1. GIRIS

Mollicutes sinifindaki mikroorganizmalar hiicre duvarindan yoksundur ve hiicreyi
yalnizca ii¢ kath plazma membrani sarar. Bu sayede esnek yapidadirlar ve tiirlerin cogu 450 nm
por capl filtrelerden kolayca gegebilir. Bunun yaninda baz tiirlere ait kiigiik hiicreler 100 nm
por biiytikliigiine sahip filtreleri de ge¢ebilmektedir. Hiicre duvari bulunmamasi ayrica ileri
derecede pleomorfik bireysel morfolojiye sahip olmalarma neden olmaktadir. Yine ayni
nedenle penisilin gibi hiicre duvar sentez inhibitérii antibiyotiklere direncli; ozmotik sok,
alkoller ve yiizey aktif maddelere duyarlidirlar. Mollicutes tiirleri kendi kendine ¢ogalma
yetenegine sahip en kiiclik mikroorganizmalardir. Kokoid sekilden brangl filament6z ve sarmal
filament6z sekle kadar bircok goriiniimde olabilirler. Hiicreler bazen zincir olusturabilir.
Kokoid sekilli olanlar ¢ogunlukla 200-400 nm ¢apindadir fakat 2000 nm boyutunda hiicrelere
de rastlanabilir. Gram negatif olarak kabul edilmelerine karsin genetik olarak Gram pozitif
bakterilerle de iliskilidirler. Filogenetik agacta Gram pozitif bakteriler icinde, fakat ayr1 bir soy
olarak yer alirlar (Krieg ve ark, 2010). Gram boyama yontemiyle iyi boyanmazlar, Giemsa veya
Castaneda yontemleri ile boyanmalar1 gerekmektedir. Hiicreler karanlik alan ve faz kontrast
mikroskobunda incelenebilirler (Brown ve ark, 2007). ikiye boliinme ile cogalirlar ve endospor
olusturmazlar. Bazi tiirler kapsiilliidiir. Cogu tiir fakiiltatif anaerob olup az sayida tiir de aerob
veya obligat anaerobtur. Baz tiirler kayma hareketine, sarmal filament6z morfolojiye sahip
tiirler ise donme ve kivrilma hareketine sahiptir ancak cogu tiir hareketsizdir. Birkag tiirde
fimbria ve pilus bulundugu bildirilmistir (Krieg ve ark, 2010). Sicakliga, deterjanlara, kuruluga
ve genel olarak dezenfektanlara cok duyarhidirlar (Quinn ve ark, 2011). Kat1 besiyerinde {ireyen
kolonilerin ¢cap1 genellikle 1 mm’den kiigiiktiir. Uremekte olan koloniler besiyerinin i¢ine dogru
ilerleme egilimindedir ve bu durum hemen hemen tiim tiirlerde gzlenen karakteristik sahanda
yumurta goriiniimiine yol acar. Kiiltiirii yapilabilen tiim tiirler hiicre kiiltliriine gerek olmaksizin
yapay besiyerlerinde iiretilebilmektedir ancak sadece molekiiler olarak karakterize edilip heniiz
kiiltiirti yapilamamus tiirler de bulunmaktadir. Kiiltiirii yapilabilen tiirlerden ¢ogu tiremeleri i¢in
sterol ve yag asitlerine ihtiyag¢ duyar. Steroller sitoplazmik membranin yapisi ve fonksiyonunda
gorev almaktadir (Krieg ve ark, 2010).

Mikoplazmalar hiicre duvari olmayan, bu nedenle ileri derecede pleomorfik bireysel
morfolojiye sahip ve hiicre duvar sentezini inhibe eden antibiyotiklere direncli ¢ok kiigiik
prokaryotlardir. Cesitli mikoplazma tiirleri insan, ruminantlar, domuz, kanathilar ve yabani

hayvanlarda énemli hastaliklara sebep olur. Diinya Hayvan Saglig1 Orgiitiiniin (OIE) 2014 yil1



bildirimi zorunlu hayvan hastaliklar listesinde 5 mikoplazma hastalig1 ve bunlara yol acan 8
mikoplazma tiiri bulunmaktadir.

Mikoplazmalar peptidoglikan sentezi yapamayan, dolayisiyla hiicre duvar1 olmayan ¢ok
kiiciik prokaryotlardir. Mikoplazma cinsi, taksonomik olarak Mollicutes sinifinda yer alir
(Krieg ve ark, 2010). Bu sinifta bulunan tiirler ¢cok kii¢iik genomlari, hiicre duvarindan yoksun
oluglari, membran fonksiyonu ve lireme i¢in kolesterole ihtiya¢ duymalari, UGA kodonunu stop
kodon yerine triptofan i¢in kullanmalari, bakteri gecirmeyen filtrelerden gegebilmeleri, barinma
ve beslenme ihtiyaglari i¢cin konaklarma siki sikiya bagimli oluslar1 nedeniyle kendi kendine
cogalan bakteriler arasinda en alisilmadik grubu olusturmaktadirlar (Baseman ve Tully, 1997).
Fenotipik ve genotipik ¢ok sayida 6zellik agisindan hiicre duvarli bakterilerden 6nemli dlciide
farklilik gdstermeleri nedeniyle Tenericutes adli ayr1 bir boliim olusturulmus ve Mollicutes
siifi bu boliime tasinmistir (Miles ve Nicholas, 1998; Krieg ve ark, 2010). “Mikoplazmalar”
ifadesi mikoplazma cinsine ait mikroorganizmalar1 tanimlamakta kullanildig1 gibi daha genis
anlamda tiim Mollicutes sinifi iiyelerini kastederek de kullanilmaktadir (Miles ve Nicholas,
1998).

Arastirmamizda, kecilerde kronik mastitislere ve salginlara yol acgabilen, bulasici
agalaksi hastaliginin etiyolojik etkeni olan Mycoplasma agalactiae’nin bakteriyolojik kiiltiir ve

PCR ile ortaya konmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

Hiicre duvarina sahip olmayan prokaryotik Ozellikte olan mikoplazma
mikroorganizmalar1 insan ve hayvanda gesitli infeksiyonlara neden olmaktadir. Insektlerde ve
bitkilerde de bulunabilen bu etkenler ilk kez 1898 yilinda Nocard ve Roux tarafindan Sigir
Pleuro Pneumonia olgularindan izole edilmistir. Bu mikroorganizmalara PPLO (Pleuro
Pneumonia Like Organism) ad1 verilmektedir. Asterococcus, Anulomyces adlari da verilmis ve
1929 yilinda bu etkenlerin mikoplazma adi altinda isimlendirilmesi uygun bulunmustur.
Bergey’s Manual’in 2001 baskisina gére Mollicutes sinifinin Mycoplasmatales dizisindeki
Mycoplasmatacae familyasinda Mycoplasma, Eperytzon, Haemobartonella ve Ureaplasma
cinsleri bulunmaktadir. Ayrica Mollicutes sinifinin Mycoplasmatales dizisinden farkli olan 4
dizisinde yer alan degisik familyalara ait Spiroplasma, Acheloplasma ve Erysipelothrix
cinslerindeki tiirler de insan ve hayvanlarda Onemli infeksiyonlara neden olmaktadir.
Mycoplasmatacae familyasinin genel 6zelliklerini tagiyan bu etkenler hareketsiz,sporsuz ve
kapsiilstizdiirler. Gram negatif olmalarina ragmen anilin boyalar ile giic boyanirlar. Giemsa,
Macchiavello ve Castaneda gibi boyama yontemleri ile boyanabilen bu mikoorganizmalar
hiicre duvarlar1 olmamasi nedeniyle pleomorfik 6zellige sahiptirler. Diger bakterilerden en
onemli farki hiicre duvari,dolayisiyla peptoglikan polimerinden yoksundurlar. Mikoplazma
etkenlerini iiretmek oldukca zordur. Nazli ilireyen bu mikroorganizmalar igin bazi spesifik
iiretme faktorlerine ve izotonik ortamlara ihtiyag¢ vardir. Ayrica liremeyi engelleyecek inhibitor
maddelerin bulunmamasia dikkat edilmelidir. Bu amacla en ¢ok kolesterol gereksinimi
nedeniyle %20 at serumu ilave edilmektedir.Uremeyi arttirmasi amactyla ayrica maya
ekstratlar1 ve DNA’nin veya diger niikleotidlerin katilmasi gerekir. Besiyeri i¢in hazirlanan
distile suyun cok iyi kalitede olmasi gerekmektedir. Gram pozitif diger bakterilerin ve
kontaminant tiirlerin iiremesini engellemek amaciyla penisilin, Gram negatif bakterilerin
tiremesini engellemek amaciyla talyum asetat ilave edilmektedir. Optimal tireme pH aralig1 7,2-
7,8°dir. Ureme sicaklig1 37 °C olup, kiiltiirlerin en az 7 giin siiresince mikroaerofilik ortamda
inkube edilmesi mikoplazmalarin ilk izolasyonlarinda ¢ok 6nemlidir. Kati ortamlarda agar i¢ine
gomiill, tipik “Sahanda Yumurta” goriinlimiinde koloniler olusturan mikoplazma etkenleri
gozle goriilemediginden, genellikle stereoskopik mikroskopla incelenirler. Mikoplazma
etkenleri genellikle ekstraselliiler etkenlerdir. Ancak viicut i¢ine 6zellikle miik6z membranlara
bazi tiirlerin adhezyon 6zelligi vardir. Ayica konakei hiicrelerin 6liimiine neden olan ya da

olusturduklar1 infeksiyonlarin kronik hale gelmesinde 6nem tasiyan hemolizin, proteaz ve diger



bazi toksik maddeler sentezlerler. Mikoplazmalar konakgi hiicre zarlarina zar veren peroksit ve
stiperoksit gibi metabolik son iiriinlerin birikimine neden olur. Mikoplazma tiirlerinin eklemler
ve ser0z bosluklar1 ¢evreleyen mezensimal hiicrelere affinitesi vardir. Genellikle solunum
kanali ve akcigerlere yerlesim egilimi gosterirler. Mikoplazmanin solunum yolu epitelinde
kolonizasyonu siliyer aktiviteyi azaltmaktadir (Niang ve ark, 1998).

Mikoplazmalar basit bir hiicre yapisina sahiptirler. Baslica ti¢ yapidan olusur: sitoplazmik
membran, ribozomlar ve diger prokaryotlarda oldugu gibi bir adet sirkiiler ¢ift iplik¢ikli DNA
molekiilii. Esnek yapili plazma membrani nedeniyle tiirler en ¢cok yuvarlak veya yuvarlaga
yakin sekildedirler. Ancak ucta yer alan “terminal organel” nedeniyle armut veya sise benzeri
goriinim de oldukg¢a yaygindir. Bunun yaninda brangli veya branssiz ¢esitli uzunluklarda
filamentler veya sarmal filamentler seklinde de bulunabilmektedirler. Sert hiicre duvarlari
bulunmamasima karsin mikoplazmalarin sekillerini koruyabilmeleri, tiirlerin bir kisminda
bulunan hiicre iskeleti sayesinde olmaktadir. Mollicutes tiirleri genetik olarak kii¢lik genomlari
ve oldukga diisiik G+C oranlar1 ile karakterizedir. Sahip olduklar1 580-2200 kbp aras1 genom
boyutlar1 ile prokaryotlar arasinda en kii¢iik genomlu mikroorganizma grubunu olustururlar.
DNA G+C igerikleri genellikle %23-34 arasidir. Diger bakterilerden yalnizca bir veya iki rRNA
operonu tagimalariyla ayrilirlar (istisna olarak bir Mesoplasma tiiriinde {igtiir). G6ze ¢arpan bir
baska ozellik, bakterilerde genellikle stop kodon olarak kullanilan UGA kodonunun ¢ogu
Mollicutes tiiriinde triptofan i¢in kullanilmasidir. Plazmidler ve bakteriyofajlar bazi tiirlerde
gozlenmektedir. Mollicutes tiirleri, kisith genetik materyale sahip olmalarindan dolayi, hem
enerji tiretimi hem de hiicre komponentlerinin sentezi ile ilgili bakterilerde karakteristik olan
birgok enzimatik yoldan yoksundur. Bunlar arasinda murein ve niikleotid sentezi, fonksiyonel
trikarboksilik asit (TCA) siklusu ve sitokrom aracili elektron transport zinciri sayilabilmektedir.
Bunlarin sonuglari; hiicre duvarina sahip olmamalari, besiyerlerinde DNA yapitaslarina ihtiyag
duymalar1 ve verimsiz enerji liretim yollarina sahip olmalaridir. Kompleks besin maddeleri
ihtiyaglarin1  karsilayabilmek icin ise ¢ok miktarda degradasyon enzimleri (niikleaz ve
proteazlar) iiretirler. Mollicutes sinifin1 olusturan 200’den fazla tiir insan, omurgalilar,
artropodlar ve bitkiler gibi olduk¢a genis bir konak yelpazesinde kommensal ya da paraziter
yasam siirer. Cok sayida tiir hayvanlar, artropodlar ve bitkiler icin dnemli patojenlerdir. Insan
ve hayvan mikoplazmalarinin baglica yasam ortamlart; solunum yollari, lirogenital sistem,
sindirim kanali, g6z, meme ve eklemlerin mukoz ve serdz yiizeyleridir. Mollicutes sinifininin

en son taksonomisi Tablo 1’de verilmistir (Krieg ve ark, 2010).



Tablo 1. Mollicutes smifininin taksonomisi

Bolim: Tenericutes
Sinif 1: Mollicutes
Takim 1: Mycoplasmatales
Aile 1: Mycoplasmataceae
Cins 1: Mycoplasma
Cins 2: Ureaplasma
Aile 2: Incertae sedis
Cins 1: Eperythrozoon
Cins 2: Haemobartonella
Takim 2: Entomoplasmatales
Aile 1: Entomoplasmataceae
Cins 1: Entomoplasma
Cins 2: Mesoplasma
Aile 2: Spiroplasmataceae
Cins 1: Spiroplasma
Takim 3: Acholeplasmatales
Aile 1: Acholeplasmataceae
Cins 1: Acholeplasma
Aile 2: Incertae sedis
Cins 1: “Candidatus Phytoplasma”
Takim 4: Anaeroplasmatales
Aile 1: Anaeroplasmataceae
Cins 1: Anaeroplasma
Cins 2: Asteroleplasma
Krieg ve ark (2010)’dan modifiye edilmistir.

Insan ve hayvanlarda, floranin bir parcasi olan ya da parazitik karakterde olan
Mikoplazma tiirlerinin, miikdz ve serdz epitel yiizeylere affiniteleri vardir. Patojen tiirler
olduk¢a karmagik viriilens faktorlerine sahiptir. Bunlar arasinda adhezinler, hiicre disi
polisakkarit yapilar, yangi veya apoptozisi indiikleyen membran lipoproteinleri, hiicre dis1
endopeptidaz, niikleaz ve glikozidazlar yer alir. Ayrica hidrojen peroksit, siiperoksit radikalleri
ve amonyak gibi ara metabolizma yan {riinleri patogenezde énemlidir. Bunlarin disinda bazi
muhtemel viriilens mekanizmalar1 da s6z konusudur; (a) bagisiklik hiicreleri, bunlarin
reseptorleri veya sitokinlerin supresyonu veya patolojik stimiilasyonu, (b) hareket, (c) biyofilm
olusumu, (d) degisken ylizey antijenleri ve (e) hiicre i¢i parazitizm (Krieg ve ark, 2010). Genel
Ozellik olarak ekstraseliiler karakterde olup, epitelyal yiizeylerde kolonize olsalar da bazi
tiirlerin (6rnegin Mycoplasma gallisepticum) in vitro ve in vivo olarak Okaryotik hiicre
invazyonu yapabildigi bilinmektedir (Vogl ve ark, 2008). Patojen mikoplazmalar hidrojen
peroksit gibi orta derecede toksik metabolizma yan iiriinleri iiretseler de diger patojen

bakterilerde oldugu gibi spesifik ekzotoksinler tespit edilememistir. Ancak istisnai olarak M.
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pneumoniae’nin “toplum kokenli respiratorik distres sendromu” (CARDS) adli sitotoksini ve
M. arthritidis’in bir T-lenfosit mitojeni olan “M. arthritidis mitojen’ (MAM) adl1 sliperantijeni
bulunmaktadir. Biitlin bu viriilens faktorleri yine de olusan patolojik lezyonlar1 agiklamakta
yetersiz olmaktadir ki mikoplazma hastaliklarinin molekiiler patogenezi giiniimiizde biiytlik
Olciide aydinlatilamamistir (Citti ve Blanchard, 2013). Hiicre duvar1 ve lipopolisakkaritten
yoksun olmalar1, ayrica kendi niikleotidlerini sentezleyememeleri nedeniyle mikoplazma tiirleri
polimiksinler, beta-laktamlar, vankomisin, fosfomisin, siilfonamitler ve trimetoprime dogal
olarak direnclidirler (intrinsik direng). Ayrica mikoplazma RNA polimerazlar1 rifampine
duyarli olmadigindan bu antibiyotik i¢in de dogal diren¢ s6z konusudur. Mikoplazma
hastaliklarinin tedavisinde protein sentezini veya DNA replikasyonunu inhibe eden
antibiyotikler etkili olabilmektedir. Bunlarin arasindan makrolidler, tetrakiskinler,
florokinolonlar, aminoglikozitler, pleuromutilinler ve fenikoller veteriner hekimliginde
kullanilmaktadir. Mikoplazmalarin dokularda (sekestrasyon) ve potansiyel olarak hiicre i¢inde
(intraseliiler parazitizm) gizlenme egiliminden dolay1 genellikle uzun siireli antibiyotik tedavisi
zorunludur (Krieg ve ark, 2010). Olusturduklar ¢esitli hastaliklar nedeniyle mikoplazmalarin
calisildigi baglica alanlar veteriner ve beseri hekimliktir. Bitki hastaliklarina yol agip ekonomik
kayip olusturmalar1 nedeniyle bitki koruma biliminde de ¢alisma konusudurlar (Miles ve
Nicholas, 1998). Veteriner hekimlik ve diger biyomedikal bilimler i¢in 6nemli bir baska
yonleri, sik sik inat¢1 ve fark edilmesi zor hiicre kiiltiirii kontaminasyonlarina neden olmalaridir
(Krieg ve ark, 2010). Bazen infekte hiicreler anormal {ireme veya morfoloji sergilerken ¢cogu
kez agik belirti bulunmaz. Bu durum, hiicre kiiltiirleri aragtirma amagh kullanildiginda ¢aligma
sonuglarinin glivenilmez veya yaniltict olmasma, iiretimde kullanildiginda ekzojen
mikoplazmanin final biyolojik tiriinde istenmeden bulunmasina neden olur. Farkl iilkelerde
yapilan degisik calismalar hiicre kiiltiirlerinin %10-87’sinin mikoplazmalar ile kontamine
oldugunu gostermistir. Mikoplazmalarin bilinen en kiigiik genoma sahip prokaryotlar olmalari
(M. genitalium i¢in 580 kbp) canlilarda niikleotid sekanslari ile hiicresel yap1 ve fonksiyonlar
arasindaki iliskinin anlasilmasi i¢in ¢ok uygun model organizmalar olmalarmi saglamaktadir
(Miles ve Nicholas, 1998). Mikoplazmalarin sahanda yumurta goriinimii ve koloni
morfolojileri, Resim 1 ve Resim 2’de sunulmustur.

Mikoplazmalar, en 6nemli ekonomik kayiplari, ¢iftlik hayvanlar1 ve kanathilarda
olusturmaktadir. Diinya Hayvan Saglig1 Orgiitii’niin (OIE) 2014 yil1 bildirimi zorunlu hayvan
hastaliklar1 listesinde 5 mikoplazma hastaligi ve bunlara yol agan 8 mikoplazma tiiri

bulunmaktadir. Evcil ruminantlarda ise bunlardan 3 hastalik ve 6 tiir goériilmekte, ayrica bunlar



dahil 30’dan fazla mikoplazma izole edilmektedir (OIE, 2014). Ruminantlardan izole edilen

onemli Mollicutes tiirleri ve neden olduklar hastaliklar Tablo 2°de 6zetlenmistir.

Tablo 2. Ruminantlardan izole edilen 6nemli Mollicutes tiirleri

Tiir

Hastahk

Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC

Mycoplasma bovis

Mycoplasma canis
Mycoplasma californicum
Mycoplasma bovigenitalium

Bulasici sigir pléropndmonisi
Pnomoni, mastitis, artritis,
keratokonjuktivitis, otitis, abortus

Pnomoni
Mastitis, pndmoni
Endometritis, infertilite

Mycoplasma alkalescens Pnémoni
Mycoplasma canadense Mastitis, artritis, pnémoni
Mycoplasma bovirhinis Pnémoni
Mycoplasma bovoculi Keratokonjuktivitis
Mycoplasma alvi Bilinmiyor
Mycoplasma verecundum Bilinmiyor
Mycoplasma leachii Mastitis, artritis, pnémoni
Mycoplasma dispar Pnémoni
Mycoplasma arginini Apatojen
Acholeplasma laidlawii Apatojen

OIE (2014)’den modifiye edilmistir.

Resim 1. Mikoplazmalarin sahanda yumurta goriiniimii
Krieg ve ark (2010)’dan modifiye edilmistir.

Resim 2. Mikoplazmalarin koloni morfolojileri
Krieg ve ark (2010)’dan modifiye edilmistir.



Mikoplazmalarin antijenik yapilarini incelemede birgok seroloik test uygulanmaktadir.
Bunlar aglutinasyon, komplement fikzasyon, agar jel diflizyon, lireme ve koloni inhibisyonu,
metabolik inhibisyon, indirekt hemaglutinasyon testleri olarak kullanilmaktadir. Bunlarin
disinda hasta hayvanlar ortaya koymada fluoresan antikor teknigi (FAT) ve Enzyme-Linked
Immunosorbant Assay (ELISA) yontemler saptamada faydali olmaktadir (Citti ve Blanchard,
2013).

2.1. Kecilerde Mikoplazma Infeksiyonlar:
2.1.1. Salgin Keci Ciger Agris1 (CCPP)

Hastalik keciler arasinda ilk defa Cezayir’de goriilmiistiir. Bulasict  sigir
pleuropnemonisi ile yakindan ilgili olan bir hastaliktir. Biiyiikbas hayvanlarda pléropnomonisi
gibi CCPP, 1800°’li yillarin sonlarinda bulunmustur. Bu sendromun organizmasi 1970’li
yillarda Mycoplasma sp. sus F38 belirlenmistir. Daha sonra Mycoplasma capricolum subsp.
capripneumoniae olarak adlandirilmistir. Bu patojen Afrika ve Asya’da biiylik ekonomik

kayiplara neden olmaktadir (Thiaucourt ve ark, 1996).

2.1.1.1. Epidemiyoloji

Hastaliga, sicak rutubetli yerlerdeki kegilerde fazla rastlanir. Bulasma solunum yolu ve
direkt olarak meydana gelir. Hastalarin ve portdrlerin akciger ve burunlarindan gelen eksudatlar
da mikroplar ¢ok fazladir. Bunlarin 6ksiiriik ve tiksirikla disart sagilmasi ve damlacik mukoid
salg1 i¢inde bulunan mikroplarin diger hayvanlarin mukozasina degmesi veya damlaciklarin
yayilmasi ile bulasabilmektedir. Bakim ve besleme kosullarinin kétii olusu ve stres etkenleri

predispoze faktorlerdendir (Thiaucourt ve ark, 1996).

2.1.1.2. Klinik belirtiler

CCPP hastaliginda inkubasyon siiresi 6-10 giin veya daha uzun siirelidir. Klinik bulgular
oOksiiriik, yatma, grubun gerisinde kalma olup, vuciit sicaklig1 ¢cogu zaman 40 °C’yi agmaktadir.
Efor sonunda egzersiz tolere edilemez hale gelir, acik agiz solunumu goriliir. Cogu hayvan 1-
2 ginliik hastalik seyri sonrasit dlmektedir. Morbidite %100 ve 6liim orant %80 olarak
goriilmiistiir. (Thiaucourt ve ark, 1996). Hastaligin akut evrelerinden sag kurtulan kegilerde

kronik akciger lezyonlar1 goriilmiistiir. M. capripneumoniae bu lezyonlardan izole edilmesede



hastaliktan ari hayvanlarin infeksiyona yakalanabilecegi ongoriilmistiir. (Wesonga ve ark,
1998). CCPP nedeniyle ortaya ¢ikan hastaligin, mikoplazmaya bagl diger kec¢i solunum yolu
hastaliklarindan ayirt edici 6zellikleri sunlardir: 1) Cok bulasicidir. 2) Koyun ve sigirlar
etkilenmez. 3) Klinik belirtiler solunum bulgulari ile sinirlidir.

Diger mikoplazmalar, artiritis, keratitis ve mastitise yol agmaktadir (Thiaucourt ve ark,
1996). M. capripneumonia’nin meme i¢i inokulasyonu ile deneysel olarak siddetli tek tarafli
mastitis indiiklenmistir. Patolojik bulgu siddetli olmasina ragmen asilanmis meme bezinde
sinirl bolgeyi etkilemektedir. Sistemik infeksiyonlar gdzlenmemistir (Darzi ve ark, 1998).

Nekropside, CCPP’nin patolojik lezyonlar1 akciger ve pleural yiizey ile uyumludur ve
yaygin olarak lezyonlar tek taraflidir. Es zamanli paraziter bir hastalik veya Poxvirus
infeksiyonu varsa bulgular hiperemi, kiigiik nodiiller ve 6dem baglangicta akcigerin diyafram
boliimiinde bulunur. Hastalik ilerledikge fibrin6z pnémoni, hiperemi, ve 6dem alanlar1 goriiliir.
Nodiiller merkezi gri ve nekrotik hale gelir. Pleura kalin sar1, fibrindz saman renginde bir s1v1

ile dolabilmektedir (Thiaucourt ve ark, 1996).

2.1.1.3. Teshis

Cogu zaman klinik bulgularin spesifik olmayan dogasi nedeniyle, M. pneumonia klinik
tanis1 zordur. Klasik CCPP vakalariyla iligkili yiiksek mortalite ve tipik torasik lezyonlar
olduk¢a diistindiiriiciidiir. Bununla birlikte kesin bir teshis ek bir laboratuar arastirmasi

gerektirmektedir (Thiaucourt ve ark, 1996).

2.1.1.4. Sagaltim

Tetrasiklin veya makrolid grubu antibiyotikler en az 5 giin siireyle kullanilmalidir.

Penisilinin etkene karsi etkinligi ¢ok azdir veya hi¢ yoktur (Thiaucourt ve ark, 1996).

2.1.1.5. Koruma

Kenya’da inaktive edilen bir saponin adjuvantli as1 basarili bir sekilde kullanilmistir.
As1 endemik bolgelerde koruma saglamis gibi goriinmektedir. Yavrularda 10-12 haftalik
asillama daha uygun olmaktadir. Enfekte hayvanlar siirliden ayrilmalidir. Hatta imha
edilmelidir. Bu eylem uzun vadeli ekonomik kayiplar1 engeller. Fakat endemik goriilen
iilkelerde bu yontem ¢ok uygulanamaz, cilinkii kegiler kirsal yagsamin vazgecilmez bir parcasidir

(Thiaucourt ve ark, 1996).



2.1.2. Bulasic1 Agalaksi

Bu hastalik siit iretiminde 6nemli kayiplara neden olmaktadir. Hastali§a koyun ve keg¢i
yetistiren, sagim, saglik, bakim besleme, hijyen kosullarinin iyi olmadig1 isletmelerde yaygin
olarak rastlanmaktadir. Mikroorganizma hasta hayvanlarin siit ve gozyasi ile disar1 ¢ikar ve
etrafa bulagir. Hastalik sindirim sistemi yolu ile veya siit sagimcinin elleriyle diger hayvanlara
bulagsmaktadir. Portorlerin hastalifin yayilmasinda onemi fazladir (Aytug ve ark, 1990;
Bergonier ve ark, 1997; Da Massa ve ark, 1992; De La Fe ve ark, 2005; OIE, 2014).

2.1.2.1. Etiyoloji

Kegi ve koyunlarin bulasici agalaksi hastaliginin spesifik etkeni M. agalactiae olup, ilk
kez 1923 yilinda izole edilmistir. Bununla birlikte daha ¢ok kegilerde olmak {izere koyunlarda
da “bulasict agalaksi sendromu” olarak nitelenen hastaligin etiyolojisinde M. agalactiae ile
birlikte 3 farklt mikoplazma tiiriiniin (M. mycoides subsp. capri, M. capricolum subsp.
capricolum ve M. putrefaciens) de sorumlu oldugu bildirilmektedir (Amores ve ark, 2012;
Gomez-Martin ve ark, 2012). Diger yandan kecilerdeki bazi1 agalaksi vakalarindan saf olarak
M. putrefaciens’in izole edildigi bildirilmistir (OIE, 2013a).

M. agalactiae, mikoplazma cinsinin (PPLO) genel o6zelliklerini tagimaktadir. M.
agalactiae Gram negatif, hareketsiz ve kapsiilsiizdiir. Etken Gram negatif olmasina ragmen
anilin boyalarla giic boyanmaktadir. Giemsa, Macchiavello veya Castaneda gibi boyama
yontemleriyle boyanmaktadir. Hiicre duvari bulunmayan etken pleomorfik 6zellikte olup, hiicre
duvar1 yerinde “ilinit membran” bulunmaktadir. Serum igeren sivi veya kati PPLO
besiyerlerinde iiremektedir. Kat1 besiyerlerinde tipik “sahanda yumurta” seklinde koloniler
olusturmaktadir (Bergonier ve ark, 1997).

M. agalactiae fiziksel ve kimyasal etkenlerle, penisilin hari¢ diger antibiyotiklere
duyarlidir. Etken, rutin olarak kullanilan bir¢ok dezenfektana (sodyum hidroksit, sodyum
hipoklorid, sodyum karbonat, formalin, kreasol, bazi iyonik ve non-iyonik deterjanlar)
duyarhdir. Antijenik yapisi genel olarak bir homojenite gostermektedir. Diger mikoplazma
tiirleriyle, 6rnegin M. mycoides subsp. mycoides ve M. mycoides subsp. capri gibi, kros

reaksiyon vermemektedir (Madanat ve ark, 2001).
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2.1.2.2. Epidemiyoloji

Diinya Hayvan Saglig1 Orgiitii (OIE)’ne gore bildirimi zorunlu bir hastalik olan bulasici
agalaksi vakalar1 diinyanin bir¢ok bdlgesinde bildirilmistir. Etkenin hayvanlardan insanlara
bulastigina dair bir veri bulunmamaktadir (OIE, 2013b). Hastalik diinyanin bazi bdlgelerinden
eradike edilmis olmakla birlikte, baz1 bolgelerde endemik (Amores ve ark 2011, De La Fe ve
ark, 2012; Ariza-Miguel ve ark, 2013), baz1 bolgelerde ise sporadik olarak goriilmektedir
(Kinde ve ark, 1994). Infeksiyon 6zellikle Akdeniz Bolgesi basta olmak iizere Ortadogu, Kuzey
Afrika, Avustralya, Hindistan, Pakistan, Giiney Amerika ve Yakin Dogu iilkelerinde yogun
olarak goriilmektedir (Kinde ve ark, 1994; Pepin ve ark, 2003). ABD’de ise 2009 yilina degin
sadece 3 adet M. agalactiae vakasinin rapor edildigi bildirilmektedir (OIE, 2013c).

Saglikl1 bir siiriiye mikoplazmanin bulagmasi, bu siiriiye disaridan enfekte bir hayvanin
(portdr) katilmasi sonucu ya da enfekte baska bir siirii ile temas sonucu olmaktadir. Portor
hayvanlar herhangi bir klinik belirti géstermeyebilir, getirildigi siiriide de herhangi bir klinik
belirti olmayabilir. Ancak enfekte hayvanlarin tedavi edilseler bile 7 yila kadar etkeni
yaydiklar1 bildirilmektedir. Bu hayvanlar tasinma gibi strese maruz kaldiklarinda infeksiyon
yeniden goriilebilmektedir (Gil ve ark, 1999; Glew ve ark, 2000; Nicholas, 2002; Corrales ve
ark, 2007). Baz1 mikoplazma tiirleri kii¢iik ruminantlarda énemli kulak infeksiyonlarina da
neden olmaktadir. Bu infeksiyonlarin kulak parazitleri tarafindan bir hayvandan digerine
nakledildigine dikkat ¢ekilmektedir (De La Fe ve ark, 2005; De Azevedo ve ark, 2006).

Kegiler, koyunlara gére M. agalactiae infeksiyonuna daha duyarlidir. Ancak etken her
her iki tiirde de hastalik olusturmaktadir. Hastalifin ekonomik 6nemi ¢esitli faktorlere (siiri
biiylikliigii, etkenin patojenitesi, cografi sartlar, sekonder veya miks infeksiyon durumu, koyun
ve kecilerle farkli yas grubundan hayvanlarin birlikte barindirilmasi gibi) bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Koyun ve kecilerdeki agalaksi salginlar1 daha ¢ok yaz mevsiminde, dogum ve
laktasyonun pik yaptigi donemlerde goriilmektedir (Pepin ve ark, 2003). Bulasic1 agalaksi
yetistiricilik sartlarinin iyi olmadig1 (sagim, saglik, bakim, besleme ve hijyen kosullarinin)
isletmelerde daha fazla goriilmektedir (Da Massa ve ark, 1992; Aydin ve ark, 2006). Ornegin
ABD’de, farkli bolgelerden satin alinarak olusturulmus 600 ke¢inin bulundugu bir isletmede,
kotii bakim-besleme sartlarinin da etkisiyle yasanan ve etken olarak M. agalactiae ve M.
mycoides subsp. mycoides’in sorumlu oldugu bir epidemide, hayvanlardan 90 adedinin (%15)
ilk 3 haftalik donemde 6ldiigii veya kesime sevk edildigi bildirilmektedir (Kinde ve ark, 1994).
Enfekte hayvanlar idrar, digki, siit, burun ve goz akintilariyla etkeni duyarli hayvanlara ve

cevreye bulastirmaktadir. Mikoplazma tiirlerinin bir laktasyon donemince siit ile atilmaya
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devam ettigi, kuru donemlerde ise meme lenf yumrularinda varligini devam ettirdigi
bildirilmektedir. Cogu vakalarda tasiyiciligin aylarca, bazi vakalarda ise 1 yildan fazla devam
ettigi ifade edilmektedir (OIE, 2013c). Hastalik duyarl hayvanlara direkt ve indirekt yollarla,
genellikle sindirim, daha az olarak da solunum ve gz konjuktivasiyla bulasmaktadir. Direkt
bulasmada etken; hasta hayvanlarin siit, gdzyasi, burun ve agiz akintilariyla disar1 ¢ikmakta,
bdylece hayvanlara bulagsmakla kalmayip, ¢evreyi de kontamine etmektedir. Kontamine
yiyecek ve su ile etken duyarli hayvanlara sindirim yoluyla kolaylikla bulagsmaktadir. Siit emen
kuzu ve oglaklara bulagsmada kontamine siit, idrar, digki, agiz ve burun akintilari rol
oynamaktadir. Kuzu veya oglaklarin annelerinden ayrilmasinin strese neden oldugu ve bu
ylizden mikoplazma infeksiyonlarina daha yatkin olduklar bildirilmektedir (Da Massa ve ark,
1992; Kinde ve ark 1994; Al-Momani ve ark, 2008; Amores ve ark, 2010).

Diger yandan kisa mesafede bulunan ve sik barindirilan hayvanlarda aerosol yolla da
bulagma s6z konusudur. Indirekt olarak kontamine yiyecek ve iceceklerle, fomitlerle ve elle
sagim yapilan isletmelerde insan araciligryla bulasma olmaktadir. Bulasmada portér hayvanlar
onemli vardir. Klinik belirti gostermeyen kronik ve latent infekte hayvanlarda etken aylarca
lenf yumrularinda kalarak, bir sonraki laktasyon donemine kadar ¢evreyi ve diger hayvanlari
kontamine etmektedir. Kontamine fomitlerle de etkenin duyarli hayvanlara bulastig
bildirilmektedir (Kinde ve ark, 1994; Amores ve ark, 2012).

Etken g¢evre sartlarina kismen duyarli olmakla birlikte, olusturdugu biofilm nedeniyle
151 ve kuruluga kars1 kendini korumaktadir (OIE, 2013c¢). Yapilan bir ¢alismada M. agalactiae
ve M. putrefaciens’in bol miktarda biofilm iirettigi, M. capricolum subsp. capricolum’un ise
tiretmedigi bildirilmistir (McAuliffe ve ark, 2006).

Bulasmada, kazanilan aktif bagisikligin 6nemli oldugu ve 4 yasin {izerindeki
hayvanlarda hastaligin daha az goriildiigii bildirilmektedir. Bu durum, hayvanlarin bu yasa
kadar yeterli aktif bagisikliga sahip olmalar ile a¢iklanmistir (Aytug ve ark, 1990). Sagmal-
gebe ve sagmal-gebe olmayan hayvanlarda hastaligin sagmal olmayanlara gore daha fazla
meydana geldigi, bunun nedeninin ise siit iretiminin kendi bagina bir stres faktorii oldugu, bu
nedenle strese daha fazla maruz kalan hayvanlarin infeksiyona daha yatkin oldugu
bildirilmektedir. M. agalactiae primer olarak koyun ve kegileri enfekte etmekle birlikte etkene

spesifik antikorlar baz1 geyik tiirleri ve karacalarda saptanmistir (OIE, 2013c).

12



2.1.2.3. Patogenez

Diger bakteriyel etkenlere gore mikoplazmalarin patojeniteleri ile ilgili bilgiler yeterli
degildir (Jevhlinger ve ark, 2004). Mikoplazmalar diinyanin hemen her yerinde saprofit veya
patojen olarak bulunmaktadir. Patojenik ve patojenik olmayan mikoplazmalar canlilarin st
solunum yolu mukozalarinda, intestinal ve genital sistemlerinde, eklem ylizeylerinde ve meme
dokusunda bulunmaktadir. Patojen mikoplazma tiirleri konak¢i miikéz membranlarina
adhezyon molekiilleriyle sikica baglanmaktadir. Hedef hiicreye baglanan etkenler iirettikleri
hemolizin, proteaz, niikleaz ve diger toksik maddelerle konak hiicrenin parcalanmasina ya da
kronik infeksiyonuna neden olmaktadir. Bazi1 patojenik tiirler eklem ve ser6z bosluklarda
bulunan mezensimal hiicrelere afinite gostermektedir. Solunum sistemi ve akcigerler yaygin
infeksiyon alanlaridir. Mikoplazmalar solunum sistemi siliyumlarin1 dejenere ederek, konagi
sekonder infeksiyonlara kars1 predispoze hale getirmektedir. infeksiyonun ilk kez goriildiigii
stiriilerde hastalia ait bulgular daha belirgindir. Bu donemde septisemiye bagl olarak viicut
sicaklig1 yiikselmektedir. Septisemi donemini takiben etken kan ile afinite gosterdigi hedef
organlara giderek (meme, gdz, lenf nodiilleri, eklem ve tendonlar), yerlesmektedir (Madanat ve

ark, 2001; Pilo ve ark, 2007).

2.1.2.4. Klinik belirtiler

Hastaligin inkiibasyon siiresi dogal infeksiyonlarda 1-8 hafta arasinda degismektedir
(OIE, 2013c). Bu siire etkenin viriilensine, konak¢inin direncine ve c¢esitli ¢cevresel faktorlere
gore degismektedir. Erkek ve disi koyun ve kegiler infeksiyona yakalanabilir. infeksiyon
asemptomatik formdan akut, subakut ve kronik forma kadar degisik seyir gostermektedir
(Kinde ve ark, 1994; Madanat ve ark, 2001; OIE, 2013c¢). Klinik bulgular daha ¢ok kecilerde
belirgin olarak goriilmektedir (OIE, 2013c). Kegiler, laktasyon doneminin baslangicinda
infeksiyona olduk¢a duyarli olup, bu donemde hastalik daha ¢ok akut seyir gdstermektedir.
Yiiksek ates, mastitis, poliartritis ve keratokonjuktivitis onemli klinik belirtilerdendir. Hastaliga
ilk kez yakalanan hayvanlarda daha ¢ok akut form goriilmektedir. Zamanla hastalik kronik
forma doniiserek klinik belirtiler de azalmaya baslamaktadir. Kronik formda anoreksi, halsizlik
ve siiriiniin gerisinde kalma hastaligin ilk klinik belirtileridir. Baslangigta hafif bir ates,
istahsizlik ve siit liretiminde azalma dikkati ¢ekebilmektedir. Bu dénemde mikoplazmalar
meme, eklem ve konjuktiva mukozalarina kolonize olmaya baslamaktadir. Gebeler nadiren

abort yapabilmektedir (Kinde ve ark, 1994; Bergonier ve ark, 1997; Madanat ve ark, 2001;
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Nicholas ve ark, 2008). Akut vakalarda ates yaygin olup, bazi vakalarda sinirsel semptomlar da
goriilebilmektedir (Nicholas ve ark, 2008).

Kiiciik ruminantlarin bulasici agalaksiye en duyarli olduklari donem, laktasyon
doneminin baslangici olup, vakalarin da bir¢ogu bu dénemde rapor edilmistir (OIE, 2013c).
Duyarli bir siiriide hastaligin morbiditesi yaklasik %30-60, mortalitesi ise yaklasik %20
diizeyindedir. Siit emme donemindeki gen¢ hayvanlarda gelisen septisemiye bagli olarak
mortalite %40-70 olabilmektedir. Ancak, diger sekonder infeksiyonlarin 6liim oranini artirdigt
bildirilmektedir (Da Massa ve ark, 1992; Kinde ve ark, 1994; Madanat ve ark, 2001; OIE
2013c).

Bulasici agalaksinin 6nemli bir klinik bulgusu olan meme formunda bulgular, etkenin
meme kanalina girmesini takiben 1-3 giin i¢inde baslamaktadir (Kinde ve ark, 1994). Hastaligin
bu formunda memede kataral veya parankimatdz bir yangi sekillenmekte, bunu takiben loblarda
yumusama ve hacimce kiigiilme goriilmektedir. Siit genellikle yesilimsi-sar1 veya grimsi-mavi
renkte ve sulu kivamdadir. Bazen boz-kirli sar1 renkte, peynirimsi goriiniiste, yapiskan kivamda
ve pihtili olabilmektedir. Bu pihtilar bazen meme kanalini tikamaktadir. Bu nitelikteki siitler
bekletildiginde hizla ¢cokmekte ve listte, siit serumu birikmektedir. Siit verimi azalmakta veya
birka¢ giin igerisinde tamamen kesilebilmektedir. Bolgedeki yangi, sagimin agrili olmasina
neden olmaktadir. Memedeki yangi klinik olarak diizelmis goriilse de o laktasyon doneminde
stit verimi eski haline gelememektedir. Gangrendz mastitiste siit kanli olabilir. Bu durumda siit
verimi daha uzun siirede kesilmektedir. Siit verimi kayiplarinin yani sira laktasyonun ilk
aylarinda hastalik ¢iktiginda, kuzu ve oglaklarin beslenmesinde onemli sorunlar ortaya
cikmaktadir (Aytug ve ark, 1990; Corrales ve ark, 2007). Mastitis genellikle bilateral olarak
seyretmekte olup, meme dokusunda sicaklik artisi, siskinlik ve agr ile birlikte meme lenf
yumrularinda hipertrofi sekillenmektedir. Kroniklesen vakalarda ilerleyen fibrosis gelismekte,
en sonunda da sertlesmis nodiillerle birlikte meme atrofiye olmaktadir (Corrales ve ark, 2007;
OIE, 2013c).

Koyun ve kecilerdeki bulasici agalaksinin okiiler formunda en tipik klinik bulgu
keratokonjuktivitis olup, vakalarin yaklasik %50’sinde goriilmektedir. Keratokonjuktivitis tek
veya c¢ift tarafli goriilmekte olup, daha ¢ok hastaligin kronik formunda gelismektedir.
Konjuktivada baslangigta  hiperemi, bunu takiben de korneal vaskiilarizasyon
gerceklesmektedir. Bu durum keratokonjuktivitis, keratitis ve korneanin vaskiilarizasyonuna
baglh olarak olusan gorme kaybi ile sonuglanabilmektedir. Bazi hayvanlarda korneada
iilserasyon gerceklesmekle birlikte, bir siire sonra iyilesmeler de goriilebilmektedir (Madanat

ve ark, 2001).
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Hastaligin artritis formunda en 6nemli klinik bulgu topalliktir. Baglangicta 6n ve arka
ekstremitelerde birka¢c eklemde sislik, agr1 ve sicaklik artist dikkati g¢ekmektedir.
Tendovaginalarin da yangili oldugu saptanabilir. Oglaklarda bulasic1 agalaksinin en dnemli
klinik bulgusu poliartritistir. Hayvanlar merada dolasamadiklari i¢in beslenemez ve zamanla
kasektik hale gelmektedir. Semptomlar daha c¢ok karpal ve tarsal eklemlerde meydana
gelmektedir. Ileri vakalarda ankiloz ve topallikla birlikte hayvanlar zamanla yiiriiyemez veya
ayaga kalkamaz hale gelmektedir. Sinoviyal sivinin artisi ile eklemlerde 1s1 artis1 ve siskinlik
dikkati ¢ekmektedir (Corrales ve ark, 2007).

Hastaligin kronik formunda bazi agalaksi vakalarinda abortlar da goriilmektedir. Bu
durumun patogenezi tam olarak agiklanamamakla birlikte, graniiler vulvovaginitisli ke¢ilerden,
M. agalactiae’nin izole edilmis olmasi, etkenin bu hayvanlarda atiklara da neden oldugu
seklinde yorumlanmistir. M. agalactiae vulva, vajina ve akcigerlerden de izole edilmektedir.
Bu bolgedeki etken granuler vulvovajinit olusmasina neden olurken pndmoni nadir olarak

gbzlenmektedir (OIE, 2013c).

2.1.2.5. Teshis

Teshis amaciyla laboratuvara canli hayvanlardan siit, kan, idrar, digki ile goéz ve
eklemlerden alinan svab &rnekleri gdnderilmekted. Olii hayvanlardan ise gesitli i¢ organlar
(karaciger ve dalak gibi) ile eklem sivilart gonderilebilir. Alinan materyallerin antibiyotik
iceren (0rnegin penisilin 250-1000 [U/ml) transport mediumlarla gonderilmesi, spesifik etkenin
izolasyonunu artirmaktadir. Ornekler kisa siirede ve soguk zincirde laboratuvara
ulastirilmahidir. Eger Orneklerin laboratuvara ulastirilmasi birka¢ giin gecikecek ise, bu
durumda materyaller dondurulabilir (Darzi ve ark, 1998). Klinik materyallerden hazirlanan
preparatlar uygun bir boyama yontemiyle (Giemsa gibi) boyanarak, etken aranir.
Bakteriyoskopik bulgu kesin teshis icin yeterli degildir (Aydin ve ark, 2006).

Direkt teshiste, cesitli materyallerden uygun besiyerlerine ekimler yapilarak etken izole
ve identifiye edilmektedir. Klinik materyallerin laboratuvara ulastirilmasinda transport
mediumlarin (Ornegin; Mycoplasma transport medium, %20 serum, %10 maya ekstrakt1 ve
benzil penisilin igeren beyin-kalp infusion broth gibi) kullanilmasi tavsiye edilmektedir.
Transfer soguk zincirde (kuru buz iginde) ve kisa siirede yapilmalidir. Eger 6rneklerden ekimler
yapilmayacaksa, dondurularak saklanmalidir. Laboratuvara ulastirilan uygun klinik materyaller
(stit, konjuktival s1v1, pleura s1visi ve eklem sivist gibi) sivi ve kat1 besiyerlerine ekilerek, %5-

10 CO2’li ortamda, 37°C’de 1 hafta inkube edilir. Mikoplazma tiirleri 6zel besiyerlerine

15



gereksinimi olan ve yavas lireyen bakteriler olup, liremek i¢in izotonik bir ortama ve gesitli
katki maddelerine (6rnegin; iyi kalitede et infiizyon, maya ekstrakt1 ve kolesterol gibi) ihtiyag
duymaktadir. Etkenlerin kolesterol ihtiyaci besiyerlerine %20 inaktive at serumu katilarak
saglanabilmektedir. Diger yandan besiyerlerine Gram pozitif bakteriyel kontaminatlarin
inhibisyonu i¢in penisilin, Gram negatif bakteri ve mantarlarin inhibisyonu i¢in ise talyum
asetat eklenmeli, pH 7,2-7,8 araliginda olmalidir. Kat1 besiyerinde iireyen ve ortasi diigmeli
gibi goriinen koloniler, agarla birlikte alinarak sivi PPLO besiyerlerine ekilir ve saf kiiltiirler
hazirlanir. Sivi besiyerinde {ireyen saf kiiltiirler Giemsa boyama ydntemiyle boyanarak,
incelenir. Bakteriyoskopide belli bir sekli olmayan oval, kokoid, halka, yiiziik vb formlarin
goriilmesi PPLO’dan siiphelendirir. Identifikasyon igin gerekli biyokimyasal testler yapilir.
Mikoplazma tiirlerinin identifikasyonu daha ¢ok referans laboratuvarlarda yapilmaktadir.
Oncelikle iireyen etkenlerin, bakterilerin L formlarindan ve Ureaplasma tiirlerinden ayrilmasi
gerekmektedir. Bu amagla cesitli testlerden yararlanilmaktadir. Bunlar arasinda antibiyotik
icermeyen besiyerlerine ekim, digitonin duyarlilik testi, modifiye iireaz testi ve Dienes boyama
yontemi gibi 6zel boyama metotlar1 sayilabilir. Diger yandan akut donemde kan 6rneklerinden
hemo-kiiltiir yapilarak da etkenin izole edildigi ifade edilmektedir (Aydin ve ark, 2006; OIE,
2013c).

Hastaligin indirekt teshisinde mikoplazma tiirlerine karst sentezlenen spesifik
antikorlarin saptanmasinda cesitli serolojik testlerden yararlanilmaktadir. Bu testler arasinda
lam aglutinasyon (6zellikle kanatlilarda), lateks agliitinasyon, hemagliitinasyon inhibisyon
(kanatlilarda), indirekt hemagliitinasyon, AGD, KF, FAT, IFAT ve ELISA gibi teknikler
bulunmaktadir (Lambert ve ark, 1998; Nicholas, 2002; Pepin ve ark, 2003, Zendulcova ve ark,
2004; Fusco ve ark, 2007; OIE, 2013c). Bu testler i¢inde en fazla ELISA ve komplement
fikzasyon testlerinin kullanildig1 bildirilmektedir (OIE, 2013c).

Son yillarda mikoplazma tiirlerine ait genomik materyallerin bakteri kiiltiirlerinde ve
cesitli klinik 6rneklerde (siit, burun akintisi, géz akintisi, eklem sivist ve doku drnekleri gibi)
saptanmasia yonelik farkli PCR yoOntemleri gelistirilmis ve laboratuvarda basar1 ile
kullanilmaktadir (Tola ve ark, 1997; Peyraud ve ark, 2003; Goémez-Martin ve ark, 2012).
Bulasic1 agalaksinin endemik oldugu Ispanya’da, kegilerden alman 307 kulak svab 6rneginden
M. agalactiae ve M. mycoides subsp. capri’nin belirlenmesine yonelik kiiltiir ve PCR
yontemleriyle bir ¢aligma yapilmistir. Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde PCR ile 246,
kiiltiir ile 117 &rnek pozitif bulunmustur. Orneklerin 133’ii PCR ile pozitif, kiiltiir ile negatif,
4’ii ise PCR ile negatif, kiiltiir ile pozitif olarak saptanmustir. Yine Ispanya’da, 2008-2010 yillar

arasinda 12 farkli ildeki, 1313 koyun siiriisiindeki hayvanlardan alinan, 922 6rnegin 439’unun
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(% 37,8) PCR ile pozitif bulundugu ifade edilmistir (Ariza-Miquel ve ark, 2013). Sonug olarak
her iki calismada da Ispanya’da hastaligin yaygin oldugu ve PCR yénteminin, M. agalactiae ve
M. mycoides subsp. capri saptanmasi bakimindan hizli ve giivenilir bir teshis yontemi oldugu,
bu nedenle hastalikla miicadelede basar1 ile kullanilabilecegi bildirilmistir (Amores ve ark,
2010; Ariza-Miquel ve ark, 2013).

Bulasis1 agalaksi hastaliginin molekiiler teshisine yonelik iilkemizde yapilan ¢aligsmalar
sinirli sayidadir. Cetinkaya ve ark (2010), Dogu Anadolu bolgesinde yaptiklar1 ¢alismada
Bulasict Agalaksi hastalig1 etkeni M. agalactiae’nin yayginligin kiiltiir ve PCR metodlari ile
%81.7 olarak bulduklarini belirtmislerdir.

2.1.2.6. Sagaltim

Hastaligin tedavisinde tetrasiklin, tylosin, eritromisin ve talyum fumarat basta olmak
lizere bir¢ok antibiyotik kullaniimaktadir. Hastaligin endemik oldugu Ispanya’da 16 adet kiigiik
ruminant orijinli M. mycoides subsp. mycoides large colony (LC) tipinin test edildigi bir
calismada, izolatlarin tilosin, nalidiksik asit, enrofloksasin, norfloksasin, siprofloksasin,
doksisilin, spiramisin, spektinomisin, linkomisin, kloramfenikol, oksitetrasiklin, klortetrasiklin,
eritmosin, streptomisin ve gentamisine in vitro duyarliliklar incelenmistir. Etkenin en fazla
duyarl oldugu antibiyotiklerin florokinolonlar, makrolidler ve tetrasiklin oldugu, nalidiksik
asit, gentamisin, streptomisin ve spektinomisine ise direngli oldugu rapor edilmistir (Antunes
ve ark, 2007). Bulasis1 agalaksinin tedavisinde antibiyotiklerin sistemik kullanilmalar tavsiye
edilmekle birlikte, baz1 6zel durumlarda (6rnegin kronik mastitis) meme i¢i uygulamalar da
onerilmektedir. Diger yandan anti-bakteriyel tedavinin beklenen sonuglar1 vermedigini, kronik
artritis ve keratokonjuktivitis vakalarinda sadece semptomatik tedavinin miimkiin oldugu,
antibiyotik uygulanan hayvanlarin tasiyici rollerinin devam ettigi bildirilmektedir. Uygun
antibiyotigin yeterli terapdtik dozda uygulanmadigi durumlarda, ilaglardan beklenen etkinin
cok zayif veya hi¢ olmayacagi bildirilmektedir. Bu durumda, etkenin ¢evreye saliniminin
devam edecegi ve muhtemelen antibiyotiklere direng gelisebilecegine dikkat cekilmektedir
(Madanat ve ark, 2001). Ayrica, kronik artritis ve keratokonjuktivitis gelisen hayvanlarda
tedavinin oldukga gii¢ oldugu bildirilmektedir (OIE, 2013c).
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2.1.2.7. Koruma

Bulasic1 agalaksiden ari bolgelerde hastalik saptanan siiriiler genellikle karantinaya
almip, kesime sevk edilmelidir. Hayvan barmaklart ve kullanilan esyalar uygun
dezenfektanlarla dezenfekte edilmelidir. Mikoplazma tiirleri sodyum hidroksit (%2’lik),
sodyum karbonat (%4’liik), sodyum hipoklorid, formalin (%1°lik), kresol, iyonik ve non-iyonik
birgok deterjana duyarlidir. Endemik bolgelerde ise iyi bir siirli yonetimi uygulanarak, siirii
icinde hastaligin yayilmasi azaltilabilir. Bu amagla, dncelikle hayvan barmaklari ve kullanilan
esyalar temizlenip, dezenfekte edilmelidir. Siit veren hayvanlar gen¢ hayvanlardan ayr1 bir yere
alinmalidir. Yavrulara bu donemde pastorize siit ve kolostrum verilebilmektedir. Hayvanlar
kiiltiir ve ELISA gibi yontemlerle test edilmeli ve pozitif olanlar siiriiden ayrilmalidir. Koyun
ve kecilerde bulasici agalaksiden korunmada canli ve inaktif asilar kullanilmaktadir. Inaktif
asilarla kisa siireli bagisiklik saglandigi, canli asilarin ise sadece klinik bulgular1 onledigi,
yeterince koruma saglamadigi ve siirii icinde bulasmay1 6nlemedigi ifade edilmektedir. Kisaca,
canlt as1 uygulamalariin iki 6nemli dezavantaji oldugu bildirilmektedir. Bunlardan birincisi
as1 susu siit ile yayilabilmekte, digeri de asinin sadece klinik bulgular1 6nledigi, koruyucu
diizeyde bir bagisiklik olusturmadigidir (OIE, 2013c¢). Ancak, dogal enfekte hayvanlardan izole
edilen M. agalactiae susundan hazirlanan attenue canli bir asinin, kecilerde hastaliktan
korunmada olumlu sonuglar verdigi bildirilmistir. Bat1 Avrupa ve Akdeniz Bolgesi’nde inaktif
(adjuvanli) asilar yogun olarak kullanilmaktadir (De La Fe ve ark, 2007). Ispanya’da inaktif as1
uygulanan 66 keg¢i siiriisiinde yapilan bir calismada, siit 6rnekleri kiiltiir ve PCR, serum
ornekleri ise ELISA ile test ederek, sonuglar degerlendirilmistir. Calismada, inaktif asilarin
sadece klinik semptomlar1 azalttigi, yeni infeksiyonlar1 onlemedigi, siirii i¢cinde hastaligin
yayilmasinit engellemedigi bildirilmistir (Amores ve ark, 2012). Diger yandan inaktif asilarda
lokal suglarin kullanilmasi tavsiye edilmis, bu uygulamanin korumada daha olumlu sonuglar
verebilecegi bildirilmistir (De Le Fe ve ark, 2007; OIE, 2013c¢).

Enfekte hayvanlarin direkt ya da 6zellikle indirekt teshis yontemleriyle (siirii taramalari
icin ELISA gibi) belirlenerek siiriiden uzaklastirilmasi, enfekte siiriilerin damizliktan
cikarilarak kesime sevk edilmesi, diizenli olarak siit tanklarinin bakteriyolojik analizlerinin
yapilmast ve ekipmanlarinin dezenfekte edilmesi, enfekte hayvanlara ait siitlerin yavrulara
verilmemesi, iyi bir isletme yOnetimi uygulamasi hastaligin prevalansinda énemli derecede
azalmalara neden olan baslica faktorlerdir (Pepin ve ark, 2003).

Anneden yavruya bulagsmanin minimuma indirilmesi i¢in pastorize kolostrum

kullanilmasi, ortak cayir meralarin enfekte hayvanlara kapatilmasi, horizontal bulagmay1
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engellemek i¢in siit sagim hijyeninin dikkatle uygulanmasi onerilmektedir. Bugiine kadar
meme i¢i kullanilan ilaglarin mikoplazma infeksiyonunu tamamen onledigine iliskin bir veriye
ulasilmamistir. Meme i¢i uygulamayla birlikte sistemik tedavilerin de yapilmasi tavsiye
edilmektedir. Hastalikla miicadelede Fransa’da uygulanan program dikkat c¢ekicidir. M.
agalactiae tarafindan olusturulan koyun ve keg¢ilerdeki bulasic1 agalaksi hastaliginin kontrol ve
eradikasyon programinda Oncelikle hayvanlar, klinik olarak muayene edilip, siipheli
hayvanlardan aliman 6rnekler (6rnegin; siit) kiiltiirii yapilmis ve hayvanlarin kan serumlari
ELISA ile analiz edilmistir. Serum 6rnekleri siirii biiyiikliigii de dikkate alinarak bir siiriiden en
az 20 hayvandan olmak iizere yilda 2 kez alinip ELISA ile test edilmis ve en az 1 adet serumda
pozitiflik saptanmasi durumunda, o siirli pozitif olarak degerlendirilmistir. Hayvan siiriileri
kiiltiir ve ELISA sonucuna gore; agalaksiden ari, stipheli, enfekte ve agir enfekte olarak 4 grupta
siniflandirilmistir. Uygulama yaklagik 11 yili askin siireyle devam etmis olup, infeksiyonun
prevalansinin %10’dan %1’e diistiigii bildirilmistir (Lambert ve ark, 1998; Pepin ve ark, 2003).

Ispanya’da hastalikla miicadelede suni tohumlama uygulanan kegi siiriilerinde, erkek
hayvanlardan alinan semen ve kulaktan alinan svab 6rnekleri kiiltiir ve PCR ile, serum 6rnekleri
ise ELISA ile mikoplazma yoniinden analiz edilmistir. Bu yontemle tasiyici hayvanlarin
belirlendigi ve bdylece hastaligin kontroliinde basarili sonuglar alindig: bildirilmistir (Gémez-

Martin ve ark, 2012).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢

Arastirma materyalini olusturan numunelerin toplanmasi, Mersin ilinde yer alan, kegi
yetistiriciligi yapilan aile tipi ciftliklerden 2018 yili Ekim ve 2019 Mayis aylar1 arasinda
gerceklestirilmistir. Bu ciftlikler serbest sistem yar1 acik yapida olup, standart rasyon programi
uygulanmakta, manuel ve makine yoluyla sagim uygulanmaktadir. Arastirmamizda, 85-300
baslik hayvan kapasitesine sahip 5 ¢iftlikteki kecilerden, veteriner hekim tarafindan alinmig 118
adet siit Ornegi kullanilmistir. Ciftliklerden alinan numunelerin dagilimi Tablo 3’de
gosterilmektedir. Orneklemeye hepsi sagim déneminde bulunan, son 1 ayda antimikrobiyel
tedavi yapilmamus, en az bir dogum yapmis, 2-6 yasli, kil kecisi irki hayvanlar dahil edilmistir.
Artritis, artritise bagli topallama ve mastitis klinik semptomlarinin bir arada goriildiigi
hayvanlar ¢calismaya dahil edilmistir. Klinik mastitisin belirlenmesinde son 3 giin i¢inde meme
bolgesinde goriilen yangi belirtileriyle (agri1, hassasiyet, kizariklik, sicaklik artisi ve fibrindz
doku olusumu), siitte goriilen degisiklikler (siit veriminin azalmasu, siitte kotii koku, siitiin kanli,
irinli, pithtili olmasi) dikkate alinmistir. Toplanan siitlerin M. agalactiae yoniinden
mikrobiyolojik analizleri, Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Teshis ve Analiz Laboratuvarinda yapilmistir.

Tablo 3. Ciftliklerden alinan numunelerin dagilimi

Ciftlik No | Alinan numune sayisi
1 21
2 19
3 27
4 23
5 28
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3.1.1. Besiyeri, supplement ve solusyonlar
3.1.1.1. Besiyeri

3.1.1.1.1. Mycoplasma agar base (Oxoid® CM0401)

Bacteriological peptone 10g
Lab-Lemco powder 10g
Sodium chloride 5¢g
Mineral supplement 0,5¢g
Agar 10 g
Distile su 1000 ml

1000 ml distile su igine 35,5 g besiyeri ilave edildi ve karistmin pH’s1 7,2-7,4’¢
ayarlandi, 15 dakika otoklav edildikten sonra, 50°C’ye kadar sogutulup, i¢ine 20 ml/80 ml
besiyeri oraninda Mycoplasma Supplement-G (Oxoid® SR0059) ilave edildi.

3.1.1.1.1. Mycoplasma broth base (Oxoid® CM0403)

Bacteriological peptone 10g
Lab-Lemco powder 10g
Sodium chloride 5¢g
Mineral supplement 0,5¢g
Agar agar 10g
Distile su 1000 ml

1000 ml distile su igine 25,5 g besiyeri ilave edildi ve karistmin pH’s1 7,2-7,4’¢
ayarlandi, 15 dakika otoklav edildikten sonra, 50°C’ye kadar sogutulup, 20 ml/80 ml besiyeri
oraninda Mycoplasma Supplement-G (Oxo0id® SR0059) ilave edildi.

3.1.1.1.2. Mueller-Hinton agar (Oxoid® CM 129)

Mueller-Hinton agar 38¢g
Distile su 1000 ml
pH: 7,3+0,2

Besiyeri 38 g olacak sekilde distile su iginde eritilip 121 °C'de 15 dakika otoklavda
sterilize edildi. 45-50 °C'a sogutulup steril petri kutularina 12,5 ml doékiildi.
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3.1.1.1.3. Brain Heart infusion broth (%20 Gliserinli) (Oxoid® CM 0225)

BHIB 8g
Gliserin 20 ml
Distile su 80 ml

Karisimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanip, 0,5 ml miktarda ependorf tiiplere dagitildiktan
sonra 121°C’de onbes dakika otoklavda sterilize edildi.

3.1.1.1.4. Trypton soya broth (Oxo0id® CM 129)
TSB 8¢
NacCl 75 g
Distile su 1000 ml

Karigimm pH’s1 7,2-7,4’e ayarlandi. 5 ml miktarda steril tiiplere dagitildi. 121°C’de
onbes dakika otoklavda sterilize edildi.

3.1.1.2. Supplement

3.1.1.2.1. Mycoplasma supplement-G (Oxoid® SR0059)
At serumu 20 ml

Maya ekstrakti 10 ml

Talyum asetat 25 mg

Kristal Penisilin 20000 TU

Toz halinde hazir olarak alinan suplement, 20 ml steril distile su ile sulandirildiktan

sonra 80 ml besiyerine sterilizasyondan sonra ilave edilmistir.

3.1.1.3. Solusyonlar
3.1.1.3.1. Glukoz solusyonu

50 g D-glukoz (Sigma® 50-99-77) 100 ml distile su i¢inde eritilip 0,22 um capl filtre

ile sterilize edilerek +4°C’de muhafaza edilmistir.
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3.1.1.3.2. Fenol red solusyonu

0,5 g Fenol red (Sigma® 143-74-8) 100 ml distile su i¢inde eritilip 0,22 um ¢apl filtre

ile sterilize edilerek +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.1.3.3. Arjinin solusyonu

5 g L-Arginin (Sigma 74-79-3) 50 ml distile su i¢inde eritilip, 0,22 um capl filtre ile

sterilize edilerek +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.1.3.4. Sodyum fenolftalein difosfat solusyonu

0,5 g fenolftalein difosfat tuzu (Sigma 77-09-8) 50 ml distile su iginde eritilip, 0,22 um

capli filtre ile sterilize edilerek +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.1.3.5. Tetrazolyum solusyonu

2 g 2,3,5 trifeniltetrazolyum klorid (Sigma 298-96-4) 50 ml distile su i¢inde eritilip 0,20

um capl filtre ile sterilize edilerek +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.1.3.6. Digitonin solusyonu

75 mg Digitonin (Sigma® 11024-24-1) 5 ml %95 etanol i¢inde eritilip, 56°C de 30 dk

1s1tildi. Soguduktan sonra 0,22 pum capli filtre ile sterilize edilerek +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.1.3.7. Nisin solusyonu

5,16 mg/ml (Sigma®, Lactococcus lactis, 24897751) olarak hazirlanip +4°C’de

muhafaza edilmistir.

3.1.1.3.8. Ure solusyonu

100 ml distile su igerisinde 1 gr tire (Merck Millipore® 1.08487.1000) ve 0.8 gr
MnCL2.4H20 (Mangan (II) klorid-tetrahidrat Merck Millipore® 1.05927.1000)
¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra 0,22 pm filtrelerinden gecirilerek sterilize edilip +4 C’de muhafaza

edilmistir.
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3.1.1.3.9. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH: 8,0) buffer

10X TBE Stok Solusyonu
Tris Base.........ccoevvvnnnn. 121,1 g
Borik Asit ..o 61,83 g
EDTA ..o, 5,84 ¢

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dk otoklav edilip, pH: 8,0

ayarlanarak buzdolabinda saklandi.

0,5X TBE Kullanma Solusyonu
10X TBE......coiiiinn. 50 ml
Distile su....coooeiiiiiinnn.. 950 ml

Karistirilarak solusyon hazirlandi.

3.1.1.3.10. Jel loading buffer (6X)

Bromfenol Mavisi............ 25 mg
Stkroz ..........ooeiiiiinn 4¢g
HO 10 ml

Karigtirilarak solusyon hazirlandi.

3.1.1.3.11. Tris (1M)

TrisBase ............oeenii. 121 g
Tris Base 800 ml distile suda eritilip, yaklasik olarak 60 ml HCI asit ilave edilerek pH:
7,6’ya ayarlanarak karigim 1000 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 15 dk otoklav edildi.

3.1.1.3.12. TE buffer (10 mM tris, ImM EDTA)

Tris (IM)...oooviiiiin..n. .10 ml
EDTA(0,5SM)......onvennen... 2 ml

Karistirildiktan sonra karisim 1000 ml distile su ile tamamlandi.
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3.1.1.3.13. ExPrime taq premix (2X) (GeNet Bio®)

2X konsantrasyonda taq DNA polimeraz (1 u/10 pl), 2X reaksiyon buffer, 4 mM MgCla,
enzim stabilitorii, sediment, pH 9,0, 0,5 mM her biri dATP, dCTP, dGTP, dTTP icermektedir.

3.1.4. DNA Ekstraksiyon Kiti

Mycoplasma sp. izolatlarindan PCR asamasinda kullanilmak iizere DNA ekstraksiyonu,

Thermo Scientific™ Genomic DNA Purification esktraksiyon kiti ile gergeklestirildi.

3.1.4.1. Thermo Scientific™ Genomic DNA Purification Kit Prosediirii

*Bir 6ze dolusu kiiltiir 400 pl lizis soliisyonu ile siispanse edildi. 65°C’de 5 dk inkube edildi.
*600 ul kloroform ilave edildikten sonra 10000 rpm’de 2 dk santrifiij yapildi. Siipernatant atildi.
*800 ul presipitasyon soliisyonu pelet tizerine ilave edildikten sonra oda sicakliginda 1-2 dakika
karigtirildi.

*10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra DNA iceren pelet 1.2 M NaCl soliisyonunda
cozdiiriildii.

*300 pl etanol eklendikten sonra 10 dakika -20°C’de bekletildi. 10000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edildikten sonra %70’lik etanol ile yikandi. Daha sonra 100 pl steril distile suda
¢Oziildii. Her bir PCR reaksiyonu i¢in 2 ul template DNA kullanildi.

3.1.5. Primerler

Calismada kullanilan Mycoplasma sp. cins spesifik 16S rRNA primerleri Pourbakhsh
ve ark (2010), Mycoplasma agalactiae 16S rRNA primerleri Tola ve ark (1997) tarafindan
belirtilen sekilde tiretici firmaya dizayn ettirilmistir. Primer dizilimleri ve bant araliklar1 Tablo

4’°de verilmistir.

25



Tablo 4. Mycoplasma sp. ve Mycoplasma agalactiae primerleri

Primerler Niikleotid sekansi U.l.au.l.l v Referans
bilyiikliigii

MI1F 5'-GCTGCGGTGAATACGTTCT-3' 163 bp Pourbakhsh ve

M3 R 5'-TCCCCACGTTCTCGTAGGG-3' ark, (2010)

FS 1 5'-AAAGGTGCTTGAGAAATGGC-3' 375 bp Tola ve ark,

FS 2 5'-GTTGGCAGAAGAAAGTCCAATCA-3' (1997)

3.1.6. Agaroz Jel

Agarose (Sigma®)..................... 2g
TBE (0,5X) «voviiiiiiiiiiie 100 ml

Buffer, sise icerisindeki agarozun iizerine ilave edilip, karistirildi ve mikrodalga firinda
yaklasik 3 dk kaynatilan karigim, 40-50°C’ye kadar sogutuldu. Halen siv1 halde olan karigima
3 ul etidyum bromid ilavesinden sonra jel kalibinin igerisine yavasca, kabarcik birakmayacak
sekilde dokiildii ve igerisine yiikleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15
dk oda sicakliginda sogumaya birakildi. Sogutulan jel, kaliptan ¢ikarilarak, elektroforez tankina

dikkatlice yerlestirildi.

3.1.7. Marker

Marker olarak 100 bp’lik DNA ladder (ThermoScientific®) kullanildi.

3.1.8. Ethidium Bromid

Elektroforez isleminden sonra goriintiileme icin jelin boyanmasinda %1’lik Ethidium
bromid (Sigma®) 500 ml 0,5X TBE ile hazirlanan %1,5’lik agaroz jelin icerisine Sul

miktarinda eklenerek kullanildi.

3.1.9. Standart Suslar

Biyokimyasal ve molekiiler testlerde kalite kontrol susu olarak Mycoplasma agalactiae
ATCC® 35890 kullanilmistir. PCR asamasinda negatif kontrol olarak Escherichia coli
ATCC® 25922 standart susu kullanilmistir.
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3.2. Yontem
3.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Siit numuneleri alinmadan 6nce, meme baslar1 dezenfektan ile temizlenip kurulanmis
ve %70’lik alkol ile silinmistir. Meme basindaki saprofit etkenleri uzaklastirmak i¢in ilk birkag
ml siit atilmigtir. Siit 6rnekleri steril tiipler icine 10 ml hacimde alinmistir. Alinan 118 adet siit
ornegi soguk zincir altinda Aydim Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvarina aymi giin getirilip laboratuvar

arastirmalarina baglanmistir.

3.2.2. Bakteriyel izolasyon

Izolasyon amaciyla laboratuvara getirilen siit drnekleri, selektif s1iv1 besiyerinde 107"1lik
diliisyonlar1 hazirlanarak ekilmistir. Siit 6rnekleri 3000 rpm’de 15 dk santrifiij edildikten sonra
ekimleri yapilmistir. Ekimleri yapilan sivi besiyerleri 37 °C’de %5 CO2’li nemli ortamda
mikroaerofilik olarak 7 giin siireyle inkube edilmis ve besiyerleri giinliik olarak takip edilmistir.
Ik 3 giinliik inkubasyonun sonunda, homojen bulaniklik olmaksizin dipte tortu olusturan ve
s1v1 besiyerinin list kisminda pelikiil tarzinda tireme gosteren besiyerlerinden 50 pl hacimde
almip selektif agara ekimleri yapilmistir. Sivi besiyerinde 7 giin sonunda iireme belirtisi
gozlenmeyen inokulumlardan taze selektif sivi besiyerine 0,5 ml tekrar pasaj yapilmis, 3 giinliik
inkubasyon periyodundan sonra bu sivi besiyerlerinden 50 pl kat1 agarlara yeniden ekilmistir.
Ureme goriilen kat1 besiyerlerinde kolonilerin yerleri belirlenip, tipik sahanda yumurta
goriintimlii kolonilerin varlig1 yoniinden stereomikroskop altinda incelenmistir. Numunelerin
ekimi ve biyokimyasal olarak degerlendirilmesi Miles ve Nicholas (1998) tarafindan bildirilen

metotlara gére yapilmistir.

3.2.3. Bakteriyel Identifikasyon

Makroskopik koloni morfolojilerine goére Mycoplasma sp. olarak 6n degerlendirmesi

yapilan izolatlarin asagida belirtilen biyokimyasal testler ile identifikasyonlar1 yapildi.

3.2.3.1. Digitonin sensitivitesi

Testte kullanilan Mycoplasma agar 30-45 dk etlivde tutularak yiizeyi kurutuldu. Test

edilecek izolatin ve kontrol kiiltiiriiniin 10 katli dilusyonlar1 yapildi. 10-*lik dilusyondan agar
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yiizeyine 200 pl miktarinda yayildi, pleyt oda 1sisinda bekletilip yiizeyi kurutulduktan sonra

merkeze digitonin diski yerlestirildi, 37°C’de, nemli ortamda inkiibe edildi.

3.2.3.2. Nisin sensitivitesi

Testte kullanilan Mycoplasma agar 30-45 dk etlivde tutularak yiizeyi kurutuldu. Test
edilecek izolatm ve kontrol kiiltiiriiniin 10 katl1 dilusyonlar1 yapildi. 102 lik dilusyondan agar
yiizeyine 200 pl miktarinda yayildi, pleyt oda 1sisinda bekletilip yiizeyi kurutulduktan sonra

merkeze nisin diski yerlestirildi, 37°C’de, nemli ortamda inkiibe edildi.

3.2.3.3. Glikoz fermentasyonu

Test edilecek izolatin 24 saatlik saf kiiltiiriinden 500 pl miktarinda bir adet glikozlu ve
bir adet glikozsuz besi yerine ekimleri yapildi. Besiyerleri 37°C’de, nemli ortamda 48 saat

inkiibasyona birakildi.

3.2.3.4. Arjinin hidrolizi

Test edilecek izolatin 24 saatlik saf kiiltiiriinden 500 pl miktarinda bir adet arjininli ve
bir adet arjininsiz besi yerine ekimleri yapildi. Besiyerleri 37°C’de, nemli ortamda 48 saat

inkiibasyona birakild1.

3.2.3.5. Fosfataz aktivitesi

Fosfataz testi i¢in hazirlanan agar plagi ikiye boliindii. Test edilecek izolatin 24 saatlik
saf kiiltiiriinden agarin yarisina 100 pl miktarinda damlatma yontemi ile ekim yapildi, plagin

diger yaris1 kontrol olarak bos birakildi. 37°C’de, nemli ortamda 5 giin inkiibasyona birakildi.

3.2.3.6. Tetrazolyum rediiksiyonu

Test edilecek izolatin 24 saatlik saf kiiltlirlinden 2 ayr1 tetrazolyum agar plaklarina 200
pl ml miktarinda ekildi. Ekim yapilan agarin biri aerobik digeri ise anaerobik kosullarda 37

°C’de, nemli ortamda 2 hafta inkiibe edildi.
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3.2.3.7. Film ve spot olusumu

Ureme olan kat1 ve sivi besiyerlerinin {ist yiizeyinde olusan ince bir tabaka (mum

tabakasi gibi) goriildiigiinde film olugumu olarak degerlendirildi.

3.2.3.8. Ure hidrolizi

Bir lama agar blok ile kesilen Mycoplasma sp. kolonisi koyuldu ve {lizerine hazirlanan
iire reaktifinden bir damla damlatildi. Kolonin rengi, amonyak ve manganez dioksitten kaynakli

olarak kahverengiye doniistiigiinde iireaz aktivitesi pozitif olarak degerlendirildi

3.2.4. Genotipik Identifikasyon

3.2.4.1. Mycoplasma sp. 16S rRNA PCR asamasi

Aragtirmamizda DNA ekstraksiyonu yapilan izolatlarin Mycoplasma sp. 16S rRNA
PCR iglemleri Pooladgar ve ark (2015) tarafindan bildirilen protokole gore yapildi.

Mycoplasma sp. izolatlarindan yapilan PCR isleminde 20 pl toplam hacimde, son
konsantrasyonu 1x ExPrime Taq premix 10 pl, 1 pl primerler (her biri i¢in 10 uM), olacak
sekilde hazirland1 ve kalan miktar deiyonize su ile tamamlandi.

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 ml’lik tiipler, 6rnek adedi kadar
numaralandirilip, i¢lerine 18’er pl hazirlanan mastermiks ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’lardan 2’ser pl alinip, ilgili tiiplerin icerine eklendi ve agizlari
sikica kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra HiMedia PrimaTrio LA1006 termal dongiileme
cihazina yiiklenip, programlandi. 16S rRNA analizlerinde kullanilan PCR islemine ait 1s1l

dongii ve siire diyagrami Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. Mycoplasma sp. 16S rRNA PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik Siiresi
Baslangi¢ 1 94°C 7.5 dk
Denatiirasyon

Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 30 56°C 30 sn
Uzama 72°C 1 dk

Son Uzama 1 72°C 5dk

Bekletme 1 4°C oo dk

29



PCR kondisyonlar1 94° C’de 7,5 dakika 6n denatiirasyonu takiben 30 siklus olmak iizere
94° C’de 30 saniye denatiirasyon, 56° C’de 30 saniye baglanma, 72° C’de 1 dakika uzama ve
72° C’de 5 dakika son uzama asamalar seklinde gerceklestirilmistir.

PCR iirlinleri %2’lik agaroz jelde elektroforteze tabi tutulmus ve Vilbert Lourmat UV
transilluminator cihazinda jel goriintilemesi yapilmistir. Mycoplasma sp. igin 163 bp

biiytlikliigiindeki bant olusumu aranmaistir.

3.2.4.1. Mycoplasma agalactiae 16S rRNA PCR asamasi

Arastirmamizda genotipik identifikasyon sonucu Mycoplasma sp. olarak dogrulanan
izolatlarin M. agalactiae 16S rRNA PCR islemleri Pooladgar ve ark (2015) tarafindan bildirilen
protokole gore yapildi.

Mycoplasma sp. izolatlarindan yapilan PCR isleminde 20 pl toplam hacimde, son
konsantrasyonu 1x ExPrime Taq premix 10 pl, 1 pl primerler (her biri i¢in 10 uM), olacak
sekilde hazirland1 ve kalan miktar deiyonize su ile tamamlandi.

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 ml’lik tiipler, 6rnek adedi kadar
numaralandirilip, iclerine 18’er pl hazirlanilan mastermiks ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’lardan 2’ser pl alinip, ilgili tiiplerin icerine eklendi ve agizlari
sikica kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra HiMedia PrimaTrio LA1006 termal dongiileme
cihazina yiiklenip, programlandi. 16S rRNA analizlerinde kullanilan PCR islemine ait 1s1l

dongii ve siire diyagrami Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Mycoplasma agalactiae 16S rTRNA PCR islemlerine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami

Basamak Dongii Sayis1  Sicakhik Siiresi
Baslangic 1 95°C 5dk
Denatiirasyon

Denatiirasyon 94°C 1 dk
Baglanma 34 50°C 1 dk
Uzama 72°C 1 dk
Son Uzama 1 72°C 5dk
Bekletme 1 4°C oo dk

PCR kondisyonlar1 94° C’de 5 dakika 6n denatiirasyonu takiben 34 siklus olmak iizere
94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 50° C’de 1 dakika baglanma, 72° C’de 1 dakika uzama ve 72°

C’de 5 dakika son uzama asamalar1 seklinde gergeklestirilmistir. PCR iirtinleri %2’lik agaroz
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jelde elektroforteze tabi tutulmus ve Vilbert Lourmat UV transilluminator cihazinda jel

goriintiilemesi yapilmistir. M. agalactiae i¢in 375 bp biiyiikliigiindeki bant olusumu aranmaistir.
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4. BULGULAR

4.1. Fenotipik Bulgular

Toplanan 118 6rnegin 10 adedinde ilk izolasyonda mikoplazma siipheli koloniler
goriildii. ik izolasyonda iireme belirtisi gozlemlenmeyen ve kor pasajlart yapilan besi
yerlerinin hi¢birinde mikoplazma siipheli koloniler saptanmadi. Mikoplazma siipheli 10
Ornegin ekiminin yapildig1 besiyerlerinde tipik sahanda yumurta goriiniimiinii koruyan 10
(%8,4) ornek digitonin ve nisin sensitivitesi, glikoz fermentasyonu, arjinin hidrolizi, fosfataz
aktivitesi, tetrazolyum rediiksiyonu, film/spot olusumu ve iire hidrolizi testleri sonucunda
Mycoplasma sp. olarak degerlendirilmistir. izolatlarin biyokimyasal 6zellikleri Tablo 7’de

gosterilmistir.

Tablo 7. izolatlarm biyokimyasal dzellikleri

No  Diflown NGl A Fots T pimge O
1-3 Pozitif Pozitif Negatif Negatif  Pozitif Pozitif/Pozitif Pozitif/Pozitif Negatif
1-7 Pozitif Pozitif Negatif Negatif  Pozitif Pozitif/Pozitif Pozitif/Pozitif Negatif
1-15 Pozitif Pozitif Negatif Negatif  Pozitif Pozitif/Pozitif Negatif/Pozitif ~ Negatif
2-61 Pozitif Pozitif Negatif Negatif  Pozitif Pozitif/Pozitif Pozitif/Pozitif Negatif
2-65 Pozitif Pozitif Negatif Negatif  Pozitif Pozitif/Pozitif Pozitif/Negatif =~ Negatif
2-74 Pozitif Pozitif Negatif Negatif  Pozitif Pozitif/Pozitif Pozitif/Pozitif Negatif
2-80 Pozitif Pozitif Negatif Negatif  Pozitif Pozitif/Pozitif Pozitif/Pozitif Negatif
2-93 Pozitif Pozitif Negatif Negatif  Pozitif Pozitif/Pozitif Negatif/Negatif ~ Negatif
2-97 Pozitif Pozitif Negatif Negatif  Pozitif Pozitif/Pozitif Pozitif/Pozitif Negatif
2-100 Pozitif Pozitif Negatif Negatif  Pozitif Pozitif/Pozitif Pozitif/Pozitif Negatif

4.1.1. Digitonin sensitivitesi

Testte kullanilan Mycoplasma agar 30-45 dk. etiivde tutularak yiizeyi kurutuldu. Test
edilecek izolatm ve kontrol kiiltiiriiniin 10 katl1 dilusyonlar1 yapildi. 102 lik dilusyondan agar
ylizeyine 200 ul miktarinda yayildi, pleyt oda 1sisinda bekletilip ylizeyi kurutulduktan sonra
merkeze digitonin diski yerlestirildi, 37°C’de, nemli ortamda inkiibe edildi. Bes mm’den daha
fazla inhibisyon zonu olusturan izolatlar Mycoplasma sp. olarak degerlendirildi (Miles ve

Nicholas, 1998).
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4.1.2. Nisin sensitivitesi

Testte kullanilan Mycoplasma agar 30-45 dk etlivde tutularak yiizeyi kurutuldu. Test
edilecek izolatin ve kontrol kiiltiiriiniin 10 katli dilusyonlar1 yapildi. 10-*lik dilusyondan agar
ylizeyine 200 ul miktarinda yayildi, pleyt oda 1sisinda bekletilip ylizeyi kurutulduktan sonra
merkeze nisin diski yerlestirildi, 37°C’de, nemli ortamda inkiibe edildi. Inhibisyon zonu

olusturan izolatlar Mycoplasma sp. olarak degerlendirildi (Miles ve Nicholas, 1998).

4.1.3. Glikoz fermentasyonu

Test edilecek izolatin 24 saatlik saf kiiltiiriinden 500 pl miktarinda bir adet glikozlu ve
bir adet glikozsuz besi yerine ekimleri yapildi. Besiyerleri 37°C’de, nemli ortamda 48 saat
inkiibasyona birakildi. Ekim yapilmis glikozlu besi yerinde asidik reaksiyon goriilmesi (rengin
acik sartya donmesi) glikoz fermentasyonu pozitif olarak degerlendirildi. Renk degisikligi

olmamasi glikoz fermentasyonu negatif olarak degerlendirildi (Miles ve Nicholas, 1998).

4.1.4. Arjinin hidrolizi

Test edilecek izolatin 24 saatlik saf kiiltiirtinden 500 pl miktarinda bir adet arjininli ve
bir adet arjininsiz besi yerine ekimleri yapildi. Besiyerleri 37°C’de, nemli ortamda 48 saat
inkiibasyona birakildi. Ekim yapilmis arjininli besiyerinde pembe renk olusumu goriildiiglinde
arjinin hidrolizi pozitif olarak degerlendirildi. Renk degisikligi olmamasi negatif olarak

degerlendirildi (Miles ve Nicholas, 1998).

4.1.5. Fosfataz aktivitesi

Fosfataz testi i¢in hazirlanan agar plagi ikiye boliindii. Test edilecek izolatin 24 saatlik
saf kiiltiiriinden agarin yarisina 100 pl miktarinda damlatma yontemi ile ekim yapildi, plagin
diger yaris1 kontrol olarak bos birakildi. 37°C’de, nemli ortamda 5 giin inkiibasyondan sonra 5
N sodyum hidroksitten birer damla kontrol ve iireme olan kisma damlatildi. 1-2 dakika
icerisinde kontrol kismimin rengi degismeyip, lireme olan kisimda ac¢ik kirmizi renk

olustugunda fosfataz pozitif olarak degerlendirildi (Miles ve Nicholas, 1998).
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4.1.6. Tetrazolyum rediiksiyonu

Test edilecek izolatin 24 saatlik saf kiiltlirlinden 2 ayr1 tetrazolyum agar plaklarina 200
pl ml miktarinda ekildi. Ekim yapilan agarin biri aerobik digeri ise anaerobik kosullarda 37
°C’de, nemli ortamda 2 hafta inkiibe edildi. Hem aerobik hem de anaerobik ortamda
inkubasyona birakilan besiyerlerinde stereomikroskopta pembe-kirmizi renk goriilmesi pozitif

olarak degerlendirildi (Miles ve Nicholas, 1998).

4.1.7. Film ve spot olusumu

Ureme olan kat1 ve siv1 besiyerlerinin iist yiizeyinde olusan ince bir tabaka (mum
tabakas1 gibi) goriildiigiinde film olusumu olarak degerlendirildi. Stereomikroskopta
incelemede agar iginde kolonilerin ortasinda goriilen koyu renkli siyah noktaciklar spot

olusumu olarak degerlendirildi (Miles ve Nicholas, 1998).

4.1.8. Ure hidrolizi

Mycoplasma sp. izole edilen tiim suslarin kolonilerine damlatilan iire reaktifi sonucunda

hi¢bir renk degisimi gézlenmedi ve negatif olarak degerlendirildi.

4.2. PCR Bulgulan

Identifikasyonu yapilan 10 6rnegin 16S rRNA PCR amplifikasyonlar: agaroz jel
elektroforezle goriintiilenmistir. Tiim Mycoplasma sp. izolatlar1 (n:10) 163 bp bant araliginda

16S rRNA pozitif bulunmustur (Resim 3).
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Resim 3. Mycoplasma sp. izolatlan jel elektroforez goriintiisii M: 100bp DNA ladder,
P: Pozitif kontrol (M. agalactiae ATCC 35890), N:Negatif kontrol (Escherichia coli
ATCC 25922), 1-10: Mycoplasma sp. pozitif 6rnekler

16S rRNA PCR ile pozitif bulunan ornekler M. agalactiae 16S rRNA geni igin
amplifiye edilmis, 10 6rnegin 7 (%70) tanesi 375 bp bant aralifinda M. agalactiae olarak tespit
edilmistir (Resim 4).

Resim 4. Mycoplasma agalactiae izolatlari jel elektroforez goriintiisii M: 100bp DNA
ladder, P: Pozitif kontrol (M. agalactiae ATCC 35890), N:Negatif kontrol (Escherichia
coli ATCC 25922), 1-3: Mycoplasma agalactiae pozitif 6rnekler
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Mycoplasma sp. ve M. agalactiae olarak identifiye edilen etkenlerin ¢iftlik bazinda

dagilimi1 Tablo 8’de gdsterilmistir.

Tablo 8. Etkenlerin ¢iftlik bazinda dagilimi

Ciftlik No | Numune No | Mycoplasma sp. | M. agalactiae

1-3 Pozitif Negatif

1 1-7 Pozitif Negatif
1-15 Pozitif Pozitif

2-61 Pozitif Pozitif

4 2-65 Pozitif Pozitif
2-74 Pozitif Pozitif

2-80 Pozitif Pozitif

2-93 Pozitif Pozitif

3 2-97 Pozitif Pozitif
2-100 Pozitif Negatif

Pozitif numunelerin ¢iftlik bazinda degerlendirilmesi sonucu 1 ve 4 nolu ¢iftlikten 3’er
(%60) adet Mycoplasma sp., 5 nolu ¢iftlikten ise 4 (%40) adet Mycoplasma sp. identifiye
edilmistir. M. agalactiae pozitif numuneler ise 1 nolu ¢iftlikten 1 adet, 4 ve 5 nolu giftlikten ise

3 adet identifiye edilmistir.
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5. TARTISMA

Bulasic1 agalaksi, kii¢iik ruminantlarda cesitli sendromlara neden olabilen mikoplazma
kaynakl1 bir hastaliktir (Bergonier ve ark, 1997). Hastalik, 6ncelikle meme bezlerini, eklemleri,
gozleri, daha az siklikla {irogenital sistemi ve nadiren solunum yolunu etkilemesi ile karakterize
edilmektedir. Klinik olarak mastitis, siit liretiminin diigmesi, poliartrit, keratokokjonktivitis,
abortus ve septisemi kaynakli kayiplar yiiksek oranda 6nem arz etmektedir (Nicholas ve ark,
2008; Kheirkhah ve ark, 2011). Mycoplasma agalactiae, koyun ve kecilerde hastaligin ana
nedenlerinden biridir (Bergonier ve ark, 1997; Nicholas ve ark, 2008). Bununla birlikte, M.
agalactiae, 6zellikle koyunlarda bulasici agalaksi hastaliginin etiyolojik ajani olarak kabul
edilmektedir (Bergonier ve ark, 1997). M. agalactiae kegi ve koyunlarda ¢ok bulasici
olabilmektedir. Akut, subakut veya kronik sekillerde seyredebilmektedir (Gerco ve ark, 2001).
Hastalik etkeni Giiney Avrupa ve Giiney Amerika, Kuzey Afrika, Akdeniz bdlgesi ve Bati
Asya’da yogun olarak bildirilmistir (Zendulkova ve ark, 2004). Genellikle laktasyon
basladiktan hemen sonra ilkbaharda ortaya ¢ikmakta ve latent enfeksiyonun aktivasyonu ile
birlikte disi hayvanlardan siit emme yoluyla yavrulara iletilmektedir. Bulasici agalaksi hastalik
etkenlerinin ana kaynagi meme bezi olmaktadir (Nicholas ve ark 2008; Kheirkhah ve ark,
2011). Bu enfeksiyon her yastan hayvanda ortaya ¢ikmistir ancak gebe ve laktasyondaki
hayvanlar daha hassas olmaktadir. Latent infeksiyon sonrasinda klinik belirtilerin ortaya
cikmasi 2 haftalik stireyi bulabilmektedir, ancak inkubasyon dénemini gegirdikten sonra 7 ay
boyunca etkenin atilmasi devam etmektedir (Aytug ve ark, 1990). Ke¢ilerde bulasic1 agalaksi
sendromunun etiyolojisinde yer alan tiim tiirler dahil olmak {izere bircok mikoplazma tiirii
tanimlanmistir (Amores ve ark, 2010). Tanisal bir yontem olarak kiiltiir maliyetli ve zaman alict
olabilmekte ve ayn1 zamanda sonugsuz kalabilmektedir (Zendulkova ve ark, 2004; Kheirkhah
ve ark, 2011). Son yillarda beri M. agalactiae identifikasyonu i¢in molekiiler testler
kullanilmistir. PCR yontemi, siit 6rneklerinde M. agalactiae'nin tespiti igin yapilan testlerden
biri olmustur (Tola ve ark, 1997).

Arastirmamizda kegi yetistiriciliginin yogun olmasi ve gécebe yasam tarzi dolayisiyla
hayvanlarin sik yer degistirmesi, bolgede bulasici agalaksinin goriilme siklig1 géz oniinde
bulunduruldugunda Akdeniz bolgesinde bulunan Mersin ili civarindan numuneler toplanmistir.
Bolgede etiyolojik ajani tespit etmeye yonelik caligmalarin azligi nedeniyle M. agalactiae

identifikasyonunun gerceklestirilmesi amaclanmistir.
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Epidemiyolojik olarak bulasici agalaksinin diinya ¢apinda dagilimi, bolgelere gore
degisiklik gostermektedir. Garrido ve arkadaslari (1987) Ispanya’da kegilerde kontakt
agalaksi’nin en 6nemli etkeninin M. agalactiae oldugunu bildirmislerdir. Tola ve arkadaslari
(1997) koyun siitlerinde M. agalactiae’nin PCR ile saptanmasina iligkin yaptig1 calismada iki
farkli gruba ait koyunlar incelemisler, 1. grupta yeni enfekte olmus 357 koyun, II. grupta ise
daha once enfekte olmus 87 koyun almiglardir. Bu ¢aligmada I. grupta 175 pozitif koyun tespit
edilirken, ikinci grupta ise M. agalactiae tespit edilmemistir. De La Fe ve arkadaslar1 (2005)
Kanarya adalarinda bulasici agalaksinin varligina iliskin yaptig1 ¢alismada M. agalactiae
oranint %27 oraninda bulmuslardir. Madanat ve arkadaslari (2002) Cek Cumhuriyeti ve
Urdiin’deki koyun ve kegi siiriilerinde M. agalactiae’nin varligina iliskin yaptig1 calismada
Urdiin’den toplanan 137 serum Orneginden 8 tanesi pozitif sonu¢ veritken, Cek
Cumhuriyetinden toplanan 80 serum Orneginde M. agalactiae’ya rastlanmamistir. Yine ayni
arastirmacilar 2 yil sonra koyun ve kegilerde M. agalactiae’nin saptanmasina yonelik yaptigi
calismada Urdiin’den 35 hayvan, Cek Cumhuriyeti’nden ise 64 hayvan toplamislardir.
Urdiin’den toplanan hayvanlarin 10 tanesi M. agalactiae yéniinden pozitif bulunurken, Cek
Cumhuriyeti’nden toplanan hayvanlarda bu mikroorganizma tespit edilmemistir. Bu durum
Cek Cumbhuriyeti’'ndeki koyun ve kegilerin M. agalactiae yoniinden negatif oldugunu
gostermistir. Amores ve arkadaglari (2010) iki farklt Mycoplasma (M. agalactiae ve
Mycoplasma mycoides subsp. capri) tiirlinlin kulak siiriintii 6rneklerinde saptanmasinda PCR
ve standart kiiltiir tekniklerini kiyasladiklarinda PCR’nin daha etkili ve hizli oldugunu tespit
etmislerdir. Amores ve arkadaglar1 (2012) siit 6rneklerine %10-30 gliserol eklendikten sonra
yapilan numune dondurulmasi igleminin Mycoplasma tiirlerinin saptanmasinda etkili olup
olmadigini saptamak istemisler ve baslangictaki etken sayisi diisiik oldugu takdirde yanlis
sonuglara neden oldugunu bildirmislerdir. Brezilya'nin kuzeydogu endemik boélgelerinden
yayinlanmis ¢alismalarda, kecilerde bulagic1 agalaksi prevalansi %20-%56.43 arasinda degisen
oranlarda bildirilmistir (Bandeira ve ark, 2008). Buna karsilik, Paraiba Eyaletindeki kegiler
arasinda bulagici agalaksi salginlar1 sirasinda serolojik analiz sonucunda, %83.2 oraninda daha
ylksek prevalansta oldugu bildirilmistir (Campos ve ark, 2009). Koyunlarda ve kegilerde
enfeksiyon prevalansi degismektedir. Giiney Amerika’daki bir bulasici agalaksi salgininda,
morbidite oran1 kegilerde %26 ve kuzularda %49 olarak bildirilmistir (De Azevedo ve ark,
2006). Fransa'da ise Chazel ve arkadaslar1 (2010) agalaksinin en ¢ok kecilerde Mycoplasma
mycoides grubu etkenlerden kaynaklandigini, koyunlarda ise M. agalactiae'nin en yaygin
etiyolojik tiir oldugunu bildirmistir. Ispanya'da, Ariza-Miguel ve arkadaslari (2013),
koyunlarda bulasic1 agalaksi prevalansinin, farkli ciftliklerde %50-100 arasinda degistigini
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bildirmistir; Urdiin’de ise, Al-Momani ve arkadaslar1 (2008), koyunlarda %39, kegcilerde %36
oraninda prevalans oldugunu bildirmistir. Alves ve arkadaslar1 (2013), PCR ydntemiyle
yaptiklar1 calismada, M. agalactiae sikhigin1 kegi kegi siitlinde %3,7 olarak bildirmistir. Bu
caligmada kegi siit 6rneklerinde %6 oraninda M. agalactiae tespit edilmistir.

Yurdumuzda yapilan ¢alismalarda Otlu ve arkadaslar1 (1997) Kars ili Digor ilgesinde
200 baslik bir koyun siirlislinde artritis, keratitis ve mastitis gibi klinik bulgularla seyreden
hastalik belirlenmis bu bulgular g6z 6niinde bulundurularak bulasici agalaksi hastaligi izerinde
durmuslardir. Hasta hayvanlardan alinan goz siiriintiisii, eklem s1vis1 ve siit 6rneklerinin yapilan
bakteriyolojik yoklamasi sonucu drneklerden kiiltiirel yoklamalar ve digitonine duyarlik, glikoz
fermentasyonu, arjinin hidrolizi, tetrazolyum rediiksiyonu, fosfataz aktivitesi gibi biyokimyasal
testler ile M. agalactiae izole ve identifiye etmislerdir.

Marmara Bolgesi’nde yapilan bir calismada 22 siiriiden alinan toplam 144 6rnegin
68’inde Mycoplasma sp. izole edilmis, bunlarin 53 (%78)’0 M. agalactiae olarak
tanimlanmistir. Cografik olarak, Marmara bolgesinde hastalifin Ege ve Akdeniz bolgelerine
gore daha yogun oldugu belirtilmistir (Ozdemir ve Tiirkaslan, 2003). Cetinkaya ve arkadaslari
(2010), siit orneklerinin bakteriyolojik ve spesifik PCR ile incelenmesi sonucunda orneklerde
%81,7 oraninda M. agalactiae saptamislardir. Bu oran sonucunda, bulasici agalaksi hastaliginin
Dogu Anadolu Bolgesi’nde diger bolgelere gore daha endemik oldugu ortaya ¢ikmastir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu metoduyla Mycoplasma sp. etkenlerine spesifik selektif
besiyerlerinde yapilan kiiltiir sonucunda, kontaminasyon varliginin olmasina ragmen etkenlerin
genetik yapilarinin saptanabildigi bildirilmistir, ayrica molekiiler tan1 yontemlerinin kullanimi
bulasict agalaksinin laboratuvar tanisi i¢in giivenilirlik, dogruluk ve zaman agisindan aavantaj
saglamaktadir. Molekiiler bir tespit yontemi olarak PCR, bir¢ok laboratuvarda rutin olarak
kullanilmaktadir ve son derece hassastir, klinik numuneler iizerinde gergeklestirildiginde hizli
bir erken uyar1 sistemi saglayabilir ve sonuglar pozitif oldugunda tam bir arastirma yapilmasini
saglamaktadir. Bulasic1 agalaksi hastaligi icin kiiltiirlerdeki M. agalactiae tespit sinirt PCR
sayesinde 2 x 107 cfu/ml'ye indirilmistir (Nicholas, 2002). Gé¢men (2014) ise uvrC-PCR
metoduna gore yaptigi caligmada siit 6rneklerinden %15,74 oranda M. agalactiae tespit
etmistir. Arastirmamiz sonucunda yapilan MA-PCR (Mycoplasma agalactiae-PCR) yontemi
ile Mersin civarinda %6 oraninda M. agalactiae saptanmigtir. Arastirmamizda ise daha dnceki
verilere gore diisiik oranda pozitiflik elde edilmistir. Bu durumun sebebi ise ise numunelerin
toplandig1 bolgedeki hayvanlarin yiiksek rakimda bulunmasina ve hayvan giris c¢ikis
yogunlugunun ve hareketlerinin diger bdlgelere nazaran daha diisiik seviyede olmasina

dayandirilmigtir.
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Bu calismada, M. agalactiae’nin varlig: ii¢ farkli kegi siiriisiinde ortaya konmustur.
Daha spesifik olarak, hastaligin yayilmasini destekleyen kosullar, hayvanlarin siiriilerde karisik
olarak tutulmasi ve serbest dolastirilmasi, kotii saglik kosullar1 ve yetersiz hijyen olarak
yorumlanmustir. Ozellikle kegi yetistiriciliginin yogun olarak yapildig1 blgelerde hayvanlarm
sikisik sekilde barindirilmasi, kontrolsiiz otlatma, koruma ve kontrol prosediirlerine
uyulmamasi, daha 6nce yapilan antibiyotik tedavileri sonucunda hastalik etkeninin baskilanip

latent doneme gegmesi ile birlikte M. agalactiae salgin riski artmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda Mersin ili ve civarindaki kil kegisi yetistiriciligi yapilan ¢ifliklerinden
toplanan siit numunelerinde M. agalactiae varliginin bakteriyolojik kiiltiir ve molekiiler
yontemlerle arastirilmasi, izolatlarin oOncelikle cins bazinda, daha sonra tiir diizeyinde
molekiiler olarak identifikasyonu amaglanmistir.

Calismamizda kil kecilerinden toplanan 118 adet siit numunesinden Mycoplasma
selektif besiyerlerine ekimler yapilmis, izole edilen kolonilerin makroskopik, mikroskobik,
bakteriyolojik ve biyokimyasal testler ile degerlendirilmesi sonucunda 10 (%8) adet izolatin
Mycoplasma sp. olarak identifikasyonu yapilmistir. Bakteriyolojik ve biyokimyasal
yontemlerle Mycoplasma sp. olarak identifiye edilen 10 adet izolat, molekiiler yontemlerle
dogrulanmasi amaciyla oncelikle Mycoplasma sp. 16S rRNA PCR islemine tabi tutulmus ve
tiim 1zolatlarin (%100) Mycoplasma sp. oldugu tespit edilmistir. Mycoplasma sp. olarak cins
bazinda identifiye edilen 10 adet izolatin 7 (%70) adedi ise, M. agalactiae 16S rRNA spesifik
PCR islemi sonucunda M. agalactiae olarak tiir bazinda identifiye edilmistir. Sonugcta 118 adet
siit numunesinden 7 (%6) adet M. agalactiae tespit edilmistir.

Bulasic1 agalaksi hastaliginin ekonomik 6nemi siirliniin biiyiikligli, hayvanlarin
bagisiklik durumu, hayvanlarin yogun olarak bir arada barindirilmasi ve cografi sartlara bagh
olarak degisiklik gdstermektedir. Infeksiyonlar diinyanin bazi bélgelerinden eradike edilmis
olmakla birlikte, baz1 bolgelerde endemik, bazi1 bolgelerinde ise sporadik olarak goriilmektedir.
Bulasici agalaksi, iilkemizde kurak iklimlerde yogun olarak goriilmesine ragmen latent olarak
seyredebilen ve ani salgmlar ile ekonomik kayiplara yol agabilen bir hastaliktir. Ayrica
kontamine siitle beslenen kecilerde ise septisemi ve pndmoniye bagl olarak gelisen kilo kayb1
ile olugsmaktadir. Hastaliktan korunmak i¢in as1 masraflari, hasta hayvanlarin tedavi giderleri
ve veteriner hekim hizmetleri de ekonomik kayiplar arasinda siralanabilmektedir. Bu ekonomik
kayiplar, hastaligin eradikasyonu icin alinan yetersiz Onlemler ve as1 stratejilerinin
gelistirilmesi gibi nedenlerle ortaya ¢ikmaktadir. Hayvan sagligini etkileyen her tiirlii hastalik,
iilkemizde hayvansal ekonomiyi olumsuz yonde etkilemektedir. Keg¢i yetistiriciliginin énemli
sorunlarindan olan bulasici agalaksi, infekte populasyonlarda énemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Mikoplazma infeksiyonlarina karsi uygulanacak tedavi ve koruma

programlarinin planlanmasi i¢in hastaligin varligimin bilimsel yontemlerle ortaya konulmasi,
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kayit dist hayvan giris ¢ikislarinin 6nlenmesi ve epidemiyolojik sorvey arastirmalarinin

yayginlastirilmasi tavsiye edilmektedir.
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