arkadaşları’nın yaptıkları çalışmalarla ortaya konulmuştur (1, 2). Yamamoto ve Adler (43), kanatlı orijinli mycoplasma suşlarını morfolojik, fizyolojik ve antijenik özelliklerine göre 5 gruba (I –V) ayırmışlardır. Fabricant  (17), 6 farklı gruba ilaveten sınıflandırılamayan 4 grup belirlemiş, Yoder ve Hofstad (44) 12 serotip ( A-L ) tanımlamışlardır. Daha sonra ise 19 serotip (A-S) belirlenmiştir (11). 

4. Mycoplasma gallisepticum 0.3-0.5 ( çapındadır. Hücre duvarı olmadığından yuvarlak, oval, yüzük , dallı, yıldız gibi pleomorfik şekillerde görülür . Gram negatif,  hareketsiz, sporsuz, kapsülsüzdür . Gram negatif olmasına rağmen anilin boyalarıyla çok güç boyandığından Giemsa, Macchiavello, Castenada ve Stamp boyama yöntemleriyle boyanır. Etkenin stoplazmik membranı üç tabakalı bir “ünit membran“ yapısındadır . Orta tabakası lipid, diğer iki tabaka da protein polisakkaritlerinden oluşmuştur. Ünit membrandaki karbonhidrat molekülleri komplementin fikse edilmesinde, nötralizan antikorların saptanmasında etkin role sahiptir. Kolesterol veya fosfolipit molekülleri arasına dağılmış polipeptidler ise antijenik rol oynamaktadır. Mikoplasmalar, stoplazmik membranlarında bakterilerde bulunan N-asetil muramik asit ve N-asetil glukozamin moleküllerinin olmaması nedeniyle hücre duvarı sentezini engelleyen antibiyotiklere karşı duyarsızdır. Özellikle penisilin ve düşük konsantrasyondaki (1:4000) talyum asetata dirençliliği nedeniyle bu maddeler Mikoplasma besiyerlerinde bakteriyel kontaminasyon inhibitörü olarak kullanılırlar (45). 

5. M. gallisepticum canlı ortamlardan  embriyolu tavuk yumurtasında, doku kültüründe (Hela , tavuk kalbi, fibroblast, v.s.) ve deneme hayvanlarında üreyebilir. Etken embriyoyu öldürmekte ve doku kültüründe Sitopatolojik Etki (CPE)’ler oluşturmaktadır (9). M. gallisepticum, aerobik veya fakültatif anaerobik olup üretilmesi için kolesterole ihtiyaç duyan bir mikroorganizmadır. Bu nedenle etkenin üretilmesi için besi yerine at, domuz veya kanatlı serumu gibi kolesterol yönünden zengin serumlar ilave edilebilir. Edward (16), kaynatılmış bira mayası ekstraktında PPLO’ların at serumuyla zenginleştirilmiş buyyonda üremesini güçlendiren bir faktör bulunduğunu bildirmiştir. Adler ve Yamamoto (3), 4 farklı maya ürününün kanatlı PPLO’ larının üremeleri üzerindeki etkilerini araştırmışlar ve % 8 at serumlu besi yerine % 16 oranında ilave edilen maya otalizatının hem üremeyi güçlendirmesi hem de daha fazla miktarda antijen elde edilmesi için en uygun maya ürünü olduğunu bildirmişlerdir. Genel besi yerlerinde üreme göstermeyen M. gallisepticum’un üretilmesi için PPLO buyyon veya agar , beyin kalp infüzyonu, Brucella agar veya buyyonu, fenol red buyyonu, tryptose fosfat buyyonu veya trypticase soy agar veya buyyonu gibi temel besi yerlerine üremeyi sağlamak amacı ile % 10-15 oranında at serumu  veya kanatlı serumu ve üremeyi güçlendirmek amacı ile de maya otalizatı, maya ekstraktı veya maya hidrolizatı gibi maya ürünleri ilave edilmiş özel besi yerleri kullanılır . Besi yerlerine üremeyi sağlamak amacı ile serum fraksiyonu da katılabilir. Besi yerlerine glukoz, dekstroz, maltoz veya laktoz gibi karbonhidratların katılması üreme üzerinde olumlu etkide bulunur (9). Bakteri kontaminasyonlarını önlemek için 100/500 UI/ml, penisilin ve 0,25 mg/ml talyum asetat katılması önerilmektedir. Optimal üreme, 37 (C’de pH 7,8’de ve nemli ortamda 3-5 gün içinde görülür. İlk izolasyon için % 10 CO2’li ortam yararlıdır. Üreme sonucu oluşan kolonilerin ortasında bulunan düğme şeklindeki yoğunlaşma Mikoplasmalar için tipiktir (40). Katı ortamlarda agar içine gömülü tipik “ Sahanda Yumurta “ görünümünde koloniler oluşturan mikoplasmaların morfolojileri gözle görülmediğinden streoskopik mikroskopta incelenmeleri gerekir. Ortası koyu ve düğmeli görünümde olan bu koloniler agarın içine gömülüdür ve granüler yapıdadır. Çevresi köpüklü bir görünümdedir. Bu koloni morfolojileri ile bakterilerin L formlarına benzerler. Sıvı ortamlarda hafif veya orta derecede bulanıklık yaparlar. Mikoplasma etkenlerini L formlarından ayırmak için bazı yöntemlerden yararlanılır. L formları penisilin veya buna benzer maddelerin etkisi ile bakterilerin hücre duvarının sentezinin önlenmesi sonucu oluşan şekilsiz etkenlerin oluşturdukları koloni formlarıdır. Bu koloni formları da Mikoplasma kolonileri gibi ortası düğmeli görünümdedir. Bu nedenle antibakteriyel madde içermeyen ortamlara şüpheli kolonilerin pasajının yapılması veya Dienes Boyama Yöntemi ile kolonilerin boyanma özelliklerinin incelenmesi gerekir. Antibakteriyel madde içermeyen ortamlarda da Mikoplasma kolonileri normal görünümlerini muhafaza ederler. L formları ise ait oldukları etkenin koloni morfolojisinin görünümünü alır. Mikoplasma kolonileri Dienes boyası ile boyandığında dekolere olmaz iken, L formu koloniler 15 dakika içerisinde dekolere olmaktadır (9). 

6. M. gallisepticum’un diğer mikoplasma türlerinden ayrımsal tanısının yapılması için özellikle glukoz fermantasyonu, tetrazolium redüksiyonu, arginin hidrolizi ve film-spot oluşturma testlerinin uygulanması gereklidir (14, 23). M. gallisepticum’un izole edilmesi ve üretilmesi için 6-8 günlük embriyolu tavuk yumurtalarının sarı keselerine inokulasyon yöntemi de çeşitli araştırmacılar tarafından uygulanmıştır . Adler ve Yamamoto (2), bu amaçla sarı kesesi dışında allontoik kese ve korioallantoik membran yollarıyla da inokulasyonlar yapmışlardır. Araştırmacılar, denedikleri bu 3 inokülasyon yolundan, yumurta sarısı yoluyla inokülasyon yapılan embriyolarda düzenli bir ölüm seyrinin şekillendiğini açıklamışlardır. Chute ve Cole, sarı kesesi yolu ile inokule ettikleri 7 günlük embriyolarda oluşan patolojik değişiklikleri incelemişler, inkübasyonun 8-14. günlerinde ölen embriyolarda baş, boyun ve göğüs bölgelerinde ekimotik hemorojilerle birlikte seyrek tüylenme, genel bir ödem  ve korioallantoik membranda da kalınlaşma ve matlaşma saptamışlardır. Öte yandan 14-21. günlerde ölen embriyolarda ise baş, boyun, dil altı ve göğüs bölgelerinde ödem, karaciğerde hiperemi ve nekrotik odaklar, böbreklerde hemorojiler ve eklemlerde ödemle birlikte, korioallantoik membranın kalınlaşmış, matlaşmış, kurumuş ve embriyoya yapışmış bir durumda olduğunu bildirmişlerdir. 

7. M. gallisepticum’ un bazı hayvan türlerinin eritrositleri üzerine hemolitik ve aglutine edici etkisi vardır. Örneğin etken at eritrositlerinin tam hemolizine sebep olur. Çeşitli kanatlı türlerinden izole edilen A , B , C , D , F , H , K , L serotiplerinin hemolitik özelliklerinin incelendiği bir çalışmada serotip A ’nın (M. gallisepticum) at eritrositlerini hemolize ettiği saptanmıştır. M. gallisepticum’un aglutine edici aktivitesi tavuk ve hindi eritrositleri üzerinedir. M. gallisepticum’a bu özelliği kazandıran, diğer mikoplasmalardan farklı olarak yapısında Myxoviruslarınkine benzer çıkıntılar taşımasıdır. Hemaglütinasyon, M. gallisepticum ile enfekte tavuk serumları tarafından inhibe edilmektedir (14, 45).

Başlangıçta  hemaglütinasyon  inhibisyon  testleri  ile  gösterildiği  ve  sonradan  M.gallisepticum  DNA’ sının restriksiyon  endonükleaz  ve  proteinlerinin de SDS-PAGE analizleri ile doğrulandığı  şekilde,  M. gallisepticum  suşları arasında  heterojenite bulunmaktadır.  Temel  hedef  sistem  solunum  kanalı  olmasına  karşın,  suşların  organ tropizmleri  ve  virulensleri  arasında da  farklılıklar  bulunmaktadır.  İnfeksiyonun  tavuk veya  hindilerde  seyir  süresi  birkaç  haftadan  18  aya  veya  daha  uzun  bir  süreye  kadar değişebilir (9).

8. Tavuk  ve  hindi  sürülerinde  M. gallispticum’un  bulaşması  yumurta  yoluyla vertikal  olarak  veya  direkt  temas  ile  horizontal  olarak  şekillenmektedir.  CRD hastalığının  infekte  anaçlardan  yumurta  yoluyla  civcivlere  geçtiği  çeşitli  araştırıcılar tarafından  bildirilmiştir.  Fahey  ve  Crawley (18),  etkeni  infekte  anaçlardan,  kabuk  altında ölen  embriyolardan ve yumurtadan çıkan cılız  civcivlerden izole etmişler ve yumurta yoluyla  bulaşmanın  hastalığın  yayılmasında  önemli  olduğunu  ileri  sürmüşlerdir.  Osborn ve  Pomeroy (31), etkenin dölsüz  yumurtalardan da  izole edilebileceğini  bildirmişlerdir. 

9.   Hastalığın yayılmasında etkenin yumurta yoluyla bulaşmasının önemli bir  rol oynadığını gösteren  Yoder (44), deneysel olarak infekte ettiği yumurtaların inkubasyon öncesi ısıya maruz bırakılmalarının, yumurtalardaki etkenlerin inaktive edilmesinde etkili olduğunu ortaya koymuştur.

10. Lateral bulaşmada; hayvanların hastalarla teması oldukça önemlidir. Ayrıca hayvanlar damlacık infeksiyonu şeklinde de etkeni direkt olarak alabilirler (9).  Hastalığın hava yoluyla direkt bulaşma oranı  oldukça yüksektir. Kontamine tozların  solunması ile etken vücuda girer. Bu tür bulaşmada genellikle infeksiyon sinus ve  trachea da  lokalize  olur, çok az olayda ise etken genital  organlara  yerleşir. Kontamine yem ve suların alınması ile bulaşmada az oranda görülmesine karşın önemlidir. Hastalığı geçiren hayvanlar uzun süre portor olarak kalırlar ve etkeni özellikle yumurtalarla çıkararak çevreye bulaştırırlar. Etkenin, infekte tavukların  yumurtalıklarından, horozların semeninden, inkube edilmemiş yumurtaların sarısından ve kabuğundan izole edilmesi bu olayı doğrulamaktadır (45). 

11. Hastalığın direkt temas veya mekanik  yollarla  bulaşabileceğini de bildiren  araştırıcılar, sinus  veya  trachea da  lokalize  olan  etkenlerin  burun,  göz  akıntıları  ve aksırık-tıksırık ile dışarı çıktığını ve özellikle entansif yetiştiricilik yapılan  kalabalık kümeslerde, sıklıkla horizontal bulaşmaya neden olduğunu  bildirmektedirler (15).  Etken  konakçı vücudu  dışında  fazla  dayanıklı  değildir  ve  normal kümes koşullarında ancak birkaç gün canlılığını koruyabilir. Ancak,  exudatlar  içinde  bulunduğunda  ve/veya  soğuk  çevresel koşullarda  daha  uzun  süre hayatta kalabilirler. Etken dezenfektanlara karşı duyarlıdır (9).  Fahey  ve  Crawley (18),  burun  içi  yolla  infekte  ettikleri  11  günlük  piliçlerle aynı  kümese  konan,  aynı  yaştaki  normal  piliçlerde  11  gün  içinde  aksırık-tıksırık  ve burun  akıntısı  gibi  solunum  sistemi  bozuklukları  ile  birlikte 19. günde  Hemaglutinasyon İnhibisyon (HI)  antikor titreleri  saptadıklarını  ileri  sürmüşlerdir.  Yine  entansif  yetiştiricilik  yapılan  kümeslerde asemptomatik  taşıyıcı  hayvanlardan  kaynaklanan  damlacık  infeksiyonu  ile de  bir  kümes içinde  veya  nadiren de  kümesler  arasında  hastalığın  yayılması  gerçekleşebilir.  Ayrıca, kontamine  ekipmanlarla  temas  sonucunda  veya  işletmelerde  uygulanan  cinsiyet  tayini, suni  tohumlama  veya  aşılama  işlemleri  sırasında  ve  bakıcılar  ve  ziyaretçiler  aracılığı ile de  mekanik  bulaşma  şekillenir.  Etkenin  konakçılar  dışında  çevre  koşullarında  uzun süre  canlı  kalmaması,  direkt  veya  indirekt  horizontal  bulaşma  riskini  azalttığı  gibi değişik  yaş  gruplarından  hayvanları  bir  arada  bulunduran  büyük  işletmeler,  kalabalık kümesler  ve  uygun  olmayan  bakım  ve  besleme  koşulları  ile  birlikte  insektler  ve  yabani kuşlar  horizontal  bulaşma  riskini  arttırırlar (13).

12. Mycoplasma  gallisepticum  infeksiyonunun  oluşmasında  etkenin  vücuda  giriş  yolu büyük  bir  önem  taşır.  Doğal  koşullar  altında  etken,  genellikle  vücuda  solunum kanalından  girer.  Mycoplasmalar  genelde  mukoz  membranlara  kolonize  olan  ve  epitel hücrelerine  affinite  gösteren  yüzey  parazitleri  olup,  vücutta  en  çok  bulundukları  yer solunum  kanalıdır.  Solunum  kanalıyla  vücuda  giren  etken,  solunum  kanalının herhangi bir  yerinde  lokalize  olabilir. Etkenin  canlılığını  sürdürebilmesi ve patojenite gösterebilmesi  için  büyük  önem  taşıyan  bu  lokalizasyonda, etkende bulunan ve stoplazmadan dışarıya  doğru  uzanan  polipeptid  yapıdaki  polar  kabarcıklar büyük rol oynarlar. M.gallisepticum bu kabarcıklar sayesinde epitel hücrelerinin sialik asit reseptör bölgelerine  tutunur.  Bu  kabarcıklar  vakum benzeri bir fonksiyon göstererek etkenin konakçı hücresine sıkıca  tutunmasına ve bu arada  hücre  dışında,  canlı  olarak  kalmasına olanak  tanır.  Solunum  sistemi  viruslarının  mukoz  membranlarda  ve  epitel  hücrelerinde meydana  getirdikleri  tahribatlar,  M. gallispticum’un  buralara  yerleşerek  üremesini güçlendirir. Konakçı  hücrelerine  tutunmayı  takiben  etken  çoğalarak  epitel  üzerinde  bir yayılım  gösterir.  Solunum  kanalı  yoluyla  oluşan  infeksiyonu  takiben  bir  septisemi dönemi  olur  ve  bu  dönemde  kandan  etken  izolasyonu  yapılabilir.  Septisemi  sonucunda etken  abdominal ve trokal hava  keselerine,  beyine, kloakaya,  yumurtalıklara  ve  testislere ulaşarak  bu  organlarda da  lokalizasyon  oluşturabilir (21).

13. Doğal  koşullarda  hastalığın  kuluçka  süresi 1 ay, deneysel  infeksiyonlarda  ise ortalama  10-20  gün  arasında  değişmektedir.  Deneysel  olarak  infekte  edilen  hindilerde sınuzitis  çoğunlukla  7-10  günde  gelişir. Tavuk  ve  hindi  sürülerinin  çoğunda  infeksiyon klinik  olarak  yumurta  üretiminin  başlangıcına  yakın ortaya  çıkmaktadır. İnkubasyon periyodunun  uzamasına sebep olan  durumlarda söz konusudur.  İnfekte  tavuk  ve  hindi sürülerinde  M. gallisepticum  infeksiyonunun kontrolü için yumurtaların antibiyotik solusyonuna batırılma  işleminden sonra bu  yumurtalardan  çıkan  infekte  palaz  ve civcivlerde  inkubasyon  periyodunun  uzadığı  bildirilmiştir (45).

Hastalığın  oluşmasında,  infeksiyona katılan  M. gallisepticum  suşunun  virulensi, bakteri  sayısı,  konakçının  türü  ve  yaşı,  diğer  patojenlerle  birlikte  aynı  anda oluşan infeksiyonlar  ve  hayvanları  güçsüz  kılan  faktörler etkili  olmaktadır.  Her  yaştaki kanatlılar duyarlı olmasına rağmen, çok gençler ve özellikle  büyüme  çağındaki hayvanlar infeksiyona  daha  çok  yakalanırlar  ve  hindiler de  tavuklardan  daha duyarlıdırlar. Hastalık özellikle,  Newcastle,  İnfeksiyoz  Bronşitis  (IB),  Koriza  gibi hastalıklarla  birlikte  seyrettiğinde  daha  ciddi  klinik  bulgular  oluşturmakta ve infeksiyonun seyri  ve  sağaltımı  değişmekte  ve de  zorlaşmaktadır.  Bunların  dışında beslenme  yetersizliği,  havalandırma  yetersizliğine  bağlı  olarak  kümeste  aşırı  amonyak ve  toz  bulunması,  ısıtma  noksanlığı,  aşırı  kalabalık,  kümes  dezenfeksiyonları  ve  diğer stres  faktörleri  hayvanları  duyarlı  hale  getirmektedir (9).

14. Tavuklarda  M. gallisepticum  infeksiyonu  genellikle  3  haftadan  küçük  civcivlerde pek  görülmemektedir.  İnfekte  piliçlerde  (3-8  haftalık)  klinik  belirtiler  ortaya  çıkar. Geceleri  kümese  girildiğinde  hırıltılı  soluma  duyulur.  Solunum  güçlüğü  nedeniyle hayvanların  ötmeye  benzer  bir  ses  çıkararak  nefes  alması  dikkati  çeker.  Tracheal sesler,  burun  akıntısı,  öksürük,  solunum  güçlüğü  ile  birlikte  yem  tüketiminin azalmasına  bağlı  olarak  şekillenen  kilo  kaybı  dikkat  çekicidir (45). Ancak,  bu belirtiler  erişkin  hayvanlarda  her  zaman  görülmeyebilir.  Hayvanlarda aynı anda meydana gelen diğer infeksiyonlar semptomların  şiddetlenmesine  neden  olur.  Yetişkin  hayvanlarda  tipik  olarak  hırıltılı  soluma,  burun  akıntısı,  aksırık-tıksırık, solunum  güçlüğü,  sinüsitis  ve  konjuktivitis  ile  birlikte  bazı  hayvanlarda da  başın sallanması (torticollis)  ile  karakterize  sinirsel  belirtiler  gözlenir. Görülen bu semptomların  yanısıra  hayvanların  yem  tüketimleri,  vücut  ağırlıkları  ve  yumurtacı tavuklarında  yumurta  verimlerinde  azalma  olur (9).  Cinsiyetin  hastalık  belirtileri ile  ilişkisi  vardır.  Klinik  belirtiler  horozlarda  daha  belirgindir. Yumurta  tavuklarında verim  düşüklüğü,  damızlık  sürülerde  dölsüz  yumurta  oranında  artış  ve  döllü yumurtalarda  ise  kabuk  altı  ölümler  meydana  gelir. Broiler  sürülerinde de  klinik  semptomlar çok  şiddetlidir.  Genellikle karkas  ağırlığı  azalır.  Hindilerde  ise  burun  akıntısı  ve  köpüklü göz  akıntılarını  takiben  paranasal  sinusların  tek  veya  çift  taraflı  yangılandığı  görülür. Bazı  olaylarda  sınusların  iyice  şişmesinden  dolayı  gözler  kapanır, bu  durumdaki hindiler  yemlerini  göremez  ve  zayıflarlar,  hastalığın  ilerlemesi  ile  tracheal  hırıltılar, öksürük  ve  solunum  güçlüğü  de  belirir (7).

15. İnfeksiyon  komplikasyonun  olmadığı  hallerde farkedilmeyebilir  veya  çok  hafiftir. Fakat birkaç infeksiyonun  bir  arada  olduğu  veya canlı  aşılarla  aşılamanın  yapıldığı  durumlar,  tüy  dökümü,  toz  ve  aşırı  kalabalık  gibi haller  lezyonların  artmasına  ve  uzun  sürmesine  neden  olur.  Nitekim  latent  M. gallisepticum  infeksiyonu  oluşturulmuş  bir  kümes  IB  virusu  ile  infekte  edildiğinde solunum  yolu  semptomlarının  daha  belirginleştiği  ve  yumurta  verimindeki  azalmanın önemli  derecede  olduğu  rapor  edilmiştir (38). CRD  çoğunlukla  E. coli,  P. multocida,  H. paragallinarum  gibi  bakteriyel,  ND,  IB,  Reovirus,  Adenovirus  ve  ILT virusları  gibi  viral  ve  A. fumigatus  gibi  fungal  etkenlerle  komplike hale gelebilir. Genellikle  % 10-50  arasında  morbidite  gösteren  komplike  olmamış  CRD  olgularında mortalite  % 5-10  arasında  değişirken,  infeksiyonun  sıklıkla  E. coli,  IB  ve  ND virusları  gibi  etkenlerle  komplike  olması  sonucunda  mortalite  % 30’a  kadar  çıkabilir.

16. Komplike  olmamış  CRD’de  morbidite  yüksek,  mortalite  ise  düşüktür. Hayvanlarda  semptomlar  belirgin  değildir  veya  çok  hafif  seyreder  ve  hayvanların  vücut ağırlıklarında  ve  yumurta  verimlerinde  hafif  bir  azalma  şekillenir.  Komplike infeksiyonlarda  mortalite  ile  birlikte  klinik  belirtiler  ve  patolojik  lezyonlar da  bir  artma görülür.  Klinik  olarak  sağlıklı  fakat  M. gallisepticum  ile  latent  infekte  hayvanlarda da  et ve  yumurta  verimlerinde  % 5-7  oranında  bir  azalma  meydana  gelir.  Sadece  hava keseleri  infekte  olduğunda  ise  hayvanlarda  tipik  klinik  semptomlar  görülmez (36). 

17. Hasta  veya  ölen  hayvanların  nekropsileri  yapıldığında,  lezyonlar  dikkat çekmeyecek  kadar  hafif  olabileceği  gibi  burun  delikleri,  trachea  ve  akciğerlerde  aşırı mukus  veya  kataral  eksudat  birikmesi  ve  hava  kesesi  duvarlarında  ödem  ile de karakterize  olabilir (9). Nekropside  peritonun şeffaflığını  kaybettiği,  matlaşıp üzerinde  darı  tanesi  şeklinde  beyaz  renkte  oluşumlar  taşıdığı  gözlenir.  Bazı  hallerde perikartta  toplanan  eksudat  nedeniyle  kalp, göğüs kemiğine  yapışmış  olabilir. İlerlemiş olgularda,  özellikle  E. coli  ile  komplikasyonda,  fibrinli  veya  fibrinopurulent  perikarditis, perihepatitis  görülebilir.  Solunum  sisteminde  infeksiyona  bağlı  bozukluklar  dikkat çekicidir. Burun  boşlukları  kesilip  üzerine  basınç  uygulandığında  bol  miktarda  seröz karakterde  bir  eksudatın  çıktığı  ve  bazı  durumlarda  bu  salgının  peynirleşmiş  veya kataral  bir  durumda  olduğu  göze  çarpar.  Trachea’da da  yine  aynı  tipte  sıvı  bulunabilir. Hava  keseleri  çoğunlukla  kazeöz  eksudat  içerir. Keselerin  görünümü  donuklaşmış, bulanıklaşmış ve kalınlığı artmıştır. Akciğerlerde pneumonik  bölgeler  dikkati  çeker, akciğerlerin  apeksleri  kostalara  yapışmıştır.  Sinüzitis  daha  çok  hindilerde  görülür. Bazen de  tavuklarda  şekillenir (7,45).  Nadiren de olsa  tavuklarda  şekillenen  sinüzitis olgularında  infra-orbital  sinuslardaki  şişkinlik  ile  birlikte  sinus  membranlarında kalınlaşma  ve  peteşiyel  kanamalar  bulunur. Hava  keseleri kalınlaşarak şeffaflıklarını kaybeder ve kazeöz  bir  eksudat  içerirler.  Hasta  hayvanların  akciğerlerinde  ise  pneumoni şekillenebilir. Tavuklardaki miks  infeksiyonlara bağlı olarak şekillenen şiddetli hava kesesi yangı ile birlikte  perikarditis  ve  perihepatitis de  görülür.  Mikroskopik  olarak  ise monoküler  hücre  infiltrasyonuna  ve  mükoz  bezlerin  hiperplazisine  bağlı  olarak  infekte dokuların  mukoz  membranlarında  belirgin  bir  kalınlaşma  şekillenir.  Hastalığın  ilk dönemlerinde  sinus  mukozasında  kataral  bir  yangı ve sonraları  ise  sinus  submukozasında  fibrozis  ve  lenfofolliküller  hücre  infiltrasyonu  oluşur.  Submukozada , bunların  dışında  fokal  lenfoid  hiperplazi  alanlarıda  görülebilir.  

18. Akciğerlerde  pneumonik alanların  ve  lenfofolliküler  değişikliklerin  yanı  sıra  granülomatöz  lezyonlar,  hava keselerinde de  perivasküler  lenfostik  hücre  infiltrasyonu  meydana  gelir (31).

19. Kronik  solunum  yolu  hastalığı,  klinik  semptom  ve  patolojik  değişikliler açısından  Difteri,  E. coli,  Coryza,  Kronik  Kolera  gibi  bakteriyel  infeksiyonlarla ve Newcastle  hastalığı,  İnfeksiyöz  Bronşitiz,  İnfeksiyöz Laringotracheitis  gibi  viral infeksiyonlarla  kolayca  karışabilir.  Bundan  dolayı,  hastalığın  kesin  teşhisi  etkenin  izolasyon  ve  identifikasyonuna dayanır (7, 8). Kesin teşhis amacıyla dokulardan ve  eksudatlardan etken izolasyon ve identifikasyonu   için  laboratuvar  muayenelerine  gereksinim  vardır (8, 31).

Laboratuvar  muayeneleri  için  antibiyotik  uygulanmamış  canlı  hayvanlardan, taze  veya taze  iken  dondurulmuş  karkaslardan,  kabuk  altı,  ölen  civcivlerden  veya yumurta  kabuğunu  kıran  fakat  yumurtadan  çıkamayan  civcivlerden  marazi  maddeler  ve hasta  hayvanlardan da  serum  alınır.  Canlı  ve  ölü  hayvanların  orofarinks, özofagus, trachea, kloakalarından  svaplar  alınabilir.  İnfraorbital  sinus  ve  eklem  ve  sıvıları  aspire edilebilir.  Ölü  hayvanları  burun  boşlukları,  hava  keseleri  ve  akciğerlerinden de  örnekler alınabilir.  Embriyolu  yumurtalarda  vitellus  kesesinin  iç  yüzeyinden  ve  embriyonunda orofarinks  ve  hava  keselerinden  svaplar  alınabilir.  Alınan  bütün  svap  örnekleri laboratuvara  ulaştırılmak  üzere  mycoplasma  buyyonu  içine  konurlar (9).

Bakteriyoskopide hastalıklı materyallerden yapılan boyalı preperatlarda etkeni tanımak olanaksızdır.

Mikoplazmaları üretmek için özel besi yerlerinden (PPLO agar veya buyyon) yararlanılır. Bu amaçla, besi yerlerine % 15-20 at serumu ve % 10 maya özeti katılır. Ayrıca, bakteri kontaminasyonlarını önlemek için de 50-100 UI/ml penisilin ve 0.25 mg/ml thallium   acetate ilave edilir. Kültürler inkübatörde 5-6 gün süre ile 37 o C’ de tutulduktan sonra petri kutuları stereoskopik mikroskop incelenerek üreyen koloniler mikoplazma yönünden değerlendirilir. PPLO agarda üreme meydana gelmemesi halinde, ekim yapılan materyelin M.gallisepticum yönünden negatif olarak değerlendirilmesi için kültürlerin en az 3-4 hafta süre ile inkübe edilmeleri gerekir. Katı besi yerinde üreme saptanırsa, üzerinde koloni bulunan agar blokları kesilerek PPLO buyyona pasaj edilir. Sıvı besi yerleri her gün kontrol edilerek renk değişikliğine göre üreme olup olmadığı saptanır. Etken izolasyonu yapıldığı takdirde, spesifik antiserumlar kullanılarak kültürlerin en kısa sürede immunofluoresans testi veya klonlamayı takiben üreme inhibisyon testi ile identifiye edilmeleri gerekir (9).

DNA tespit metodları, temel olarak polimeraz zincir reaksiyonuna dayanır ve bu konuda uzman laboratuvarlarda yapılır. Pek çok ülkede ticari kitler bulunmaktadır. Saha suşunun tespitinde ve F aşı suşunun ayırtedilmesinde kullanılmaktadır (5).

Serolojik Testler: Serolojik testler kullanılarak spesifik antikorların varlığı gösterilerek de CRD’nin teşhisi konulabilir. Bu amaçla en çok kullanılan testler arasında çabuk serum aglutinasyon (rapid serum aglutination, RSA), tüp aglutinasyon (TA) ve hemaglutinasyon inhibisyon (HI) testleri bulunmaktadır. Ancak, bu testlerin spesifite ve/veya sensiviteleri zayıftır ve bireysel infekte hayvanların teşhisinden ziyade sürü taramalarında kullanıldıkları zaman daha tatminkar sonuçlar verirler. (9) Bunların dışında radioimmunoassay, mikroimmunofluorescense ve indirekt IP gibi çeşitli testlerde vardır. Kanatlı işletmeleri fazla sayıdaki serumların taranmasında ELISA teknolojisini kullanırlar. ELISA teknolojisi burada anlatılmamıştır çünkü pek çok MG kiti ticari olarak temin edilebilir(5).

a) Çabuk Serum Aglutinasyon Testi (RSA): Sürülerden toplanan serum örnekleri derhal test edilmeyeceklerse +4 0C de saklanmalı ve dondurulmamalıdır. Test edilecek serum sayısı gerekli ve güvenli tespit yapılabilecek oranda olmalıdır. Toplanan serumlar oda sıcaklığında 72 saat içinde teste tabi tutulur. Bir miktar (yaklaşık 0.02 ml) serum beyaz fayans üzerine damlatılır takibinde aynı miktarda boyalı MG antijeni üzerine damlatılır. Fayans çevrilerek karıştırma sağlanır. Aglutinasyon 2 dakika içinde kümeleşmenin oluşmasıyla görülür. Bilinen pozitif ve negatif kontrol serumlarıda aynı şekilde test edilir. Kullanılan ticari antijenler üretici firmadan ve üretilen partiden partiye farklı özellik ve hassasiyette olabilir (5). Bu araştırma temiz bir fayans üzerine 0.02 ml inaktive edilmemiş ve sulandırılmamış serum ve 0.02 ml boyalı M. gallisepticum test antijeni konularak karıştırılmıştır. Serum veya antijene bağlı birçok değişik faktör testin kesin sonuç vermesi üzerinde etkili olur ve en uygun koşullarda dahi, RSA bireysel hayvandaki infeksiyondan ziyade sürü infeksiyonunu ortaya koymada daha başarılı olmaktadır (9). Bir sürüde yüksek oranda (% 10 ve fazlası) pozitif serum varsa MG infeksiyonunun işaretidir, özellikle sonuçlar ELISA veya HI ile teyit edilmişse. Kesin karar için sürü bir ay içinde tekrar test edilmelidir. Sonuçlar tatmin edici değilse organizmanın izolasyonunu yapmak gereklidir. Sonuçlar şüpheli olduğunda  M.synovia antijeni ile test yapmak gereklidir, bu organizma ile infeksiyonda bazen kros-reaksiyon olabilmektedir. Bu testler en az serumlarla olduğu kadar iyi bir şekilde yumurta sarısıylada yapılabilir, ancak yumurta sarısını ilkönce sulandırmak gerekir (5).

     TA testinin uygulanması RSA’dan daha uzun bir süre alır fakat bu test bazı araştırıcılar tarafından RSA’ya oranla daha kesin olarak değerlendirilmektedir.


RSA ve TA’dan daha duyarlı olan HI testi, Newcastle hastalığının serolojik tanısında kullanılan tekniğe benzer bir şekilde mikro olarak uygulanır ve çoğunlukla da RSA’da pozitif reaksiyon veren serumların doğrulanması amacıyla kullanılır. Ancak, bazı M. gallisepticum izolatlarının hemaglutinasyon oluşturmadıklarını ve bazılarının da HI antikorlarının sentezini stimüle etmedikleri unutulmamalıdır. Ayrıca, testte suş spesifitesinin bulunmasından dolayı, heterolog antijen kullanılması durumunda yanlış negatif sonuçlar meydana gelebilir (9).

b) Hemaglutinasyon İnhibisyon Testi (HI): MG’de, kanatlı kırmızı kan hücreleri (RBCs) hemaglutinasyon yeteneğine sahiptir ve serumdaki spesifik antikorlar inhibisyona neden olur. HI testinde gerekli olanlar güvenli MG hemaglutinasyon antijeni, yıkanmış taze tavuk veya hindi kırmızı kan hücresi ve test serumudur. Antijen ya taze broth kültürü içinde yada PBS içinde yıkanmış konsantre  MG suspansiyonu halinde olmalıdır. Kültür antijende istenilen yüksek titreyi tutturmak zordur, bununla beraber konsantre antijende (genellikle %25-50 gliserol içerir ve -700C de depolanır ) nonspesifik reaksiyon olasılığını artırır. HI testi bilinen prosedürü aşağıdaki gibidir (5) Antijenin HA titresi çift katlı sulandırma ile tespit edilir, çalışılan HA testinin tamamında en az miktarda antijen bulunan yer HA ünitesinin tanımlandığı yerdir. HI testi aşağıda anlatılan metoddaki gibi 4HA ünitesinde yapılmalıdır veya bilinen pozitif bir serum ile karşılaştırmalı test yaparak testin hassasiyeti tespit edilmelidir.

Test prosedürü: Tüm HA titrasyonları ve HI testleri en iyi çok kuyucuklu V tabanlı plastik mikropleytlerde yapılır ve kullanılan sabit miktar 50(l dir. Bir pozitif ve negatif kontrol serum her testte kullanılır. Test edilecek her serum için sekiz kuyucuk olmalıdır. Her sıradaki ilk kuyucuğa  50(l PBS eklenir. Her sıradaki ikinci kuyucuğa 8HA ünitedeki antijenden 50(l eklenir ve üçten sekize kadar olan her kuyucuğada 4HA ünitedeki antijenden 50(l eklenir. Test edilecek serumlar 1/5 oranında dilue edilerek hazırlanır ve hazırlanan bu serumlardan ilk kuyucuklara 50(l eklenir, karıştırılır, 50(l ikinci kuyucuğa aktarılır, karıştırılır, aynı işlemler son kuyucuğa kadar tekrar edilir, son kuyudan 50(l atılır. İlk kuyucuk serum kontrol kuyucuğudur. Antijen kontrol için 6 kuyucuk gereklidir. 2 den 6. kuyucuğa kadar her kuyucuğa 50(l PBS eklenir ve 1 ve 2. kuyucuğa 8 HAU antijenden 50(l eklenir. 2. kuyucuktaki içerik karıştırılır, 50(l si 3. kuyucuğa aktarılır, aynı işlem 6. kuyucuğa kadar tekrar edilir, 6. kuyucuktan 50(l atılır. Kırmızı kan hücrelerinin kontrolü için 2 kuyucuk gereklidir, her kuyucuğa 50(l PBS eklenir. Kuyucukların tamamına %0.5’lik kırmızı kan hücre (RBCs) solusyonundan (tavuklar için tavuk kanından, hindiler için hindi kanından hazırlanmalı) eklenir. Pleyt, kuyucukların karışması için nazikçe çalkalanır, daha sonra oda sıcaklığında 50 dk beklemeye bırakılır. Okuma için, pleyt eğilir ve sadece RBCs solusyonu konulmuş gözlerle aynı zamanda çıkan gözler inhibe olmuş kabul edilir. Kontrol serumlarında RBC düğme şeklinde görülür ve diğer kontrollerinde aynı reaksiyonu vermesi beklenir. Serum dilusyonlarının HI titreleri çok yüksekse HA’nın tamamında inhibisyon görülür. HI testinde 1:40 ve 1:80 veya daha yüksek titreler pozitif olarak değerlendirilir (5).

20. Antikorları saptamak amacı ile daha sonraları geliştirilen ELISA yöntemi ise, kullanılan spesifik IgG’ler nedeniyle MG antikorlarının saptanmasında diğer tüm testlere oranla çok daha spesifik bulunmuştur (15).


CRD hastalığını en kesin kontrol yöntemi, infeksiyonun eradike edilmesidir ve infeksiyonun yayılmasının önlenebildiği durumlarda başvurulabilecek yegane yöntemdir. Hastalığın kontrolü damızlık sürülerde başlar ve aşağıdaki noktaları kapsar:

1) M.gallisepticum’un embriyo yolu ile yavrulara geçişinin önlenmesi için kuluçkalık yumurtaların sağaltımı.


2) Eradikasyon programı sürecinde, yumurtadan çıkan civcivlerin 200-300 hayvanlık küçük gruplar halinde tutulması. Taramalar sırasında M.gallisepticum infeksiyonu saptandığında tüm sürü imha edileceğinden, her bir grup birbirinden uzak tutulmalıdır.


3) Yavruların M.gallisepticum infeksiyonu yönünden sürekli kontrol edilmesi.


Yumurtaların kuluçkaya alınmadan önce antibiyotik, ısı veya her ikisi birden uygulanarak ön inkübasyona tabi tutulmaları ile kuluçkalık yumurtaların M.gallisepticum ile infekte olmaları önlenebilir. Eradikasyon programı süresince yavru sürülerin M.gallisepticum yönünden taranması amacıyla kültürel muayene ve/veya serolojik yoklamalar kullanılır. Serolojik muayene amacıyla, yumurtlama dönemi de dahil, hayvanların tüm yaşam sürelerince belli aralıklarla serolojik testler uygulanır (4).


Değişik yaş gruplarından hayvanların bir arada bulunduruldukları ve üretimin sürekli olduğu işletmelerde M.gallisepticum infeksiyonunun kontrolündeki başarısızlıklar ve antibiyotik sağaltımının yüksek maliyeti, infeksiyona karşı korunmada aşılamalar üzerinde yeniden durulmasına neden olmuştur (9). MG-free sürülerin korunmasının kontrolünde tercih edilen metod canlı ve inaktif aşıların her ikisinin birlikte kullanılmasıdır. Aşılamada farklı yaş grubu hayvanların bulunduğu bölgedeki sürülerde infeksiyonun kaçınılmaz olması göz önünde bulundurulmalıdır. Ticari yumurtacılarda yumurta üretimindeki kayıpların önüne geçmek için aşılama yapılır, bununla birlikte farklı yaştaki sürülerde  MG’yi eradike etme amacıyla, damızlık sürülerde yumurtaya geçiş oranını düşürmek için aşılama yapılır. Sürülerin MG ile ilgili saha infeksiyonuna maruz kalmadan önce hem canlı hemde inaktif aşı ile aşılanması önemlidir. Mevcut canlı aşılar genellikle MG’nin F suşundan üreilirler, son zamanlarda ts-11 ve 6/85 suşlarıda kullanılmaya başlanmıştır. Bu suşlar güvenli karakteristik özellikleri geliştirilmiş apatojen suşlardır. F suşunun uygulanmasında intranasal veya göze damlatma yolları tercih edilir, fakat aerosol veya içme suyu ile uygulamada yapılabilir. Ts-11 suşu için göze damlatma metodu tavsiye edilirken, 6/85 için iyi bir spray önerilmektedir. Piliçler genellikle 12-16 haftalık yaşta aşılanır. Tek bir doz aşılama yeterlidir, aşılanmış sürüler sürekli taşıyıcı olarak kalırlar. Farklı yaştaki gruplarda uzun süre F suşunun kullanılması sonucunda aşı suşu saha suşunun yerine geçer. F suşu 6/85 veya ts-11’den daha etkili bir şekilde virulent wild-type MG suşunun yerine geçer fakat ts-11 farklı yaştaki ticari yumurtacılarda MG’nin  F suşunu eradike etmekte başarılı olmuştur. Farklı yaştaki üretim gruplarında uzun süre 6/85 kullanıldıktan sonra serolojik testlerin  MG yönünden negatif olduğu biliniyor. Bakterinler MG organizmasının yağlı emülsiyon içindeki konsantre suspansiyonlarından oluşur. Bunun olağan uygulaması yetişme dönemindeki 12-16 haftalık yaştaki piliçleredir. Parenteral yolla uygulanır, buda genellikle boyundan deri altına şeklindedir. Çift doz yapılması arzu edilmesine rağmen fiyat ve işçilikte düşünüldüğünden tek doz verilmektedir. Bakterin solunum hastalığı ve yumurta üretimindeki düşüşten korumada etkilidir fakat wild-type MG ile infeksiyondan korumaz (5).

21. Mycoplasma infeksiyonlarının sağaltımı amacıyla son yıllarda  tiamulin, doxycycline ve danofloxacin en uygun antibiyotikler olarak değerlendirilmektedir. Tylosin, tetrasiklinler ve flumequine’e karşı direnç gelişmiş ve enrofloxacin’e de sınırda bir direnç gelişmiştir (22).

Bu  çalışmada, İzmir bölgesindeki tavukçuluk işletmelerinde CRD’nin serolojik olarak yaygınlığını ortaya koyabilmek için en çok kullanılan serolojik testler olan ELISA ve Çabuk Serum Aglutinasyon testlerinin karşılaştırılmasının yapılması amaçlanmıştır. 

3. MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal

3.1.1. Serum Örnekleri: Bu çalışmada,  İzmir ili ve çevresindeki çeşitli kanatlı işletmelerindeki 450 tavuk serum (broiler damızlık, yumurtacı tavuk ve ticari broiler) materyali kullanıldı. Tavuk serum örnekleri Mart 2004- Haziran 2004 tarihleri arasında 24 farklı işletmeden, her sürüden ortalama 5-56 serum örneği olacak şekilde alındı. Kan serumları alınan tavukların yetiştirme tipi, yaşı, incelenen serum sayısı Tablo 1’ de gösterilmiştir.

Tablo 1. Serumları alınan tavuklara ait bilgiler

Yetiştirme  Yönü


Yaş

(hafta)
Alınan Serum

Sayısı
Toplam

1. Broiler Damızlık
40
28
113

2. Broiler Damızlık
32
18


3. Broiler Damızlık
32
21


4. Broiler Damızlık
28
27


5. Broiler Damızlık
28
19


6. Yumurtacı Tavuk
55
12
151

7. Yumurtacı Tavuk
35
12


8. Yumurtacı Tavuk
28
6


9. Yumurtacı Tavuk
32
12


10. Yumurtacı Tavuk
55
11


11. Yumurtacı Tavuk
32
11


12. Yumurtacı Tavuk
60
7


13. Yumurtacı Tavuk
50
8


14. Yumurtacı Tavuk
22
11


15. Yumurtacı Tavuk
32
10


16. Yumurtacı Tavuk
28
9


17. Yumurtacı Tavuk
30
12


18. Yumurtacı Tavuk
30
15


19. Yumurtacı Tavuk
18
15


20. Ticari Broiler
2
56
186

21. Ticari Broiler
4
35


22. Ticari Broiler
4
22


23. Ticari Broiler
6
54


24. Ticari Broiler
5
19


Tablo 1’den de görüldüğü üzere bu çalışmanın materyalini oluşturan tavuk serumları 5 tanesi  broiler damızlık, 14 tanesi yumurtacı ve 5 tanesi ticari broiler olmak üzere toplam 24 işletmeden, yaşları 2-60 hafta arasında değişen kanatlılardan alındı. 
3.1.2. Pozitif  ve  Negatif  Kontrol  Serumları:  RSA  Testi’nde  antijen  kontrolünde kullanılmak üzere pozitif  ve  negatif  serumlar  Manisa  Tavuk  Hastalıkları  Araştırma  ve  Aşı  Üretim Enstitüsü’nden temin edildi. 

3.1.3. Boyalı Plate Test Antijeni: RSA Testi’nde kullanılan boyalı test antijeni İntervet firmasından sağlandı. 
3.1.4. ELISA KİTİ: Serum örneklerinde M. gallisepticum ’a karşı antikor bulunup bulunmadığı ticari ELISA kiti (Synbiotics , USA ) ile incelendi.

3.2. Metot

3.2.1. Serum Örnekleri: Ependorflara alınan kan örnekleri serum vermeleri için 2-4 saat bekletildi, pıhtılaştıktan sonra etrafları çizilerek 37 oC ’lik etüvde serumları çıkartıldı. Serumların temiz ve berrak görünüşte olmaları sağlandı. Toplanan serum örneklerinin bozulmaması, kontamine olmaması ve titrelerinin düşmemesi için süratle RSA ve ELISA testleri uygulandı.

3.2.2. Çabuk Serum Aglutinasyon Testi: Bu test için temiz bir fayans üzerine 0.02 ml inaktive edilmemiş ve sulandırılmamış serum ve 0.02 ml boyalı M. gallisepticum test antijeni konularak karıştırıldı. Fayans dairesel hareketlerle karıştırılırken boyalı antijeni partiküller halinde çökmesi izlendi. İki dakika içinde antijen ve antikor bağlanması sonucu oluşan kümeleşme pozitif reaksiyon, çok zayıf kümeleşme şüpheli reaksiyon, iki dakikadan sonra oluşan kümeleşme veya homojen kalan karışımlar negatif reaksiyon olarak değerlendirilmiştir. Testin uygulanmasında aynı zamanda kontrol için   negatif ve pozitif serumlarla da çalışıldı.

3.2.3. ELISA Testi: Serum örneklerinde M. gallisepticum ’ a karşı antikor bulunup bulunmadığı, ticari ELISA kiti üreten firmanın ( Synbiotics , USA ) önerdiği şekilde araştırıldı, standart test işlemi üretici firmanın talimatlarına göre yapıldı. Bunun için serum örnekleri 1/100 oranında sulandırıldı ve firmanın tavsiye ettiği prosedür işlemlerine uyularak test yapıldı. Testte Optik Dansite (OD) 405 nm dalga boyuna ayarlı (Multıscan RC EDX 800L TE) Reader cihazı kullanılarak yapıldı. Ticari ELISA kitinde sonuçlar, materyallerdeki pozitiflik oranının hesaplanması (S/P) ile belirlendi. İncelenen materyallerde sonuç S/P 1.0 veya daha yüksek ise pozitif, 0.2 ve 1.0 arası şüpheli ve 0.2’den daha düşük ise negatif olarak değerlendirildi.

4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA


4.1. Bulgular

Bu çalışmanın materyalini oluşturan tavuk serumları 5  broiler damızlık, 14 yumurtacı ve 5 ticari broiler olmak üzere toplam 24 işletmeden, yaşları 2-60 hafta arasında değişen kanatlılardan alındı. Toplam  450 serum örneği M. gallisepticum infeksiyonu yönünden serolojik olarak RSA  boyalı test antijeni ve ticari ELISA kiti (Synbiotics) kullanılarak standart işlemler uygulanarak araştırıldı.

Tablo 2. Çabuk Serum Aglutinasyon (RSA) Test Sonuçları

Kümes No
Çalışılan Serum Sayısı
Değerlendirme Sonuçları



Pozitif Serum Sayısı
Şüpheli Serum Sayısı
Negatif Serum Sayısı

1
28
28
-
-

2
18
1
1
16

3
21
1
-
20

4
27
9
-
18

5
19
7
-
12

6
12
12
-
-

7
12
12
-
-

8
6
6
-
-

9
12
6
-
6

10
11
11
-
-

11
11
3
-
8

12
7
7
-
-

13
8
3
-
5

14
11
5
-
6

15
10
2
-
8

16
9
9
-
-

17
12
7
-
5

18
15
15
-
-

19
15
15
-
-

20
56
13
1
42

21
35
12
-
23

22
22
22
-
-

23
54
46
-
8

24
19
14
2
3

TOPLAM
450
266
4
180

Tablo 2’de görüldüğü üzere incelenen 450 adet kanatlı serumu RSA testinde 266’sı pozitif, 4’ü şüpheli, 180’i negatif olarak bulundu. 

Tablo 3. ELISA Sonuçları

Kümes No
Çalışılan Serum Sayısı
Değerlendirme Sonuçları



Pozitif Serum Sayısı
Şüpheli Serum Sayısı
Negatif Serum Sayısı

1
28
16
9
3

2
18
1
5
12

3
21
-
2
16

4
27
1
5
21

5
19
1
8
10

6
12
5
5
2

7
12
-
2
10

8
6
-
1
5

9
12
-
3
9

10
11
6
4
1

11
11
-
3
8

12
7
3
3
1

13
8
1
-
7

14
11
2
2
7

15
10
-
2
8

16
9
3
4
2

17
12
-
-
12

18
15
-
6
9

19
15
-
2
13

20
56
1
6
49

21
35
4
12
19

22
22
10
5
7

23
54
32
15
7

24
19
5
8
6

TOPLAM
450
93
113
244

Tablo 3’de görüldüğü üzere incelenen 450 adet kanatlı serumu ELISA testinde 93’ü pozitif, 113’ü şüpheli, 244’ü negatif olarak bulundu. 

Tablo 4. Çabuk Serum Aglutinasyon (RSA) testi ve ELISA’nın karşılaştırılması


POZİTİF (%)
ŞÜPHELİ

(%)
NEGATİF

(%)
TOPLAM

RSA
266(%59.1)
4(%0.9)
180(%40)
450

ELISA
93 (%20.7)
113(%25.1)
244(%54.2)
450

Tablo 4’de görüldüğü üzere incelenen toplam 450 adet kanatlı serumunun ELISA ile 93’ü pozitif, 113’ü şüpheli, 244’ü negatif bulunurken; RSA testi ile 266’sı pozitif, 4’ü şüpheli, 180’i negatif olarak bulunmuştur. 

4.2. Tartışma 

Bu çalışma ile kanatlı hastalıkları arasında  önemli bir yere sahip olan Kronik solunum sistemi hastalığı etkeni M. gallisepticum’a karşı oluşan antikorların varlığı   serolojik olarak araştırılmış ve RSA ile ELISA testleri karşılaştırılmıştır .

22. Kanatlı hayvanlarda Mycoplasma infeksiyonları başta solunum sistemi bozuklukları olmak üzere çeşitli klinik semptomlara ve bunların yanında yumurta verim düşüklüğü, büyümede gecikme ve karkas telefatı sonucunda tavukçuluk endüstrisinde büyük ekonomik kayıplara neden olur (8, 45). Kanatlı kaynaklarından elde edilen, isimlendirilmiş 22 Mycoplasma türü mevcuttur, ancak bunlardan yalnızca dördü yerel tavukçuluk açısından belirlenmiş olan patojenlerdir. Tavuklar ve hindiler için Mycoplasma gallisepticum (Mg)  ve M.synoviae (Ms) ve gene hindiler için M.meleagridis (Mm) ve M.iowae (Mi) dir (24).

23. Kanatlı hayvan sürülerinde MG infeksiyonlarının kontrol ve eradikasyon programlarının başarılı bir şekilde yürütülebilmesi için periyodik olarak uygulanan serolojik muayenelere gereksinim vardır. Kanatlı hayvanlarda MG’ye karşı oluşan spesifik antikorlar serum lam aglutinasyon (RSA) (33), hemaglutinasyon-inhibisyon (HI) (34, 42), Agar jel presipitasyon (AGP) (11,35) ve enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (6, 37) gibi serolojik yöntemlerle saptanabilir. 

24. Bir sürü tarama testi olarak kullanılan ve IgM grubu antikorları saptayan RSA testi çabuk, duyarlı ve kolay okunan bir testtir. Ancak RSA, kontamine serumlar (M. synoviae, S. aureus veya S. faecalis ile infekte), dondurulmuş-çözdürülmüş serumlar, ile Erysipelas bakterini veya kombine inaktif viral aşı verilmiş hayvanlarda non-spesifik reaksiyonlar meydana getirir (12, 39). Daha çok bir doğrulama testi olarak kullanılan ve IgG 3 yapısındaki antikorları saptayan HI testi ise, RSA’ya oranla daha zaman alıcı ve pahalı bir yöntem olmasına karşın, bir sürünün MG durumunu ortaya koymada ve MG ve MS ile infekte hayvanların ayırt edilmesinde oldukça duyarlı ve spesifik bulunmuştur (33, 44). Antikorları saptamak amacı ile daha sonraları geliştirilen ELISA yöntemi ise, kullanılan spesifik IgG’ler nedeniyle MG antikorlarının saptanmasında diğer tüm testlere oranla çok daha spesifik bulunmuştur (6, 37).

25. 
Hayvanların serumlarında infeksiyon sonrası 1. haftada şekillenen ve genellikle IgM yapısında olan antikorları saptamaya yarayan RSA testi çabuk, duyarlı ve kolay okunan bir test olmasıyla Mycoplasmosis’de bir sürü tarama testi olarak kullanılmaktadır (39). Saho ve Olson (34), MG yönünden inceledikleri 43.040 adet saha serumundan 53 (%0.12) adedinin RSA testi ile pozitif bulunduğunu bildirmişlerdir. Olson ve ark. (29), inceledikleri 68 tavuk serumundan 33’ünü (%48.53) SPA testi ile pozitif bulduklarını bildirmişlerdir. 

26. 
Mycoplasma infeksiyonlarının teşhisi amacıyla kullanılan ELISA, son yıllarda gündeme gelmiş ve çeşitli araştırıcılar tarafından diğer tüm testlere oranla daha duyarlı ve spesifik bulunmuştur (30, 37). Opitz ve ark.(30), MG ve MS infeksiyonlarında oluşan antikorları ELISA, RSA ve HI testleriyle inceleyerek, ELISA ile % 100, RSA ile % 98 ve HI ile de % 80 oranlarında pozitiflik belirliyerek antikorları saptamada ELISA tekniğinin RSA ve HI testlerinden daha duyarlı olduğunu ayrıca, ELISA ile RSA testine göre daha az non-spesifik reaksiyon oluştuğunu bildirmişlerdir. Patten ve ark. (32) , ELISA tekniğinin RSA ve HI testlerine oranla daha duyarlı ve spesifik olduğunu açıklamışlar ve inceledikleri 99 serum örneğinden 74 adedini (% 74.75) ELISA ve RSA ile pozitif bulduklarını, infeksiyonun saptanmasında HI testinden daha kısa sürede ELISA ile antikorları saptadıklarını açıklamışlardır. Talkington et al. (37), tavuklarda M.gallisepticum’a karşı oluşan humoral yanıtın ölçülmesinde  RSA, HI ve ELISA testlerini karşılaştırmalı olarak denemişler ve deneysel olarak infekte ettikleri tavuklarda inokulasyondan sonraki 5.güne kadar RSA testinin negatif kaldığını, 7.günde hayvanların %94’ünün ve 10. günden 35. güne kadar da hayvanların tümünün bu test ile pozitif saptandığını açıklamışlardır. Araştırıcılar, HI testinde 10.güne kadar pozitif reaksiyon belirleyemediklerini, 14.günde hayvanların % 83’ünün  ve 21.günden 35.güne kadar da tümünün pozitif HI titreleri gösterdiklerini; ELISA’da ise 7.güne kadar hayvanlarda % 4.55-5.26 oranında, 7.günde % 79 ve 35.günde de % 100 oranında pozitiflik saptadıklarını, bu sonuçlara göre  MG için, ELISA testinin RSA testinden daha az hassas ancak daha spesifik ve HI testinden de daha hassas olduğunu rapor etmişlerdir. ELISA ve RSA ile infeksiyon sonrası 7. günden itibaren antikorların saptanabildiğini, HI testinde ise ancak 10. günden sonra antikorların diagnostik bir düzeye gelebildiklerini açıklamışlardır. MG için olan iki ticari ELISA deneme kitlerini incelerken, Avakian ve ark. (10), HI testleri negatif olmasına karşın, muhtelif inaktif tavuk hastalığı aşıları verilmiş olan kuşlardan elde edilen serumun test edilmesi esnasında yüksek oranlarda spesifik olmayan pozitif reaksiyonlar göstermişlerdir. Opitz ve Cyr (30) ELISA da Triton X-100 çözünürleştirilmiş MG ve MS antijenleri kullanmıştır ve bunların test edilen diğer antijenlerden daha spesifik ve hassas olduklarını bulmuşlardır.

27. 
Bu çalışmada, ticari broiler, broiler damızlık ve ticari yumurta üretimi yapan 24 farklı  işletmeye ait 450 serum RSA ve ELISA ile M.gallisepticum yönünden incelenmiştir. Yapılan incelemeler sonucunda RSA ile 266 (%59.1)’sı pozitif, 4 (%0.9)’ü şüpheli ve180(%40)’i de negatif, ELISA ile 93 (%20.27)’ü pozitif , 113 (%25.1)’ü şüpheli ve 244 (%54.2)’ü de negatif bulunmuştur. RSA testi ile pozitif bulunan 266 serum ELISA ile incelendiğinde 88 ‘i pozitif , 72’si şüpheli ve 106’sı da negatif bulunmuştur. Yapılan karşılaştırmalar sonucunda ise ELISA tekniğinin RSA testine göre spesifitesi % 75.50 ve sensitivitesi % 66.30 olarak hesaplanmıştır. Elde edilen sonuçlar diğer araştırmacıların yaptıkları çalışmalarla (10, 30, 32) karşılaştırıldığında birbirine uyumlu bulunmuştur.

5. SONUÇ VE ÖNERİLER

 RSA testi çabuk, duyarlı ve kolay okunan bir test olmasıyla sürü tarama testi olarak kullanılmaktadır ancak, bu çalışma RSA testinin non-spesifik antikorlardan fazlasıyla etkilendiğini ve gerçek değerlerin belirlenmesinde mutlaka diğer serolojik testlerle doğrulanması gerektiğini göstermektedir. ELISA’nın RSA’ya göre daha spesifik ve duyarlı bir test olduğu görülmüştür. Ancak, ELISA pahalı ve zaman alıcı olması gibi nedenlerle saha taramaları için her ne kadar uygun görünmüyorsa da, kullanılan spesifik IgG’lerle, M.gallisepticum antikorlarının saptanmasında oldukça spesifik bir test olması nedeniyle, oldukça güvenilir bir test olduğu anlaşılmaktadır.

ÖZET


Bu çalışmada, tavuk yetiştiriciliği yapan işletmelerden elde edilen serum örnekleri M.gallisepticum’a karşı oluşmuş antikorlar yönünden RSA ve ELISA testleri ile tarandı.


Bu amaçla, İzmir ve çevresinde ticari broiler, broiler damızlık ve ticari yumurtacı yetiştiriciliği yapılan  24 farklı işletmeden elde edilen 450 adet serum örneği kullanıldı. Bu serumlar serolojik testlerle (RSA ve ELISA) M. gallisepticum’a karşı oluşmuş antikorlar yönünden incelendi.

Serolojik olarak yapılan bu tarama testlerinin sonucunda RSA ile 266 (%59.1)’sı pozitif, 4 (%0.9)’ü şüpheli ve180(%40)’i de negatif, ELISA ile 93 (%20.27)’ü pozitif, 113 (%25.1)’ü şüpheli ve 244 (%54.2)’ü de negatif bulunmuştur. 

Tavuklarda M.G infeksiyonlarının serolojik teşhisinde çabukluk, kolaylık ve ekonomik olması bakımından avantajlı olan RSA’nın yanısıra, ELISA gibi oldukça duyarlı ve spesifik olan bir yöntemin de kullanılmasının, infeksiyonun saptanmasında ve sürü taramasında yararlı olacağı sonucuna varıldı.

SUMMARY

In this study, sera samples which are obtained from various chicken flocks were analyzed for M. gallisepticum antibodies by RSA and ELISA tests.

For this purpose, 450 samples obtained from 24 different broiler, broiler breeder and layer flocks, which are located in Izmir and its around, were used. These sera were analyzed with serological tests (RSA and ELISA) for M. gallisepticum antibodies.

As the consequence of the serological tests, 266 (59.1%) positive, 4 (0.9%) suspicious and 180 (40%) negative results were found by RSA; 93 (20.27%) positive, 113 (25.1%) suspicious and 244 (54.2%) negative results were obtained by ELISA.

The results of this study indicated that in addition to RSA, which is advantageous in terms of being quick, easy and economical in serological diagnosis of M. gallisepticum antibodies of chickens, use of ELISA, which is quite a sensitive and specific method would also be beneficial in determining the disease and testing the flocks.
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