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ONSOZ

Kanatli hayvanlarda hastalifa neden olan ¢esitli mikoplazma etkenleri
bulunmaktadir. Bu etkenlerden Mycoplasma gallisepticum ve Mycoplasma synoviae en
onemli tiirler olup OIE listesinde yer almaktadir. M. gallisepticum ve M. synoviae vertikal
bulagsmasi nedeniyle damizlik siirilerde ayr1 bir 6neme sahiptir. Tavuk ve hindi
yetistiriciliginde damizlik stoklarinin bu patojenlerden ari olmasi i¢in ciddi yatirim
yapilmaktadir. Damizlik stoklarin patojenik mikoplazmalardan ari tutulmasi veya bir
siiriiden patojenin eradikasyonu i¢in hizli ve gilivenilir diagnostik metotlara gereksinim

vardir.

Kanatli patojen mikoplazmalariin teshisinde; kiiltiir, seroloji ve molekiiler tabanli
testler (Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), deoksiribonikleik asit prob) kullanilmistir.
Serolojik incelemeler hala yaygin sekilde kullanilmaktadir ancak subklinik M. synoviae
infeksiyonlarinin tanisinda yeterli degildir. Kultlr yontemi pahalidir, sonuca ulasmak uzun
zaman alir ve ayni zamanda yetersiz kalabilmektedir. Bu nedenle giinlimiizde kanath
patojenik mikoplazmalarin teshisinde rutin olarak PCR temelli testler kullanilmaktadir.
VIhA hemaglutinin (HA) geni ve 16S rRNA tabanli M. synoviae PCR metotlari mevcuttur.

Bu c¢alismada, M. synoviae’nin vIhA hemaglutinin geni temelli PCR metodu ile

teshisi hedeflenmistir.

Arastirmamiz, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

tarafindan VTF-12019 kodlu proje olarak desteklenmistir.
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1. GIRIS
1.1. Tanim

Kanatli hayvanlarda goriilen solunum sistemi infeksiyonlarinda énemli ekonomik
kayiplar olusur. Bu hastalik durumlarinda hayvanlarda 6liim oranlar1 yani sira tedavi
masraflar1 da artmaktadir. Broylerde yliksek 1skarta orani, damizlik ve yumurtaci siiriilerde
yumurta veriminde diisme, yumurta kabuk kalitesinde bozulma, kulucka verimliliginde
azalma gorulir. Tavuklarda gortlen mikoplazma infeksiyonlari, hem ekonomik kayiplar

hem de koruma ve kontrol 6nlemleri agisindan zor bir hastalik olarak degerlendirilir.

Bu hastalik 2008 yilinda OIE listesine girmis, ilk kez ABD’de tavuk ve hindilerde
bildirilmis ve daha sonra tiim diinya da yaygin olarak goriilmiistiir. Hastaligin ekonomik
Onemi baslangigcta geng pilic ve hindilerde synovial membranlarin yangilanmasi ile
karakterize eklem lezyonlari, topallik ve bunlar1 takip eden biiylimede gecikme ile iliskili
bulunmustur (Akan M ve izgiir M, 2002).

Mikoplazmalar, ¢ok kiigiik olmalar1 ve hiicre duvarlarinin bulunmamasi ile diger
bakterilerden ayrilirlar. Bu 6zellikleri koloni morfolojilerinin sahanda yumurta seklinde
olmasini ve hiicre duvari sentezini etkileyen tiim antibiyotiklere kars1 direng gostermelerini
saglamaktadir. Mycoplasmalar konak spesifik olmaya egilimlidir (Bencina ve ark 2006,
Ongor ve ark 2008).

Antijenik acidan degerlendirildiginde; hemaglutininler, kanatli mikoplazmalarinin
virulansi ve kolonizasyonunda etkisi olan ¢ok énemli yiizey proteinleridir (Bencina D. ve
ark 2002, Narat M. ve ark 1998). M. synoviae haemaglutininleri vihA genleri olarak
bilinen multigen ailesinin boéliimleri tarafindan kodlanirlar (Noormohammadi ve ark 1997,
Bencina ve ark 1999).

VIhA geni M. synoviae’ya iki onemli iriin saglamaktadir. Bunlardan biri N-
terminal lipoprotein (MSPB), digeri ise C-terminal hemaglutinin proteini (MSPA)’dir
(Noormohammadi ve ark. 1998). Hem MSPA hem de MSPB yiizey-ekspoze proteinleridir
ve yiuksek frekans antijenik varyasyon gosterirler, ancak sadece MSPA eritrositlere
baglanmada etkindir (Nooroahammadi ve ark 1997-1998). Birbiri ardina gelen M. synoviae

suslariin analizi MSPA’nin MSPB’den antijenik agidan daha degisken oldugunu



gostermistir (Bencina ve ark 2002, Noormohammadi ve ark 1997-1998). M. synoviae
izogenetik olarak tiremeleri sirasinda hemadsorpsiyon ve/veya hemaglutinasyon
aktivitelerini kaybederler, MSPA’nin, poliklonak antiserum veya monoklonal antikorlar
araciligyla tespit edilememesi ¢cok genis bir antijenik varyasyona sahip oldugunu ispatlar

(Bencina ve ark 1999).

M. synoviae VIhA genlerinin antijenik varyasyonunun altinda yatan molekiiler temel
Noormohammedi ve arkadaslar1 tarafindan 2000 yilinda yiiriitiilen bir calisma ile ispat
edilmistir (Noormohammadi ve ark 2000). Bu 6nemli pseudogen havuzunun (vVIhA- kismi
akraba sekanslar) genom dizilim gegerliligi sebebiyle yiiksek frekansli spesifik
rekombinasyon alanina gegiren tek bir susun kabiliyetinde bulunmaktadir. Tekli tam bir
VIhA geni ile komsu bir multipl pseudogen kopyasinin rekombinasyonu yeni viha gen

varyasyonun olugsmasini saglamaktadir.

WVU 1853 susu U¢ VvIhA gen varyantina sahiptir (VIhAl, viIhA4 ve vIhA5)
(Noormohammadi ve ark 2000). Bu genler esit biiyiiklikktedir ve vlhA boliminin orta
noktasina denk gelen 400-bp DNA segmentlerinde 6nemli dizilim farkliliklarinin varligi
bolimsel uzunluk ve kompozisyonunu koruma egilimde olmasina ragmen

rekombinasyonun varliginin kanitidir (Ben Abdelmoumen ve ark 1999).

Tavuk ve hindi yetistiriciliginde damizlik stoklarinin bu patojenlerden ari olmasi
icin ciddi yatirnm yapilmaktadir. Damizlik stoklarin patojenik mycoplasmalardan ari
tutulmas1 veya bir siiriiden patojenin eradikasyonu i¢in hizli ve giivenilir diagnostik

metotlara gereksinim vardir.

Kanatli patojen mikoplazmalarinin teshisinde; kiiltiir, seroloji ve molekiiler tabanl
testler (Polimeraz Zincir Reaksiyonu, deoksiribonukleik asit prob) kullanilmistir. Serolojik
incelemeler hala yaygin sekilde kullanilmaktadir, ancak subklinik M. synoviae
infeksiyonlarinin tanisinda yeterli degildir (Ewing ve ark 1998, Kleven ve ark 2001).
Kiltir metotlart pahalidir, sonuca ulagsmak uzun zaman alir ve ayni zamanda yetersiz
kalabilmektedir (Ewing ve ark 1998). Bu nedenle giliniimiizde kanatli patojenik
mycoplasmalarin teshisinde rutin olarak PCR temelli testler kullanilmaktadir. VIhA
hemaglutinin (HA) geni ve 16S rRNA tabanli M. synoviae PCR metotlart mevcuttur
(Bencina ve ark 2001, Hong ve ark 2004).



Bu calismada vlhA gen tabanli PCR test metodu kullanilarak Ege bdlgesinde
belirlenen yumurtaci ve broyler siiriilerinden alinan tracheal 6rneklerde M. synoviae

arastirmasi yapilmistir.
1.2. Etiyoloji

Mollicutes Sinifinda yer alan mikoplazmalar ilk kez 1898 yilinda sigir kontagiyoz
plorapndmoni ajan1  olarak identifiye edilmis, daha sonra plorapndémoni benzer

organizmalar olarak isimlendirilmistir (Davis B.D. ve ark 1973).

Kanatli mikoplazmozisi 1926 yilinda ilk once hindilerde 1936 yilinda ise
tavuklarda tamimlanmistir. Delaplane ve Stuart 1943 yilinda CRD’den (Chronic
Respiratory Disease) kiimes hayvanlarindaki kronik solunum sistemi hastaligi olarak
bahsetmistir. Markham ve Wong (1952) ise CRD etkenini, hindilerin infeksiyoz
sinusitisinden sorumlu patojen olarak belirtmislerdir (Markham F.S. ve ark 1952). Daha
sonralar1 ise PPLO (Pleurapneumonia-like organism) grubunun bir dyesi olarak
distiniilmiis ve Mycoplasma gallisepticum (MG) olarak isimlendirilmistir. Mycoplasma
synovia’nin (MS) neden oldugu infeksiyéz sinusitis ise daha sonra tanimlanmistir.
Mycoplasma meleagridis (MM) hindileri ve diger kanatlilar1 infekte eden, fakat tavuklari
infekte etmeyen mikoplazma tlrl olarak isimlendirilmistir. Mycoplasma iowae (MI), dogal
olarak tavuklarda, hindilerde ve diger kanatlilarda ortaya ¢ikan bir patojen olarak
bildirilmis ve Iowa 695 susu ilk olarak izole edimistir (Yoder 1962). Deneysel kosullar
altinda viriilent bir infeksiydz bronsitis virusu ile birlikte broylerlerde hava kesesi yangisi
olusturabilen M. gallinarum disindaki diger Mikoplazmalar kanatli endiistrisini biiyiik
Olcide etkilemeyen az gorulen patojenlerdir ve patojeniteleri diisiiktiir. Kanath
hayvanlarda hastaliga neden olan farkli mikoplazma etkenleri bulunmaktadir. Bu
etkenlerden MG ve MS en 6nemli tlrler olup OIE listesinde yer almaktadir (Anonim
2008).

Mollicutes siifinin Mycoplasmatales takiminda ve Mycoplasmatacea familyasinda
yer alan mikoplazmalar, 300-800 nm biiyiikliigiinde kendi kendine replike olabilen en
kicuk pleomorfik ve prokaryotik mikroorganizmalardir. Hiicre duvarindan yoksun olan bu
mikroorganizmanin, sitoplazmik membrani {i¢ tabakali ‘linit membran’ dan olusmustur.
Orta tabakasinda lipidlerin bulundugu bu membran 70-80 angstrom kalinligindadir. Diger

iki tabaka ise karbonhidrat ve proteinlerden meydana gelmistir. Unit membrandaki



karbonhidrat molekiilleri komplementin fiske edilmesinde, ndtralizan antikorlarin
saptanmasinda, ayni zamanda diger suslarla kros-reaksiyonlarda rol oynar.
Mikoplazmalardan bazilari, ya direkt olarak kendilerinin olusturduklar1 hastaliklarla veya
daha yaygin olarak, diger patojenlerle birlikte hastaliklara yol acarak kanatli hayvan
endustrisinde buylk ekonomik kayiplara neden olurlar. Simdiye kadar kanath
hayvanlardan 23 Mikoplazma tiirii izole edilmistir (Cizelge 1.1.) (Saif ve ark 2001, Izgiir
M., Akan M. ve ark 2002).

Cizelge 1.1. Kanatli Mikoplazmalar1 ve temel konakgilari
(Izgiir M., Akan M. ve ark 2002)

Mycoplasma Turd | Tip Susu | Temel Konakgilar
M. anatis 1340 Ordek

M. anseris 1219 Kaz

M. auteonis BT2G Sahin

M. cloacale 383 Hindi,Kaz

M. columbinasale 694 Gilvercin

M. columbinum MMP 1 Gilvercin

M. columborale MMP 4 Gilvercin

M. corogypsi BVI Akbaba

M. falconis HTI Dogan

M. gallinaceum DD Tavuk,Oyun kuslar
M. gallinarum PG 16 Tavuk,Hindi

M. gallisepticum PG 31 Tavuk, Hindi, Oyun kuslar1
M. gallopavonis WR 1 Hindi

M. glycophilum 486 Tavuk,Oyun kuslari
M. gypis BLTI Akbaba

M. imitans 4229 Ordek,Kaz

M. iners PG 30 Tavuk, Hindi

M. iowae(f,J,N, OR) |695 Hindi, Tavuk

M. lipofaciens R 171 Tavuk,Hindi

M. meleagridis 17529 Hindi

M. pullorum CKK Tavuk, Oyun kuslar
M. synoviae WVU 1853 | Tavuk,Hindi,Oyun kuslar

Gram negatif, hareketsiz, sporsuz, kapstlsiz olan mikroorganizma, mikroskopta

genellikle, oval, halka, yliziik, kokoid, dalli, yildiz seklinde pleomorfik olarak goriiliir.



Etken fakultatif anaerobtur. Gram negatif olmasina ragmen, anilin boyalar ile ¢ok giiclii
boyanir. Etkenin boyanabilmesi amaciyla Giemsa, Macchiavello, Castenada ve Stamp
boyama ydntemlerinden yararlanilir (Akan M ,Izgiir M 2002).

Etken; canli ortamlardan embriyolu tavuk yumurtasinda, doku kiiltiiriinde (tavuk
kalbi, fibroblast vs.) ve deney hayvanlarinda iireyebilir. Ayrica, etkeni zenginlestirilmis
kat1 ve siv1 besi yerlerinde iiretmek miimkiindiir. Kat1 besi yerlerinde ortas1 diigmeli,
kenarlar1 yuvarlak koloniler olusturur. Bu koloniler besiyerine kama gibi gdmiilmiislerdir.
Diigme seklindeki orta kisim yogun graniiler yapidadir. Bu koloni gérinumleri bakterilerin
L-formuna benzer. Sivi besi yerinde oldukga zayif bir treme kabiliyeti gosterir (Jordan ve
ark 1996).

M. synovia’nin etiyolojik 6zellikleri genel mikoplazma tirleri ile benzerdir. DNA
analizleri sonucunda M. synoviae suslari arasinda heterojenite belirlenmistir. Suslarin
virulanslari ile solunum sistemi kanalina veya eklemlere karsi olan tropizmlerinde
varyasyonlar bulunmaktadir. Hemen hemen biitiin M. synoviae suslar1 tavuk eritrositlerini
aglutine ederler. Mikoplasma etkenlerinin hiicre duvarlarinin bulunmamasi, kimyasallara
ve c¢evresel kosullara direncliligi oldukga azaltir. Bu nedenle ¢ogu dezenfektan, etkeni
inaktive eder. Hiicre duvari yapisin1 bozarak etkileyen antibiyotiklere tiim mikoplasmalar
direnclidir. Etken, konake¢1 disinda gevresel kosullara duyarlidir. Bu durum hastalikla ilgili
kontrol programlarini olusturulmasinda dikkate alinmalidir. Etkenin eksudat ve soguk
ortamlarda yasama siiresi uzundur. Tavuk digkisinda 1-3 giin canli kalabilir, ortam 1s1s1
arttikca yasama siiresi azalir. Etken; konakg1 viicudunda ise yillarca canliligini siirdiirebilir

(Jordan 1996, Akan M 2002).
1.3. Epizootiyoloji

M. synoviae’nin neden oldugu hastalik tablosunu, 0zellikle de, solunum sisteminde
goriilen hastalik formunun olusmasinda veya siddetinin artmasinda etkili olan faktorler,
infeksiyona neden olan susun virulansi, konak¢inin tiirii ve yasi, diger patojenlerle birlikte
ayni anda olusan infeksiyonlar ve hayvanlarn gilicsiiz kilan faktorler olarak siralanir.
Bunlarin diginda; beslenme ve havalandirma yetersizligine bagli olarak kiimeste asiri
amonyak ve toz bulunmasi, 1sitma noksanligi, asir1 kalabalik, kiimes dezenfeksiyonlari ve
diger stres faktorleri hayvanlar1 duyarh hale getirmektedir. Hindilerde M. synoviae ve M.

meleagridis infeksiyonlarinin birlikte bulunmasi durumunda, tek basina M. synoviae



infeksiyonuna gére cok daha siddetli bir koriza tablosu ortaya ¢ikar (Akan M., Izgiir
M.,2002).

Etkenin dogal konakgilart arasinda, tavuk, hindi ve beg tavugu gibi kanatl turleri
bulunur ve bunlar arasinda da hastaliga en duyarli olan tavuklardir. Tek basina M. synoviae
tarafindan olusturulan hastalik, genellikle 4-14 haftalik tavuklarda, 10-14 haftalik
hindilerde gorulmektedir. Dogal infeksiyonu takiben hayvanlarda koruyucu 6zellikte bir

immun yanit sekillenir (Calnec 1997, Akan ve Izgiir 2002).

Hastalik hem vertikal hem de lateral bulagsma gosterebilmektedir. Lateral
bulasmada; saglikli hayvanlarin hasta olanlarla temasi olduk¢a Onemlidir. Ayrica,
hayvanlar damlacik infeksiyonu seklinde de etkeni direkt olarak alabilmektedir. Bu
durumda, etken cogunlukla solunum sistemine, yani trachea ve sinuslara lokalize olur.
Ayni kiimeste barindirilan duyarl bir siiriide bu tiir bulasma c¢ok hizli sekillenebilir ve
kiimesteki hayvanlarin cogunlugu hastalanir. Lateral bulasma, indirekt olarakta sekillenir.
Bu bulagma tarzi ¢iftlesme ile olabildigi gibi suni tohumlama ve asilama gibi islemlerde
kullanilan ekipman ve bunlar1 kullanan bireyler araciligi ile de sekillenmektedir. Aym
sekilde kontamine su ve yemlerle veya riizgar ile tasinma sonucunda da etken bulasabilir.
Sivrisinek, bit, pire ve kene gibi vektorlerin kaninda etken bulunmasmna karsin, bu
canlilarin infeksiyon tastyicisi olup olmadiklari heniiz tam olarak agiklifa kavugsmamistir

(Akan M., izgiir M. 2002).

Vertikal bulasma ise yumurta ile olmaktadir. Ozellikle damizlik isletmelerde
vertikal bulagsma c¢ok Onem tasimaktadir. Hastalikta en 6nemli kayip mikoplazma ile
infekte damizliklardan elde edilen civcivlerde performans kaybidir. Bu bulasma sekli;
klinik belirti gosteren damizliklarda yiiksek olmasina karsin, klinik belirtilerin olmadig
kiimeslerde de goriilmektedir. Tavuk ve disi hindilerin oviduktundan, horoz ve erkek
hindilerinde spermalarindan etken izole edilmistir. Siiriide az sayida infekte fakat semptom
gostermeyen hayvan olsa dahi, bunlarin yumurtalarindan ¢ikan birkag¢ civciv, hastaligin
lateral bulagsmasinda ayrica énemli rol oynar. Mycoplasmalar genellikle, birbirine yakin
kanatl tiirleri arasinda bulasabilmektedirler. Baz1 durumlar hari¢ konak¢1 spesifiktirler MS
ve MG infeksiyonlarinda diger viral ve bakteriyel etkenlerle komplike olan vakalarda

ekonomik kayiplar ve 6liim orani ciddi diizeyde artar (Anonim 2008).



Mikoplazma etkenlerinin hiicre duvari olmadigindan, oldukga duyarli ve bu nedenle
konake¢1 disinda ¢ok kisa siirede 6lecekleri diisiiniilmektedir. Ancak yapilan ¢alismalarla,
M. gallisepticum’un insan burun boslugunda 24 saat ve giysilerinde 3 giin kadar
yasayabildigi saptanmistir. Bu nedenle; ciftlikler ve siiriiler arasindaki bakicilarin farkl
olmasi, buna olanak yok ise; bakicinin infekte olmayan siiriilerden, siipheli siiriilere ve
daha sonra bilinen pozitif siiriilere dogru is yoniinii takip etmesi saglanmalidir. Hastalik
Newcastle ve IB ile infekte hayvanlarda ¢ok daha siddetli seyretmektedir. Infeksiyonunun
viicuttaki yayilmasi hematojen yolla olmakta ve eklem ve/veya solunum sistemi
dokularinin hastaligmma ek olarak hayvanlarda anemi, tiim viicutta retikiiler hiicre

proliferasyonu ve vaskiilitis goriilmektedir (Akan M.,izgiir M. 2002).

1.4.Semptomlar

Infeksiyon hem tavuk hem de hindilerde siklikla goriiliir. Klinik belirtiler
sekillenmeksizin hayvanlar serolojik olarak pozitif hale gelebilirler. Infekte hayvanlarin
ancak % 10’unda semptomlar1 gérmek miimkiindiir. Hastalikta, artritik veya respiratorik
formda klinik belirtiler meydana gelir (Akan M.,izgiir M. 2002).

Akut artritik formda; hayvanlarda belirgin bir depresyon, yizde ve ibiklerde
solgunluk, takatsizlik, yer degistirememe ve eklemlerde siskinlik goriiliir. Ozellikle ayak
ve diz eklemleri etkilenir ve bunun sonucunda hayvanlarda topallik sekillenir. Hindilerde
hasta eklemlerde siskinlik her zaman goriilmeyebilir. Buna karsin hindilerde siklikla
gogiiste su dolu kabarciklar (breast blisters) sekillenir. Kronik olgularda ise, eklemlerde
siskinlik ile birlikte topallik geligir fakat hayvanlarda sistemik bir bozukluk meydana
gelmez (Akan M.,izgiir M. 2002).

Eklem lezyonlarindan bagimsiz olarak gelisen respiratorik formda ise; tavuklarda
orta siddette hirilt1 ve burun akintisi ile karakterize koriza tablosu sekillenir, hindilerde ise
koriza tablosu tavuklardakine oranla daha siddetlidir ve infraorbital sinuslarin sismesi ile
birlikte siniisitis sekillenir ve sonugta hayvanin gozleri tamamen kapanabilir. Hayvanlarin
burun akintilarin1 yok etme c¢abasi sonucunda; kanat tiiyleri genellikle altlikla bulasik hale
gelir. Konjuktivitis sekillenir. Hasta hayvanlarda yem tiiketiminin azalmasina bagli olarak
sekillenen kilo kaybida gozlenir. Yumurta tavuklarinda verim diistikliigii, dolsiiz yumurta
sayisinda artma (% 10’dan fazla) ve dollii yumurtalarda kabuk alti oliimler sekillenir.

Broylerlerde infeksiyon daha ¢ok 4-8 haftalik hayvanlarda goriiliir ve en onemli belirti;



karkas agirhigindaki azalmadir. Morbidite biiyiik dl¢lide degiskenlik gostermekle birlikte
tavuklarda ortalama % 10 civarinda ve hindilerde bundan daha da azdir (Bencia ve ark
2006).

Hasta veya Olen hayvanlarin nekropsileri yapildiginda, lezyonlar dikkat
cekmeyecek kadar hafif olabilecegi gibi, burun delikleri, trachea ve akcigerlerde asiri
mukus ve kataral eksudat birikmesi ve hava kesesi duvarinda 6demle karakterize olabilir.
Burun deliklerinde, bronglarda ve hava keselerinde kazedz bir eksudat goriilebilir.
Ozellikle hindilerde goriilen infraorbital siniis dilatasyonu, burada biriken ve bazi

olgularda yerini kazedz materyale birakan mukus kaynaklidir (Akan M., Izgiir M. 2002).

Hava keselerinin normal seffafligin1 kaybederek matlagtigi ve kalinlastigi, bazi
durumlarda perikartta toplanan eksudat nedeniyle kalbin gdglis kemigine yapistigl
gozlenir. Diger patojenler tarafindan hastalik seyrinin siddetlendirildigi olgularda,
lezyonlar daha da siddetlenir ve hastalik daha uzun siireli bir seyir izleyerek kronik bir
tablo olusturur. Ozellikle, intensif kosullarda yetistirilen 4-10 haftalik piliglerin E. coli
infeksiyonunda perikarditis, perihepatitis ve hava kesesi yangisi dahil, solunum sistemi
hastalig1 ile birlikte koliseptisemi sekillenir (Bencia ve ark 2006, Akan M. ve Izgiir M.
2002).

Hastalik synovia ve eklemlerde goriildiiglinde, periartikiiler dokularda, dzellikle de
synovial membranlarda 6dem ve kalinlasma sekillenir. Basta ayak ve diz eklemleri olmak
tizere tiim eklemlerde hastalik goriilebilir. Bu degisiklikler, sternal bursa dahil, biylyen ve
kalinlasan tiim bursalarda ve siskinlesen tendo kiliflarinda da meydana gelir. Baglangigta
berrak olan, sonradan seffaflasan ve sonucta kremamsi bir goriiniim alan eksudat sekillenir.
Tavuklarda bu eksudat kaze6z bir hal alir ve genellikle kahverengi ve portakal renginde
goriiliir. Cok siddetli olgularda bu tip eksudatlara kafatasinda ve boynun dorsal kisminda
da rastlanir. Hindiler de eksudat nadiren kazedz bir hal alir. Eklem kikirdaginda erozyonlar
da sekillenir. Deneysel olarak taban yastigir yolu ile olusturulan infeksiyon sonucunda

tenosinovitis meydana gelir (Akan M., Izgiir M. 2002).

Hasta bir siirideki hayvanlarin bazilarinda dalak biiyiir, karaciger siskinlesir, yesil
veya koyu kirmizi bir renk alarak benekli bir goriiniime doner, bobrekler de benzer bir

sekilde siskinlesir, soluk bir renk alarak benekli bir gorinime doner. Timus ve bursa



fabriciusda atrofi sekillenir. Nekropside piliclerde synovial membranlarda 6dematdz bir
infiltrasyon gozlenir (Calnec 1997, Akan M., izgiir M. 2002).

1.5. Hastaligin Teshisi

Mikoplazmalarin oldukg¢a zor iireyen mikroorganizmalar olmalari ve pasajlarla
birlikte yaklasik 3-4 hafta gibi uzun bir inkubasyon siiresine ihtiyag duymalari, kanath
stiriilerinde gecirilen diger infeksiyonlara karsi kullanilan antibiyotiklerin mikoplazma
etkenlerinin {iremesini baskilamasi gibi olumsuzluklar, hastalifin teshisini zorlastiran
etkenlerdir ve bu etkenler kaynakli teshis konuldugunda siiriiniin sagaltimin1 ve etkili
koruyucu onlemlerin alinmasida olduk¢a zorlu ve zehmetli bir siirectir (Frey ve ark 1968,
Esendal 2002).

Ne solunum sistemine ait klinik belirtiler ve nekropsi bulgular1 ve ne de eklem
lezyonlar1 hastalik icin patognomik degildir. Hastaligin respiratorik formu; infeksiyoz
koriza, kronik kolera, kollibasillozis gibi bakteriyel, Newcastle, IB, ILT gibi viral
infeksiyonlarla karisir. Hastaligin diger sinovitislerden (Stafilokok infeksiyonlari)
ayrilmasi i¢in mutlaka ya izole ve identifiye edilmesi ya da serolojik tekniklerle spesifik

antikorlarm varliginin gdsterilmesi gereklidir (Akan M., Izgiir M. 2002).
1.5.1.Teshis Teknikleri

Klinik olarak belirti géstermeyen kanatlilarin sinus eksudatlarindan izole edilen
izolatlar ayn1 zamanda klinik olarak hastalikli kanatlilarin konjuktival sinuslarindan da
izole edilebilir (Ferguson ve ark 2005). Olen kanatlilarda ise eksudatlar infraorbital
sinuslar ve eklem bosluklarinda aspire olabilirken, 6rnekler nasal bosluk, infraorbital sinus,
akciger, trachea ve hava keselerinden alinabilir (Anonim 2008). Horozlardan alinan semen
ve tavuklarin yumurta folikiilleri de izolasyon materyali olarak kullanilmaktadir. Kulucka
da ise; kabukalt1 6li civcivler, kabugu kirmis fakat ¢ikamamis olanlar materyal olarak
laboratuvara gonderilmelidir. Serolojik teshis ve izleme programlarinin uygulandig
kiimeslerden kan serumlar1 teshis i¢in yeterlidir. Diger mikoplazma infeksiyonlarinda
oldugu gibi M. synoviae izolasyonu icin de 0zel besiyerlerinden yararlanilir (Akan M.,
Izgiir M. 2002).

Mycoplasma gallisepticum ve Mycoplasma synoviae infeksiyonlarmin teshisi

birincil tarama testleri ve teyit testleriyle yapilmaktadir. Mikoplazma etkenlerinin direkt



teshisinde ve tiplendirilmesinde izolasyon ve identifikasyon, immunperoksidaz,
FAT(Floresan Antikor Teknigi) ve molekiiler yontemler (PCR, PCR/RFLP),
kullanilmaktadir. Yillardan beri, kanatli mikoplazmalarinin teshisi spesifik antikor Gretimi
ve mikroorganizmanin izolasyon ve identifikasyonu metotlar1 ile yapilmaktadir (Freundt
E.A. 1983). Mikoplasma infeksiyonlarinda; kesin teshis i¢in kiiltiir metodu kullanilmasina
ragmen Gok uzun zaman gerektirmesi, kontaminasyon riski antibiyotik kullanimi ve
kiiltliriin tam olusabilmesi i¢in mikroorganizmalarin canli olmas1 gerekliligi bu metodun
dezavantajlar1 olarak goriilmiistiir. Pozitif sonuglar genelde 4-7 giin arasinda alinmasina

ragmen kesin negatif sonuglar i¢in 30 giinliik bir siirenin gegmesi gerekmektedir (Esendal
2002).

Kanatli mikoplazmalarinin izolasyon i¢in bir¢ok uygun kiiltiir vasati gelistirilmistir
Kiltir yavas, zahmetli ve pahali olup steril kosullar gerektirir ve yetersiz de
kalabilmektedir. Etken izolasyon ve identifikasyonu; Frey’s broth ve Frey’s agar
kullanilarak OIE maniiel (Uluslararas1 Salgin Hastaliklar Ofisi)’de tanimlanan mikoplazma
izolasyon prosediiriine gore yapilmaktadir MS’nin izolasyonu icin besiyerlerine
Nicotinamide Adenine Dinucleotide (NAD) ilave edilmesi gerekmektedir. Tum besiyerleri
temel olarak % 10-15 at, domuz veya kanatli serumu (sterol ve kolesterol gereksinimi
icin), maya, glukoz, arginin ve bakteriyel inhibitorler katilarak hazirlanir. Ayrica bakteri
kontaminasyonlarin1 6nlemek igin penisilin (100-500 1U/ml) ve thallium acetate (0.25
mg/ml) da ilave edilir. Thallium acetate’in kullanimi bazi iilkelerde yasakli oldugundan
ampisilin (1.0 mg/ml) yerine kullanilabilir. Mikoplazma izolasyonu i¢in kati besiyeri
olarak Mikoplazma agar, PPLO agar; siv1 besiyeri olarak ise Mikoplazma broth ve PPLO
broth besiyerleri kullanilmaktadir. MG invitro zor iiredigi i¢in, % 10-15 hayvan serumlari
ilave edilen besiyerinde ¢ok yavas lrer ve diger bakteri ve mantarlarin {iremesini
engellemek i¢in ortama katilan belli antimikrobial ajanlara karsi da direnglidir. Kilttrler
cok asidik veya alkalik durumlarda Olirler. M. synoviae Ozellikle asidik pH’a duyarlidir.
Uremeye % 10 CO;’in olumlu etkisi vardir (Levisohn ve ark 2000).

MG’nin serolojik identifikasyonu (reme inhibisyon, metabolik inhibisyon,
immunfloresan, agar jel presipitasyon, immunperoksidaz ve immunelektroforez gibi ¢esitli
yontemlerle yapilmaktadir (Talkington ve ark 1983). Suruleri muayene etmek icin bu
serolojik testler yararlidir ancak bu testlerin spesifite ve/veya sensiviteleri zayiftir ve

bireysel infekte hayvanlarin teshisinden ziyade siirii taramalarinda kullanildiklar1 zaman
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daha tatminkar sonuclar verirler. Mikoplazmalarin teshisinde serolojik testlerden SPA, TA,
HI, ELISA daha ¢ok kullanilmaktadir Lam aglutinasyon testi hizli, basit ve pahali olmayan
bir testtir. Mikoplazma antikorlar1 yoniinden pozitif bulunan siiriilerde pozitif ya da stipheli
bulgularin kiiltiir ve/veya PCR ile dogrulanmasi gerekir. Cabuk Serum Aglutinasyon
(SPA) testi en sik kullanilan serolojik testtir (Kleven ve ark 1988). M. synoviae’ya karsi
elde edilen antiserumlar SPA testinde M. gallisepticum antijenini genellikle aglutine eder.
Daha az oranda bunun terside meydana gelir. Bu capraz reaktivite, iki mikroorganizma
arasinda ortak olan ve yakin zamanda varhigi gosterilmis bulunan ortak antijenlerden
kaynaklanir. Artritik formun ayirici tanisinda benzer lezyonlarin olusmasindan rol oynayan
Stafilokok, Pasteurella, koliform ve Salmonella cinsi bakterilerle bazi reoviruslar dikkate
alinmalidir. TA testinin uygulanmasi SPA’dan daha uzun siire alir fakat bu test bazi
arastirmacilar tarafindan SPA’ya gore daha kesin olarak degerlendirilmektedir. SPA ve
TA’dan daha duyarli olan HI testi mikro olarak uygulanir ve ¢gogunlukla da SPA’da pozitif
reaksiyon veren serumlarin dogrulanmasi amaciyla kullanilir. Spesifik antikorlarin
saptanmasi amaciyla bir infeksiyonun tanisinda, ayrica, monoklonal-antikor bloke edici
ELISA teknigi ve M. synoviae i¢in duyarli ve spesifik olan ticari PCR teknikleri de
kullanilmaktadir (Akan M., Izgiir M. 2002).

HI testiyle IgG antikorlar1 tespit edilir. Ancak test hastaligin girisinden 2-4 hafta
sonra pozitiflik verir. Bu test SPA testine gore daha spesifik fakat daha az hassastir. ELISA
testi ile de 1gG’ler tespit edilmekte ve gabuk sonug verdigi i¢in tercih edilmektedir. Bu test
Kitleri infeksiyon sonrasi olusan pozitif serumlar1 HI testinin tespit ettigi siirede tespit eder.
Ticari kitlerin Kkalitesi iyi olmasina ragmen bazen yanlis pozitiflikler goriilebilir Suslar
cabuk sekil degistirdigi ve diger infeksiyonlarla isbirligi gelistirebildigi i¢in ELISA
testinde de hatalar olugsmaktadir (Kleven 1998).

Biitiin bunlarin sonucunda veteriner diagnostik laboratuarlarinda mycoplasma’nin
identifikasyonu icin molektler metotlar (PCR) kullaniimaktadirlar. Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) teknigi ile hem genetik materyalin ¢ogaltilmasi, hem de ortaya konmasi
amaglanmaktadir. PCR’nin temelini hedef DNA’nin spesifik deoksinukleotid primerleri ve
1siya dayanikli DNA polimeraz enzimi yardimiyla invitro kosullarda cogaltilmasi
olusturmaktadir. Sonrada isaretli problar yardimiyla 1-2 giin i¢inde teshis etmek miumkin
olmaktadir. Diger testlere gore daha hizli (30 dak.—5 saat ) givenilir, ekonomik ve gabuk

ornek isleyebilecek varyasyonlara (PCR-ELISA, Real Time-PCR) sahiptir.
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Hastalik yoniinden temiz oldugu diisiiniilen bir siirlide baz1 hayvanlarin serumlari
serolojik testlerde pozitif reaksiyon gosterebilir. Eger hayvanlarda klinik belirti yoksa ve
infeksiyonunun tek belirleyici bu antikorlarsa seropozitif hayvanlar bir ay sonra yeniden
test edilmelidir. Bu ikinci muayenede serumlar biyik ¢ogunlukla negatif bulunurlar (Akan
M., Izgiir M. 2002).

1.5.2. Molekiiler Yontemlerle Teshis

Mikoplazmalar yuksek derecede fenotipik varyasyon gosterirler. Pseudogenlerle
hemaglutinin kodlayan vlhA geni arasindaki rekombinasyon sonucu sekillenen antijenik
varyasyon MS infekte tavuklarda gecikmis serolojik yanitin sebebi olabilir. Mikoplazma
teshisi icin kullanilan mikroorganizmalarin uygun ortamda iiretilmesi teknikleri zahmetli,
pahali ve zaman kaybettiricidir ve bu nedenle rutin proseduriin bir pargasi olmaktan gok
uzaktir. Fiorentin ve arkadaslar1 MS infeksiyonunun teshisi i¢in kullanilan farkli diagnostik
prosediirler {izerine c¢alismislar ve PCR’mn diger serolojik testlerden ve kiiltiir

tekniklerinden ¢ok daha duyarli oldugunu ortaya koymuslardir (Fiorentin ve ark 2003).

Kanatlilarda mikoplazma infeksiyonlarinin teshisinde polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), konvansiyonel bakteriyolojik ve serolojik testlerdeki olumsuzluklari asabilen,
spesifite ve sensitivitesi yiiksek, hizli ve giivenilir bir yontemdir (Akan ve ark 2008, Carli
ve Eyigor 2003, Marois ve ark 2005). Mikoplazmalar trachea, hava kesesi ve akciger gibi
etkilenen organlardan, ayni zamanda synovial, okuller ve infraorbital sinus eksudatlari,
trachea ve hava kesesi svablarindan da tespit edilebilir MG ve MS’nin izolasyonu ve PCR
metodu ile tespiti i¢in canli kanatlilarda tracheadan alinan svablar en uygun ornektir. Bu
diisiinceye karsit olarak, yapilan bir ¢alismada, direk canli tavuklardan alinan svablardan
M. gallisepticum tesbit edilemezken, otopsi yapilarak trachea agilip, trachea mukazasina
stiriilerek alinan svablarin hepsinden M. gallisepticum izole edildigi bildirilmistir
(Nascimeto E.R 1994-1998)

Kultir yada PCR i¢in toplanan 6rnekler islenmeden dnce % 50 Frey’s vasatina
birakilir yada tuzlu fosfat tamponlu gliserolda yada derin dondurucuda muhafaza edilir.
MG, 37 'C’ de Mycoplasma broth yada Mycoplasma agarda CO, den zengin ortamda
brothlarin rengi degisinceye kadar, agarda koloniler goziikiinceye kadar kiiltiirii yapilir

(Harasawa 2004).
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MG ve MS icin konvansiyonel PCR ve real time PCR teknigi kullanilmaktadir ve
bu mikroorganizmalarin tespiti i¢in 16S rRNA geninin yiizey yapisma proteinlerini (mspcl,
PVpA, gapA, mgc-2, LP) kodlayan genleri ve hemaglutinin proteinlerini kodlayan genleri
cogaltan cok sayida primer ¢ifti kullanilmistir. Son yillarda hem bakteriyel hemde viral
patojenlerin ve genlerin tespit edildigi multipleks PCR amplifikasyon teknikleri
kullanilmaya baslanmistir (Wang ve ark 1997). PCR tabanli testlerle yapilan bazi

caligmalar ve sonuglar1 asagidaki gibidir;

2009 yilinda yapilan bir caligmada; farkli PCR-tabanli methodlarla (6rnegin;
IDEXX Laboratuvarlari, Genekam Bioteknoloji AG, Adiagene tarafindan iiretilmis)
yapilan MS suslar1 identifikasyonlar1 karsilastirilmistir (Katarzyna Domanska ve ark
2009).

PCR tabanli metodlarin sensitivite ve spesifitesi secilen primerlerin dizilimine
baglidir. MS identifikasyonunda kullanilan PCR metodlari; ¢esitli gen fragmanlarinin
0zellikle kullanim1 en popiiler olan 16S rRNA amlifikasyonuna dayanmaktadir, bunun yan
sira MS genlerinden vlhA ve intergenik halka bolgesi(IRS) ile 23S rRNA geni arasindaki
fragmanlar teshis giiciinii artirmaktadir 16S rRNA, diisiik diizeyde genetik varyasyonlar ile
yuksek diizeyde korunmus bir bolgedir ve bazt MS tiirlerinin identifikasyon ihtimalini
arttirmaktadir. Diger yandan, 16S rRNA PCR metotlari, diger mikoplazma tlrlerinin DNA
teshis oranlarini yiikseltmektedir. Birbirine fenotipik olarak yakin olan iki mycoplasma
tird Mycoplasma gallisepticem ve Mycoplasma imitans’da da 16S rRNA genleri birbirine
cok benzerdir ve 16S rRNA genini hedefleyen primerler birbirine benzer {irtinler olusturur
Bununla birlikte, M. imitans Ordekleri, kazlar1 ve keklikleri infekte etmektedir ve
tavuklarla kiyaslandiginda orneklendirmesi daha az Oneme sahiptir. Saptanan bu
gerceklerden dolayi, MG ve MS genlerinde bu genin iki kopyasi mevcuttur, 16S rRNA
hedefli PCR iki etken icinde yiiksek sensiviteye sahiptir (Papazisi ve ark 2003).

Farkli avian mikoplazmalarmin genom dizilimi; IRS olarak isimlendirilen ve 16S
ile 23S rRNA arasina yerlesmis olan ve 16S rRNA geninden tiirler aras1 varyasyonu daha
fazla olan bir fragman ortaya ¢ikarmistir. MS identifikasyonunda hedef olarak IRS’in
kullanimi1 tanimlanmigtir. SO0zU gegen bu metotlarda, identifikasyonun sonuglarinda
Orneklerin hazirlanis seklinin 6nemi biyiiktiir. Ramirez ve arkadaslari tarafindan

uygulanan bazi DNA ekstrasiyon metodlarinin DNA’nin 10-2 dilusyonu ve 100 kere
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hafifletilmis diliisyonlarinda DNA identifikasyonuna izin verdigini saptamislardir

(Ramirez ve ark 2006).

PCR tabanli metotlar ile yapilan ¢aligmalar da pozitif sonu¢ diizeyleri degiskenlik
gosterebilir olmasina ragmen bu testler hizli olmalar1 diisiik maliyetli olmalar1 nedeniyle
cok degerlidirler. Real time PCR, PCR sonrasi kesif prosediirlerini ortadan kaldirmasi ve
testin spesifikligini arttiran fluorogenetik problarin kullanimindan dolay1 oldukg¢a kullanish

gorulmektedir (Katarzyna Domanska ve ark 2009).

PCR ve kismi VIhA gen dizilimi sus identifikasyonunda faydali olabilir Bencina ve
arkadaglar1 (2001) tavuklardan ve hindilerden alinan Grneklerde M. synoviae susunun
hemaglutinin (vlhA) gen kisimlarini (3’ son ve 5 son) karsilasgtirmistir ve sonunda 11
farkli tip vlIhA kismu bulmustur. Benzer bir ¢alisma 2004 yilinda Hong ve arkadaslari

tarafindan yiirtitilmiis ve ayni tiirlerden 43 sus arasinda 14 farkli grup izole edilmistir.

VIhA geninin pseudogenler ile rekombinasyonu sonucu (konagm immun
yanitindan kurtulmayi saglayan mekanizma) genin sonundaki 3’noktasinda 6nemli
ayriliklara sahiptir, ancak 5’ sonuyla iliskili korunma s6z konusudur (Noormohammadi ve
ark 2000). M. synoviae genomunda vIhA 5’ bolgesi tek bir kopya sunmaktadir ve M.
synoviae’'nin  klonal  popiilasyonlarinda  siralamasinda  degisiklikler ~ yoktur
(Noormohammadi ve ark 2000). Bu durum M. synoviae’nin klonal populasyonlarinda
degisebilir ve bu nedenle bireysel suslar1 karakterize eden korunmus siralar dikkate
alimmamalidir (Noormohammadi ve ark 2000). 2004 yilinda Hong ve ark. tarafindan
degerlendirilen test kombine PCR’dir ve vlhA geninin tekrarlayan bdliimleri PRR’1in
dizilimi kesfedilmis ve M. synoviae suslari izolasyona gerek kalmadan tiplendirilmistir.
Bununla birlikte, M. synoviae suslarinin subtiplendirmesinde ¢ok etkin olan RIII bélimi
(konum:343/400), dahil degildir. PRR ekleme/silme isleminden dolay1 etkin bir kisimdir ve
RIII bolgesi polimorfiz agisindan yararlhidir (Noorhammadi ve ark 2000).

M. synoviae suslarinin niikleotid ve amino asit bolimlerinin analiz edilmesi, bu
kisimlarin sus identifikasyonunda ve baslangi¢ tiplendirme metodu olarak etkinligi oldugu
diisiincesini desteklemektedir. Bencina ve arkadaslart (2001) vIhA geninin 5’ sonundaki
polimorfizimin, M. synoviae izolarlatlarinin epidemiyolojik analizlerinde etkin oldugunu
belirtmistir. Incelenen tiim suslarda eleme/silinmeler gdzlenmistir ve patojenlik agisindan

iliskili olduklar diistiniilmektedir.
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DNA kisimlarinin analizi, M. synoviae suslar1 arasindaki filogenetik yakinligi
saptamak i¢in kullanilir ve filogenetik diizen, hangi turlerin daha yakin iligkili oldugunu
gostermektedir. Ornegin; Bencina ve arkadaslarmin (2001) tiplendirme sisteminin
kullanimi, filogenetik diizen agisindan incelendiginde, J26/85’in B11/85’e¢ J15/85°e oranla
daha yakin iliskili oldugunu ortaya koymasina ragmen, J26/85susu ile J15/85susunun ayni
tip’te olduklar1 ve B11/85’den farkli olduklarini géstermistir. Bu tez, DNA homolojileri ile
desteklenmektedir clinki ekleme/silmeler ile J26/85 ile B11/85‘in karsilastirilmasinda %
88.9 benzerlik saptanmasina ragmen ekleme/silmeler olmaksizin benzerligin % 100 oldugu
belirlenmistir. buna karsm, J26/85 ile J15/85’in homolojileri karsilastirildiginda
ekleme/silmeler ile % 99.6 iken eklemek/silmeler olmaksizinda ayni deger oldugu
saptanmistir. Hem direk swablardan hemde kuiltirlerden DNA ekstaksiyonu basari ile
gerceklestirilir ve M. synoviae tespitinde ve sus tiplendirmesinde kullanilir (Bencina ve ark
2001).

1.6. Iimmunolojik Arastirmalar

Mikoplazmalar, konak dokularinda kolonize olurlar ve hem sistemik hem de lokal
immun yanita neden olurlar, bazi zaman immunsupretif ve otoimmun hastaliklar,

mikoplazma infeksiyonlarina eslik eder (Razin ve ark 1998).

Hiicre duvarmin yoklugunda, ylizey proteinlerinin asil kisimlar1 (6rnegin;
lipoproteinler) ile baglanmas1 veya hiicre membranina gomiilii olmas1 mikoplazmalar ile
konaklar1 arasinda etkilesimde biiyiik rol oynar (Razin ve ark 1998). VIhA bol miktarda
lipoprotein ihtiva etmektedir ve M. synoviae’nin en Onemli membran immunojenidir
(Bencina 2002). Post-tranlasyonel ayrilma sonucu vIhA proteininden N-terminal
lipoprotein kism1 MSPB (40-50kDa) ve C-terminal kistm MSPA(50-55kDa) olusur MSPB
boyutu M. synoviae izolatlar1 arasinda prolince zengin vlihA bdélgesine eklenmeler ve
silinmelerden dolay: farklilik gosterir. Ayrica, yaklasik 20-30 kdA boyutundaki kesilmis
MSPB (tMSPB) formlar1 M. synoviae populasyonlarinda hemaglutinin fenotiplerinde
ve/veya MSPB ve MSPA antijenik determinantlarinda degisimlere neden olur. Triton X-
114 bolinmesi ile izole edilen tMSPB formlari, MSPB’nin lipid modifiyeli N termianl
parcasi oldugunu gosterir (Noormohammadi ve ark 1997-1998). MSPB ve tMSPB yuksek
immunojeniktir ve IS’nin akut fazinda hem lokal hem de sistemik antikor yanita sebep
olurlar (Narat ve ark 1998).
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Mikoplazmal lipopretinler; konak hicrelerinde kopri benzeri reseptorlerle (TLR)
etkilesen birlestirilmis patojen molekiil modelleri (PAMPs) olarak siniflandirilirlar (Igbal
ve ark 2005). Lipopolisakkaritler ile birlikte lipoproteinlerin tanimlanma kabiliyeti, tavuk
makrofaj ve heterofillerinde bulunan tavuk TLR2(ch TLR2) i¢in ispat edilmistir (Igbal ve
ark 2005). TLR2 genetik bilgi aktarimi metabolik yolunun aktivasyonu IL-1b, IL-6 ve
NO’yu iceren immunomodilatér molekiiler sentezinin baglamasina neden olmaktadir
(Beutler ve ark 2006)

M. synoviae otoimmun bir hastalik olarak distinilmistir (Kleven 2003).
Gunumuzde, IS infeksiyonun sirecleri tam olarak bilinmemektedir ancak T hiicreler,
biylk ihtimal sitotoksik CD8’le iliskili olabilir (Narat ve ark 1998). M. synoviae immun
yanitt M. synovia proteinlerinden farkli spesifik antikorlarin varligi vasitasiyla ispat
edilmistir, M. synoviae infeksiyonlarinda hiicre bagimli immunite varligina dair ¢ok az

bilgi mevcuttur (Kleven 2003).

Bir c¢alismada, M. synoviae lipoproteinleri tarafindan aktive edilen tavuk
makrofajlar arastirilmistir. Makrofajlar, hem dogustan immunitede hem de spesifik antikor
ve hicrelere baglh immun yanitin olusumunda 6nemli bir role sahiptir. Makrofajlarda
reseptorlere PAMP patogenlerin baglanmasi, 1L-1,IL-6,1L-8 ve TNF’a gibi sitokinlerin
salgilanmasin1  uyarmaktadir.  Bakterideki en etkili PAMP’lerden biri olan
lipopolisakkaritler (LPS), hiicre duvart bulunmayan mikoplazmalarda mevcut degildir
(Razin ve ark 1998). Ge¢mis ¢alismalar, baz1 mikoplazma turlerinin proteinleri, monositler
ve makrofajlar tarafindan salgilanan NO’nun yam sira IL-1b, IL-6 ve TNF’a gibi
proinflamatuvar sitokinleri indtkleyebildiklerini gostermektedir. Mikoplazmalar tarafindan
belirlenen sitokin stimiilasyon mekanizmalar1 LPS’nin neden olduklarindan farklildir.
Ormegin; M. fermentans’daki MALP-2, M. salivarium’daki FSL-1 ve M. hyorhinis’deki
VIpA ve VIpC lipoproteinleri en aktif olanlaridir. Lipoproteinlerin - N-terminal
boélimlerindeki lipid kismi, TLR reseptorleri ile baglanir ve sitokin sentez ve sekresyonunu

stimule edebilir (Seya ve ark 2002).

Yapilan bir ¢calismada M. synoviae proteinleri MQ-NCSU tarafindan NO’nun ve
tavuk MDM’si tarafindan IL-6 ve IL-1b’nin sekresyonunu uyarir. Yiiksek miktarda MSPB
iceren protein fraksiyonlarmin ¢ok aktif oldugu bir gergektir, buna ilaveten incelemeler saf

MSPB ve tMSPB’nin aktivitesi, 6zellikle bunlarin ULB/01/P4 susu {izerine odaklanmustir.
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Bu sus, M. synoviae izolatlar ile yakin iliskili ve benzer olan bir gruba dahildir. Her iki
gruptada, WVU 1853 susu ile 6zdeslesmis 50-vlhA gen bdlgesi mevcut olmasina karsin,
susun MSPB’sinin PRR’indaki 57 niikleotidini kodlayan bir tekrarinda silinme mevcuttur
(Bencina ve ark. 2001). Bu nedenle; susun MSPB’si (yaklasik 40 kDa) M. synoviae
izolatlarin en kisa MSPB’lileri grubundadir. Ayrica, tMSPB’lerin (20-22kDa) MSPB’nin
N-terminal kisimlarini temsil ettigi bir gergektir. MSPB’nin N-terminal amino asit bolgesi;
CGDQTPAPEXT dir (Mihlradt ve ark 1997).

Elde edilen sonuglar hem tMSPB hem de MSPB’nin, NO, IL-6 ve IL-1b igin
kuvvetli birer uyarict oldugunu kanmitlamistir. MSPB’nin MQ-NCSU hiicrelerinde NO
indiklenme kabiliyeti ile LPS’nin 100ng/ml’nin kabiliyeti benzerdir. IL-6 ile ilgili olarak,
MSPB’nin aktivitesini gostermektedir. MALP-2 Nterminal lipopeptit kisimlar1 ve FSL-
etkinlestirilmis makrofajlar ve fibroblastlar interlokinleri salgilatir (Mihlradt ve ark
1997,Into ve ark 2002).

Standart metodlarla MSPB ve tMSPB konsantrasyonu kesin olarak
saptanamamaktadir ancak oldukca diisiikk oldugu bilinmektedir (nanomolar diizeyde).
MSPB ve tMSPB NO, IL-6 ve IL-1b’nin in vitro tavuk makrofajlarinda sekresyonunda
kuvvetli bir uyaricidir (Miha Lavric 2007).

IS’nin akut faz1 siiresince MSPB ve tMSPB’ye kars1 tavuklarda gucli bir antikor
yanit1 gelismesine neden oldugu ¢ok iyi bilinmesine ragmen (Narat ve ark 1998), eklem
inflamasyonu ve lezyon gelisiminde bu partikiiler antijenlerin roli tam olarak
bilinmemektedir. IS’de sismis eklem synovial membranlarinda makrofaj ve lenfositler
bulunmaktadir (Kleven 2003). MSPB tarafindan uyarilan IL-6 ve IL-1b gibi
proinflamatuvar sitokinlerin IS’nin baslangicinda aktif bir rol oynadiklar1 kesindir. IL-
1b’nin biyolojik aktivitesi proinflamatuvar (akut fazda immun sistem yanitinin
aktivasyonunu baglatan ana fonksiyon) olmasindan kaynaklidir. IL-1b; makrofajlari, i¢inde
IL-6’y1 da kapsayan sitokinleri dreten T-lenfositleri gibi ¢esitli hiicreleri aktive eder. IL-6
ayrica inflamatuvar bir sitokindir, bunun yani sira B ve T lemfositlerin aktivasyonunu

iceren immun sistem etkilerinede sahiptir (Wigley ve Kaiser 2003).

MDM tarafindan IL-6 ve IL-1b’nin sekresyonunun antikor yanitin olusumu ve M.
synoviae kaynakli IS’nin akut fazindaki siiregler ile ilgili oldugu kanmitlanmistir. Etkin

antikor yanit i¢in antijenler; B ve T lenfosit dentritik hiicreleri veya makrofajlar tarafindan
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hazirlanir ve sisteme sunulur. Genellikle, makrofajlar mikoplazmalari, opsonizasyona
(6rnegin; spesifik antikor veya komplementler ile kaplanma) ugramadik¢a yutamazlar
(Razin ve ark 1998). Makrofajlarin M. synoviae antijenlerini nasil sagladiklart ve
gelistirdikleri hala tam olarak bilinmektedir. in vitro ¢alismalar sonucunda kesin olan bilgi
ise; MSPB’yide kapsayan M. synoviae hemaglutinini serbest birakabildigi veya
salgiyabildigidir (Bencina 2002). In vivo ortamlarda gelisen bu gibi durumlarda MSPB’nn
makrofajlar tarafindan islenme siireci ¢ok daha hizlidir. MSPB ve tMSPB’nin tavuk
MDM’sinin 6nemli bir aktivatérdir (Miha Lavric 2007).

MSPB’nin baglanabildigi makrofaj reseptorleri hala tam olarak bilinmemektedir.
Ancak calismalar, diger Mycoplasma tiirlerinin lipoproteinlerinin, érnegin MALP-2 ve
FSL-1 TLR-2 reseptorleri tarafindan tanindigini gostermektedir ve tavuk makrofajlarinin
TLR-2 benzeri reseptorlere sahip oldugu belirtilmelidir (tanima lipoproteinleri). Tavuk
makrofajlarimin  TLR-2-benzeri reseptorleri vasitasiyla MSPB  ve tMSPB olarak
tanimlandiklar1 goriilmektedir (Igbal ve ark 2005).

1.7.Sagaltim

Mikoplazmalar hiicre duvarindan otiirii penisilin gibi antibiyotiklere dayaniklidir;
fakat tetrasiklinlere (oksitetrasiklin, klortetrasiklin), makrolid grubu antibiyotiklere
(eritromisin, tilozin, spiramisin, linkomisin), kinolonlara (enrofloksasin, danofloksasin)
duyarhidir. Bu antibiyotikler i¢me suyu ve gidayla verilebildigi gibi, yumurtalarin
antibiyotiklere batirilmasi seklinde de uygulanabilir. Ancak alinacak sonuglar, hayvanlarin
yasina ve siirliniin mikoplazma ile beraber seyreden infeksiyonlarin durumuna gore
degismektedir (Nascimento ER. 1999).

Tiamulin ve enrofloksasin solunum sisteminin mukozal membranlarinda ve
genitotiriner yollarda yiiksek oranda biriken ilaglar oldugundan siklikla tercih edilirler Bu
antibiyotikler hazirlanma sekillerine gore, igme suyu, yem ve yumurta enjeksiyonu
yontemleri ile uygulanabilir. Kiimeslerde hastaliga neden olan etkenlerin duyarli oldugu
antibiyotiklerin secilmesi, tedavi dozunda uygulanmasi ve yeterli siireyle verilmesi 6nem
tasir. Degerli grandparent damizliklara, M. gallisepticum ve M. synoviae ile micadelede,
klinik belirtilerin baslangicinda inokulasyon yolu ile antibiyotiklerin verilmesi etkili bir
yontem olabilir. Antibiyotiklerin gida ve igme suyu ile 5 giin siireli verilmesi sonunda,

infeksiyon ve yumurta ile bulasma orani oldukc¢a azalmaktadir. Ancak bu uygulama
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tamamen ‘infeksiyondan ari’ bir siiri elde etmek icin yeterli degildir. Yumurtalarin
antibiyotiklerle muamelesi i¢in iki yOntem kullanilir; ilki embriyolu yumurtalarin
inkiibasyonunda, 8-11. glnlerinde hava bosluguna antibiyotiklerin injekte edilmesidir. Bu
dénemde, hava kesesinin altinda gelismis olan kan damarlarindan dolayi, antibiyotik hizli
bir sekilde absorbe olarak embriyo ve yumurta sarisina ulagir. Bir diger yontem ise;
yumurtalar1 antibiyotik solusyonlar1 i¢ine batirmaktir. Bu islemde iki sekilde yapilir;
yumurtalar ya 37 ‘C’de 2-4 saat tutularak bir gilin 6n 1sitma isleminden gegcirilir ve 15-20
dakika 5-10 ‘C’deki antibiyotik solusyonunda bekletilir. Bu uygulamada, olusan negatif
basingla az miktarda antibiyotik solusyonu yumurtalara girer, ya da yumurtalar antibiyotik
solusyonuna batirilarak, bir vakum uygulamasi yapilir ve bdylece antibiyotigin yumurtaya
girisi saglanmis olur. Yumurtaya injeksiyona oranla bu yontemlerin uygulanmasi kolay
olmasma ragmen, yumurta kabugunun gecirgenliginin az olmasi nedeniyle, yeterli

miktarda antibiyotik gecisini saglamazlar (Akan M., Izgiir M. 2002).

2006 yilinda; Fransa’da yumurtact hayvanlarda yapilan epidemiyolojik calisma;
yumurtaci siiriilerinde M. synoviae infeksiyonun yiiksek yaygmligini dogrulanmistir.
Infeksiyonun c¢oklu-yas ciftliklerinde goriilme sikligi daha fazladir. Infekte siiriilerle,
infekte olmayan siiriiler karsilastirildiginda yumurta iiretimi diiserken, mortalite ylikselir,
fakat var olan farklilik istatistiki bir deger arz etmemektedir. infekte siiriilerden izole
edilen klonlarin genomik profilleri olduk¢a homojendir, bu da bulagmanin rotasinin
anlasilmasin1  kolaylastiracak bir 6zelliktir. Tam izolatlar tetrasiklinler, makrolidler

(eritromisin hari¢) ve fluorokinolonlara duyarhidir (Fabienne Dufour-Gesbert ve ark 2006).
1.8. Asillama

Biyoglvenlik 6nlemleri ile kanath siiriilerinde mycoplasma infeksiyonunun
engellenmesinde basarisiz olundugu durumlarda asilama; M. gallisepticum ve M.
synotiae nin kontrolinde bir secenektir. Yumurta veriminde azalmalara ve solunum
infeksiyonlarina kars1 korumak i¢in ticari yumurtacilara, yine solunum infeksiyonlarina
karst korumak i¢in broylere ve yeni nesillere infeksiyonun bulagmasini azaltmak ve
elimine etmek amaciylada damizliklara M. gallisepticum asilar1 yapilabilir. Cansiz asilar
(bakterinler) ve canli atteniie asilar kanath sektdriinde kronik solunum yolu hastaligina
(CRD) neden olan M. gallisepticum’un kontroliinde ticari olarak etkin bir sekilde

kullanilmaktadir (Whithear 1996). Bununla birlikte, lezyonlarin siddeti ve yumurta
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verimindeki kayip azaldiginda solunum sistemini, etkenin kolonizasyonundan veya

heterolog degisimlerin sekillenmesinden tam anlamui ile koruyamazlar (Whithear 1996).

Inaktif asilar, genellikle yag emiilsiyon bir adjuvan igerirler ve subkutan veya
intramuskuler injeksiyon seklinde uygulanirlar ve temiz siiriilerde, canli mikoplazma
etkenlerinin girisine sebep olmadigi igin Onemlidir. Ayrica bu asilar, solunum sistemi
viruslar1 (NewCastle ve IB virus) veya E. coli ile sinerjetik etki gostermezler, dolayisiyla,
bu infeksiyonlarin seyrettigi kiimeslerde rahatlikla kullanilabilir. Ancak, bu asilarin
immunojeniteleri diigliktiir. Bu asilar infeksiyon riski olmamasi ve MG tespitini

etkilememesi bakimindan tercih edilirler (Whithear KG. 1996).

Son giinlerde, canli atteniie asilar cansiz asilarin yerine ge¢mektedir ve bu asilar 3
sustan koken alir, F-susu, ts-11 ve 6/85. Bu agilar ticari olarak uUretilmekte olup M.
gallisepticum hastaliginin bulasmasi iizerine yiiksek oranda etkili olabilmektedir, bununla
beraber immun korumayi saglama mekanizmalart hala bilinmemektedir. Ticari M.
gallisepticum asilar1 genellikle damizlik siiriilerinde kullanilmasina ragmen yumurtaci
sirilerde de kullanimi giin gegtik¢e artmaktadir. Canli MG asilari, yumurta kayiplarini
etkili bir sekilde azaltmada kullanilirlar Mevcut MG asilarinin dezavantaji dogal infekte
stirli ile agililart dogru olarak tespit eden bir serolojik testin olmamasidir ( R.A.J. Nicholas

ve ark 2009).

Asilama sonrasinda humoral immun yanitin siiresi kisadir ve bu nedenle immun
yanitin olusumunda etkin bir rol oynamaz. Bununla birlikte, Feberwee ve arkadaslarinin
2005 yilinda yaptigi deneysel c¢alisma asilamanin M. gallisepticum’un yayilimini ve
bulagimint engellemedigini rapor etmistir. Canli asilar, kiimese hastaligin girmesinde
tehlikelidir. Asilamada kullanilan F susu, hindiler i¢in virulenttir. Bu nedenle, bu asilarin
kullanim1 yakindaki hindi siiriileri i¢in tehlike arz eder. Ayrica, asilanmis kanatlilar,
mikoorganizmanin taginmasina neden olur. F susu igme suyunda veya aerosol olarak
uygulanir. Bu sus; yumurta verimindeki diisiisli azaltmanin yani sira farkli yas gruplarinda
hayvanlarin bulundugu ciftliklerde endemik suslarin yayilimimida engeller. As1 susu
solunum sistemi viruslar1 ve E. coli ile sinerjetik etki gosterebilir. Ancak, canli asilar
invaziv M. gallisepticum suslarina karsi koruma saglar ve solunum kanalinda non-
patojenik bir M. gallisepticum susunun (Ornegin; F susu) bulunmasi, lokal immuniteyi

uyararak, patojenik suslarin dereceli olarak elimine edilmesinde yardimci olur.
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Canli agilardan ‘F’ susu ile hazirlanmis asilar en virulant tlrlerdir. Son yillarda ts-
11 ve 6-85 gibi daha az virulant asilar gelistirilmistir. Ts-11 M. gallisepticum’un
Avustralya susundan gelistirilmis 1siya duyarli bir mutanttir. Ts-11, F susuna kiyasla; daha
diisiik bir koruma saglar, ancak asilama dozuna bagli olarak uzun siireli immunitenin
olusturulmasinda etkin bir asidir. Bu sus, g6z damlasi seklinde uygulanir, tavuklarda
degisken antikor yanit sekillenmesine ragmen uzun siire devam eden bir uyarim sekillenir.
ts-11 susu respiratorik virus asilar1 ile kombine edilerek giivenle kullanilabilir. 6/85 susu
ise modifiye edilmis bir saha susudur. Ancak bu asilar yumurtaci tavuklar i¢in uygundur.
6/85 susu F susu ile karsilastirildiginda hem daha zayif bir koruyucu immun yanit olusturur
hem de daha diisiik virulens ve infektiviteye sahiptir. Bu sus aerosol yolla uygulanir, asili
kuslarda etkisinin uzun siirmedigi ve belirgin bir sistemik antikor yaniti uyarmakta

basarisiz oldugu diisiiniilmektedir (Whithear KG. 1996).

Papazisi ve arkadaslar1 2002 yilinda asagidaki ii¢ membran proteinine sahip olan
Rhigh susunun pasajlanmasina dayanan yeni bir attenue sus gelistirmistir; hiicrebaglayan
protein GapA, hiicrebaglayan ile iligkili molekiil CrmA ve ABC tasima sisteminin bileseni
HatA. Bu susun, GTS5, hiicrelere bagli kalmasi imkansizdir, bu nedenle avirulenttir, ancak
patojenik Rlow susu ile tavuklarda olusan bagisikligin koruyucu diizeyde oldugu
saptanmistir. Asilanmis tavuklarda; serum IgG diizeyleri yiikselir, IgA’nin diisiik mukozal
konsantrasyonlari tracheal lezyonlarin siddetini ve etkenin kolonizasyonunu azaltmaktadir
(Papazisi ve ark 2002). Tavuklarin GT5 asilamasi ile korunmast B, CD4+ve CDS8+ hiicre
infiltrasyon sayilarmin indirgenmesi esliginde gerceklesmistir, kontrol yontemleri ile
karsilastirildigin da M. gallisepticum infeksiyonunun neden oldugu ilerleyen lenfositik
inflamatdr yanitta azalma dikkati cekmektedir. GT5-asili tavuklarda; mycoplasma spesifik
antikor olusturan hiicrelerin sayis1 bagisikligin olusmasindan hemen 1 giin sonra artiga
gecer (Javed ve ark 2005). Bu da su sonucu dogurmaktadir ki; GT5 asilamalarinin neden
oldugu yiiksek tracheal IgG yanitt M. gallisepticum’un kolonizasyonunun blokasyonundan

sorumludur, boylece organizma hizla eradike edilir (Javed ve ark 2005).

Istya duyarli bir M. synoviae susu olan MS-H’nun, (Vaxsafe MS; Bioproperties,
Glenorie, Avusturalya) tavuklarda guvenilirligi  ve etkinligi incelenmis Ve
degerlendirilmistir. Bu sus; kimyasal mutasyonlar ile {iretilmistir ve in vivo pasajlandigi
zamanlarda bile virulensini geri kazanmamistir. As1 uygulamasindan sonra hicbir lezyon

gorilmemistir ve as1 lateral bulasmaya neden olabilmetedir. Asinin etkinlik ¢aligmalari
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simnirl1 olmasina ragmen, suan diinyada pek cok {iilkede kullanilmaktadir. Jones ve
arkadaslar1 (2006) asinin immunite koruma siiresinin 40 haftadan az oldugunu bildirmistir.
Bu gibi durumlarda, MS-H, virulansim1 geri kazanmadan 1si-duyarli fenotipini
yitirdiginden, susun atteniiasyonu sadece 1s1 duyarliligina bagli degildir. MS-H canli asis1

cogu kez ts-11 susu ile birlikte kullanilmaktadir (Noormohammadi ve ark 2003).

Pek c¢ok atteniie asinin atteniiasyon mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.
Virulans faktorii giderilmis olarak bilinen Knockout mutant suslarin kullaniminin asilarin
yararligimin gelisiminde etkin olabilecegi diisiiniilmektedir. Acik¢a bdyle bir yaklagima
givenmek sadece virllens faktorlerinin identifikasyonu ile mimkin degildir ancak
spesifik delesyon mutantlarinin iiretim metodlarinin giivenilirliginin gelistirilmesi, bu

asilar istikrarli ve in vivo ortamlarda viriilensine yeniden kavusma konusunda kabiliyetsiz

kilacaktir (R.A.J. Nicholas ve ark 2009).

Ulkemizde ruhsatli olmayan canl asilar, Connecticut F ve 1s1 mutant 6/85 ve ts-11

suslarindan hazirlanmaktadir (Akan M. 2008).

1.9. Gen Cahismalari

Mikoplazmalar kendini kopyalayabilen en kii¢iik organizmalar olarak bilinirler. Bu
durum mikoplazmalarin genom boyutlarindan ve hiicre duvarindan yoksun olmalarindan
kaynaklidir. Tiim mikoplazmalar parazittir ve dogal konaklar1 disinda uzun siire hayatta
kalmalar1 olanaksizdir. Konaklar1 ile mikoplazmalar arasindaki yakin iliskinin membran
proteinleri kaynakli oldugu net bir sekilde belirlenmistir, bu proteinlerin bazilari, konak
hiicreye baglanmadan sorumludur ve konak immun yanitinin en énemli hedefidirler. Bazi
mikoplazma tiirlerinde, degisken farkli membran proteinleri belirlenmistir. bu proteinlerin

konak immun yanitindan kagista bir rol oynadigi hipotezi mevcuttur (Wise 1993).

Yiizey proteinlerinin diger mikoplazmalarda belirlenmis rolleri olan immunite ve
patogenezisin yani sira bu antijenler adhezyon gibi bazi olaylarda 6nemli bir goreve sahip
olabilecekleri diisiiniilmektedir (Forsyth ve ark 1992). M. synoviae hicrelerinin
eritrositlere ve tavuk embriyo hiicrelerine (Aldridge 1975) baglanma kapasitesi kanitlanmis
ve tim kamtlar M. synoviae WVU-1853 farkli klonlarinin kolonilerinin eritrositleri
hemadsorpsiyonu ve hemaglutinin aktivitesi arasinda direk bir korelasyon olduguna isaret

etmektedir. Buna ilaveten, M. synoviae suslarinin hamadsorbsiyon ve hemaglutinasyondaki
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klonal varyasyon hem in vitro hem de pasaj sonrasi in vivo olarak rapor edilmistir
(Rhoades 1985).

Mycoplasma synoviae, 45 ve 50kDa boyutlarinda iki 6nemli membran antijenine
sahiptir, MSPA ve MSPB. MSPA bir hemaglutinindir (Noormohammadi ve ark 1997). Bu
antijenler; reserved-faz kromotografi yontemi ile belirlenirler. Bu antijenlerin her ikisi de
vlhA (variable lipoprotein ve hemaglutinin) adli tek bir gen tarafindan kodlanmaktadir ve
muhtemelen bu iki antijen (MSPB- amino terminal fragman, MSPA- karbonil terminal
fragman) gende meydana gelen post-transkripsiyonel ayrilma sonucu sekillenmistir.
Ayrilmanin 344 amino asit rezidiisiinden hemen sonra meydana geldigi tespit edilmistir
(Noormohammadi ve ark 2000). Antijenleri kodlayan mesajin boyutu, transkripsiyon
baslama bolgesinden (Noormohammadi ve ark 2000), tahmin edilen bitis bolgesine denk
gelen vlhA geninin trankripsiyon uzunluguna karsilik gelmektedir (stem loop). Bu nedenle;
M. gallisepticum’da oldugu gibi, M. synoviae’da da vIhA gen transkripsiyonu
monosistroniktir. MSPA ve MSPB; kirmizi1 kan hiicrelerini adsorbe edebilme kapasiteleri
ve tam uzunluklar1 bakimindan birbirinden farklilik gosteren vlhA gen iiriinleridir. Bu iki
klon arasinda, vlhA transkript boyutlar1 ve miktarlar1 bakimimndan 6nemli bir farklilik
bulunmadigr saptanmistir. Bunlara ek olarak, 25-30 kDa boyutlarinda bir bagka membran
proteini MSPC, tanimlanmistir ve bu protein antijenik olarak MSPB ile yakin iligkili
bulunmustur ve bu proteinin MSPB proteinin kesik formu olabilecegi diistiniilmektedir

(Noormohammadi ve ark 1997).

MSPA ve MSPB’nin her ikiside yiizey baglanma proteinleridir ve yiiksek siklikla
antijenik varyasyon gosterirler, ancak sadece MSPA eritrositler i¢in baglayict gorev
iistlenmektedir Bazi M. synoviae suslarinin bolim analizleri MSPA’nin MSPB’den
antijenik olarak daha fazla ¢esitlilik gosterdigine isaret eder (Noormohammadi ve ark
1997-1998). Hemaglutininler, avian mikoplazmalarin virulansinin belirlenmesinde ve

kolonizasyonda gorev alan en 6nemli yiizey proteinleri sayilmaktadir (Bencina 2002).

Baz1 diger mikoplazma tirlerinde oldugu gibi major yiizey antijenlerinin antijenik
varyantlarinin M. synoviae infeksiyonlarinin kronik seyrine Onemli derecede katkida

bulunduklari diistiniilmektedir (Behrens ve ark 1994).

Antijenleri kodlayan; vlhA geni genis bir multigen ailenin tyesidir. Ancak sadece

bir tek vlhA geni herhangi tek bir hiicreyi ifade etmektedir, diger vlhA gen veya
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fragmanlar1 transkripsiyonel olarak stabildir ve pseudogenler; gereksinim duyulan
transkripsiyonel elementler olarak degerlendirilmistir (Noormohammadi ve ark 2000). M.
synoviae vlhA geninin bélimlerinde siklikla varyasyon goriilebildigine isaret etmektedir
(Noormohammadi ve ark 1997-2000). M. synoviae vlhA proteininin antijenik degiskenligi
temelinde yatan molekdler esas olan immunodominant ylzey hemaglutininleri, belirlenmis
vlhA gen bolgeleri ile vlhA pseudogene kopyalarint kaynastiran bolge spesifik
rekombinasyonlara dayandirilmistir (Noormohammadi ve ark 2000). Bir genin yenilenme
mekanizmasi olarakta bilinen gen doniisiimii, genis bir pseudogen rezervuarindan yeni
bolimlerin kuvvetlenmesi sonucunda bir basit M. synoviae susundan ¢esitli variantlarin
tiretimine olanak saglar. Tek tamamlanmis vlhA geni ile ¢oklu pseudogen kopyalar
arasindaki rekombinasyon, yeni vlhA gen varyant olusumunu netlestirmektedir. M.
synoviae’da VIhA antijenik varyasyonunun kontrolinin pseudogen/kodlama bolim
repertuvarlarinin ~ kullanildigi  multiple gen doniisim olaylarn ile gerceklestigi
goriilmektedir. Bu doniisiim hemaglutinini kodlayan bolgenin varyasyonu i¢in ciddi bir

potansiyel olusturmaktadir (Noormohammadi ve ark 2000).

M. synoviae WVU 1853 susunda bu giine kadar 3 VIhA gen varyanti (vlhAl,
vlhA4, and vlhAS5) tespit edilmistir (Noormohammadi ve ark 2000). Bu genler esit
biiyiikliiktedir ve rekombinasyon olayini isaret eden vlIhA’nin orta kisminda 400-bp DNA
kisminda genis bir ¢esitlilik gosterir, bolgesel varyasyon gostermesine ragmen, uzunlugunu
ve kombinasyonunu koruma egilimindedir. Tiim bunlara ragmen, calismadan, vlhA gen
degisiklik potensiyelinin dikkat ¢ekici diizeyde oldugu ve vlhA geninin hicbir 6zelligini
kaybetmeksizin farklilagabildigi seklinde sonucu ¢ikarilmistir (Awater Bejaoui Khiari ve
ark 2010).

M. gallisepticum ve M. imitans’in hemaglutininleri vlhA ile iliskili multigen aileleri
tarafindan kodlanirlar (Markham ve ark 1993). M. gallisepticum ile M. synoviae arasinda
vlhA geninde 6nemli farkliliklar mevcuttur. Bu tiirlerde, vlhA genleri 5 farkli genomik
boliimde lokalize olmustur ve her bir genin, aktarimda etkili bir rolii oldugu goriilmektedir

(Markham ve ark 1993).

VIhA geni homologu, sadece diger iki mikoplazma tiiriinde saptanmistir; M.
gallisepticum ve M. imitans, ve her ikiside kanath patojenidir (Markham ve ark 1999).
M.gallisepticum’un genomik diziliminin son zamanlardaki tayini, vlhA geninin bes farkl

genomik boliime yerlesmis oldugunu gostermektedir, M. synoviae WVU 1853 susunun

24



genom bdliimleri saptanmistir ve M. gallisepticum ile karsilagtirmali analizleri sonucunda
iki etkenin; iki farkli filogenetik grupa ait oldugu ve vlhA genleri antijenik gesitliligini
olusturan mekanizmaninda tamamen farkli olmasina ragmen iki cins arasinda horizontal
gen transferi oldugu kanitlanmistir. Hemaglutini kodlayan genler arasinda horizontal gen

transferi daha fazladir (Sirand-Pugnet ve ark 2007).

M. synoviae WVU 1853 susunun hemaglutinasyon bdolgesi onemli bir degisim
gostermis ve boyca Onemli Olgiide indirgenmis, daha Onceden belirlenmis vlhA
genleri(vlhAl, vlhA4 ve vlhAS) ile yakin iliskili immunodominant bir vlhA varyanti

(MS2/28.1 olarak isimlendirilmis) oldugunu gostermistir (Noormohammedi ve ark 2000).

M. synoviae genomik haritas1 tam olarak ¢izilememistir. Ancak, M. synoviae’nin
genomunun diger mikoplazma tirlerinden daha kii¢iik oldugu kanitlanmistir. Bu tahmin,
DNA genomunun Smal tarafindan pargalanmasi ile olusan, 344-3 den 19-8kb’a cesitlilik

gosteren bes fragmana dayanmaktadir (Joanne L. ve ark 2005).

Genomik dizilimin 6nemli 6gelerinden olan; tufA, recA ve rrnA genleri, M.

synoviae genomunun 173kb boliimiinde sinirlandirilmigtir (Chambaud ve ark 2001).

Iki pseudogen fragmani, ORFs 3 ve 6 vlhA pseudogen lokuslarinin belirlenmesinde
bir prob gorevi Ustlenmistir. Bu problar, genomda yerlesmis tim vlhA lokuslarini
belirlemektedir. Bu probun M. synoviae genomunun yaklagitk 50 kb lik kismini

baglayabilecegini gostermektedir (Noormohammadi ve ark 1998).

M. synoviae genomunun yaklagik 114 kb. bOlimiinde bulunan hem belirlenmis
vlhA genleri hem de vIhA pseudogen ailesi, M. gallisepticum vlhA multigen (pOGA)
ailesinin dizilimine karsitligi ile belirlenmistir (Papazisi ve ark 2003). M. gallisepticum,
genomu boyunca bes farkli lokusa yayilmis genlerin ¢oklu kopyalarma sahiptir.
Yayilimdaki farklilik, M. synoviae’nin hemaglutinin genindeki genetik varyasyonda farkli
metodlar kullanildigin1 ifade etmektedir. M. gallisepticum’un belirlenmesi, vIhA genlerinin
kontrolii bu genler arasinda yakinlik olmasi sartin1 gerektirmezken, bolge-spesifik
rekombinasyona bagli varyasyonun sekillendigi M. synoviae’da tim gen ailesinin tek bir
genomik bolgede hatta tek bir lokusta yerlesmis olmasi gerekmektedir. vIhA gen lokusunu
karekterize edebilmek i¢in, DNA fragmanlar1 genomik DNA bilgileri ve nukleoit
dizilimleri saptanmis {i¢ farkli M. synoviae WVU 1853T’dan klonlamistir. Sonug olarak;
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nikleotid bolimleri, belirlenmis vlhA geni igin bir transkripsiyonal bitis isareti olarak
tanimlanmis ve genlerin, belirlenmis vlhA geninde asagr dogru yerlesik bulundugu
saptanmustir, ve belirlenmis vlhA genlerinin (843 baz boliimii) yukar1 dogru tekrarlarinin
ard1 ardina dizilimleri vIhA pseudogenlerini meydana getirmektedir. Her iki vIhA geninin
ve VIhA pseudogenlerinin kromozumunun ayni 160kbp boliimii ile sinirlanmis oldugu

saptanmistir (Allen ve ark 2005).

M. synoviae'nin genomik haritasinin derivasyonu ve bu haritada vIhA lokusunun
yerlesimi, organizmanin genetik varyasyonuna karisan mekanizmanin anlasilmasinda
onemli bir adimdir. Bu tiir calismalar ile, vIhA geninin genetik maniplasyonu yolu ile M.
synoviae rekombinant asilarmin gelistirilmesine 1s1k tutalacaktirlar (Joanne L. ve ark
2005).

1.10. Koruma ve Kontrol

Mikoplazmalarin kontroliinde diinyaca Onerilen sistemlerde ortak hedef grand
parent
stock’larda eradike edip, parent stock seviyesinde ise iyi bir biyoguvenlik sistemi ile
hastaliktan ari yapiy1 korumaya ¢alismaktir (Anonim 1990, Anonim 1996, Gokgelik 2008).
Kanatlilarda M. gallisepticum, M. synoviae ve hindilerde M. melagridis’in neden oldugu ve
vertikal yolla bulasan infeksiyonlarin oniine gegmenin baslangi¢ noktas1 damizlik siiriileri
bu enfeksiyondan uzak tutmaktir. Hastalikta en onemli kayip mikoplazma ile infekte
damizliklardan elde edilen civcivlerde performans kaybidir. Ozellikle de vertikal
bulasmanin sekillenmesi ve damizliklarin bu infeksiyonlar yoniinden ari olmasi gerektigi
i¢in bu iki infeksiyon etkeninin hizli, giivenilir bir testle teshisi neticesinde acil koruma ve

kontrol 6nlemlerinin alinmasi sarttir (Akan ve ark 2008).

Broyler ve yumurtaci isletmelerde mikoplazma izleme programinin olusturulmasi,
bu hastaligin vermis oldugu performans kayiplarini ve ilave tedavi masraflarini azaltmada
oldukca etkindir. Hastaligin tedavisinde kullanilan antibiyotikler olmakla beraber siirtideki
verim diislikliigli ve tedavi masraflart nedeniyle 6nemli ekonomik kayiplara neden olurlar.
Ulkemizde koruma ve kontrol amaciyla; 1989 yilindan beri “Kulugkahane ve Damizlik
Isletmelerinin Saglik ve Kontrol Yénetmeligi” yiiriirlige girmis son olarak 2007 yilinda
yonetmelik giincellenmistir (Anonim 2007a, Anonim 2007b). Bu yonetmelik kapsaminda

damizlik siiriilerin kontrolleri 16 haftaliktan itibaren baslar ve en az yilda iki kez
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kontrolleri devam eder. Ulkemizde mikoplazma yoniinden yapilan kontrollerde cabuk lam
aglutinasyon, serum plak dilusyon, tlip aglutinasyon testi gibi tarama testleri ile taranir
pozitif bulunan sirilerde sonu¢ nispeten spesifitesi daha yiksek ELISA ve
Hemaglutinasyon inhibisyon (HI) gibi ikinci bir serolojik testle dogrulanir. Mikoplazma
antikorlar1 yoniinden pozitif bulunan siiriilerde pozitif ya da siipheli bulgularin PCR ile
dogrulanmasi gerekir. Mikoplazma infeksiyonlarinin varliginin belirlendigi strtlerde ise
tedavi uygulanmasi ile performans kaybi onlenmis olacaktir (Anonim 2007a, Anonim
2007b).

Calismamizin amaci; tavuk ve hindilerin intensif yetistiriciliginde ekonomik
kayiplara neden olan bir patojen olan Mycoplasma synoviae’nin Izmir ili ilgelerindeki
varligmin ispat edilmesidir. Infeksiyonun yayiliminin énlenebilmesi igin hizli ve giivenilir
tan1 yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ihtiyag; geleneksel olarak mycoplasma
kiiltiirleri yoluyla veya antikorlarin serolojik izlenmesi yoluyla yapilmistir. Serolojik
tarama yontemi yaygin bir sekilde halen kullanilmaktadir ancak bu yontem subklinik M.
synoviae infeksiyonlarmin teshisinde yetersiz kalmaktadir ve sadece serokonversiyon
teshisi kapsayan monitoring programlart yetersiz kalabilmektedir. (Ewing ve ark, 1998;
Kleven ve ark, 2001). Etkenin kiiltiir den teshisi ise pahali ve zaman alict olabilmesinin
yani sira yetersiz kalabilmektedir (Ewing ve ark 1998). Bu nedenlerle patojen kanath

mycoplasma tirleri glinimizde PCR tabanli testler ile belirlenmektedir.
Calismamizda; izmir ili farkl: ilgelerindeki farkli yasta yumurtaci ve broyler

kiimeslerinden alinan tracheal 6rneklerde; M. synoviae’nin varligi vlhA tabanli PCR

metodu ile belirlenmeye ¢alisilmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. izolasyon Ornekleri

Arastirma igin 2012 Kasim-Aralik aylarini kapsayan siirede, Izmir ili ilgelerinde
broyler ve yumurtaci tavuklardan teknigine uygun sekilde alinan 375 adet tracheal svap
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin
Teshis Laboratuarina % 10 CO;’li ortam saglanarak getirilmistir. Arastirma materyalini
olusturan tracheal svaplarin; 6rneklenecek kiimes biiyiikliklerinin % 0,25’i hesaplanarak;
150 (% 40) adedi broyler kiumeslerinden 225 (% 60) adedi ise ticari yumurtaci
kiimeslerden alinmistir. Orneklenen kiimeslerdeki kanatlilarin yasi, kiimes biiyiikliigii,

ornek alinan ilge ve drnek sayist Cizelge 2.1.”de gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. Ornekleme yapilan kiimeslerde iiretim sekli,alindig1 ilce, kiimes biiyiikliigii, yas1 ve
alman ornek sayisi

Ornekleme "
- Orneklenen Alian
Yapilan Orneklenen Kanath | - . - 2
N . Orneklemenin Klmes Ornek
Kanathlarin Uretim Sekli o s e et T
Yapildig: Ilce | Biiyiikliigii Sayisi
Yaslan (Broyler/Yumurtaci) (Adet) (Adet)
(Hafta)
75. hafta Yumurtaci Kemalpasa 30.000 75
62. hafta Yumurtaci Foca 30.000 75
83. hafta Yumurtact Menemen 30.000 75
38 gunlik Broyler Urla 30.000 75
44 glnlik Broyler Aliaga 30.000 75
TOPLAM 150.000 375
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2.1.2. Kullanilan Besiyerleri

2.1.2.1. Transport Besiyeri—-M. synoviae Broth

Formul gm/litre
Bakteriyolojik Pepton 10.0
Lab-Lemco’ tozu 10.0
Sodyum Klorid 5.0
Mineral Katki 0.5
25°C’depH 7.8 £ 0.2

1 litre distile suda 25.5 g tozu ¢Ozduruldi.121°C“de 15 dakika otoklavda sterilize
edildi. 50°C’ye kadar sogutulan karisima Mycoplasma Supplement SR0059 eklendi.

Hazirlanan broth deney tliplerine 5’er ml. olacak sekilde eklendi.

2.1.2.2. izolasyon Besiyeri-M. synoviae Agar

Formul gm/litre
Bakteriyelojik Pepton 10.0
Lab-Lemco tozu 10.0
Sodyum Klorid 5.0
Mineral Katki 0.5
Agar 10.0
25°C’depH 7.8 £0.2

1 litre distile suda 25.5 g tozu ¢6zduruldi. 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize
edildi. 50°C’ye kadar sogutulan karistma Mycoplasma Supplement SR0059 eklendi.

Haziralanan agar, 20’ser ml. petrilere dokuld.
2.1.3. PCR
2.1.3.1. Kullanilan cihazlar

PCR 25 ornek kapasiteli Eppendorf Master Cycler kademeli termal dongileme

cihazinda gergeklestirilmistir.
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2.1.3.2. MgCl,, Tag DNA Polimeraz, 10X Taq Buffer , ANTP Mix

25 mM MgCl,, Tag DNA polimeraz (5U), 10X Taq Buffer (+KCL, - MgCl,
10mM deoksintikleotid trifosfat (ANTP) set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Fermentas®)
kullanild.
2.1.3.3. Primerler

Mycoplasma synoviae’nin identifikasyonu igcin VIhAF VIhAR genlerinin

belirlenmesinde kullanilan primerler Cizelge 2.2.’de verilmistir.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan primerler

Primer Oligonukleotiddizisi ( 5°-3) Referans
VIhAF 5-ATTAGCAGCTAGTGCAGTGGCC-3'"  Bencina ve ark. 2001
VIhAR2 5-AGTAACCGATCCGCTTAATGC-3' Hammond ve ark.-2009

2.1.4. Elektroforez Cihazi

Elektroforez islemi Thermo marka, elektroforez tankinda, goriintiileme islemi

VilberLourmat marka goriintiileme cihazinda gergeklestirildi.

2.1.4.1. Agarose Jel Hazirlamis1

o Fo 101 T= I 5 T | 0 1T 19
TBE (0,5X) ... ettt e e e e e 50 ml

Buffer, sise igerisindeki agarozun iizerine ilave edilip, karistirildi ve mikrodalga
firmda yaklasik 3-5 dk. kaynatilan karigim, 40-50 °C’ye kadar sogutuldu. Soguyan
karigima 3 pl % 1°lik Ethidium Bromiir ilave edildi ve karistirildi. Halen sivi halde olan
karigim, yiikleme kuyucuklarini olusturacak taraklar yerlestirildikten sonra jel kalibinin
igerisine yavasca, kabarcik birakmayacak sekilde dokildi, 25-30 dakika oda 1sisinda
sogumaya birakildi. Sogutulan jel, kaliptan cikarilarak, elektroforez tankina dikkatlice

yerlestirildi.

2.1.4.2. Marker

Marker olarak 100 bp’lik DNA ladder (Fermentas) kullanildi.
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2.1.4.3. Etidium Bromr

Elektroforez isleminden sonra goriintiileme igin jelin boyanmasinda Sigma marka
% 1’ likEthidium Bromiir 500 ml 0,5X TBE ile hazirlanan % 2’ lik agaroz jelin igerisine 3
pl miktarinda eklenerek kullanilda.

2.1.4.4. Pozitif Kontrol

Polimeraz Zincir Reaksiyonu c¢alismamizda kullanilan Mycoplasma synoviae
standart suslarindan purifiye edilen pozitif kontrol DNA, Ankara Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 6gretim iiyesi Prof. Dr. Mehmet AKAN’dan temin

edilmistir.

2.1.5. DNA Ekstraksiyon Kiti

DNA ekstraksiyonu amaciyla birgok mikroorganizmadan yiiksek kaliteli genomik
DNA’nin izolasyonu i¢in dizayn edilmis genomik DNA ekstraksiyon kiti (Fermentas®)

kullanilmistir.
2.2. YoOntem
2.2.1. Orneklerin Alinmasi

Arastirma igin 2012 Kasim-Aralik aylarini kapsayan siirede, Izmir ili ilgelerinde
broyler ve yumurtaci tavuklardan teknigine uygun sekilde 375 adet tracheal svap alindu.
Alman tracheal svaplar dogrudan Mycoplasma Broth bulunan tiplere aktarildi. % 10
CO,’li ortam saglanarak 37 ‘C’de etiive inkubasyona birakildi. Alinan érnekler inkubasyon
sonrasinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalt

Rutin Teshis Laboratuarina getirildi.
2.2.2. Mycoplasma synoviae izolasyonu

Laboratuvara getirilen tracheal svap 6rneklerinden Mycoplasma synoviae etkeninin
saf olarak elde edilmesi amaglanmistir. Bunun i¢in, mycoplasma broth’ta getirilen ve 7
giinlik inkubasyon sonrasinda Mycoplasma agara ekimleri yapilan tracheal svaplar

inkubasyona birakildi. Inkubasyon 37 "C’de 7 giin % 10 CO,’li ortamda gerceklestirildi.
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Inkubasyon siiresince iiremeler takip edildi. inkubasyon siiresi sonunda iireme olan
besiyerlerinde kor pasajlar yapildi. Yapilan kor pasajlar 7 giinliik inkubasyon sonucunda

degerlendirildi.
2.2.3. DNA izolasyonu

375 adet tracheal svap 6rneginden izole edilen M. synoviae suslari belirlendi ve
DNA ekstraksiyonu asamasina gecildi. (Hammond ve ark 2009). izole edilen suslarin
DNA izolasyonu genomik DNA ekstraksiyon kiti (Fermentas®) ile prosediire uygun olarak
yapildi. Ayrilan DNA’lar PCR c¢alismalar1 yapilana kadar cryo tiiplerde -20 °C derin
dondurucuda saklandi.

Fermentas® DNA Isolation Kit Prosediiri:

*Bir 6ze dolusu mikoplazma kultari 400 pl lizis solusyonu ile stspanse edildi.
65°C’de 5 dk inkibe edildi.

*600 pl kloroform ilave edildikten sonra 10.000 rpm.de 2 dk santriftij yapildi.
Stipernatant atildu.

*800 pl presipitasyon solusyonu pelet (zerine ilave edildikten sonra oda
sicakliginda 1-2 dakika karistirildi.

*10.000 rpm’de 2 dakika santrif(ij edildikten sonra DNA iceren pelet 1.2 M NaCl
solusyonunda ¢ozdirald.

*300 pl etanol eklendikten sonra 10 dakika -20°C’de bekletildi. 10.000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildikten sonra % 70’lik etanol ile yikandi. Daha sonra 100 pl steril
distile suda ¢6zildi. Her bir PCR reaksiyonu icin 5 pl template DNA kullanildi.

2.2.3.1. PCR

Master Mikslerin Hazirlamisi: Arastirmamizda VIhAF ve VIhAR2 primerleri
amplifikasyon i¢in kullanilmistir. Master miskin hazirlanmas1 asamasinda; her iki
primerdende 0.5 uM, 0.2 mM dNTP, 2.5 mM MgCI, 1X reaksiyon buffer, 0.5 U Tag DNA
polimerase verilen oranlarda kullanilarak toplamda 50 pl hacme ulasilmistir (Hammond ve

ark 2009). Kullanilan malzemeler ve voliimleri Cizelge 2. 3.”de belirtilmistir.
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Cizelge 2.3. Mycoplasma synoviae. i¢in mastermiks hazirlanma oranlari (Hammond ve ark 2009)

Malzeme (Ticari) Istenen Son Miktar

(1)

Taq Buffer 1(+KClI,- MgCl,) (10X) 5ul
MgCl, (25mM) 5ul
dNTP (10mM) 1pl
Primer 1 (VIhAF)-10pmol 2,5l
Primer 2 (VIhAR2)-10pmol 2,5 ul
Taqg DNA Polimeraz (5U) 0.2 ul
ddH,0O Son Volime

Tamamlanir
Template DNA (200 nM) 5ul
TOPLAM 50 pl

Mastermiksler hazirlandiktan sonra 0,2 mL’lik tiipler, 6rnek adedi kadar
numaralandirilip, i¢lerine 45’er pl hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 5’ser ul alinp, ilgili tlplerin icerine eklendi ve agizlart
stkica kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongiileme cihazlarina yiiklenip,
programlandi. Mycoplasma synoviae icin hazirlanan mastermikslerin PCR analizlerinde
kullanilan 1s11 dongii ve silire diyagrami (Hammond ve ark 2009) Cizelge 2.4°de

gosterilmistir.

Cizelge 2.4. PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami (Hammond ve ark 2009)

Basamak Dongii Sayis1 Sicakhk Sdresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94°C 5dk
Denatlirasyon 94°C 1dk
Baglanma 36 52°C 1dk
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 1 72°C 2 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

2.2.3.2. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi

0,2 mL tiiplerde olusturulan 50 pl’ lik PCR iiriinlerinin her birinden 10 pl pipet
yardimiyla alinip, 3 pul 6x DNA loading dye solusyonu ile karistirildi. Olusturulan
karisimin tamami alinarak, jeldeki uygun kuyucuga yiiklendi. Markerlerin hazirlanmasi
sirasinda; 7 pl 6x DNA loading dye solusyonuna 3 ul Generuler 100 bp’den eklenir.
Jeldeki ilk kuyucuklara markerlar yerlestirildi.
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2.2.3.3. Jelde Yiuritme

Hazirlanmis olan jele, istenilen 6rnekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan
sonra, elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan

sonra 80V 500mA akimda 30 dakika yarGtuldu.
2.2.3.4. Goriintiilleme ve Degerlendirme

Elektroforez isleminin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde elektroforez
tankindan ¢ikarildi. Siire sonunda yiriitilen jel, bilgisayara bagli durumdaki
transilluminator cihazindaki odaciga yerlestirildi. UV 15181 altinda fotograflandiktan sonra,

bant uzunluklar1 her PCR i¢in ayr1 degerlendirildi.

Degerlendirme asamasinda PCR analizinde; Mycoplasma synoviae VvIhAF ve

VIhAR2 primerleri i¢in 315-327 bp araliginda bant olusumlar1 arandi.
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon Bulgulan

Arastirma i¢in alian 375 adet tracheal svap 6rnekleri Adnan Menderes Universitesi
Veteriner Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis Laboratuvarina getirilmistir.
Gelen orneklerin inkubasyon siiresi sonrasinda agara ekimleri yapilmis ve inkubasyona
birakilmigtir. inkubasyon periyodu sonunda agarda olusan mycoplasma pozitif siipheli
kolonilerden k&r pasaj yapilmistir. Inkubasyon periyodu sonrasinda Mycoplasma spp.

pozitif koloniler belirlenmistir.

Arastirmamizda yumurtaci ve broyler olmak {izere 5 farkli kiimesten toplanan 375
adet tracheal svap orneginde; 48 (% 12,8)’inde Mycoplasma spp. izole edilmistir. Bu
izolasyonun tamami yumurtact hayvanlardan alinan svaplardan gergeklesmistir. Broyler
kiimeslerinden aliman orneklerde Mycoplasma spp. siipheli herhangi bir iireme
sekillenmemistir. Yumurtaci kiimeslerden alinan svap 6rnekleri (225 adet) arasinda yapilan
degerlendirmede pozitif sonu¢ 48 iken yilizdeye vuruldugunda % 21,3 sonucu elde
edilmektedir. Elde edilen izolasyon pozitif 6rnek sayisi ve ylizde oranlar1 Cizelge 3.1.’de
gosterilmektedir.

Cizelge 3.1. Elde edilen izolasyon pozitif 6rnek sayis1 ve ylizdeleri

Izolasyon Izolasyon
Kiimesler Pozitif Sayisi Yuzdesi
(adet) (%)
1. Kimes- Yumurtaci 24 32
2. Klmes- Yumurtact 22 29,3
3. Kumes- Yumurtaci 2 2,7
4. Kimes- Broyler 0 0
5. Kumes- Broyler 0 0
Toplam 48 12,8
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3.2. PCR Bulgulan

Bu tez calismasi ile kanatli ve yumurtaci kiimeslerde solunum yolu ve eklem

infeksiyonlarina sebep olan M. synoviae infeksiyonlarmin tanist vIhAF ve vlhAR2

primerleri kullanilarak yapilmistir Arastirmamizda farkli tiretim sekline sahip (yumurtaci,

broyler) 5 farkli kiimesten alinan 375 tracheal svap orneginden yapilan PCR c¢alismasi

sonucunda M. synoviae pozitif olarak identifiye edilen 6rnek sayisi toplamda 12 adettir.

Pozitif sonuglarin hepsi yumurtact hayvan kiimeslerinden alinan o6rneklerden elde

edilmistir. Ornek alman broyler kiimesleri M. synoviae yoniinden negatif bulunmustur

(Cizelge 3.2.).
Cizelge 3.2. PCR pozitif 6rnek sayilari ve ylzdeleri
PCR Pozitif PCR Pozitif
Kimesler Sayisi YUzdesi
(adet) (%)
1.Klmes- Yumurtact 1 1.3
2.Klimes- Yumurtact 5 6,7
3.Klmes- Yumurtaci 6 8
4.Kumes- Broyler 0 0
5.Klimes- Broyler 0 0
Toplam 12 3,2
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9 10 11 12 13 14

Sekil 3.1. Mycoplasma synoviae PCR pozitif orneklerin (vIhAF ve vIhAR2 primerleri ile
yapilan PCR) elektroforez goriintiisi M:100 bp DNA ladder, 1: Mycoplasma synoviae pozitif
kontrol, 2: Negatif kontrol 3,4,5,7,810,11. Mycoplasma synoviae pozitif érnekler, 6,9: Mycoplasma
synoviae negatif drnekler

PCR ile yapilan identifikasyonlarda hedef patojen turlerin kimes bazindaki
dagilimlar1 incelendiginde, 1. Yumurtact kiimesten alinan 75 tracheal svap Orneginin
24’tinde Mycoplasma spp izole edilmistir. Ayn1 kiimesten alinan tiim 6rneklere uygulanan
PCR sonucunda ise 1 adet Mycoplasma synoviae identifiye edilmistir. 75 adet tracheal
svabin alindigi 2. yumurtaci kiimes Orneklerinin identifikasyonu sonucu 22 adet
Mycoplasma spp. pozitif sonug elde edilirken, yapilan PCR sonucunda 5 adet Mycoplasma
synoviae pozitif sonug elde edilmistir. Ugiincii yumurtac1 kiimesten alinan 75 tracheal svap
orneginde identifikasyon sonucu 2 adet Mycoplasma spp. pozitif 6rnek bulunurken,
PCR’da 6 adet pozitif sonu¢ elde edilmistir. Broyler kiimeslerin her ikisinde de hem
bakteriyolojik izolasyonda hem de PCR’da pozitif sonu¢ saptanmayan kiimesler, etkenden

ari bulunmustur.

Identifikasyonda; PCR ile bakteriyolojik izolasyon yéntemleri karsilastirildiginda
ise; 1. Kimeste bakteriyolojik izolasyon sonucu Mycoplasma spp. pozitif olan 1 adet
ornegin PCR sonucunda da pozitif sonug¢ verdigi, 2. Kiimeste; PCR pozitif sonug¢ veren 5
adet ornegin ise 3 adedinin Mycoplasma spp. pozitif, diger 2 adedinin ise bakteriyolojik

izolasyon sonucu negatif oldugu, 3. Kiimeste ise PCR pozitif sonu¢ veren 6 6rnegin, 2
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adedinin bakteriyolojik izolasyon sonucu Mycoplasma spp. pozitif, 4 adedinin ise

bakteriyolojik izolasyon sonucu negatif oldugu saptanmuistir.
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4. TARTISMA

Mycoplasma synoviae, entansif yetistiricilikte ekonomik kayiplara neden olan tavuk
ve hindilerin bir patojenidir. Infeksiyon ¢ogunlukla subklinik iist solunum yolu hastaligi
olarak meydana ¢ikar. Bazen MS infeksiydz sinovitise neden olabilir. Ayrica ekonomik
acidan da yumurta iiretimini, biiylimeyi, ve kulucka degerlerini diistirmesi bakimindan
onemli olabilmektedir. Aerosakkulitis ve artrit lezyonlar1 nedeniyle karkas kalite ve
miktarin1 etkilemektedir (Kleven 1997). Avian mikoplazmozisi yumurta araciligiyla
vertikal, hasta veya hassas hayvanlara direkt kontakt yolu ile horizontal olarak
bulasabilmektedir. Indirekt bulasmada; insanlar, yabani kuslar, igme suyu, ¢copler veya yem
materyalleri ile olusan bulasma ortamdaki mikoplazma olasi siirekliligini saglayarak MS

salginlarinda 6nemli bir rol oynar (Marrois C. ve ark 2000).

Tiim diinyada ve Tirkiye’de; damizlik siiriilerin, mycoplasmosisin vertikal
bulagmas1 ve yarattifi ekonomik kayip nedeniyle ari olmalar istenir. Ancak ozellikle
ulkemizde M. synoviae etkeni yok sayilarak CRD etkeni M. gallisepticum olarak
varsayllmaktadir. M. synoviae, M. gallisepticum’un godlgesinde kalmis ve bu nedenle
tizerine c¢ok calisma yapilmamis epidemiyolojik ve immunolojik olarak gizliligini
korumakta olan bir etken oldugundan c¢alismamiz M. synoviae etkeni Uzerine
yapilandirilmistir. Ulkemizde 2007 yili yayinlanan Kulugkahane ve Damuzlik Kanath
Isletmeleri Yonetmeligi Uygulama Talimati icinde damizliklarm M. synoviae ve M.
gallisepticum’dan ari olmas1 gerekliligi ve gerekliligin devamlilig1 i¢in izlenmesi gereken

identifikasyon yontem ve yollar1 agiklanmustir.

Mikoplazmalarin oldukg¢a zor iireyen mikroorganizmalar olmalar1 ve pasajlarla
birlikte yaklagik 3-4 hafta gibi uzun bir inkubasyon siiresine ihtiya¢ duymalari, kanath
stiriilerinde gecirilen diger infeksiyonlara karsi kullanilan antibiyotiklerin mikoplazma
etkenlerinin liremesini baskilamasi gibi olumsuzluklar, teshis konuldugunda siiriiniin
sagalttmin1 ve etkili koruyucu 6nlemlerin alinmasin1 engellenmektedir (Frey ve ark 1968,
Esendal 2002). MS tanisinda; giivenilir, hizli diagnosa infeksiyonun yayilmasini
engellemek i¢in ihtiyag duyulmaktadir ve bu antikorlarin serolojik incelenmesi ve
mycoplasmanin kiiltiirii ile elde edilebilmektedir. Serolojik yontemler hala yaygin sekilde

kullanilmakta olmasinin yani sira subklinik M. synoviae infeksiyonlarinin tanisinda ve
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sadece serokonversiyon saptama temeline dayali monitoring programlarinda yetersiz
kalabilir (Ewing ve ark 1998, Kleven ve ark 2001). Kiiltiir; pahali yavas ve etkisizdir.
(Ewing ve ark 1998) Bu nedenlerle giinimizde avian mikoplazmozisi rutin teshisinde PCR
tabanl testler kullanilmaktadir.Baz1 PCR’lar 16S rRNA genine dayali iken (Garcia ve ark
1996, Lauerman ve ark 1993), bazilar1 kurum i¢i (Lauerman 1998), bazilar ise ticari
uretim kitleridir. M. synoviae PCR testleri ayn1 zamanda vIhA hemaglutinin geni(HA)
temeline dayalidir.(Bencina ve ark 2001, Hong ve ark 2004). Ben Abdelmoumen Mardassi
ve arkadaslar1 (2005) M. synoviae’nin tespitinde Diinya ¢apinda M. synoviae ile ilgili
molekiiler yontemlerle teshis konusunda yapilan g¢alismalarin ¢ogu PCR testlerinin

karsilastirilmast seklindedir.

PCR metodlarinin kullanimi iizerine gesitli ¢alismalar mevcuttur (Garcia ve ark
1996, Lauerman ve ark 1993, Lauerman 1998, Bencina ve ark 2001; Hong ve ark 2004,
Ben Abdelmoumen Mardassi ve ark 2005, Ramirez ve ark 2006, Jeffery ve ark 2007). Bu
calismalarin doérdii hemaglutinini kodlayan vlhA genini hedef almaktadir (Bencina ve ark
2001, Hong ve ark 2004, Ben Abdelmoumen Mardassi ve ark 2005, Jeffery ve ark 2007).
Hong ve arkadaslari (2004) RIII bolgesini hedef alarak PRR bdlgesi ile bir PCR
tanmimladilar. Hammond ve arkadaslar1 (2009) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada; kullanilan
VIhAR2 RIII bolgesini igeren korunmus bolgenin 3’ kismini hedef almaktadir. Bu yeni
revers DNA ile bilinen 21 izolata ilaveten 9 adet izolat identifiye edilmistir. Bu durum
diger 9 izolat ta dahil olmak (izere 22 avian mikoplazma turu ile reaksiyon olusturmayarak
ve calismada DNA ekstraksiyonu sirasinda 11 svapta hicbir nonspesifik bant
olsturmayarak ispat etmistir (Pettersson ve ark 2000). VIhNAR2 geninin klinik kullanim
duyarliligi ve spesifitesi yiiksektir. Ayni ¢alismada; M. synoviae’nin teshisinde kullanilan
dort PCR metodu karsilagtirildiginda vIhAF- vIhAR2 tabanli PCR’in az miktardaki
DNA’nin belirlenmesine olanak vererek, en sfesifigi oldugu saptanmistir. PCR ve kismi
vlhA gen dizilimi sus identifikasyonunda kullanigli olabilecektir. Bu konu ile ilgili;
Bencina ve arkadaslar1 (2001) tavuk ve hindilerden elde edilen 30 M. synoviae susunun
vlhA geni kisimlarini karsilastirmis ve 11 farkli vlIhA kismi ortaya koyarken Hong ve
arkadaglar1 (2004) yaptig1 ¢alismada ayni tiirlerden elde edilen 43 susta 14 farkli grup

tespit etmistir. Her iki ¢alismada da suslar cogunlukla ABD ve Slovenya’dan alinmistir.

VIhA genini hedefleyen dublex PCR ile M. gallisepticum ve M. synoviae

etkenlerini; M. syoviae’nin tek iplik¢ik konformasyonu sayesinde birbirinden ayirmiglardir
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(Jeffery ve ark 2007). Hammond ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaptiklar1 PCR caligmalari
ile vlhA primer kombinasyonlar: arasinda duyarlilik agisindan karsilagtirma yapmiglardir.
Bu galigmalar sirasinda; VIhAF-VIhAR1 primer kombinasyonunun kullanimi ile yaptiklari
PCR sonucu (¢ adet M. synoviae izolatinin (B27/00, B142/02 and B154/02) 621 bp’de
beklenen iiriinii vermedigini ancak ayni ¢alismanin vlIhAF-vIhnAR2 primer kombinasyonu
ile tekrarlandiginda tiim Orneklerde beklenen iiriin olusumunun go6zlendigini
bildirmislerdir. Amplifikasyon sonucu ¢ikan iiriiniin boyutu 315 ve 372bp’dir. VIhAF-
VIhAR?2 tabanli PCR sadece M. synoviae kalip amplikonun tiretilmesinde ve diger 22 avian

mikoplazma tiiriiniin PCR iiriinlerini zayiflatmada oldukga spesifiktir.

Son yillarda yapilan PCR caligmalarinin ¢ogu ise vlhA tabanli PCR c¢alismalari
olup, genin hangi kisminin temel alinmasinin daha iyi sonug¢ verecegi lizerinedir. Bu
nedenlerle c¢alismamizda; M. synoviae’nin molekiiler yontemlerle identifikasyonunda

Hammond’un ¢alismasindaki primer kombinasyonu (vlhAF-vIhAR2) kullanilmistir.

Diinya ¢aginda yapilan ¢aligmalarin bazilart incelendiginde; Kaliforniya’da serum
ve yumurta sarisi ornekleri test edilmis ve MG prevalans1 giiney Kaliforniya’da % 73
merkez Kaliforniya’da % 3, MS prevalansi ise giiney Kaliforniya’da % 91 merkez
Kaliforniyada % 32 olarak belirlenmistir (Mohammed ve ark 1985). Bu ¢alismada da
goriildiigi gibi bolgelerde MS yogunlugu MG yogunlugundan fazla olabilmektedir.

Marois ve arkadaslar1 (2000) deneysel ve dogal infekte kanatlilarin yem, igme suyu,
tily ve kiimes tozlarindan aldiklar1 svap 6rneklerinden bakteriyoloji ve PCR ile yaptiklar
M. synoviae taramasinda; inceledikleri 96 adet deneysel infekte kanatlilarda bakteriyoloji
ile 10/96, PCR ile 46/96 M. synoviae pozitiflik espit ederken, dogal infekte kanatlilarda
bakteriyoloji ve PCR ile sirasiyla, 7/28 ve 17/28 raninda M. synoviae tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada elde edilen diger 6nemli kritik nokta ise kiimesten kiimese
bulagsmada en uzun mesafeyi katedebilen etkenin M. synoviae oldugudur. Bu yayilimda;
hava, insanlar, rodent, bocek vb. vektorler 6nemli rol oynamaktadir. MS infekte ¢evresel
orneklerin gesitliligi M. synoviae’nin yiiksek yayilim Kkapasitesini kanitlamaktadir.
Heidelberg ve arkadaglart (1997) bakteriyoloji ile diisiik pozitivitenin tespit edilmesini
Mycoplasma spp.’nin nazli iireyen mikroorganizma olmasina veya svap orneklerinde canli
fakat kiiltiirleri yapilamayan bir durumda bulunmalarina dayandirmiglardir. Ayrica kanath

siriilerinde gecirilen diger nfeksiyonlara karsi kullanilan antibiyotiklerin mikoplazma
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etkenlerinin iliremesini baskilamasi, etken izolasyonunu engelleyen faktOrlerden biridir

(Frey ve ark 1968).

Calismamizda da yukaridaki incelemeler ile paralel olarak PCR metodunda pozitif
sonug¢ veren bazi drneklerden yapilan kiiltiir incelemelerinde pozitif sonug elde edilmedigi
gozlenmistir. 1. Kiimeste bakteriyolojik izolasyon sonucu Mycoplasma spp. pozitif olan 1
adet ornegin PCR sonucunda da pozitif sonu¢ verdigi, 2. Kiimeste; PCR pozitif sonug
veren 5 adet O6rnegin ise 3 adedinin Mycoplasma spp. pozitif, diger 2 adedinin ise
bakteriyolojik izolasyon sonucu negatif oldugu, 3. Kiimeste ise PCR pozitif sonug veren 6
ornegin, 2 adedinin bakteriyolojik izolasyon sonucu Mycoplasma spp. pozitif, 4 adedinin

ise bakteriyolojik izolasyon sonucu negatif oldugu saptanmistir.

Ulkemizde Veteriner Kontrol Arastirma Enstitiilerinde tanisi konan hastaliklar
arasinda yaklasik % 19’luk bir oranla CRD’nin ilk sirada oldugunu bildirilmis, 33
isletmede yaptigi serolojik incelemelerde LAT testi ile 20 (% 60)’sinin HI testi ile ise 6 (%

18)’sinin pozitif sonuc verdigini tespit edilmistir (Giiler 1992).

Tiirkiye’de tavuklarda mikoplazma yayginhigr ile ilgili ¢alismalar smirh
diizeydedir. Akan ve ark. (2008), yapmis olduklar1 serolojik ve molekiiler incelemede 43
broyler damizlik isletmesinin % 16.3’inii MG pozitif, % 20.9 MS pozitif olarak
saptamislardir. Bunun disinda hastali§i direkt ve indirekt yontemlerle varligini saptayan

calismalar da bulunmaktadir (Carl1 ve Eyigor 2003).

2008 yilinda yapilan bir calismada; yumurtaci kiimeslerde M. gallisepticum ve M.
synoviae varliginin PCR ile belirlenmesi amaciyla, 365 svap 15 farkli kiimesten alinmistir.
Svaplar her kiimeste; canli trachea, 6lii trachea, akciger , hava kesesi, eklem sivisindan 5 er
adet toplamda 25 adet olacak ekilde alinmis ve Kkiiltlir sonucunda sadece trachea
svaplarinda 3 pozitiflik elde edilmistir. Bunlarin tiimiiniin MG pozitif oldugu saptanmis
Kiltirde MS pozitif 6rnek bulunmamistir. PCR sonuglarinda ise 9 adet (% 2.46) MG
pozitiflik 3 adet (% 0.82) MS pozitiflik saptanmistir (Glirbiiz,2008).

Farkl1 bir ¢alisma olarak tilkemizde; 2008 yilinda Gebze’de mikoplazma tirlerinin
tanisinda optik biyosensor tasarimi ile ilgili bir ¢alisma yiritilmis ve sonucunda
gelistirilen SPR temelli DNA biyosensori mikoplazma genomik DNA’sinin

belirlenmesinde yeterli duyarlilikta olmadig: saptanmustir ( inang Burcu, 2008).
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2009 yilinda Merkez ve Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Ensitiitiilerinin
ortaklamasa yaptig1 caligma; damizlik tavuk igletmelerinde mikoplazma identifikasyonu
tizerinedir. Calismanin sonucunda; damizlik isletmelerin tamami M. gallisepticum
yoniinden negatif bulunmustur. 37 damizlik isletmesinin 3 (% 8.1)’Unde M. synoviae
pozitif bulunmustur. Ayrica bakteriyolojik kiiltiir yontemleri ile hem M. gallisepticum hem
de M. synovia yoniinden ekimler yapilmis sadece 1 (% 2.5) isletmenin 2 kiimesinden M.
synoviae izolasyonu ger¢eklesmistir. PCR ve etken izolasyonu karsilastirildiginda ise; PCR
ile pozitif bulunan igletmelerin sadece % 33.4’{inde etken izolasyonu yapilabilmistir (Asiye

Dakman ve ark 2009).

Calismamizda kullanilan vlhA tabanli PCR sonuglar incelendiginde; yumurtaci
kiimeslerden alinan 225 6rnekten 12 adedinde (% 5.3) pozitif sonug elde edilmistir. 150
ornegin alindig1 broyler kiimeslerinden yapilan identifikasyonda ise hi¢ iireme goriilmemis,
ornekleme yapilan strllerin M. synoviae yoninden ari olduklar1 saptanmistir.

Calismamizda; test edilen 375 6rnegin % 3.2°sinde M. synoviae izole edilmistir.

Arastirmamiz Izmir ili ve ¢evresinde M. synoviae’nin identifikasyonu ve VIhA geni
varhiginin PCR ile arastirildigi ilk ¢alismadir ve M. synoviae varligi hakkinda bilgi

vermektedir.
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5. SONUC

Izmir ili ve cevresinde bulunan yumurtac1 ve broyler kiimeslerinden 375 tracheal
svap Ornegi M. synoviae’nin identifikasyonu amaciyla toplanmig ve toplanan bu érnekler
PCR metodu ile degerlendirilmistir.

Arastirmamizda; hemaglutinasyonda gorevli vIhA genini (VIhAF, VvIhAR2)
hedefleyen PCR metodu kullanilmigtir. Yapilan calisma sonucunda; alinan tracheal
svaplarin 12 adedinde (% 3.2) vlhA geni saptanmistir ve bu 6rnekler M. synoviae pozitif
olarak belirlenmistir. M. synoviae pozitif tiim 6rnekler yumurtaci kiimeslerden alinmistir.
Broyler kiimeslerinden alinan 6rneklerde M. synoviae identifiye edilememistir. Buda

ornekleme yapilan broyler kiimeslerinin etken acisindan ari oldugunu gosterir.

Elde edilen pozitiflik oraninin yumurtact kiimesler acisindan dagilimi
incelendiginde; 1.kiimeste 1 adet (% 1.3), 2. kiimeste 5 adet (% 6.7), 3. kiimeste ise 6 adet

(% 8) oraninda oldugu gézlenmistir.

PCR ile elde edilen pozitif sonuglar kultirle izolasyonda elde edilen pozitif
sonuglar ile karsilastindiginda ise; 1. kiimeste konvansiyonel izolasyon sonucu
Mycoplasma spp. pozitif olan 1 adet 6rnegin PCR sonucunda da pozitif sonug verdigi, 2.
kiimeste; PCR pozitif sonug veren 5 adet 6rnegin ise 3 adedinin Mycoplasma spp. pozitif,
diger 2 adedinin ise konvansiyonel izolasyon sonucu negatif oldugu, 3. Kiimeste ise PCR
pozitif sonu¢ veren 6 6rnegin, 2 adedinin konvansiyonel izolasyon sonucu Mycoplasma

spp. pozitif, 4 adedinin ise konvansiyonel izolasyon sonucu negatif oldugu goriilmiistiir.

Calisma sonucunda; kiltirde treme gozlenmeyen 6rneklemelerin PCR ile pozitif
sonug verdigi saptanmistir. Bu sonug ile sadece kultir ile identifikasyon sonucunda pozitif
orneklerin gozden kacirilabilecegi ve Kkiiltiirle identifikasyonun diger testlerle teyidinin

gerekliligi ortaya konmustur.

Sonug olarak; ticari kanath siiriilerinde ciddi ekonomik kayiplara neden olan M.
synoviae etkeni, M. gallisepticum’un goélgesinde kalmistir ve iilkemizde bu nedenle M.
synoviae ile ilgili ¢ok sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. M. synoviae CRD hastaliginin

olusmasinda etkin olmasinin yani sira yumurta veriminde ve kalitesinde ve ayn1 zamanda
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sinovialarda ciddi infeksiyonlara neden olmaktadir. Ulkemizde kiimeslerde diizgiin isleyen
bir monitoring sisteminin eksikligi, farkli yaslarda hayvanlarin yakin mesafelerdeki
kiimeslerde, uygun biyogiivenlik Onlemlerinin alinmamasi sebebiyle mikoplazma
infeksiyonlar1 ciddiyetini 6nemini korumaktadir. M. synoviae hakkinda verinin yetersiz

olmasi nedeniyle iilkemizde arastirmalarin yayginlastirilmasi 6nerilmektedir.
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OZET

Izmir Ilinde Bulunan Kiimeslerde Mycoplasma synoviae Varhgimin Molekiiler Yontemlerle
Arastirilmasi

Bu calismada Izmir’deki 5 farkl ticari yumurtaci ve broyler kiimesinden alman 375

tracheal svap M. synoviae yoniinden vlhA geni tabanli PCR yontemi ile incelenmistir.

Calismamizda kilturle izolasyon galismalari sonucu M. synoviae tim 6érneklerin %
12.8’inde identifiye edilmistir. Yumurtaci kiimeslerde (1., 2., 3. kiimes) M. synoviae’nin
yiizde dagilimi, sirasiyla; % 32.2, % 29.3, % 2.7’dir. iki farkli broyler kiimesinden alinan

orneklerde ise M. synoviae saptanmamustir.

Diger yandan, vlhA tabanli PCR ile yapilan izolasyon c¢alismalarinda; 375 6rnekte
12 pozitif 6rnek saptanmistir. Pozitif sonuglarin kiimes bazinda dagilimina bakildiginda; 1.
yumurtaci kiimeste % 1.3 (1 adet pozitif), 2. yumurtaci kiimeste % 6.7 (5 adet pozitif), 3.
yumurtact kiimeste % 8 (6 adet pozitif) seklinde bulunmustur. Broyler kiimeslerinden

alinan 6rnekler kiiltiir izolasyon sonuglari ile paralellik gostermis olup negatifdir.

Aragtirmamizda, yumurtact kiimeslerinde M. synoviae varligi PCR ile tespit
edilmistir. Broyler kiimeslerinden alinan orneklerden ise M. synoviae identifiye
edilmemistir. Calismamiz; PCR ile identifikasyonun, kiiltiir ile yapilandan hizli ve

giivenilir oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: M. synoviae, identifikasyon, vihA geni, PCR.
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SUMMARY

Detection of Mycoplasma synoviae in the Region of 1zmir Province by Molecular Methods

In this study; 375 tracheal swabs from five different commercial layer and broiler

poultry in Izmir were examined by vlhA gene based PCR.

In our study; at the end of the culture; M. synoviae were identified at the rate of
12.8 % from whole samples. The percentage of M. synoviae as per layer (1st, 2nd, 3rd) is
shown as follows: 32.2 %, 29.3 %, 2.7 %. M. synoviae has not been detected at none of

two different broilers.

On the other hand; in the studies that has been done with vIhA based PCR 12
positive samples were detected per 375 samples. The percentage of M. synoviae as per
layer (1st, 2nd, 3rd) is shown as follows: 1.3 % (1 positive sample), 6.7 % (5 positive
samples), 8 % (6 positive samples). The samples taken from broilers had paralel results

between cultured and PCR which were both negative.

In our study; M. synoviae was detected with PCR in layers. But at the samples
taken from broilers M. synoviae couldn’t been identified. The study showed that PCR

methods is faster and more reliable than cultured.

Keywords: M. synoviae, identification, viIhA gene, PCR
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DNA’larm tedarik edilmesini saglayan Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Mehmet AKAN’a, bugiinlere gelmemde bana

hep destek olan ve emegini esirgemeyen aileme ve esime sonsuz tesekkiir ederim.
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