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OZET

Bu calismada tavuklarda Mycoplasma gallisepticum (MG) aranmasi i¢in LightCycler
(LC) PCR (polymerase chain reaction) (bir gercek zamanli PCR sistemi, Roche) sistemi (MG-
LC PCR) optimize edildi ve MG-LC PCR’dan alinan sonuglar, damizlik tavuk kiimeslerinden
alian ayn orneklerin bakteriyoloji ve cabuk lam aglutinasyon (CLA) testi sonuglariyla
karsilastirildi. Otuz bir damizlik firmanin 646 tavuguna ait tracheal svablar ve aym
hayvanlara ait kanlarin serumlariyla ¢alisilarak MG-LC PCR, bakteriyoloji ve CLA testi ile
MG infeksiyonu kontrolii yapildi. Bu amacla her tavuktan seroloji i¢in kan bakteriyoloji ve
MG-LC PCR igin tracheal svab 6rnekleri alindi. MG-LC PCR’1n saf MG S6 susu
deoksiriboniikleik asitini (DNA) tespit limiti 0.1 fg ul™' (yaklasik bir MG hiicresi) olarak
bulundu. Hem MG S6 saf kiiltiirii hem de bu saf kiiltiir ile yapay kontamine edilen svablarda
MG-LC PCR ile tespit limiti 100 koloni olusturma birimi (KOB) ml ™ olarak belirlendi. MG
pozitif kiimes oran1 MG-LC PCR ile % 29.0, bakteriyolojik olarak % 16.1 ve serolojik olarak
ise % 48.4 olarak bulundu. Alti yiiz kirk alti 6rnek bireysel olarak degerlendirildiginde ise
227 MG seropozitif tavugun, 72°si MG-LC PCR ile 26’s1 ise bakteriyolojik olarak MG pozitif
bulundu. Tracheal svab 6rneklerinin, MG-LC PCR ve bakteriyoloji oran1 karsilastirildiginda
ise (73/26) % 55,6 oraninda ayn1 sonuglar1 verdi. Sonucta MG seropozitif kiimeslerdeki
tavuklarin tracheal svablarindan MG tespit etmek icin MG-LC PCR’1n hizl ve kesin bir metot

olduguna karar verildi.

Anahtar Sozciikler: Mycoplasma gallisepticum, Ger¢cek zamanlit PCR, Tavuk.



SUMMARY

Optimization of LightCycler (LC) PCR (Polymerase Chain Reaction) System for
Detection of Mycoplasma gallisepticum (MG) in Chicken

In this study LightCycler (LC) PCR (Polymerase Chain Reaction) system (a Real-
Time PCR system, Roche) for the detection of Mycoplasma gallisepticum (MG) (MG-LC
PCR) in chicken was optimized and the results from MG-LC PCR were compared with those
from bacteriology and serology with plate agglutination test (PAT) using clinical samples
from chicken breeder flocks. Six hundred fourty six chickens from 31 parent breeder flocks
were examined for MG infection by MG-LC PCR, bacteriology and PAT. For this, both
tracheal swab and blood samples were taken from each chicken for MG-LC PCR,
bacteriology and serology respectively. Detection limit of MG-LC PCR with pure MG S6
strain deoxyribonucleic acid (DNA) was 0.1 fg ul™' (approximately equal to 1 cell) and was
100 Colony Forming Unit (CFU) ml™' with both pure culture and with tracheal swabs
artificially spiked with the same strain. The MG-LC PCR positive flock rate was 29.0 %
while bacteriology and seropositive flock rates were 16.1 % and 48.4 %, respectively.
Individual sample-based assessments revealed that 72 and 26 tracheal swab samples from 227
seropositive chickens were positive by MG-LC PCR and bacteriology. MG-LC PCR and
bacteriology agreed for (73/26) 55.6 % of the tracheal swabs tested. In conclusion, MG-LC
PCR rapidly and accurately detected MG from tracheal swabs of chickens from seropositive

flocks.

Key Words: Mycoplasma gallisepticum, Real-Time PCR, Chicken.



GIRIS

Mycoplasma gallisepticum (MG) tavuklarda ‘Kronik Solunum Yolu Hastaligi” (CRD),
hindilerde ‘Infeksiyoz Siniizitis* hastaliginin etkenidir (1-5). MG etkeninin yol agtig1
karkaslarin deger kaybetmesi, yem tiiketimi ve yumurta verimindeki azalis ve artan tedavi
masraflarindan kaynaklanan ekonomik kayiplar, etkeni diinyada ticari kanatl1 sektoriiniin yiiz
yiize kaldig1 en masrafl etkenlerden biri haline getirmektedir (6-7). Damuzlik tavuk ve
hindiler MG ile infekte oldugunda, etkeni yumurta yoluyla civcivlere de aktarirlar (6, 8-11).
Boylece infeksiyon ticari et-tipi tavuklarda hava kesesi yangisina, yumurtaci tavuklarda CRD
nedeniyle yumurta verimi diisiislerine ve tiim yetistirme tiplerinde solunum yolu
problemlerine neden olarak dnemli ekonomik kayiplar sekillendirir (12, 13). MG’a bagh
diger bir ekonomik kayip da yumurta i¢cinde embriyolarin 6liimii (kabuk alt1 6liim)
nedeniyledir. Damizliklardaki infeksiyonun antibiyotiklerle sagaltimi infeksiyonun ge¢
donemlerinde oldukca zordur. Bundan dolay1 erken donemlerde infeksiyonun tanisi ve
sagaltimi ¢ok kritik bir neme sahiptir (11).

Ulkemizde tavukculuk sektorii, hayvanciligimiz i¢inde en hizli gelisen sektor
konumundadir. 2000’1i yillarda kanath sektoriiniin Avrupa Birligi (AB) ile uyum caligmalar
baslamis ve Tiirkiye’nin AB iilkelerinin kanath eti ithal edebilecegi 3. iilkeler listesine
girmesi asamasina gelinmistir. Veteriner hekimlik i¢inde kanatli hekimligi 6zel bir 6neme
sahiptir. Gida amacli yetistirilen kanatlilar ¢ok sayida ve yogun bir bigimde bir arada
tutulmaktadirlar. Ekonomi nedeniyle yapilan bu tiir entensif yetistirmelerde bulunan kanatl
popiilasyonlariin saglik kontrolleri biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu tip yogun isletmelerde,
cikabilecek infeksiydz hastaliklar kolayca yayilabilecegi icin kontrolleri oldukg¢a zor olacaktir
(14-16). Bundan dolay1 kullanilacak testlerden beklenen bir diger 6zellik de hizli sonug
vermeleridir. Tavuk ve hindi infeksiyoz hastaliklarinin tanisi i¢in kullanilan standart tani
yontemleri olmakla birlikte 6zellikle serolojik yontemlerde duyarlilik ve 6zgiinliikle ilgili
yasanan problemler, bakteriyoloji ve virolojinin sadece dzgiin laboratuvarlarda
uygulanabilmesi ve zaman alicilifi diger kanatli hastaliklar1 gibi MG infeksiyonu i¢in de
cesitli bilimsel ¢calismalarda (17-21) kanitlanmis olup, veteriner hekimlikteki diagnostik
mikrobiyolojide alternatif tan1 yontemlerinin gelistirilmesi gereksinimini ortaya ¢ikarmistir.

Dogal olarak gelistirilmis bu alternatif yontemlerden en 6nemlisi de polimeraz zincir



reaksiyonu (PCR) olmustur (22-26). Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Kanathi Koruma
Kontrol Programi’nda [(National Poultry Improvement Plan (NPIP)] (3) kiimeslerin genel
koruma ve kontrolii i¢in, yetistiricilik yapan kiimeslerde siiriiye sonradan hayvan katilmamasi,
gerekli olan serolojik testlerin rutin olarak uygulanmasi ve MG infekte siiriilerin kesime
gonderilmesi gerektigi belirtilmistir. Ulkemizde de diger sorunlu iilkelerde oldugu gibi (27-
32) Tarim ve Koy Isleri Bakanligi Koruma ve Kontrol Genel Miidiirliigii tarafindan
yaymmlanan MG infeksiyonu ile ilgili miicadele yonetmeliklerine gore (33) damizliklarin MG
infeksiyonundan ari olmalar1 gerekir. Bu nedenle damizlik kokenli bir bakteri olan MG ile
infeksiyonun dogru bir bi¢cimde teshisi son derece 6nemlidir. S6z konusu yonetmelikte
infeksiyonun tanis1 amaciyla tanimlanan testlerden PCR haricindekiler olduk¢a zaman alict,
zor ve spesifiteleri de diistiktiir. Aym yonetmelikte MG-spesifik PCR testi de bakteriyoloji
gibi bir teyit testi olarak bildirilmistir ve PCR-pozitif 6rneklerin oldugu siiriiler, MG-infekte
kabul edilerek yetistirmeden ¢ikarilirlar (33). MG’un teshisi i¢in PCR kullaniminin 6nemi
bir¢ok ¢alismada kanitlanmistir (34-38).

Geleneksel PCR tabanl testler PCR sonrasi olusan iiriinlerinin 6zgiinliigiiniin
saptanmasi icin jel elektroforezini takiben Southern Blotting ve daha sonra spesifik problarla
hibridizasyon gibi zaman alic1 islemler, bu islemleri yapmak icin uzman personel,
kontaminasyon riskini artiran acgik reaksiyon sistemleri gerektirmektedir. Bu testlerin uzun ve
karmagikliklaria pahali fiyatlar1 da eklenmektedir. Bu olumsuzluklar sonucunda yapilan
islemler fazlalastig1 icin yapan kisiden yada agik reaksiyon sisteminden kaynaklanan
problemlerin yaninda, primer-dimer olusumu, spesifik olmayan iiriinlerin olusmasi veya hedef
deoksiriboniikleik asit (DNA)’in az miktarda olmasindan dolay1 ortaya ¢ikan basarisizlik gibi
problemler ortaya c¢ikabilmektedir (39-43).

Klasik PCR tekniginde yasanan bu zorluklar, 1992’de Higuchi ve arkadaslar1 (44)
tarafindan gercek zamanl (Real-Time) PCR’1n gelistirilmesiyle son bulmustur. Real-Time
PCR’da olusan PCR iiriinii miktari, floresan veren bir boya ya da problar kullanimiyla
ekrandan ger¢ek zamanh olarak, baslangigta olan tiriin miktariyla orantili olarak izlenip
kaydedilebilmektedir. Olusan iiriiniin ger¢cek zamanl olarak monitorde goriilebilmesi,
amplikonlari, primerleri, oligoniikleotid problarin floresan kapasiteli molekiillerle
isaretlenmesi ile miimkiin kilimmistir. Bu molekiiller hedef DNA bolgesinde direkt bir artis
veya hibridizasyon oldugunda sinyallerinde degisiklik olustururlar. Bu floresan sinyal her
siklusta olusan amplikon miktariyla orantilidir ve amplikon arttikca sinyaller de orantili artis

gozlenir. Bu kimyasallar daha 6nce kullanilan kimyasallara gore [(ethidium bromide (EtBr)



vb.)] toksik etkilerinin diisiik olmasi, kolayca giderilmeleri ve uzun omiirleri gibi konularda
onemli avantajlar saglarlar (40, 42, 43, 45).

‘Air Thermal Cycler (ATC) Kapiller PCR’ 1n Real-Time uygulamalarindan biri olan
LightCycler (LC) PCR sistemi veteriner ve medikal alanda bircok infeksiyonun teshisi i¢in
kullanilmaktadir. PCR reaksiyonu sonrasi iiriiniin 6zgiinliigii erime egrisi analizi ile birlikte
30-45 dakika icerisinde belirlenebilmektedir. LC PCR sisteminde kapiller boroslikat cam
borucuklar kullanilmas1 nedeniyle, geleneksel PCR’a gore bir¢ok avantajlari bulunmaktadir
(46-51).

Uludag Universitesi Arastirma Fonu destekli proje (2006/29) kapsaminda yapilan tez
calismamizda, tavuklardan alinan tracheal svab klinik 6rneklerinin PCR’a hazirlanmast ile
ilgili sorunlar giderilmis ve laboratuvarimizda optimize edilen giincellenmis olan MG-LC
PCR sisteminin kullanimiyla, klinik 6rneklerden MG aranma sensitivitesi (duyarliligl) en iist
seviyeye cikarilmistir. MG arama duyarliligi artinca, isletmelerden infeksiyonu saptamak
amaciyla alinacak 6rnek sayilar daha azalmis, dogru sonug alinacak 6rnek sayisi artmis ve
bunlar sonucunda ise testin kullanimiyla ilgili sektor daha cok bilinclendirilmistir.
Tavukguluk sektorii bu testi kullanarak, MG ile miicadele kapsaminda yaptig1 asi, ilag
uygulamasi, yonetim diizenlemeleri gibi uygulamalarin sonuglarinin rasyonelligini cok daha
net bir bicimde degerlendirerek ekonomik kazang saglayabilecektir. Buna ek olarak, hastaliga
bagh canli hayvan ve kuluckalik yumurta iiretim kayiplari, infeksiyonun dogru tanisi ile
yetistirmeden cikarilacak infekte damizliklar yoluyla en aza indirilerek ayr bir ekonomik
yarar daha kazanilmis olunacaktir.

Bu calismada, MG deteksiyonu i¢in LC PCR sisteminin optimize edilmesi ve optimize
olan bu sistemin tavukculuk entegrasyonlarinda, 6zellikle damizlik diizeyinde kullanima

sokulmas1 amaclanmustir.



GENEL BiLGILER

Mycoplasma’lar Mollicutes sinifi, Mycoplasmatales takimi, Mycoplasmataceae
familyasi, Mycoplasma genusuna aittirler (9, 52-56). Filogenetik olarak Mycoplasma’lar
Clostridium, Streptococcus ve Lactobacillus genusu iiyeleriyle ilgilidirler (57).
Mycoplasma’lar diger bakterilerden farkliliklar gosterirler. Farkli 6zellikleri arasinda hiicre
duvarlarimin olmamasi, 3 katmanli plazma membranlarinin olmasi, kii¢iik boyutlari, kii¢iik
genomlar1 metabolizma ve tiremeleri i¢in sadece birkag hiicresel organellerinin olmasi vardir
(57, 58). Bilinen en kiiciik ve basit serbest yasayan bakterilerdir. Genomlar1 500-1000 aras1
genden olusan ¢ift zincirli DNA’dan ibarettir (57, 59). Mollicutes’lerin genomlari kiiciik
boyutlar1 ve diisiik guanine (G) + cytosine (C) igerikleri ile ayirt edilebilirler. Bugiine kadar
yapilan ¢alismalardan elde edilen bilgilere gore genom biiyiikliiklerine gore 2 gruba
ayrilmaktadirlar. Birinci grup, genomlan 5%10°® dalton biiyiikliigiinde Mycoplasma ve
Ureaplasma’lar ve ikinci grup ise bunlarin yaklagik 2 kati biiyiikliiginde genoma sahip
Acheloplasma ve Spiroplasma’lardir (60).

Mollicutes’ler bircok hayvan tiiriinde hastalik olusturmaktadirlar. infeksiyonlar,
subklinik infeksiyonlardan, ciddi infeksiyonlara, bazen 6liimciil hastaliklara kadar farkl
tablolarda goriilebilmektedir. Genel olarak hayvanlardaki tablolar solunum ve iirogenital
sistem infeksiyonlari, artritis, mastitis ve septisemiyi icerir (54, 61). Anaerobik
Anaeroplasma tiirleri haricinde ¢ogu fakiiltatif anaerob ya da mikroaerofiliktir (62).
Mycoplasma’lar diinyada serbest yasayan saprofitler ya da hayvan parazitleri olarak
bulunurlar (55, 59, 62). Mycoplasma ve Ureoplasma’lar insanlar, hayvanlar, kuslar, insektler
ve bitkilerde ve hatta baz tiirleri su ve yagda serbest yasayan mikroorganizmalar olarak
bulunmuslardir (57, 63, 64). Mycoplasma genusu insan ve hayvanlarda genellikle kronik
hastaliklara neden olan 100’den fazla tiirii icermektedir. 1890’larda identifiye edilen ilk tiir
Mycoplasma Kantogiydz Bovine Pleuropneumoni Hastaligi’nin etkeni Mycoplasma mycoides
subspecies mycoides’tir (55).

Mycoplasmataceae familyasi 6 genusa ayrilir. Bunlar: Acheloplasma, Anaeroplasma,
Asteroplasma, Mycoplasma, Spiroplasma ve Ureaplasma’dir (54). Mycoplasma’lar tiremeleri
icin kolesterole ihtiyac gosterirler, Acheloplasma’lar iiremeleri i¢in kolesterole ihtiyag

gostermezler. Ureaplasma’lar ise iireyi hidroliz etme 6zelligi ile ayrilmaktadirlar (8, 53, 54).



Acheloplasma’lar bazen hayvanlarda bulunurlar ama genelde kontaminanttirlar (54, 55).
Sadece Mycoplasma ve Ureaplasma genuslan veteriner hekimlik i¢in 6nemlidir (54, 55, 59).

Sicaklik ve kimyasallarin coguna ayrica osmotik sokun meydana getirdigi lizise
duyarhdirlar (9, 59, 64). Ortalama 300-800 nm (0.3-0.8 um) biiyiikliigiinde ve kendi kendine
replike olabilen en kii¢iik prokaryotik mikroorganizmalardir (59, 62, 64-66).
Peptidoglikanlar1 ve peptidoglikanlarin 6n bilesenlerini sentezleyemedikleri i¢in hiicre
duvarina sahip degildirler (52, 55). Hiicre duvar yerine protein, glikoprotein, glikolipid ve
fosfolipitten olugan esnek plazma membranlar1 vardir. Bu membran ‘iinit membran’ olarak
isimlendirilir (8, 52, 57, 59, 62). Bu esneklik 0.22-45 pm por ¢apina sahip bakteriyel
membran filtrelerden gecebilmelerini saglar (55, 57, 59, 66). Orta tabakasinda lipitlerin
bulundugu iinit membran 70-80 angstrom kalinligindadir. Diger 2 tabaka ise protein ve
karbonhidratlardan meydana gelmistir. Unit membrandaki karbonhidrat molekiilleri
komplementin fikse edilmesinde, nétralizan antikorlarin saptanmasinda, ayn1 zamanda diger
suslarla kros reaksiyonlarda rol oynamaktadir (2, 6). Hiicre duvarina sahip olmamalari
nedeniyle koloni morfolojileri sahanda yumurtaya benzer, hiicre duvari sentezini engelleyen
antibiyotiklere direnclidirler ve tireme gereksinimleri komplekstir (52, 54, 57, 66).

Mycoplasma’lar genelde konaker spesifiktirler, bazilan sadece tek tip hayvani infekte
ederler, bazilan ise farkli hayvan tiirlerini infekte etme kabiliyetindedirler. Genelde mukozal
yiizeylere kolonize olurlar ve yayilma 6zellikleri fazla yoktur (8, 52, 55). Bazi tiirler belli
anatomik bolgelere afinite gosterirken bazilar1 bir¢ok viicut bolgesinde bulunabilirler (55, 57).
Genellikle solunum kanali ve akcigerlere yerlesme egilimi gosteren Mycoplasma’lar bu
sistemdeki siliar aktiviteyi bozarak bakteriyel infeksiyonlara kars1 afiniteyi artirirlar.
Mycoplasma synoviae (MS) gibi patojenik Mycoplasma tiirlerinin eklemler ve serdz
bosluklari ¢cevreleyen mezensimal hiicrelere karsi da affinitesi bulunmaktadir (52, 62). Doku
tropizmlerindeki degiskenlik, sinirsel semptomlar gosteren hindilerde hastaligin teshisi ile de
gosterilmistir (67). Konjuktiva, burun boslugu, orofarinks, meme bezleri, genital ve intestinal
kanal, iist solunum sisteminin mukoz membranlarinda patojenik ve nonpatojenik tiirler ile
kommensal olarak da bulunurlar (55, 59, 62). Ayrica konaket hiicrelerin 6liimiine neden olan
ya da olusturduklarn infeksiyonlarin kroniklesmesinde dnem tasiyan hemolizin, proteaz ve
diger baz1 toksik maddeler sentezlerler (52).

Agar jel difuzyon testinde Mycoplasma’lar arasinda multipl antijenik komponentler
saptanmistir. M. mycoides’in en azindan 3 antijenik kompenente sahip oldugu ve bunlarin

galaktanla iliskili oldugu bildirilmistir. M. mycoides ile infekte sigirlarin serumlarinda, bu



etkenin virulensi ile iligkili galaktanlara rastlanmistir. M. neurolyticum’da protein
karakterinde ve termolabil olan bir norotoksininin varligi ve bunun beyindeki asteriodlere
kars1 6zel bir afinitesi oldugu agiklamistir. Etken farelerde donme tarzinda beliren
hastaliklara neden olmaktadir. MG’un yikanmis hiicreleri hindi palazlan iizerinde nérotoksik
etki meydana getirmektedir. Damar ici verildikten 1 saat sonra inkoordinasyon, torticollis,
bacaklarda paraliz ve sonunda oliimler goriilebilmektedir (52).

Tavuklarla ilgili olarak ilk Mycoplasma spp. 1930 yilinda Nelson tarafindan (68)
‘Infeksiyoz Koriza’ ile ilgili kokobasil formlari olarak bulunmustur. Nelson etkeni énce uzun
siire korizayla iligkilendirmis ve sonunda doku kiiltiirleri, sivi besiyerleri ve embriyolu
yumurtalarda kokobasilleri iiretebilmistir. 1943’te Delaplane ve Stuart (69) etkeni
embriyolarda iiretmis ve once tavuklarda CRD olgularindan ve sonra hindilerde infeksiy6z
siniisitis vakalarindan izole etmislerdir. 1950’lerin baslarinda Markham ve Wong (70) ayrica
Van Roekel ve Olesiuk (71) etkeni tavuklardan ve hindilerden basaril1 bir sekilde
izolasyonunu rapor etmis ve hepsi etkenin pleuropneumoni grubundan (Mycoplasma spp.)
oldugunu kabul etmislerdir (8, 11). Bu bakterinin daha sonra MG oldugu kabul edilmistir
(72). Sonralar bir¢ok arastirmaci kiimes hayvanlarindan MS, M. meleagridis (MM), M.
gallinarum, M. iners, M. anatis, M. iowae (MI), M. lipofaeciena, M. gallinaceum, M.
gallopavonis, M. pullorum, M. columbinum, M. columborale, M. columbinasale (73), M.
anseris (74) ve M. cloacale (75) tiirlerini izole ve identifiye etmislerdir (58).

Kanath hayvanlardan simdiye kadar Mycoplasma cinsi icinde izole edilen ve
isimlendirilen 22 tiir bulunmasina karsilik bunlardan sadece 4 tanesi evcil kanatli hayvan
tiirleri i¢in patojendir (9). Bu 4 6nemli Mycoplasma cinsi MG, MS, MM ve MI'dir (1, 56,
76-78).

MG yaklagik 0.25-0.5 um boyutlarinda, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz, Gram negatif
bir bakteridir. Diger Mycoplasma’lar gibi hiicre duvar sentezleyecek yetenege sahip
olmadigindan oval, yiiziik, kokoid, flament6z ya da yildiz seklinde pleomorfik bir goriiniim
sergilemektedir (6, 62). Anilin boyalarla gii¢ boyanma 6zelliginde olduklarindan Giemsa,
Dienes, Macchiavello, Castenada ve Stamp boyama yontemleri kullanilabilmektedir (2, 3, 79-
81).

MG aerosol yolla lateral, yumurta ile vertikal olarak, ayrica kontamine virus asilariyla
bulasabilmektedir (2, 11, 55, 59, 79). Horizantal bulagsma zannedildiginden ¢ok daha yavastir,
bulasma genellikle infekte hayvanlarla direkt temas sonucu olmaktadir. Bununla birlikte

insanlar ve fomitler de indirekt bulasmada 6nemli rol oynayabilen araclardir (108). MG’un



kaz, ordek, bildircin, papagan, otiicii kuslar, yirtic1 kuslar, siiliin ve keklikte de, CRD,
infeksiyoz siniizitis ve konjuktivitise neden oldugu bulunmustur. Son zamanlarda Kuzey
Amerika’da ev kuslarinda da iist solunum yolu hastaligi nedeni olarak bulunmustur. MG
Japonya’da 3 adet ve Hindistan’da da evde yasayan bir adet ser¢eden izole edilmistir (28,
109-119). Hindilerdeki bir MG salgini zaman, 6tiicli kuslar ve kii¢itk memelilerin
infeksiyonunun potansiyel kaynagi olup olmadiklar1 da arastirilmistir (117). Bazi kuslarin
serumlarinda diisiik hemaglutinasyon inhibisyon (HI) titresi tespit edilmis ama etken izole
edilememistir. Daha sonra serceler aerosol yolla MG ile infekte edilmis ve 11 kusun 5’inden
infekte edildikten 10 giin sonra etken izole edilmistir fakat bu kuslarda herhangi bir klinik
lezyon ve semptom goriilmemistir. Bu aragtirmacilar evcil sergelerin biyolojik tastyici
olabilecekleri sonucuna varmislardir.

Bulasmada temel kaynak infekte anaglarla olan vertikal bulasmadir. Infeksiyon
periyodunun ilk devresinde bulagik yumurta yok denecek kadar az olmasina ragmen akut
devresinde infekte hayvanlar % 35 oraninda etken tasiyan yumurta iiretebilirler. Bu oran 3-4
hafta sonrasinda % 1’e kadar diisebilir ama hi¢bir zaman sifir olmayacag gibi, infeksiyon
zaman zaman da klinik form kazanabilmektedir (120). Etkenin olusturdugu klinik belirtiler
birkag hafta sonra ortadan kalkabilir ama iist solunum yolunda infeksiyon kalic1 olarak
bulunmaya devam edecektir (1).

Dis ortamda ¢ok kisa siire yasayabildikleri i¢in laboratuvar muayenesi icin 6rnekler,
buzdolabinda saklanmali ve 24 saat i¢inde laboratuvara ulastirilmahdir (1, 55). MG tavuk
diskisinda 20 °C’de 1-3 giin, giysilerde 20°C’de 3 giin ya da 37 °C’de 1 giin, yumurta
sarisinda 37 °C’de 18 hafta ya da 20 °C’de 6 hafta canli kalabilmektedir. Siv1 kiiltiirler
icinde, — 30 °C’de 2-4 y1l, liyofilize suslar da ise 4 °C’de en az 7 yil canl kalabilmektedir
(80). Christensen ve arkadaslar1 (82) MG’un tavuk tiiyiinde 2-4 giin, pamuklu giyside 12
saat-4 giin, insan saginda 8 saat-3 giin, kaucuk ve samanda 2 giin, kerestede birkac saat, insan
kulak mukozasinda 4 saat, insan burun mukozasinda 4-24 saat canliligin1 korudugunu
saptamislardir. Ayni arastiricilar kontamine tavuk tiiyliniin Mycoplasma infeksiyonu
gbzlenmeyen siiriilerde en 6nemli tehlikelerden biri olabilecegini, etkenin kauguk ve pamuklu
giysilerde 2 giin kadar canliligin1 siirdiirmesi nedeniyle kiimeslere giriste ayak
dezenfeksiyonunun ve kiimesler arasinda dolasirken giysilerin degistirilmesinin ¢ok 6nemli
oldugunu vurgulamiglardir. Stripkovits ve Kempf (83) MG’un infekte allantoik sivida 5
°C’de 3 hafta, etiivde 4 giin, oda 1s1sinda 6 giin, yamurta sarisinda da 37 °C’de 18 hafta, 20

°C’de 6 hafta canliligini koruyabildigini bildirmislerdir.



Baz1 kosullar altinda MG 6zellikle geng tavuklar, tavuk ve hindilerde akut solunum
yolu hastaligi ile de ilgili bulunurken hastaligin daha kronik formu yumurtaci ve
damizliklarda yumurta verimi diisiikliigiine neden olabilmektedir (10, 54, 55). MG
infeksiyonu solunum yolu hirltilar, 6ksiiriik, burun akintis1 ve konjiktivitisle ve hindilerde
genellikle infraorbital sinusitisle karakterize bir hastaliktir. Etken solunum sistemine
kolonizasyona basladiginda oksiiriik, nasal akinti, tracheitis ve airsacculitis lokalize
infeksiyonun baglica semptomlaridir (10, 54, 57, 79).

Hindilerde encephalitis ve buna bagl olarak torticollis ve opistotonus olgular1
gozlenmistir (8). Bu hayvanlarda nadiren MG infeksiyonunun artritis, salphingitis,
konjuktivitis ve 6liimciil ensefalopati ile de iliskili olmasi, organizmanin mukozal epitelyum
bariyerini asip viicudun uzak bolgelerine ulastigim gostermektedir. Bunun yaninda deneysel
olarak solunum yollarindan infekte edilen hayvanlarin, kalp, beyin, karaciger, dalak ve
bobreklerinden tekrar izole edilebilmesi etkenin tiim viicuda yayildigim gostermektedir (84).

Biiyiime ¢agindaki kanatlilar MG infeksiyonuna daha ¢ok yakalanmaktadirlar (2).
Broyler siiriilerde salginlar genellikle 4-8. haftalar arasinda sekillenir. Inkiibasyon periyodu
ortalama 6-21 giindiir. Kis aylarinda hastalik uzun siirer ve mortalite % 30’a kadar ¢ikabilir.
Geng civcivlerde hastalik eriskinlerden daha siddetlidir (8). Hossain ve arkadaslar1 (20)
Bangladesh’in Rajshahi bolgesinde 2006 yili Temmuz ay1 ve 2007 yili Haziran ay1 arasinda
farkl1 kiimeslerden aldiklart serum 6rnekleriyle mevsime, yasa ve siirii bityiikliigiine gore
karsilastirma yapmak iizere, 115 siiriiden 575 serumla ¢abuk lam aglutinasyon (CLA) testi
calismiglar ve MG infeksiyonunun genel prevalansini % 55.13 olarak bulmuslardir. Yaz
sezonunda (% 47.74) kis sezonuna gore (% 61.48), yine yash siiriilerde (% 44) geng siiriilere
gore (% 72.72) MG infeksiyonunun daha az yaygin oldugu sonucuna varmiglardir. Siirii
biiyiikliigiine gore karsilastirma yapildiginda ise infeksiyonun kiiciik siiriilerde (% 52) biiyiik
stiriilere gore (% 62.86) daha az yaygin oldugu sonucuna varmislardir. Barua ve arkadagslar
(19) Bangladesh’in ¢esitli bolgelerinde broyler ve yumurtaci siiriilerden 2004 yili Temmuz ve
Ekim aylar arasinda, aldiklar1 400 serumda CLA testiyle yaptiklar1 calisma sonucunda MG
antikor prevalansini broyler kiimeslerde % 53, yumurtaci kiimeslerde ise % 46 olarak
bulmuslardir.

Sikder ve arkadaslar1 (21) Bangladesh’in Kalapara Upazilla bolgesinde 6 farkli
damizlik kiimesinde yasa gore, yagmurlu sezon ve kis sezonunda, disi ve erkekler arasinda
364 serum lizerinde yaptiklar1 karsilastirmali calismalarinda CLA testiyle calismiglar ve MG

infeksiyonunun seroprevelansini genel olarak % 46.88, yagmurlu sezonda % 51.74, kis



sezonunda ise % 61.45, disilerde % 24.10, erkeklerde ise % 15.62 olarak bulmuslardir.

Ayrica MG infeksiyonunun prevalansini yasa gore karsilagtirdiklarinda 18 haftalik
hayvanlarda % 71.42, 22 haftalik hayvanlarda ise % 50 olarak bulmuslardir. Sarkar ve
arkadaslar1 (18) Bangladesh’te 2004 yil1 Ocak ve Mayis aylan arasinda, damizlik
kiimeslerinde CLA testi ile 382 serum ile ¢alismiglar ve MG infeksiyonunun genel
seroprevalansini % 58.9 bulmuslardir. Yaz sezonunda seroprevelans % 58.1 olmasina ragmen
kis sezonunda bu oram % 62.44 olarak bulmuslardir. Aynm1 zamanda sonuglar disi ve erkek
hayvanlar karsilastirildiginda erkeklerde % 48.57, disilerde ise % 59.94 oldugu sonucuna
varmiglardir. 2003 yilinda Thu ve arkadaglart (85) Vietnam’da MG’nin yaygimnligini hem
nested hem de geleneksel PCR ile ve hem ilkbaharda hem sonbaharda karsilagtirmali olarak
calismislardir. ilkbaharda 197 saha 6rnegi ile calismiglar, bunlardan % 86.8’i nested PCR ile,
% 56.8’1 geleneksel PCR ile MG pozitif bulmuslardir. Sonbahar ayinda ¢alistiklar1 183
ornegin % 27.3’1 nested PCR ile % 12’sini ise geleneksel PCR ile MG pozitif bulmuslardir.
Bu calismanin sonunda nested PCR’1n geleneksel PCR’a gore daha hassas oldugu ve
sonbahar mevsiminde MG hastaliginin ilkbahar mevsimine gore daha yaygin oldugunu
bildirmislerdir.

CRD, ciddi airsacculitis ile karakterize MG veya MS infeksiyonlarinin, Infeksiy6z
Bronchitis Virusu veya Newcastle Hastalig1 Virusu gibi solunum yolu viruslar ve genellikle
Escherichia coli (E. coli) ile komplike olmasi sonucu olusan bir hastaliktir (10, 11). MG’un
infeksiybz Bronchitis Virusu ile (86-88), Newcastle Hastalig1 Virusu ile (89), Influenza A
Virusu ile (90), Adenovirus’larla (91), Heamophilus gallinarum’la (92, 93) ve E. coli ile (94)
birlikte hastalik olusturduklari bildirilmistir (58, 76, 79). Ikili veya iiclii miks infeksiyonlarda
hastaligin seyri degismekte, ciddi klinik bulgular olugsmakta ve dolayisiyla sagaltim prosediirii
de farklilagmakta ve zorlagsmaktadir. Bunlarin disinda beslenme yetersizligi, havalandirma,
1sitma noksanligi, hayvan sayisi, kiimes dezenfeksiyonlar1 ve diger stres faktorleri hayvanlar
duyarl hale getirmektedir (2).

1980’lerin sonlarina kadar Mycoplasma’lar hiicre dis1 patojenler olarak biliniyorlardi.
1989°da LO ve arkadaslar1 (95) tarafindan Mycoplasma’larin hiicre invazyonu yaptiklar
AIDS’li bir hastadan izole edilen M. fermentas’da ortaya ¢ikarilmistir. MG ve bazi
Mycoplasma tiirlerinin hiicrelere penetre olma kabiliyetinde olduklarini bildirmislerdir (10,
11, 52). Mycoplasma’lar solunum, genital ve iiriner sistem, eklem mukozalarinin patojenleri
olarak bilinirken, eritrositleri istila eden hemotropik Mycoplasma’larin bulunmasi ile bu

inanis degismistir (57). MG’un diger Mycoplasma’lardan farkli olarak iinit membranlarinin



tizerinde Myxovirus’larinkine benzer ¢ikintilar bulunmaktadir. Plazma membranindan orjin
alan bu yarim ay seklindeki cikintilar, epitelyum hiicrelerine ve eritrositlerdeki glikoforin
reseptorleri yardimiyla da etkenin eritrositlere tutunmasini saglamaktadir. Etken bu
cikintilarla hemaglutinasyon olusturabilmektedir (2, 6). Vogl ve arkadaslar1 (96) MG’un
eritrositleri istila ettigini kanitlamiglardir. Bu 6zellik hem in vivo hem de kan 6rneklerinden
in vitro olarak gosterilmistir. Boylece MG’un konakei eritrositlerini invaze ederek infeksiyon
boyunca viicudun uzak bolgelerine ve dzellikle de immun sisteminden korunmus bolgelerine
gittigi ve virulensini arttirdigini kanitlanmistir. MG’un konakg1 hiicre membranindaki
glikoproteinlerin sialik asit kisimlarini reseptor olarak kullanarak, polipeptid yapidaki
kisimlariyla mukozaya yapisarak ve salgiladigi neurominidaz enzimleri ile duyarl olan hiicre
membranlarina zarar verdigini bildirilmistir (97).

Giiniimiizde MG’un sayis1 tam olarak bilinmemekle birlikte ¢ok sayida susu
bulunmaktadir. Bunlar serotip anlamina gelmemektedir (8). Infeksiyoz sinusitisli bir
hindinin beyninden izole edilen S6 susu, bir¢cok calismada antijen hazirlamada kullanilan Van
Roekel tarafindan patojenik bir kiiltiire verilen isim olan A 5969 susu, canli as1
programlarinda genis kullanima sahip Connecticut F’in kisaltilmisi olan F susu, bakterin
tiretiminde ve epriivasyon caligmalarinda patojenik sus olarak kullanilan, Georgia’da
airsacculitisli bir tavuktan izole edilmis olan R susu, en yeni canl as1 tiretiminde kullanilan
6/85 ve ts-11 suglarinin yani sira, PG-31, A-514, K2317, K2320, BA, KW, X-95, WVU 1791,
227, K-730, K-78, 2600, VR, K-703, 30902, G11, 4229, 80083, Ap3AS Iowa 801, P12027,
P33470, W, T suslarinin bu suslardan bazilar1 oldugu bildirilmistir (9, 77, 80, 88, 105-107).

MG suslar virulens, doku tropizmi ve antijenik 6zellikleri bakimindan olduk¢a
farklidirlar. Major yiizey antijenik proteinlerini degistirme kabiliyetleri, immun sistem
tarafindan taninan antijenik profillerinin siirekli olarak degismesine ve immun sistemden
kacmalarma neden olur. Degiskenlik sadece suslar arasinda degil ayn1 suslar arasinda bile
goriilebilmektedir. Yiizey antijenlerindeki bu siirekli degisimin ayni zamanda in vivo olarak
meydana geldigi (99) ve bu degisimin klinik hastaligin gelismesi ve serolojik yanit i¢in ana
faktor oldugu diisiiniilmektedir (100). Bu degisimler Mycoplasma etkeninin immun sisteme
ragmen nasil kalic1 olmay1 basardiginin da bir agiklamasi niteligindedir (76). MG’un
fenotipik ve antijenik varyasyonunu saglayan, bityiik siklikta faz ve biiyiikliigiinde degisiklik
olusturan multipl membran proteinleri ve lipoproteinleri karakterize edilmistir. Bu protein ve
lipoproteinler PvpA (101, 102) ve pMGA’y1 (ayn1 zamanda vlhA’da denilmektedir)

icermektedir. Bunlara ek olarak en az 3 adet farkl yiizey proteinleri de faz varyant olarak



belirlenmistir (102). Bu faktorler etkenin kronik infeksiyon olusturmasina neden
olmaktadirlar (103, 104).

MG’a kars1 olusan humoral ve hiicresel antikor cevabi incelendiginde hiicreye
bagimli bagisikligin korunmada 6nemli oldugu bulunmustur. Fakat bireyin MG’dan tamamen
kurtulmasi i¢in hem hiicresel hem de humoral bagisikliga ihtiya¢ oldugu tespit edilmistir (98).
Bazi1 Mycoplasma antijenlerinin konaker viicut doku antijenleri ile kros reaksiyon verdigi
bulunmustur. Bu molekiiler benzerlik etkenin patogenezinde dnemli olan 2 olast sonuca yol
acabilir. Bunlardan birisi MG un konak¢1 immun sisteminden kolayca kagmasini saglayarak
kalic1 infeksiyonlara neden olabilmesi, digeri ise otoimmun hastaliklara neden olabilmesidir
(55). MG’un yiizey epitoplarinin alternatif formlarini1 gelistirebilme yetenegi ile yiizey
proteinlerinde spontan fenotipik degisimler olusturabildigi, boylece konak¢i immun sistemini
asarak dokularinda canli kalabildigi ve bu nedenle de infekte olan bir hayvanin 6miir boyu
infekte kalabilecegi ve saglikl siiriiler icin ¢cok onemli tehlike olusturabilecegi bildirilmistir
(76, 83).

CRD iilkemizde oldugu kadar, Amerika, Kanada, Arjantin, Brezilya, Avustralya,
Ingiltere, Israil gibi diinyanin bircok gelismis iilkesindeki kanatli ¢iftliklerinde sorun olmaya
devam etmektedir (28, 30-32, 85, 93, 121, 122). MG infeksiyonundan meydana gelen
ekonomik kayiplar, Mohammed ve arkadaslan tarafindan 1987’de yapilan aragtirmaya gore
(12) y1lda 127 milyon dolar, yine Kuzey Carolina’da 1999 yilinda bir broyler sirketinde
yapilan ¢alismaya gore (13) 1999 yilinin 6 aylik periyodunda 500.000-750.000 dolar olarak
bildirilmistir.

Ulkeler infeksiyondan kontrolde kendi sistemlerini belirlemislerdir. ABD’de, MG, MS
ve MM ulusal sartlarda kontrole tabidir ve siiriilerin 4 aylikken etkenlerden ari olmasi istenir.
Avrupa Birligi (AB) iilkelerinde MG ve MM, birlik icerisindeki ticareti ve 3. iilkelerden
kanath ya da dollii yumurta ithalatlarinda kaliteyi kontrolde tutabilmek iizere, damizlik
sliriiniin yumurtaya baslamasindan hemen 6nce ve devamindaki her 3 ayda bir 6rneklemelerle
serolojik takibini sart kogmaktadir. Ingiltere icin kanatli sagh@ semasinda MG ve MM
testlerinin yumurtaya girmeden 4 hafta dncesinden daha geride olmamak kaydiyla baslayip,
sonrasinda da her 12 haftada bir yapilmasi istenmektedir. Onerilen 6rnekleme 4000 ve daha
yukari sayidaki siirii i¢in 60 hayvan ile % 95 giivenirlikle, % 5 prevelansi ifade etmektedir. %
99 giivenirlikle gozleyebilmek icin drnek sayis1 90 olmalidir (120). Ulkemizde MG
infeksiyonunun kontrolii i¢in, Tarim ve Koy Isleri Bakanlig’nin Kuluckahane ve Damizlik

Kanatli Isletmeleri Yonetmeligi uygulanmaktadir (33).



Sonug olarak MG infeksiyonlar bir diinya hastaligidir ve yiiksek hastalik insidansi
kapasitelidir. MG kanath endiistrisinin en inat¢1 ve adaptasyon yetenegi yiiksek
patojenlerindendir. MG suslar kolayca 6zellik degistirebilirler, dogal infeksiyonlarla isbirligi
gelistirebilirler, konak¢1 hayvanda uzun siire canli kalabilirler. Bu durum teshiste zorluklar
yasanmasina yol agabilir. MG infeksiyonunda kontrol ve eradikasyon programi uygulamak
oldukga zordur (120).

Dogal infeksiyonlarda kulugka siiresinin cok uzayabilmesi, bulasmanin yavas olmasi
ve klinik semptomlar gézlendiginde ¢ok gecikmis olunacagi i¢in infeksiyonun sik taramalarla
takibi cok onem kazanir (120). Baz1 vakalarda tracheadan 5-10 6rnek yeterli olabilir.
Bununla birlikte kronik durumlarda ya da diisiik patojeniteli bir susla infeksiyonda en az 30-
100 adet 6rnekle galisilmasi gerekmektedir (1). Dezavantaj olarak izolasyonu uzun siire
gerektirecegi ve sik olarak da basarisiz olunacagindan korunmada serolojik yoklamalar1 esas
almak gerekecektir. Boylece erken saptanabilen odagin kurutularak yayilimin oniine
gecilebilir (120). Uzun yillardir kanatli Mycoplasma’larinin teshisinde antikorlardan teshisi
saglayan cesitli serolojik testler kullanilmaktadir (10, 123-126).

Mycoplasma’larin teshisinde izolasyon ve identifikasyon zor oldugu i¢in serolojik
testlerden CLA testi, HI testi, enzimle bagli immunosorbent testi (ELISA), lateks
aglutinasyon testi, Coombs antiglobulin testi, agar jel difuzyon testi, floresan antikor testi
(FAT), indirekt FAT, iireme inhibisyon testi, metabolik inhibisyon testi, akis sitometrisi,
mikro Immun Floresan (IF), avidin-biotin, dot immunobinding analizi, immunoperoksidaz
testi (IP), indirekt IP testleri kullanilabilmektedir (10, 58, 124, 127, 128). infeksiyondan
stiphelenildiginde ve MG kontrol programlarinda siirii izlenmesi icin serolojik prosediirlerin
kullanim yararhidir ve teshise 6nemli bir katki saglamaktadirlar. MG hastaliginin tipik
semptomlar1 ve bu semptomlarla birlikte pozitif serolojik test, organizmanin izolasyon ve
identifikasyonuna bagvurmadan dnce 6n tani i¢in olduk¢a dnemlidir (10, 11). Serolojik testler
NPIP’1n (3) bir parcast olarak kontrol programlarinin temel testleridir (1). Serolojik
testlerden en ¢ok kullanilanlar1 CLA, ELISA, HI ve en giivenilirleri IFAT ve IP testidir (10,
11).

MG antikorlarim tespit etmek icin kullanilan serolojik testlerin 6zgiinliik ve duyarlilig
oldukea diisiiktiir. Serolojik testlerde yalanci pozitif ve yalanci negatif reaksiyonlar ¢ok fazla
yasanmaktadir. Bu yiizden serolojik testler, kanatlilar1 bireysel olarak test etmekten ziyade

stirii izlenmesine daha uygundurlar (1, 3, 4, 10, 58, 77).



Kanatl siiriilerinde patojenik Mycoplasma infeksiyonlarinin izlenmesi genellikle CLA
testi ile gergeklestirilir. Siirii izlenmesi ve serolojik teshisin baslangici icin CLA testi hizli,
ucuz ve hassas bir testtir. Yumurta tiretimine baglamadan 6nce genellikle siiriiniin % 10’u
(yada en az 300 hayvan) ve 60-90 giin arayla her siiriiden yaklagik 30 hayvan CLA ile test
edilmelidir (1). Infeksiyona kars1 ilk olusan IgM antikorlarini tespit i¢in CLA testi hayli
etkilidir (11). CLA testi antijeni MG antikorlarim tespit i¢in ticari olarak mevcuttur (Intervet,
Boxmeer, Hollanda). CLA testinin dezavantajlarindan biri [gM’lerin ancak 7. giinden sonra
olugmasidir (10). Bu test hizli, kolay ve ekonomiktir, fakat antijene bagli olumsuzluklar da
siktir (1). CLA testinin en biiyiik dezavantaji yanlis pozitifliklerden dolay1 olan diisiik
ozglinliigiidiir. CLA testi sonra ELISA ya da HI testi ile dogrulanabilmektedir (1, 10).

Arastiricilar CLA testinde siklikla yanlis pozitif ya da yanhs negatif sonuglarla
karsilasildigini belirtmislerdir. Bu non-spesifik reaksiyonlarin kontamine olmus veya
dondurulduktan sonra kullanilan, MS ile infekte ya da Erysipelothrix rhusiopathiae bakterini
inokule edilmis tavuklardan alinan serumlarda gozlendigini bildirmiglerdir (125, 128, 129,
130). Siipheli sonuclar MS antijeni ile de CLA testi gergeklestirilerek kontrol
edilebilmektedir (10).

Serolojik testlerin yapilmasinda bazi kriterler vardir. Siiriiden 6rnekleme i¢in serumlar
toplandiktan sonra hemen test edilmeyecekse 4 °C’de saklanmali, dondurulmamalidir.
Dondurma islemi non-spesifik aglutinasyona neden olacagindan serumun hemen test edilmesi
her zaman daha uygundur (1). Onceden santrifiij non spesifik reaksiyonlar1 azaltir. Bilinen
negatif ve pozitif kontroller testte kullanilmalidir. Antijen ile 2 dakika igerisinde aglutinasyon
veren serum, 56 °C’de 30 dakika 1sitilmal1 ve tekrar test edilmelidir (10, 11). Isitmak eski
serumlarda goriilen yanhs pozitiflikleri azaltir ama en sagliklis1 serum toplandiktan sonra 72
saat icerisinde test edilmesidir (120). Serumlar 1sittiktan sonra hala giiclii bir bicimde
aglutinasyon veriyorlarsa ve 6zellikle sulandirildiklarinda (1:4 veya iistii) aglutinasyon
vermeye devam ederlerse pozitif kabul edilirler (10). Bazi arastiricilar CLA testindeki non-
spesifik reaksiyonlar1 dnlemek i¢in, serumun 1s1yla inaktivasyonunun yaninda, 2-
mercaptoetanol ile yada fizyolojik tuzlu su (FTS) ile dilusyonunu 6nermislerdir (1, 83, 105,
130). Ancak Cullen ve Timms (131) antikor olusumunun yeni bagladig1 ya da diisiik oldugu
hayvanlara ait serumlarda, bu dilusyon iglemleri sonrasinda yanlis negatifliklerin
olusabilecegini vurgulamiglardir (10). Arastiricilar CLA testinin, hastaligin erken
devrelerinde pozitifligi saptamada HI ve ELISA’ya oranla daha iistiin oldugunu, bunun

nedeninin de CLA testi ile 6zellikle IgM’lerin saptanmasi oldugunu bildirmislerdir.



Infeksiyonun daha ileriki devrelerinde diger testlerin de ayn1 oranda duyarli sonuclar
verdigini ve CLA testine oranla bu testlerin daha spesifik olduklarim bildirmislerdir (124,
132). Serumlarin biiyiik bir kism1 (% 10 veya daha fazla) pozitiflik veriyorlarsa ve 6zellikle
HI veya ELISA testi ile de bir dogrulama yapilirsa bu durum MG infeksiyonunu gosterir.
Siirli 1 ay sonra tekrar test edilmelidir (10). Serolojik testlerin tekrarlanmasi gerektigi
durumlarda etkenin izolasyon ve identifikasyonu tekrarlama igleminden daha hizli ve kesin
sonug verebilmektedir (1).

Yetistiricilikte viral ve bakteriyel hastaliklar i¢in kullanilan inaktif asilarin da, lam
aglutinasyon testinde non-spesifik reaksiyonlara neden oldugu bildirilmistir (123, 130).
Ozellikle yag icerikli inaktif agilardan sonra 2-4 hafta test yapilmamalidir. Asidan dolay1 olan
bu yanlis pozitiflikler asilamadan 4-8 hafta ya da daha fazla sonrasina kadar devam
edebilmektedir (1, 120). Dehidrasyon ve lipitlerle ilgili yanlis pozitifliklerden dolay1 ve esas
aglutinasyon veren antikor IgM, giinliik civcivlere gegmedigi icin giinliik civcivlerde CLA
testi gecerli olmaz. Bunun disinda infeksiyon sonrasi 6rnekleme ¢ok yakin olmamalidir,
antibiyotik tedavi sonrasi, etken tam giderilememis olsa da antikor cevabi azalmis olabilir,
tim Mycoplasma suglart humoral immun yanit1 aym diizeyde indiiklemeyebilirler, yash
kanatlilarin geng kanathilara gore serumlarinda daha fazla non-spesifik faktoriin
bulunabilecegi gibi bir¢cok sebep CLA ve diger serolojik testlerin kullanimim kisitladigi MG
icin yapilan bir¢ok serolojik ¢alismalarda kanitlanmistir (133-140). Bu yiizden serolojik
testlerin sonuglar1 yorumlanirken tiim bu faktorler goz 6niinde bulundurulmalidir.

Kanath Mycoplasma’larin tavuk eritrositlerini aglutine ettikleri ve bu reaksiyonun
infekte tavuk serumlar tarafindan inhibe edilebildigi ilk kez Van Herick ve Eaton (141)
tarafindan 1945 yilinda bildirilmistir (126). HI testi CLA testine gore daha 6zgiindiir (1, 120).
Bununla birlikte HI testi zaman harcatan, gerekli maddelerin temini olduk¢a zor olan ve
duyarlilig: diisiik olan bir testtir. HI testiyle IgG antikorlari tespit edilir. O ylizden bu test
ancak infeksiyondan 2-4 hafta sonra kullanilabilmektedir (120). Bir Mycoplasma susuyla
hazirlanan antijenle farkli bir sus tarafindan olusturulan hastaligin teshisi miimkiin
olmayabilir (1). Antijen iiretiminin zorlugu ve tiretimde laboratuvarlar arasi iiretim
farkliliklar1 da problem olusturabilmektedir (120). Ulgen (142) 1991 yilinda Bursa
bolgesinde gerceklestirdigi tez ¢alismasinda, CRD’den siipheli 137 adet tavugun muhtelif
organlarindan 15 adet MG izole etmis ve 499 adet serum 6rneginin 263’iiniin MG
infeksiyonuna isaret eden 1/80 ve iizeri HI antikor titresine sahip oldugunu yani bolgede aktif

infeksiyonun yayginligin1 gostermistir. Yine Mohammed ve arkadaglar1 (121) tarafindan



giiney California’da yumurtaci kiimeslerde yapilan ¢alismada MG seroprevelansi % 73
bulunmustur.

ELISA, HI ve CLA aglutinasyonla saglanan sonuglarin giivenilirligini, duyarlilig1 ve
ozgiinliigiinii arttirmak icin gelistirilmistir. Oncelikle IgG fakat IgM antikorlar1 da tespit
edebilmektedir (120). Genel olarak CLA testinden oldukca az duyarl fakat daha 6zgiindiir
(1, 10). Bu nedenle civcivin ilk giiniindeki serolojik kontrollerinin ELISA testi ile yapilmasi
onerilmektedir. Ilk 48 saatten sonra iyi sonug alinmayabilir ¢iinkii antikorlar 4. giinden sonra
giderek hizla azalacak ve 18. giinde kaybolacaklardir (120). Monoklonal antikorlarla
kullanilan “bloking ELISA” dahil olmak tizere MG antikoru igeren bircok ticari ELISA kiti
mevcuttur (10). Bu test kitleri infeksiyon sonrasi olusan pozitif serumlar1 HI testinin tespit
ettigi siirede saptayabilmektedirler (1). Kit iiretim farklilig1 ve ortam sartlari, laboratuvarlar
arasi farkliliklar olusturabilmektedir (120). Tavuklarda dogal infeksiyonlarin hepsinin tipik
MG suslarindan kaynaklanmadigi ve antijenik varyant suslarin da hastaliga neden
olabilecekleri ve bu durumun da tanida sorun yaratabilecegi bildirilmistir (105, 106). Bu
yiizden MG suslar1 arasinda, virulens ve serolojik yanit olusturma ag¢isindan oldukga biiyiik
farklar bulunmaktadir (76, 143, 144). Sahada en sik goriillen MG suslari ile infekte edilen
tavuklarin kan serumlari, ELISA ve ticari CLA antijenleri ile incelendiginde, yiiksek oranda
pozitiflik saptanirken ayni kitlerle varyant MG inokule edilmis hayvanlarda diisiik bir
pozitiflik saptandigi rapor edilmistir (105). Suslar hizli antijenik sekil degistirdigi ve diger
infeksiyonlarla isbirligi i¢inde birlikte olabilecekleri icin ELISA testinde de diger serolojik
testlerde oldugu gibi hatalar olugabilmektedir (1, 120).

MG i¢in en kesin teshis yolu etkenin izolasyonu ve identifikasyonudur (1, 10, 11).
Geleneksel analizlerin rolii en 6nemli teshis yollarindan biri olarak devam etmektedir (39).
[zolasyon amaciyla kullanilan kiiltiirel teknikler zaman alic1 ve pahalidir. Ayrica fazla is giicii
ve steril ortamlar gerektirirler. Kiiltiirlerde hizl lireyen apatojen Mycoplasma suslari,
saprofitik Mycoplasma’lar ya da baska bakteri ve maya gibi mikroorganizmalarin iiremesi, hi¢
tireme olmamasi, antibiyotik kullanimina bagli problemler gibi sorunlar ortaya
cikabilmektedir (39, 40, 145). Spesifik besiyerlerine mikotik kontaminasyonu 6nlemek i¢in
katilan talyum asetatin laboratuvar personelinde saglik problemlerine yol agmasi da 6nemli
dezavantajlarindandir (111).

MG aerobik veya fakiiltatif anaerobiktir (6, 126). Ozel kat1 besiyerlerinde ortasi
diigmeli, kenarlar1 yuvarlak koloniler olusturur. Bu koloniler besiyeri i¢ine kama gibi

gomiilmiislerdir, sahanda yumurta goriintiisiine benzetilirler. Diigme seklindeki orta kisim



yogun graniiler yapidadir (6, 9, 64, 66). Bu koloni goriiniimii diger bakterilerin L- formlarina
benzerler. L- formlari, normalde hiicre duvar1 bulunan bazi bakterilerin, penisilin veya diger
bazi1 maddelerin etkisi altinda hiicre duvarsiz bir yap1 kazanmasi sonucu ortaya ¢ikan
mikroorganizma varyantlaridir. Sivi besiyerlerinde oldukc¢a zayif bir tireme gosterir. Bu
nedenle s1v1 besiyerlerine % 15-20 at serumu (sterol ve kolesterol gereksinimi i¢in) ve % 10
maya 0ziitii katilmalidir. Ayrica besiyerlerine kontaminant bakteri ve mikotik
kontaminasyonu dnlemek igin penisilin ve talyum asetat da ilave edilir. ilk izolasyonda
ortamin % 10 CO,’li olmasinin iireme iizerine olumlu etkisi vardir (6, 9, 66).

MG’un izolasyonu i¢in klinik 6rnekler organ pargalari, doku svablar1 veya
sulandirilmis doku homojenatlari, eklem kavitelerinin aspiratlari, hava keseleri veya tracheal
akintilar, burun boslugu, akcigerler ya da akiskan sinus eksudatlaridir. Bu 6rneklerin direkt
olarak Mycoplasma broth veya agarlarina inokulasyonu gerekir. MG ayrica oviduct ve
semende de bulunabilir. Hindi ve tavuklarin kloakasindan da izolasyon olanaklidir.
Infeksiyonun akut sathalarinda (genellikle infeksiyondan sonra 4-8 hafta i¢inde) etken
genellikle iist solunum yollarindadir ve infeksiyonun siiriideki yayginligi oldukga yiiksektir.
Ileri asamalarda infeksiyonu yakalamak icin 30-100 hayvandan 6rneklerin kiiltiirii gerekli
olabilecekken, akut sathada 10-20 hayvan yeterli olabilmektedir. Ticari yumurtaci ve
damuzlik siiriilerdeki kronik infekte hayvanlarda etkenin tracheadaki sayisi kiiltiirel metotlarla
tespit edilemiyecek kadar diisiik olabilir (52). Gharaibeh ve Roussan tarafindan (146)
Urdiin’de 48 broyler, 21 yumurtaci ve 7 broyler kiimesinde yapilan calismayla, ELISA
testiyle % 73.5 ve bakteriyoloji ile ise % 31.6 oraninda MG pozitif kiimes tespit edildigi
bildirilmistir.

Orneklerin Mycoplasma’ya 6zel broth Kiiltiirlere ve daha sonra direkt koloni gelisimi
acisindan Mycoplasma’ya 6zel kat1 besiyerlerine inokulasyonundan sonra identifikasyon
amaciyla IF testleri uygulanabilir. Mycoplasma’nin identifikasyonunda Uluslararasi Salgin
Hastaliklar Ofisi’nde [(Office International Epizootie) OIE)] aslinda bakteriyolojiden sonra
IFAT, indirek IP testi ve lireme inhibisyon testi gibi immunolojik metotlar da bulunmaktadir
(10). Mycoplasma kolonilerinden direkt veya indirekt IF testi uygulanmasi saha izolatlarinin
identifikasyonu i¢in 6dnemli olabilmektedir. Mycoplasma kiiltiiriiniin hizli identifikasyonu
icin immunoperoksidaz prosediirii tek basina ya da IF ile kombine olarak kullanilabilir.
Mycoplasma’nin tiirlere spesifik hiperimmun serumu da bu diyagnostik testlerin temel
reagentidir. Fakat bu testler oldukca fazla is giicli ve optimize sistemler gerektirdiginden

pratikte cok fazla kullanilmamaktadirlar (52, 123, 129).



Bazi1 durumlarda siipheli materyallerden izolasyonda spesifik patojen-free hayvanlarla
in vivo testler gerekli olabilir. MG izolasyon ve iiretimi embriyolu tavuk yumurtasinda, doku
kiiltiirlerinde ve deney hayvanlarinda yapilabilir (1, 2, 6). MG embriyoyu 6ldiirmekte ve
doku kiiltiirlerinde sitopatik etkiler [cytopathogenic effects (CPE)] olusturmaktadir. Yedi
giinliik embriyolu yumurtalarin sar1 keselerine eksudatlarin veya siipheli lezyonlarin
sulandirmalarinin inokulasyonu izolasyonun diger bir yolu olarak uygulanabilir (2, 52).

Genel olarak degerlendirildiginde kan testleri Mycoplasma infeksiyonlarinin tanisi igin
onemli bir serolojik aractir. Yanlis pozitifliklerin diizeyi cesitli serolojik testler arasinda
onemli farkliliklar gostermesine ragmen herhangi bir serolojik testte belirli diizeyde yanlis
pozitiflik kabul edilebilir. Bu yiizden tamamen bir tek teste (sistem) giivenilmemesi ve bir
dogrulama testinin kullanilmas1 6nemle tavsiye edilmektedir (33). Belirli bir testin teknik
performansini bilmeden o testin sonuclarin1 yorumlamak veya bir testi segcmekten
kacimilmalidir. Mycoplasma kontrol programlarinda, serolojik testlerin sonrasinda ek olarak
PCR testinin kullanimi ¢ok yararl goriilmektedir. Onceden Mycoplasma-ari bir siiriide
stipheli veya pozitif serolojik sonuglarin bulundugu olgularda, siiriiniin giincel durumunun
hizla dogrulanmasi veya seronegatif komsu siiriilerin giincel durumunun saptanmasi, tracheal
svablarin PCR ile test edilmesi ile kisa siirede gergeklestirilebilmektedir (120).

Mikroskobik ve kiiltiirel teknikler, antijen arayan metotlar ve serolojik testler
geleneksel diyagnostik mikrobiyolojik analizlerdir. Bu tekniklerin kullanimlarin1 diisiik
ozgiinliik orani, yavas iireyen, tiremesinde ¢cok hassas ortamlar gerektiren ya da apatojen ve
saprofitik mikroorganizmalar gibi sebepler kisitlamaktadir. immunosupresyon,
antimikrobiyal tedaviler veya spesifik olmayan kros reaksiyonlar da bu geleneksel
diyagnostik mikrobiyolojik analizlerin 6nemli sorunlarindandir (1, 10, 11, 147). MG
infeksiyonunun teshisi icin yiiksek 6zgiinliik ve duyarliliga sahip hizli PCR testleri infekte
stiriilerin laboratuvar teshisinde olduk¢a yaygin bigcimde kullanilmaktadirlar (148-153).
Ozellesmis laboratuvarlarda PCR baslica DNA tespit metodu olarak kullanilmaktadir (10).

PCR, DNA aranmasi i¢in ilk kez 1985 yilinda kullanilan, yiiksek 6lciide duyarli ve
0zgiin bir teknik olarak tanimlanmis ve bu teknigin bulucusu Kary Mullis tan1 ve arastirma
olanaklarinda evrime yol agan bu basarisindan 6tiirii Nobel 6diiliinii almistir. Bu evrimsel
bulustan sonra diyagnostik mikrobiyoloji yeni bir siirece girmis, niikleik asit amplifikasyon
teknolojileri mikroorganizmalarin fenotipik 6zelliklerinin tanimlanmasi temeline dayanan
standart tan tekniklerinin yerini almaya, hatta baz1 mikroorganizmalarin tespiti i¢in altin-

standart olmaya baslamistir (154-155).



Kanath endiistrisinde teshis amaci ile PCR testleri geleneksel metotlarin
sinirlamalarindan dolayi, gittikce artan bicimde kullanilmaktadirlar. Mycoplasma’dan ari
kanatl: siiriilerinin yetistirilmesinde PCR’la ilgili ¢caligmalarda 6nemli gelismeler
yasanmaktadir (156-161). Yavas iireyen ve teshisi giinler/haftalar alacak
mikroorganizmalari teshisinde, dogal konaklariin disinda iiretilmesi ¢cok zor olan ve bu
yiizden tespit edilemeyen mikroorganizmalarin teshisinde PCR’1n kullanimi ¢ok 6nem
kazanmistir. PCR ile yakin tiirler arasinda ya da alt tipler arasinda ayirim yapilabilir ve klinik
ornekler On zenginlestirmeye gereksinim duymadan kontrol edilebilirler (162). PCR
geleneksel metotlarin yerini her zaman tamamen alamaz. Ancak kiiltiirle, serolojik siirii
profiliyle ve klinik belirtilerle desteklenirse PCR infeksiyonlarin hizli teshisinde
kullanilabilmektedir. PCR’nun en biiyiik avantaji transport nedeniyle 6lmiis oldugundan
kiiltiirle iiretilemeyecek durumlarda ve kronik persistent etkenlerde kullanilabilmesidir (43).

PCR’nun diisiik miktardaki niikleik asitleri kolayca tespit etmekte oldukca spesifik ve
hassas oldugu kanitlanmistir (36). Bazi durumlarda tavuklarin trachealarinda bulunan MG’un
antijenitesi immunolojik sistemin saptayabilecegi diizeyde antikor olusumunu uyaramaz veya
diger bir ifade ile tavuk kan serumundaki antikorlar SPA, HI veya ELISA testleri ile
saptanamaz. Bu durumlarda mutlaka bakteriyoloji veya PCR’na gereksinim vardir (163).
Canl1 MG F susu bazi iilkelerde ticari yumurtacilarda yumurta randimanindaki diisiisiin neden
oldugu ekonomik kayib1 engellemek icin as1 susu olarak kullanilmaktadir. As1 susu olarak
kullanilmasina ragmen bu sus tamamen apatojen degildir ve MG’dan ari olan tavuk siiriilerine
yayilabilir. Hastaligin a1 susundan mi1 yoksa saha susundan m1 kaynaklandigi geleneksel
serolojik veya izolasyon ve identifikasyon metotlariyla tespit edilemez. Bunu tespit etmenin
en spesifik ve hassas yollarindan biri PCR’dur (164). 2008 yilinda Raviv ve arkadaslar (114)
MG suglarini bu sekilde ayirabilen bir Real-Time PCR gelistirdiklerini bildirmislerdir. F, ts-
11, 6/85, K5831, K5054 ve Ry, suslartyla 5 Real-Time PCR analizi gelistirmiglerdir. K5831
susuyla yaptiklari testi ayn1 zamanda, K5831 susuyla asilanip Ryoy susu ile infekte edilmis
canli hayvanlarda denemislerdir. Yaptiklart bu calismayla PCR’1n ag1 ve saha susunu basarili
bir sekilde ayirt edebildigini bildirmislerdir.

PCR, bakteri, virus, mantar, parazit, protozoon gibi hastalik etkenlerine ait hedef
niikleik asitin primer ad1 verilen spesifik komplementer oligoniikleotitler ve 1s1ya dayanikli
polimeraz enzimleri kullanilarak in vitro olarak ¢cogaltilmasim (amplifikasyonunu) saglayan
oldukg¢a 6zgiin ve giivenilir bir tekniktir (42, 43, 165-167). DNA veya RNA dizilerinin

sayisal olarak artirilmasi esasina dayanan PCR’1n en 6nemli yonii, 6zel bir DNA dizisi secip



cogaltilarak istenmeyen dizilerin ortaya ¢ikmasinin 6nlenebilmesidir. Bu 6zellik sadece
dizinin taninmasim kolaylastirmakla kalmayip DNA’nin analiz edilmesini de saglamaktadir
(168, 169). Bu hedef genetik materyaller ¢cok az sayida ve hatta bircok ilgisiz DNA’lar
arasinda olsa bile homojen bir DNA materyali haline getirilip ¢ogaltilabilir, kolayca identifiye
edilebilirler (167-170).

Biraz daha ayrintilariyla PCR hedef siranin komplementeri 2 oligoniikleotit DNA
primerlerinin enzimatik amplifikasyonuna dayali bir tekniktir. Isinin siirekli birlesme
(annealing) ve uzamaya (extension) gore ayarlanmasiyla, bu primerlerin DNA polimeraz
enzimi sayesinde hedef siraya dizilmesi ve her sicaklik degisiminde ortamdaki bazlarla
uzamalar1 sayesinde amplifikasyon tamamlanmaktadir. Yani PCR prosesi 3’e ayrilir. Once
cift zincirli DNA 90 °C’nin tizerinde bir sicaklikta 2’ye ayrilir (denaturasyon), sonra
oligoniikleotit primerler 50-60 °C’lerde hedef DNA ile birlesmeye baslar (annealing) ve en
sonunda 70-78 °C’lerde optimal zincir uzamasi meydana gelir ve yeni DNA zinciri
olusturulur (extension). Bu sicaklik degisimi 30-40 kez tekrarlanarak 2" sayida yeni hedef
DNA olusumu saglanir. Amplifiye olan hedef DNA’nin tespiti ve goriintiilenmesi agaroz jel
elektroforez ya da uygun problarla hibridizasyonla gerceklestirilir (39, 42, 43, 171).

PCR ile ilgili 6rneklerde inhibe edici maddelerin bulunmasi, ¢evresel kontaminasyon
riski gibi problemler vardir. Ayrica oligoniikleotit primerleri dizayn etmekteki kabiliyetimiz
sadece mikroorganizmalarin bilinen suslarina ve bu suslarin bilinen dizilerine dayanmaktadir.
PCR’1n islevlerinde sorun yaratabilecek bir diger etmen de mikrobiyal genomlarda olusan
beklenmedik mutasyonlardir. Teshis laboratuvarlarindaki rutin PCR uygulamalarinda,
kontaminasyonlardan dolay1 6nemli problemlere neden olan yanls pozitiflikler PCR
yapilacak laboratuvarlarin ¢ok siki bir sekilde kontrol edilmesi gerektigini gostermistir. Bu
yiizden PCR dizayn edilirken ve sonu¢ yorumlanirken dikkatli olmak gerekmektedir (41, 162,
172).

PCR 06ncesinde kullanilacak ¢esitli marazi maddelerin inhibitorleri de icerecegi goz
oniinde bulundurularak, éncelikle 6rnek DNA’nin saflagtirilmas: gerekir. Genetik materyalle
yapilacak caligmalarda molekiiler biyoloji tekniklerinin uygulanabilmesi icin 6ncelikle yiiksek
molekiil agirlikli DNA molekiiliiniin saf bir sekilde elde edilebilmesi gerekir (173). PCR
teknigi orneklerden DNA ekstraksiyonu yapilarak ya da ekstraksiyon yapilmaksizin direkt
olarak klinik 6rnegin kullanimiyla yapilabilen hassas bir metottur (150, 151). Fakat DNA
ekstraksiyonu yapilmazsa, sonuglar érnekteki taq polimeraz enzimi inhibitorleri tarafindan

maskelenebilir (174). Bu problem DNA ekstraksiyonu yapilarak ya da 6rneklerin



sulandirmalan yapilarak ortadan kaldirilabilir. Fakat 6rnegin sulandirmasini yapmak
ornekteki bakteri sayisi az oldugunda problem yaratabilir. Mycoplasma ile ¢alisildiginda da
bu problemle oldukga sik karsilasilmaktadir. DNA ekstraksiyonu ise ¢ok 6rnekle
calisildiginda oldukga fazla is giicii gerektirir ve test maliyetini artirabilir. Fakat ekstraksiyon
yapildiginda PCR’1n analitik ve diyagnostik duyarliligi artacaktir (175).

DNA izolasyon ve ekstraksiyon yontemlerinde kullanilan maddeler, yontem ya da kit
ne olursa olsun genel olarak su 3 asamay1 amaclamaktadir. Oncelikle hiicrenin pargalanmasi
ile DNA’nin agiga ¢ikmasi, sonra denaturasyon veya proteoliz ile DNA-protein kompleksinin
ayrilmasi ve DNA’nin ¢oziinilir duruma getirilmesi, son olarak ise DNA’nin basit enzimatik
ve/veya kimyasal yontemlerle proteinler, RNA ve diger makromolekiillerden ayrilmasi
gerekmektedir (173).

Ekstraksiyon yontemlerinde 6rnek materyale, aranan niikleik asidin biiyiikliigiine ve
yapisina gore farkli uygulamalardan bahsedilmekte olup her arastirmaci kendisine, kullandig
ornege ve laboratuvar kosullarina uygun modifikasyonlarini belirleyebilmektedir (165, 176).
Ekstraksiyon bu is i¢in ayrilmis laboratuvarda kontaminasyona kargi alinmig 6nlemler altinda
gerceklestirilmelidir. Giintimiizde fenol ekstraksiyon metodu, etanol presipitasyon metodu,
chelex metodu, sodyum fosfat metodu ve dondurma-c¢dzdiirme metotu kullanilmakta olup, bu
metotlar icinde en yaygin olarak fenol ekstraksiyon, etanol presipitasyon ve dondurma-
¢Ozdiirme metotlar1 kullanilmaktadir (177).

Kontaminantlarin PCR’a etki mekanizmalar heniiz tam anlagilmis degildir fakat genel
olarak reaksiyondaki maddelere kimyasal ya da fiziksel olarak inhibitor etki yapmaktadirlar.
Kontaminantlar reaksiyon bilesenlerine i¢ (endojen) (enzim) ve dis (eksojen) (bakteri, toz,
polen) etki gosterirler. PCR inhibitorlerinin en ¢ok goriilenleri endojen etkilerdir ve bu etkiler
ekstrakte edilmemis DNA’da bol miktarda bulunurlar. Reaksiyon bilesenlerinden
kaynaklanan yani eksojen kontaminasyonlara da rastlanabilmektedir (178).

Inhibitorler genel olarak DNA iizerinde, asagida verilen 3 yolun hepsinden ya da bu
yollarin birinden hareket ederek etki gosterirler. Bu yollar DNA ekstraksiyonu i¢in gerekli
hiicre lizisinin engellenmesi, niikleik asit degredasyonunun engellenmesi ve hedef DNA’nin
amplifikasyonu i¢in taq polimeraz enzimi aktivitesinin engellenmesidir (178). Hess ve
arkadaslar1 (161) 2007 yilinda 5 degisik iilkeden 13 farkl laboratuvarla, MG ve MS’un PCR
ile tespiti icin, laboratuvarlar arasi bir karsilastirma calismasi gerceklestirmislerdir. Her
laboratuvara bu patojenler icin kullandiklan prosediirleri sorduklarinda, laboratuvarlarin

yarisinin ticari test kitleri kullanirlarken, diger yarisinin kendi protokollerini kullandiklarini



gormiiglerdir. DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan protokollerin ayn1t DNA ekstraksiyon kitini
kullanan laboratuvarlarda bile farklilik gosterdigini gormiislerdir. iki laboratuvarin niikleik
asit amplifikasyonu i¢in primerleri kendileri gelistirirken, bunlardan birinin amplifikasyon
icin Real-Time PCR kullandigini1 gormiiglerdir. Elde edilen tiim sonuglar, tavuk siiriilerinde
Mycoplasma teshisi icin kendi yontemlerini kullanan laboratuvarlarda daha kot sonuclar
alindig goriildiigii icin kullanilan yontemlerin ve kitlerin daha da gelistirilmesi icin bir
kaynak olusturmustur. 1996 yilinda Silveria ve arkadaslar1 (175) MG ve MS ile infekte
edilmis tavuklarin SPA, HI ve ELISA gibi serolojik testler ve PCR ile kontrollerini
yapmislardir. MG infekte tavuklardan alinan tracheal svablar ii¢ ayr sivi (phosphate
buffered saline, Frey’s broth ve 10 Mm Tris-HCL/250 MM ethylenediaminetetraacetic acid/
% 2.5 sodyum dodecyl sulfat) ile muamele etmisler ve bu tracheal svablart PCR
calismalarinda kullanarak karsilastirmiglardir. DNA ekstraksiyonu i¢in nonfenolik ve fenolik
metotu kullanmislardir. En iyi PCR sonuglarini svablarin PBS ile kullanimi ile almislar ve
DNA ekstraksiyonu i¢in nonfenolik metotu, fenolik metotla karsilastirdiklarinda,
Mycoplasma’nin PCR ile teshisi i¢in nonfenolik metodun daha ucuz ve kolay oldugu
sonucuna varmiglardir.

PCR’da kullanilan temel bilesenler hedef DNA (templeyt), tag DNA polimeraz
enzimi, primerler, deoksiniikleotitler, tampon ve Mg+2 iyonlaridir (178, 179). PCR
reaksiyonundaki optimal olmayan kosullar bir¢cok sebepten kaynaklanabilir. Uygun olmayan
primerlerin, zaman ve sicaklik kosullarinin kullanimi, 6zellikle annealing sicakligi, polimeraz
enzimi kalitesi ve Mg*? konsantrasyonu en 6nemli parametrelerdendir. Reaksiyon
kosullarinin optimize edilmesi ve reaksiyon karisimina koyulan tiim maddelerin uygun
miktarlar i¢in denemeler yapilarak en uygun miktarlar ve reaksiyon kosullar1 bulunup
inhibitor etkiler azaltilabilir. Bu faktorlerin optimizasyonu pozitif kontrolle erime noktasina
gore farkli sicakliklarda reaksiyon ¢alisilarak ya da bu maddelerin ¢esitli oranda
sulandirmalariyla denemeler yapilarak saglanabilmektedir (180-182).

Kit tireticileri standart reaksiyon reagentleri yaninda Mg+2‘u ayri olarak sagladiklari
icin Mg+2 konsantrasyonu aslinda optimize edilecek kosullar arasinda en kolayidir. Tek bir
reaksiyonda her 6rnege farkli miktarlarda Mg+2 koyularak yapilan denemeler kisa siire iginde
sonuclandirilabilinir (182). PCR reaksiyon karisiminda 0.5-2.5 mM MgCl, olmas1 gereklidir.
Mg+2 iyonlar1 enzim aktivitesine, primer baglanmasina ve DNA erime 1sisina etki edebilir
(183, 184). dNTP’ler Mg*? iyonunu bagladiklari i¢in dNTP konsantrasyonundaki artis serbest

Mg** konsantrasyonunda azalmaya yol a¢icagindan optimizasyon bu durum goz Gniine



aliarak yapilmalidir (182). Mg*iyonlari dNTP’ler ile ¢oziinebilir kompleksler olustururlar,
polimeraz enzimi aktivitesini uyarir, ¢ift iplikli DNA’nin erime derecesini (Tm) arttirirlar ve
primer-templeyt DNA hibridizasyonunu saglarlar. Bu nedenle MgCl,’iin PCR’1n 6zgiinliigii
ve iiriin verimi iizerinde ¢ok énemli bir etkisi vardir. Diisiik Mg** konsantrasyonu iiriin
olusumunda azalmaya, yliksek Mg+2 konsantrasyonu ise spesifik olmayan iiriin olusumuna
neden olmaktadir (179, 184).

Tekrarlanan dizilerden olusmayan, sentetik olarak kolayca hazirlanabilen ve 15-40
oligoniikleotitden olusan primerler, kullanim amaclarina gore degisiklik gostermektedirler.
Primerlerin iizerinde bulunan baz siralari, sadece hedef DNA iizerinde bir bélgede bulunmali,
baska yerlerde veya baska hedef DNA sekanslarinda bulunmamalidir (168, 182, 185). Primer
tasarimi yapilirken dort bazin da esit oranda kullanimina 6zen gosterilmeli, primerler tekrarli
bolgeler icermemeli ve primer ¢iftlerinin 3’ uglar birbirlerine komplementer yapida
olmamalidir (179). Primerlerin yapisinda % 50-60 kadar G+C bazlar1 bulunmasi, hedef DNA
ile daha kuvvetli baglarin kurulmasina yardimcei olur. Ayrica boyle birlegsmeler, yiiksek
sicaklikta olugturulan reaksiyon sirasinda goriilebilecek non-spesifik baglanmalari da
azaltmaktadir (168, 182, 185). Primer konsantrasyonunun genel olarak 0.1-0.5 uM arasinda
olmasi tavsiye edilmistir. Yiiksek primer konsantrasyonlari primer-dimer olarak adlandirilan
spesifik olmayan bantlarin olusumuna yol agmaktadir. Primer-dimerler, kiigitk DNA {iriinleri
olup primerlerin birbirleriyle baglanmasi ya da DNA polimeraz enziminin spesifik olmayan
niikleotitleri kullanilmayan primerlerin uglarina baglamasi neticesinde olusan bantlardir (184,
185).

Geleneksel PCR’da ayr reagent olarak kullanilan dNTP’lerin final konsantrasyonlari
20-200 uM arasinda olmali ve 4 niikleotit de ayni oranda bulunmalidir. Hedef olmayan
alanlarda yanlis baglanmalar1 azaltmak i¢in uygun olan en diisiik ANTP konsantrasyonu
kullanilmalidir. Niikleotitlerin optimal konsantrasyonunu tespit etmek i¢in amplifiye edilecek
iriiniin uzunlugu, MgCl, ve primer konsantrasyonlari, cogaltilmis iiriiniin bityiikliigii ve PCR
dongii sayis1 dikkate alinmalidir. Niikleotitlerin diisiik konsantrasyonda kullanilmasi
PCR’nun 6zgiinliigiinii arttirmaktadir (179, 186).

On denaturasyon 5-10 dakika boyunca 94-95 °C’de gerceklestirilir. Denaturasyon
zamani ve sicaklifi G+C oranina dolayisiyla da ¢ogaltilmak istenen bolgenin biiyiikliigiine
baghdir (187). G+C’ce zengin dizilerde denaturasyon sicakligi artirilabilir.
Denaturasyonunun tam olmamasi halinde verim diiser. DNA’nin uzun siire yiiksek sicaklikta

bekletilmesi ise DNA polimeraz enzimi aktivitesini diisiirmektedir (181, 188-190).



Primerlerin yapisma sicakligi 55-72 °C arasinda degismektedir. Primer yapigmasi icin gerekli
zamanin uzunlugu ve uygulanacak sicaklik amplifikasyon primerlerinin baz igerigine,
uzunluguna ve konsantrasyonuna baglidir. Primer yapigmasi i¢in gerekli olan sicaklik
hesaplanirken her bir Adenine (A) ve Thymine (T) niikleotiti i¢in 2 °C hesaplanir (181, 184,
188-190). Yapisma sicakligi teorik olarak spesifik DNA eslesmesinin saglanmas1 amaciyla 2
primerin erime sicakliginin birkag¢ derece altinda olmas1 gerekir (40, 187). Bu yiizden
yapisma sicakliginin optimizasyonu, primer-templeyt kompleksinin erime sicakliginin [basit
formiille Ty, = (G+C)4 + (A+T)2)] hesaplanmasiyla baslar. Daha kompleks formiiller
kullanilabilir (187, 191, 192). Fakat pratikte erime sicaklig1 tampon icerigi hatta primer ve
templeyt konsantrasyonundan etkilenebildigi icin formiillerle sadece ortalama bir deger
hesaplanabilir. Bazi primerler nedeni bulunamayan sebeplerden (193) optimizasyona agikca
direng gosterirler (182). Yiiksek sicakligi kullanilmasi yanlis niikleotitlerin primerlerin 3’
uclarina baglanmasim 6nler. Hibridizasyon sicakliginin diisiik tutuldugu durumlarda ise
spesifik olmayan kiiciik DNA fragmentlerinin olusumu s6z konusudur (190). Ekstensiyon
sicakligl ve zamani yine secilen bolge ve G+C oranina bagli olarak taq polimeraz enziminin
optimum calisma sicakligi olan 72-78 °C’lerde gergeklestirilir (187). Uzama hiz1 35-100
niikleotit/saniyedir. Uzama zamani hedef dizinin konsantrasyonuna, uzunluguna ve sicakliga
baghdir. En uygun uzama siiresi ortalama 1 dakikadir. Siklus sayis1 templeytin DNA
konsantrasyonuna, primer ekstensiyonu ve amplifikasyonunun etkinligine baghdir. Az
miktarda DNA ile basladiginda en fazla 40 siklus, daha fazla DNA ile basladiginda ise ideal
siklus say1s1 30 olmalidir. Siklus sayisinin fazla olmasi hatalara yol acarak spesifik olmayan
ikincil dirtinlerin olusumuna neden olur (187, 194).

PCR reaksiyonunda kullanilan parametreler ve reagentler genel olarak ele alinirsa,
PCR amplifikasyonunun etkinligine etki etmeleri bakimindan 4 gruba ayirmak miimkiindiir.
Birinci grup PCR reaksiyonundaki siklus sayisidir. Her ne kadar hedef DNA’nin amplifiye
edilecek miktarini siklus sayisi belirlese de DNA konsantrasyonu arttik¢a, primer
baglanmasindan ziyade PCR reaksiyonu neticesinde meydana gelen sarmallarin birbirine
baglanmasi s6z konusu olur. Bunun sonucu olarak ge¢ PCR sikluslarinin erken sikluslara
oranla daha az etkili oldugu bildirilmistir (168). ikinci 6nemli faktor amplifiye edilecek hedef
DNA miktaridir. PCR reaksiyonu, yiiksek konsantrasyonda hedef DNA (>107) ihtiva eden
numunelerle ¢alisildiginda diisiik konsantrasyondakilere (<104) nazaran daha diisiik bir
diizeyde amplifikasyonla neticelenir (195, 196). Uciincii faktor hedef DNA sekansinin

uzunlugudur. PCR’1n etkinligi ile sekans uzunlugu arasinda ters orantili bir iliski mevcuttur.



Dordiincii 6nemli faktor ise primer baglanmasi ve hibridizasyon i¢in kullanilan sicaklik ile
ilgilidir (168). Hibridizasyon sicakligi ile PCR’1n 6zgiinliigii arasinda pozitif bir korelasyon
mevcuttur. Yiiksek 1sida PCR’da 6nemli bir problem olarak kendini gosteren yanlis
hibridizasyon olugma ihtimali diigmektedir (190).

Temelde hava 1sitmal1 ve blok 1sitmal1 olmak iizere iki ¢esit PCR makinesi vardir. Bu
iki sistem arasinda 6nemli farklar bulunmaktadir. Oncelikle hava bloga gore cok daha hizli
1sin1p sogudugu i¢in PCR zamani minimuma inmektedir. Geleneksel blok 1sitmali PCR
makinelerinde aksesuarlarin sicaklik gecirgenliginin az olmasi, arzu edilen sicakliga uzun
zamanlarda erigilebilmesi, dolayisiyla zamanin ¢ogunun denaturasyon, annealing ve
ekstensiyon basamaklarina geciste harcanmasi, bu aletlerin kullanimlariyla ilgili bityiik
dezavantajlar getirmektedir. Giiniimiizde artik pek kullanilmayan geleneksel blok 1sitmali
thermalcycler makinelerinde PCR siiresi 2-4 saat almaktadir. Ozetle PCR makinelar1
arasindaki performans farkliliklar1 PCR sonucunu kalite ve zaman yonleriyle etkilemektedir
(47, 178, 197).

PCR makinesi kadar PCR reaksiyon hacimleri ve kullanilan PCR tiiplerinin 6zellikleri
de PCR performansini etkileyen diger 6nemli 6gelerdir. Iyi bir PCR tiipiiniin sahip olmas1
gereken Ozellikler tiipiin kapagi kapandiktan sonra buharlagsma olmamasi, diisiik 1s1l kiitleye
sahip olmasi, sicaklik gecirgenliginin yiiksek olmasi ve ¢apraz reaksiyonlara izin vermeksizin
reaksiyon reagentlerinin tiiplere konulabilmesidir. Kalin ¢eperli PCR tiiplerinin, i¢erdikleri
orneklere sicaklik transferini randimanli bir sekilde yapamamakla beraber tiipiin yiizeyine
temas eden 6rnek hacminin sinirli olmasi, PCR protokollerinde belirlenen sicakliklarin
orneklerde saglanamamasi veya 6rnegin belirlenen zamandan daha kisa bir siire final
sicakligina maruz kalmasi PCR’1n verimli bir sekilde uygulanmasini engelleyen etmenlerdir.
Bundan dolayi ince ¢eperli 200 ul’lik tiipler PCR’da tercih edilmelidir (197).

PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan farkl bir tasiyici ortam ise bizim kullandigimiz
borosilikat cam borucuklardir. Bunlar icinde PCR yapmanin avantajlar1 su sekilde
Ozetlenebilir. Borosilikat kapiller cam PCR borucuklari yiizeylerinin genis olmasi nedeniyle
reaksiyon hizinin ve veriminin yiiksek olmasi, kapiller borucuklarin plastik kapaklarla
uclarinin kapatilmasi sonucu buharlagma ve capraz kontaminasyon oraninin en aza
indirgenmesi ve borucuklarin sicaklik gecirgenliginin yiiksek olmasi, sonucu PCR lehine
cevirmektedir. Kapiller PCR’da zamanin kisa olmasinin nedeni, kapiller borucuklarin
cevresinde havanin donerek hizla 1sitilmasidir. Geleneksel PCR’da ise bilindigi gibi PCR

tiipleri ¢cevresini saran metal bloklar ¢cevresinde donen sivi 1sitilmaktadir (197-199). Cam



kapillellerdeki floresan 1s51ma Real-Time PCR aletlerinde fiber optik sistemle emisyon ve
eksitasyon 1simalar1 seklinde sinyal olarak algilanir. Bu etki kapiller icindeki mikro
hacimdeki sivida floresan izlemeye ve goriintiilemeye yaramaktadir. Tiim bunlarin yaninda
borosilikat cam borucuklarin silindirik yapisi dolayisiyla yiizey arttirilmis ve sicaklik
reaksiyona daha ¢ok etkimis olur (197, 199-203). Bu durum annealing, ekstensiyon ve
denaturasyon siirelerinin de kisalmasina neden olmaktadir. Bu sistemlerde PCR siiresi 10 kat
kadar kisaltilmig olmaktadir. Kapiller PCR’da, PCR basamaklarinda olusan siire kisalmasiyla
primerlerin yanlis baglanma olasilig1 en aza indirgendigi i¢in spesifik PCR {iriinii olugsma
olasilig1 ve miktarinda da artis saglamasi bir baska avantajdir (197-199).

Geleneksel PCR tabanli testler, multipl kompleks basamaklar ve bu nedenle
uzmanlasms kisiler gerektiren, 6rneklerin disaridan bagka DNA ‘larla kontaminasyon riskini
artiran agik reaksiyon sistemleridir. Bu testlerin komplekliligine bir de maliyet yiiksekligi
eklenmektedir (147, 204). PCR reaksiyonundan sonra PCR iiriintinii ortaya koymak icin
agaroz jel elektroforezis, sourthern blot, ELISA benzeri sistemlerden yararlanilir. Bu
sistemler tatminkar sonuglar verse de PCR sonrasit amplikonu ortaya koymada iglemlerin
yoruculugu, is giicii kayb1 ve artan kontaminasyon riski kaginilmazdir (39, 40, 172).
Geleneksel PCR’la olusan iiriinlerin tespiti i¢in en ¢ok kullanilan metot horizontal agar jel
elektroforezdir. Fakat aym biiyiikliikte nonspesifik amplifikasyon iirtinleri yanls pozitif
sonuclar dogurabilmektedir. Bu yiizden 6zgiinliigii saglamak i¢in proba dayali southern ya da
mikropleyt hibridizasyon teknikleri kullanilmaktadir. Bu prosediirler biiyiik miktardaki
orneklerle kolay ve hizli sonuglar saglamaktadirlar. Fakat bu metotlarin bazilar1 da
amplifikasyon ve deteksiyonun ayni yerde olmasindan kaynaklanan kontaminasyon riski
tasimaktadirlar. PCR uygulamalarinin ana problemini de zaten farkli kaynaklardan
gelebilecek kontaminasyonlardan kaynaklanan yanlis pozitif sonuglar olusturmaktadir (39-
41). PCR sonras1 hibridizasyon ile yakalama metotlarinin jel tabanli metotlara gére daha
duyarli ve 6zgiin oldugu, optimize edilebilmelerinin daha kolay oldugu rapor edilmistir.
Fakat bu metotlar kimi zaman jel tabanli metotlardan daha zahmetli ve zaman alic1 ¢oklu
sinyal gelistirme basamaklar1 ve ek malzeme gerektirmektedirler. Ornegin ELISA-tabanl
metotlarda DNA ile birlesen 6zel antikorlara, enzim ve substrata ihtiya¢ vardir. Her iki
yontemle (jel elektroforezi ve ELISA-tabanli yontemler) de PCR {iriinii olusurken
gozlemleyebilmek miimkiin degildir ve PCR iiriinii 6zenli bir sekilde alinmazsa potansiyel
kontaminasyon kaciilmazdir. PCR teknolojisindeki son yenilikler PCR sonrasi islemleri

ortadan kaldirarak, PCR iiriiniiniin Real-Time tespitini olanakli hale getirmektedir (205-206).



Son zamanlarda PCR amplifikasyonunu ve amplifiye olmus {iriiniin (amplikon)
kontroliinii aym1 kapali sistemlerde gergeklestiren ve amplikonun goriintiilenmesine izin veren
aletler gelistirilerek gidalardan, memeli genomundan, genetik olarak gelistirilmis
organizmalardan, insan ve veteriner mikrobiyoloji alanlarindaki ¢ok degisik 6rneklerden
niikleik asitlerin aranmasinda kullanilmaya baslanmistir (207-209). Bu aletler sicaklik
degisimini konvansiyonel termocyclerlara gore ¢ok daha hizli bir sekilde gerceklestirirler ve
her PCR siklusu sonunda, hedef DNA’ya niikleik problar veya floresan boyalar baglandiktan
sonra acgiga cikan floresani detekte eden sistemler icermektedirler. Bu test sistemi Real-Time
PCR olarak adlandirilir (147).

1966°dan beri etidyum bromiiriin niikleik asitlere baglaninca floresanin artirdig
bilinir. Bu floresan kimyas1 PCR’la ve gercek zamanli videografiyle birlesince 1990’larin
baslarinda Real-Time PCR’1n dogmasim saglamistir (210, 211). Real-Time PCR 1980
yilinda Karry Mullis tarafindan gelistirilen, arastirmacilara istenilen genin spesifik bolgesinin
1 milyondan fazla kez ¢cogaltilmasini saglayan PCR’1n ¢ok 6nemli yeni bir metodudur (41,
211).

Roche molekiiler sistemlere bagli olarak Higuchi ve arkadaslan (44) Real-Time PCR’1
ilk kez gelistirmiglerdir. Real-Time PCR, PCR reaksiyonu sirasinda olusan tiriinleri goriiniir
hale getiren ve monitorize edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, flouresanin
olugsan DNA ile dogru orantili olarak arttig1 ve bunlan tek bir tiipte belirlemeyi miimkiin kilan
bir metottur (34, 210-212). Real-Time PCR ile saglanan onemli bir gelisme, sonuglarin hizl
bir bicimde alinabilmesidir. Bu hiz genel olarak siklus siirelerininin kisalmasi, PCR
sikluslarindan sonra yapilan tespit islemlerinin olmamasi ve olusan iiriinlerin erken tespitini
saglayan hassas floresan tespit ekipmanlarinin kullanimiyla saglanmaktadir. Real-Time PCR
ile kros kontaminasyon ve ¢evresel kontaminasyon riski ¢ok aza indirgenir. Testi yapan
kisiden kaynaklanan yanlisliklar olasiligi, test siireci i¢inde yapilan islem sayis1 azaldigi icin
diismektedir (39, 42, 43).

Bir¢ok isimlendirme yapilan Real-Time teknolojisi literatiirde ‘kinetik PCR’,
‘homojen PCR’, ‘kantitatif Real-time PCR’ gibi cesitli adlarla da isimlendirilmektedir (211,
213). Biyolojik orneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere
doniistirme, mRNA’nin diizeyini sayisal olarak belirleyebilme, tek nokta mutasyonlarini
belirleme, patojen belirleme, DNA hasar1 belirleme, metilasyon tespiti, single niikleotid
polimorfizm (SNP) analizi ve kromozom bozukluklarinin tespiti gibi alanlarda da Real-Time

PCR’1n kullanimi miimkiindiir (40, 213). Bu metot protein seviyesi ve fonksiyonlarindaki



potansiyel farkliliklar gibi biyolojik proseslerin daha iyi anlagilmasi i¢in de oldukca
kullanishdir. Real-Time PCR’1n en 6nemli yararlarindan birisi de arastiricinin DNA’nin
baslangi¢ seviyesi ¢cok az miktarda olsa dahi bu seviyenin belirlenmesine imkan vermesidir.
Amplifikasyon siirecinde 6rnekteki DNA ne kadar yiiksekse, floresan sinyal o kadar ¢cabuk
esik seviyesine ¢ikmakta bu da miktar tayinini miimkiin kilmaktadir (41). DNA’nin baslangic
seviyesinden bagimsiz olarak, sadece negatif ve pozitif olarak sonug¢ veren geleneksel PCR’da
ise miktar tayini oldukca zor olmaktaydi.

PCR reaksiyonu kinetik olarak 3 fazda gerceklesir. Bunlar eksponensiyal, lineer ve
plato fazlaridir. PCR reaksiyonu tiim sikluslarda miitkemmel etkinlikle devam etmez. Belirli
bir siklustan sonra ortamda reagentler azalmaya baslar ve reaksiyon son faz olan plato fazina
ulagir. Istenilen iiriiniin 0.3-1 pmol civarina ulagmasi ile birlikte, olusan iiriiniin logaritmik
olarak azalmasina plato etkisi denir. Bu etkinin nedeni substrat kullaniminin azalmasi,
enzimin kararsiz hale gelmesi, son iiriin inhibisyonu, spesifik iiriin inhibisyonu veya primer-
dimer yapigmasi ve iiriiniin tam olarak denatiire olamamasidir (194). Reaksiyon bilesenleri
DNA’y1 sadece belli bir miktara kadar etkili bir sekilde amplifiye edebilir, PCR
reaksiyonunun sonunda reaksiyonun baglangicindaki DNA’y1 dogru bir sekilde 6lgebilmek
miimkiin degildir. Yani reaksiyonun basinda ne kadar spesifik DNA’nin oldugu ve
dolayistyla reaksiyonun sonunda bununla orantili olarak ne kadar spesifik DNA olustugunu
geleneksel PCR’la 6l¢iim yaptigimiz son faz olan plato fazinda 6lgmek miimkiin degildir (41).
Real-Time PCR etkin ve dogru 6l¢iimiin yapilabildigi eksponensiyal faz boyunca spesifik
DNA’nin 6l¢iimiinii yaparak geleneksel PCR’a kars1 avantaj saglamaktadir. Bu 6l¢iim
reaksiyonun baslangicindaki spesifik DNA miktartyla orantili oldugu i¢in miktar tayinine de
imkan saglamaktadir (41, 214). 2005 yilinda Mekkes ve arkadaslar1 (34) MG’nin kalitatif ve
kantitatif tespitini saglayan Real-Time PCR’1n deteksiyon limitini ve duyarliligini
degerlendirmislerdir. MS ve MM dahil olmak iizere diger kanath Mycoplasma’lari ile kros
reaksiyon gozlememislerdir. PCR’1n deteksiyon limitinin kiiltiir ve geleneksel PCR
metotlarma gore 10-1000 kat daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Real-Time PCR ve PCR testleri ile MG infeksiyonunun teshisinin yani sira, bu
hastaligin as1 susu ile saha suslarinin ayrimi da yapilabildiginden bahsedilmisdi. MG canli as1
suslarinin kullanildig durumlarda, siiriilerdeki infeksiyonun taranmasi amaciyla as1 ve saha
suslarinin ayrilabilmesi gerekmektedir. Iyi optimize edilmig Real-Time PCR buna da olanak
saglamaktadir (163). Yeni yapilan son 2 calismayla (114, 215) MG-as1 susu ve wild-tip suslar

arasinda Real-Time PCR ile basarili bir ayirim gerceklestirilebilmistir.



Real-Time PCR teknolojisi, hizla piyasa marketlerine girmis, ticari olarak
yayginlagmis ve bilimsel olarak kabul edilmistir. Real-Time PCR ekipmanlar ilk kez
1996°da Applied Biosystems (ABD) tarafindan ticari olarak sunulmus daha sonra diger
sirketlerde piyasaya yeni makineler ¢cikarmislardir (41). Ticari olarak satilan bir¢ok Real-
Time cihazi bulunmaktadir. Birbirleri arasindaki temel farkliliklar cihazlarin optik sistemleri
ve Ozellikle kullanilan floresan boyalarin eksitasyon ve emisyon dalga boylari, 1sitma tiiriine
bagh olarak reaksiyon hizlar1 ve ayn1 anda paralel uygulanabilen reaksiyon sayisi
kapasiteleridir. Ticari olarak satilanlardan Stratagene M x 3000 p, M x 3005p ve Mx4000,
Applied Biosystems 7300 ve 7500, Chromo4, Smart Cycler, Rotor-Gene, LC
en fazla kullanilanlardir (40).

LC sisteminde PCR iiriinlerini tespit etmede pek ¢cok metot kullanilmaktadir. Proba
dayal1 sistemlerden, TagMan problariyla spesifik hibridizasyona dayal1 5’-nuclease metodu
sik kullanilan metotdur. SYBR Green (SG) gibi PCR iiriiniine baglanan ve floresan veren
boyalarin kullanimi da yaygindir (216). EtBr ya da SG I gibi DNA baglayan boyalar,
hidroliz problar, hibridizasyon problar, molekiiler beaconlar, sunrise ve scorpion primerler ve
peptit niikleik asit light-up problar gibi cesitli sistemler mevcuttur. Bu sistemlerin hepsi
meydana gelen iiriiniin her siklusta analizini saglarlar (41, 201). Problara dayali sistemlerde
sadece probun bagli oldugu boliimdeki baz degisikliklerini gormemiz miimkiindiir. Kapali
tiipteki homojen erime metodu PCR iiriinii iizerindeki tiim baz degisikliklerini tespit
edebilmektedir (217-221). SG I gibi DNA’ya baglanan boyalarda, problu metotlarin aksine,
tiim DNA’nin baz degisiklikleri olusan erime egrisi ile goriilebilmektedir (217).

Roche LC PCR da olusgan iiriinlerin ve miktarlarinin tespiti i¢in floresansla ¢alisan hizl
hava 1sitmali bir thermal cyclerdir. LC programinin bir 6zelligi olan erime egrisi analizi her
PCR basamagindan sonra spesifik PCR iiriiniiniin identifikasyonunu saglar (46, 47).
Amplifikasyon cam kapillallerin i¢inde gelistirilmis PCR miksi kullanilarak gerceklestirilir ve
tiriin ¢ift zincirli DNA’ya baglanan floresans veren boya (SG, Sybr Gold) ile tespit edilir. Cift
zincirli DNA’ya baglanan bircok boya gelistirilmesine ragmen (222, 223) en ¢ok kullanilan1
ve en basiti SG’dir (224, 225). SG’nin bu kadar yaygin kullanilmasinin sebeplerinden biri de
diger kimyasallarla karsilastirildiginda ucuz olan maliyetidir (226). Cift sarmal DNA’nin
minor bosluguna baglanan boya 30 amplifikasyon dongiisii sonras1 aktivitesinin yalmzca %
6’sin1 kaybeder (40, 224). SG I floresan boya, DNA’ya baglandiginda cift zincire

baglanmadan serbest halde bulundugu halinden 1000 kat fazla floresan verir. Bu yiizden tim



amplifikasyonlar, PCR cihazinda okunan floresan miktarinin es zamanh olarak artmasiyla
takip edilebilmektedir (225).

PCR’1n baslangicinda reaksiyon karisiminda ¢ift zincirli DNA molekiilii, primerler ve
SG I boyasi bulunmaktadir. Bagli olmayan serbest DNA molekiilii cok az bir floresan 1s1ma
yapar. Primerler baglanip uzama basladiginda boya molekiilii ¢ift zincirli DNA’nin arasina
girer ve floresan yayilimi baslar. Ilk sikluslarda sinyal zayiftir, {iriin miktar1 arttikca floresan
miktar1 hizla artar ve bu artis Real-Time cihazinin monitériinden izlenebilir (40).

LC yontemi SG I boyasi ile optimize edilmis PCR sartlarinda ve dizayni iyi yapilmis
primerler ile cok fazla sayida hedef genin ¢cogaltilmasina olanak vermektedir. Floresan
isaretli problara ihtiyac gostermedigi icin maliyeti ucuzdur. Bunun yani sira bu yontemin
dezavantajlar1 da vardir. Istenmeyen PCR iiriinlerinin ¢ogaltiimasi ile yine floresan aciga
cikacagindan, bu artis her zaman istedigimiz DNA’nin ¢ogaldigini isaret etmez, yanlis pozitif
sonu¢ almak miimkiindiir. Ortamda hedef DNA dizisi olmadiginda, primerlerin birbirleri ile
baglanmalar1 sonucunda primer dimerler olarak adlandirilan ¢ift zincirli DNA bolgelerinin
olusumu ile floresan 151ma gozlenebilir. SG boyasi erime egrisi analizine etkisi, GC’den
zengin siralara baglanabilmesi ve PCR’1 inhibe etmesi gibi sinirlamalar da vardir. 2007
yilinda Gudnason ve arkadaglar1 (226) SG ile alinan sonuclara karsilik, SYTO-13 ve SYTO-
82 adl1 2 boyanin PCR’1 inhibe etmedigini, GC’den zengin dizilere baglanma tercihinde
bulunmadigini ve hatta yiiksek konsantrasyonlarda bile erime sicakliginin etkilenmedigini
bildirmislerdir.

SG’in bu stnmirlamalarini ortadan kaldirabilmek ve ¢ogaltilan DNA’nin istenilen hedef
bolge olup olmadigini reaksiyon sirasinda belirlemek i¢in PCR reaksiyonu sonunda erime
egrisi analizi (melting curve, dissociation) yapilmasi gerekmektedir. Her bir DNA’nin belirli
bir erime sicaklig1 (Tm) derecesi vardir. Bu erime sicakligi her gen i¢in baz dizilimine,
cogalan DNA parcalarinin uzunluguna ve icerdigi GC/AT oranina bagh olarak degismektedir
ve her gen bolgesi icin farklidir (227, 228). Bu yiizden Tm sicakligr her {iriin i¢in 6zeldir. Bu
yontem bilinmeyen 2 DNA dizisi karsilastirilmak istendiginde giivenilir bir sekilde
kullanilabilir. Erime egrisi analizleri yapilmak istendiginde cihaz PCR tiiplerini yavasca
1sitmaya baglar. Cift zincirli DNA birbirinden ayrilmaya basladiginda (melting temperature =
Tm) floresan boya serbest kalir ve okunan floresan miktar da diiser (227). Bu sicaklik erime
sicaklig olarak adlandirilir ve 6zgiin olmayan iiriinlerin ayrimini1 saglamanin en kolay
yoludur. Primer-dimer iiriinler hedef iiriinden daha kisa olduklari i¢in daha diisiik erime

sicakligina sahiptir ve bu analizle kolayca ayrimlar1 yapilabilir (40). Yani yiiksek sicaklik



pikleri dogru iirtin olustuguna isaret ederken, diisiik sicakliklar yanlis iiriin ve eslesmelere
isaret etmektedir (217).

MG infeksiyonunun tanisinda kiiltiirlerde karsilasilan zorluklar, serolojik testlerdeki
yaniltici sonuglar ve giicliikler nedeniyle, molekiiler diizeydeki gelismeler sonucunda PCR
teknigi 6nem kazanmig ve siklikla kullanilmaya baslanmistir (146, 215, 229- 232). PCR
tekniginin, kisa siirede en dogru sonug alinabilmesi, bakteriyel kontaminasyonlardan
etkilenmemesi, antibiyotik kullanimi sonrasinda da dogru sonug¢ alinmasi ve tiir spesifik
olmasi arastiricilar tarafindan tercih edilme nedeni olarak belirtilmistir (38, 105, 233).

Sonug olarak DNA tabanl testler geleneksel metotlarin yerini tamamen alamasa da
PCR metotlarinin kullanimi1 bir¢ok Mycoplasma tiiriiniin tanisinda dogru ve giivenli sonug
verebilir. Buna karsin DNA tabanl testler yeni ¢cikan MG tiirleri ve onlarin patojenite,
immunojenite ve antimikrobiyal direnc gibi dzelliklerini tespit etmeye yetmez. Fakat
Mpycoplasma bakteriyolojsi ve serolojisinde yasanan bir¢ok problemler sebebiyle MG-LC
PCR, MG seropozitif damizlik kiimeslerden alinan tracheal svablardaki MG infeksiyonunu
saptamada oldukga hassas ve etkilidir. Bu hizli ve hassas Real-Time PCR’in LC ile
kullanimiyla MG’un teshisinde kisa zamanda oldukca giivenilir sonuglar almak miimkiin
olmaktadir.

Bu tez calismasinda, tavuk tracheal svablarinda MG’un aranmasi i¢in MG-LC PCR
sistemi optimize edilmis ve bakteriyolojik ve serolojik bir yontemin sonuglari ile

karsilastirilmistir.



GEREC ve YONTEM

GEREC

1. Klinik Ornekler

1.1. Tracheal Svab Ornekleri: Tracheadan 6rnek almak igin steril, uzun pamuk svablar
kullanildi. Aralik 2007- Eyliil 2008 tarihleri arasinda 31 adet damizlik¢r kiimesten toplanan
646 tavuga ait tracheal svab, fermuarl steril posetlerde buz kaliplari ile laboratuvara
ulastirildi. Ornekler arasinda gapraz kontaminasyon olmamast i¢in numuneler aliirken her
ornek i¢in ayr eldiven kullanildi. Alinan tracheal svablar aym giin icinde laboratuvara

getirildi ve calisildi.

1.2. Kan Serumu Ornekleri: Tracheal svablari alinan ayni tavuklardan v. subcutanea
ulnaris’ten kan ornekleri de alinarak soguk zincir altinda ayn1 giin laboratuvara getirildi.

Serumlar ayrilan kan 6rnekleri bekletilmeden CLA testi ile incelendiler.

1.3. MG-ari Tracheal Svablar: Tavuklardan steril olarak tracheal svablar ve v. subcutanea
ulnaris’ten kan ornekleri alindi. Kanlarin serumlari ¢ikarildiktan sonra, CLA testiyle MG
negatif olan serumlara ait 20 adet tavugun tracheal svablari ayrildi. Bu svablar MG S6
susunun Frey’s broth’daki kiiltiiriiniin ¢esitli oranlardaki sulandirmalariyla karistirilmak {izere

-20 °C’lik derin dondurucuda saklandilar.

2. MG S6 ve ilgili Mycoplasma Suslar1: Optimizasyonda kullanilan MG S6 susu Pendik
Veteriner Aragtirma Enstitiisii’'nde Mycoplasma laboratuvari sefi Dr. Umit Ozdemir’den
saglandi. MG S6 susu, LC PCR aletinin MG i¢in optimize edilmesi amaciyla ve sonraki
klinik 6rneklerin ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak kullanildi. Diger Mycoplasma suslari,
Dr. Stanley Kleven ve Victoria Leiting’den (Department of Avian Medicine, College of
Veterinary Medicine, University of Georgia, Atina, GA) saglandi. Bu suglarda

MG-LC PCR’1n spesifitesinin belirlenmesi amaciyla kullanildilar. Suslar (Tablo- 1)
kullanilincaya kadar -20 %C’de saklandilar.



3. CLA Testi Antijeni: (MG Antijen- Nobilis, Intervet International B.V. Holland). CLA
testi i¢in antijen olarak, boyali MG pleyt test antijeni kullanildi.
4. Besiyerleri
4.1. Mycoplasma Buyyon

Almnan tracheal svablardan Mycoplasma izolasyonu yapilmasinda, LC PCR’1nin
deteksiyon limitini belirlemede kullanilan sulandirmalarin yapilmasinda, Mycoplasma
suslarinin ¢ogaltilip saklanmasinda kullanilmak iizere Becton Dickinson (BBL)

[(Mycoplasma Broth Base (Frey), katalog no: 212346)] kullanildi.

BBL Mvycoplasma Broth Base (Frey)

1 litre icerisindeki maddeler ve ortalama miktarlarn asagidaki gibidir.

Pancreatic Digest of Casein 75¢g
Papaic Digest of soybean meal 25¢g
Yeast extract 50¢g
Sodium Cloride 50¢g
Potassium Chloride 04¢g
Magnesium Sulfate 02¢g
Disodium Phosphate 1.6g
Monopotassium Phosphate 0.1g

Hazirlanisi: Frey’s brothdan 22.5 g tartilip 1 litre distile suyla karistirildi. Su banyosunda
homojen hale gelene kadar eritildi. 121 °C’de 15 dakika otoklav edildi. Otoklavdan
cikarildiktan sonra 50 °C’ye kadar sogutulup icerisine steril inaktive at serumundan 100 ml
eklendi ve iyice karistirildi. Besiyerleri steril vidali kapakli cam tiiplere 10’ar ml dagitildiktan
ve sterilite kontrolii i¢in 37 °C’de 1 giin inkube edildikten sonra, kontaminasyon sonucu
tiremeye bagl renk degisimi ve bulaniklik yoniinden incelendi. Renk degisimi ve bulaniklik
goriilmeyen steril besiyerleri +4°C’lik buzdolabina kaldirilarak en fazla 1 hafta icinde

Mpycoplasma izolasyonu amaciyla kullanildi.

4.2. Mycoplasma Agar



[BBL Mycoplasma Agar Base (PPLO Agar Base) (katalog no: 211456)]. MG’un klinik

orneklerden izolasyonu i¢in kullanildi.

BBL Mvycoplasma Agar Base (PPLO Agar Base)

1 litre icerisindeki maddeler ve ortalama miktarlar1 asagidaki gibidir.

Beef heart, infusion from (kati) 20¢g
Pancreatic digest of casein 70¢g
Beef extract 30¢g
Yeast extract 30¢g
Sodium chloride 50¢g
Agar 14.0g

Hazirlanisi: 34 g tartilarak 1 litre distile suya eklenip karistirildi. Tamamen erimesi i¢in su
banyosunda 1 dakika kaynayacak sekilde bekletildi. 121 °C’de 15 dakika otoklav edildi.
Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra 50 °C’ye kadar sogutulup icerisine steril inaktive at
serumundan 20 ml eklendi ve iyice karistirldi. Icerisine steril suyla eritilerek homojen hale
getirilen Difco Mycoplasma supplementten (penisilinli veya penisilinsiz) % 30 miktarinda
koyuldu. Steril 9 cm’lik petrilere 25’ser ml dokiildiikten sonra sterilite kontrolii i¢in, 1 gece
37 °C’lik etiivde bekletildi. Kontrolden geg¢irilen besiyerleri +4 °C’lik buzdolabina

kaldirilarak en fazla 1 hafta icinde Mycoplasma izolasyonu amaciyla kullanildi.
4.3. Mycoplasma Supplement (Penisilinli)
Difco Mycoplasma supplement (katalog no: 283610) BBL Mycoplasma Agar Base

icerisine % 30 oraninda katilacak sekilde hazirlandi.

Difco Mycoplasma Supplement (Penisilinli)

1 sise [30 ml (100 g besiyeri i¢in)] igerigindeki maddeler ve miktarlar asagidaki gibidir.

Yeast extract 001¢g



At serumu 15¢g

1 sise icine 30 ml steril distile su katilip karistirilarak homojen hale getirildikten sonra 70 g
Mpycoplasma agarin igerisine ilave edildi.
4.4. Mycoplasma Supplement (Penisilinsiz)

Difco Mycoplasma supplement (katalog no: 212292) BBL Mycoplasma Agar Base

icerisine % 30 oraninda katilacak sekilde hazirlandi.

Difco Mycoplasma Supplement (Penisilinsiz)

1 sise [(30 ml (100 g besiyeri i¢in)] icerigindeki maddeler ve ortalama miktarlar asagidaki

gibidir.

Yeast extract 10.0 mL
At serumu 20.0 mL
Thallium Acetate 50.0 mg

1 sise i¢ine 30 ml steril distile su katilip karistirilarak homojen hale getirildikten sonra

70 g Mycoplasma agarin icerisine ilave edildi.

5. DNA Ekstraksiyon Kiti: QIAGEN marka (QIAMP DNA mini cit, kod: 51304, Almanya).
MG S6 susu, MG-LC PCR’1n spesifitesinin belirlenmesi amaciyla kullanilan diger
Mycoplasma suslar ve klinik 6rneklerin DNA’sin1 izole etmek amaci ile kullanildi. Kit 20-25

°C’de muhafaza edildi.

DNA ekstraksiyon kitinin (QIAMP DNA mini kit) icerigi asagidaki gibidir.

e ATL Buffer
e Proteinaz K
e AL Buffer

e Alkol

e AWI Buffer
e AW?2 Buffer



e AE Buffer

6. Spekrofotometre: NanoDrop ND-1000 V3.3 Spekrofotometre (NanoDrop Technologies,
Inc. Wilmington, USA). Izole edilen DNA’nin konsantrasyon ve safligiin belirlenmesinde

kullanildi.

7. Deiyonize ve Ultra Saf Su Sistemi: MILLIPORE marka (ELIX 5, katalog no:
ZLXS5V05Y, MILIQ Synthesis A10, katalog no: ZMQ55VFT1, Fransa). Ozellikle PCR ve
molekiiler deneyler i¢cin gerekli olan reagentlerin hazirlanmasinda, izolasyon sirasinda
kullanilacak besiyerlerinin hazirlanmasinda, kullanilacak olan cam ya da plastik malzemenin
temizliginde kullanilacak olan suyun kalitesi biitiin sistemden alinacak sonuglar direkt olarak
etkileyecegi icin son derece bilyiik oneme sahip bu sistem kullanilmistir. Bu sistem ile tiim
bakteriyoloji ve PCR denemeleri ve ¢alismalar1 boyunca, ayni kalitede ve standartta deiyonize

ve ultra saf su elde edilebilmistir.

8. PCR Miksi ve Reagentleri: Roche marka (katalog no: 03 003 230 001). PCR reaksiyonu
FastStart DNA Master SG I PCR miksi ve reagentleri ile gerceklestirildi. PCR reaksiyonunda
kullanilirken, kit reagentleri 6zel sogutucunun iizerine koyularak kullanildilar. Miks ve

reagentler kullanilmadig1 zamanlarda -20 9C’de saklandilar.

PCR miksi ve reagentleri asagida yazilmistir.

1-a) LC FastStart Enzyme

1-b) LC FastStart Reaction Mix SG I [(10x conc. (FastStart taq DNA polymerase,
reaction buffer, ANTP mix (dUTP yerine dTTP ile), SG I dye ve 10 mM MgCl,)]
2) MgCl; stock solution, 25 mM

3) H,O, PCR-grade

9. Primerler: PCR reaksiyonunda primer olarak, daha 6nce Carli ve arkadaslar (5) tarafindan
duyarlhilig1 ve 6zgiinliigii belirlenmis olan MG1[( GAATTTCGAAGAATCAACTGT) Biogen
T75844 kodlu, Biogen Ltd, Istanbul, Tiirkiye)] ve MG2 [(AAGGGATTAATATTCCCAAC)
Biogen T75845 kodlu, Biogen Ltd, Istanbul, Tiirkiye)] MG lipoprotein geni kullanildi. Bu

primer ¢ifti expedite DNA synthesier’da (Perspective Systems, USA) sentezlenmis ve



reverse-faz yiiksek basingl likit kromotografi (high pressure liquid chromatography)
kullanilarak (BioCAD700E, Pesrpective Systems, USA) saflagtirnlmigtir. Primerin amplifiye
ettigi PCR iiriinii biiyiikliigii 400 baz ¢ifti olarak hesaplandi. Stok primer soliisyonu -20 °C’de
saklandi ve kullanilacagi zamanlarda ¢esitli oraninda sulandirilarak kullanildi. Sulandirilmis

primer soliisyonu da -20 9C’de sakland1.

10. Cam Kapilleller [(L.C capillaries (20 ul)] ve Plastik Kapaklari: Roche marka (katalog
no: 11 909 339 001). PCR reaksiyonunu gerceklestirmek iizere, kullanilan PCR reagentlerini
icerilerine koyarak PCR reaksiyonunu gerceklestirdigimiz cam borucuklar, kapiller olarak

adlandirilmaktadirlar.

11. Cam Kapillellerin Kapaklarimin Kapatilmasim Saglayan (2 X LC capping tool) Alet:
Roche marka (katalog no: 03 357 317 001). Bu alet cam kapillellerin kapaklarinin

kapatilmas1 amaciyla kullanildi.

12. LC Karusel [(LC 2.0 sample carousel (20 pl)]: Roche marka (katalog no: 03 603 954
001). Karusel, PCR bilesenlerini cam kapillellere aktardiktan sonra, LC PCR makinesine

yerlestirmemizi sagladi.

13. Roche Karusel Santrifiij (LLC Carousel Centrifuge 2.0): Roche marka (katalog no: 03
709 582 001). PCR reaksiyonu iiriinleri cam kapillellere aktarilarak agizlar kapatilip,
kapillelleri karusele yerlestirdikten sonra miksin tiim kapillellerin dibine inmesini saglayan
santrifiijdiir. Tiim 6rnekler ayn1 seviyede (20 ul) reagent icermesi gerektigi icin, bu santrifiij
sayesinde kapilleller icerisindeki seviyeler kontrol edildi, boylece kisisel bir yanlislik yapilip
yapilmadig goriildii ve reaksiyon sirasinda flouresan okunmasinin dogru bicimde

gerceklesmesi saglanmis olundu.

14. LC 2.0 PCR Makinesi: (Roche Diagnostics, Germany, katalog no: 03 531 414 201).
PCR reaksiyonlari, Roche LC 2.0 PCR makinesinde gerceklestirilmistir. LC yiiksek kaliteli
reagentler ve floresansh tespit sistemiyle karusel sistemine dayali bir thermal cyclerdir. LC
PCR’1n en 6nemli 6zelligi, her siklustan sonra floresan analizi sayesinde hedef niikleik asitin

gelisiminin monitérden izlenmesini saglamaktadir. Bu alet normal bir thermal cycling



makinasina gore sicaklik degisimlerini 10 kat daha hizli saglayarak 30-40 dakika gibi kisa bir
stirede reaksiyonu sona erdirmektedir.

LC makinesinin teknik 6zelliklerini sirasiyla incelersek: LC 2.0 PCR makinesi kalitatif
ve kantitatif PCR yapabilmektedir. Cihazda erime egrisi analizi yapilarak 6zgiin PCR
tiriinleri ve yan iirlinler ayrilabilmektedir. Erime egrisi analizi hem SG I formatinda hem de
hibridizasyon probu formatinda kullanilabilmektedir. Erime egrisi analizi kosullarini,
kullanict belirleyebilmekte ve degistirebilmektedir. Cihazda hibridizasyon problari, TagMan
problar1 ve molecular beacons alternatiflerinin hepsi kullanilabilir. Ozgiin prob dizileri
kullanilarak, bilinen tek nokta mutasyonlar1 ve kromozom translokasyonlari
saptanabilmektedir. Ayni dizi iizerindeki mutant ve wildtype noktalari, tek prob ile
belirlenebilmektedir. Cihazda kullanilacak primer ve prob dizilerinin belirlenme ve
hazirlanma kriterleri, alisilmis genel kriterlerden farkli degildir. Kantitasyon hesaplamalari
kinetik olarak yapilmaktadir. Amplikon 100 bp-1000 bp arasinda olabilmektedir. PCR
tiriinleri olustuklar1 anda saptanabilmektedir. PCR sikluslar1 aninda ve siirekli olarak
izlenebilmektedir. Test verilerine aninda ulasilabilmektedir. Cihazda bir test calisilirken, eski
bir testin verilerine ulagip analiz yapmak miimkiindiir. Caligsma sirasinda, istenildiginde test
sonlandirilabilir veya amplifikasyon dongiilerinin sayisi arttirilabilir. 30-40 siklusluk bir PCR
protokolii 25-40 dakikada tamamlanmaktadir. 8 saatlik giinliik ¢aligma siiresi i¢inde 384 test
sonucu alinabilmektedir (12 run x 32 test = 384). Cihaza aynm1 anda en fazla 32 test
konulabilir. Cihaza yiiklenen reaksiyon ortami kapiller tiiplerdir. Kapillellere yiiklenen
reaksiyon miktar1 10-20 pl’dir. Fotometrede 530 nm, 640 nm ve 705 nm’i okuyan ii¢ ayri
filtre vardir. Iki ayr1 LC-red boyasi ile isaretlenmis iki ayr1 ¢ift prob kullamlarak, iki hedef
dizi i¢in multipleks PCR yapilabilmektedir (234).

15. Kapillel Cikaric1 (LC 2.0 Capillary Releaser) : Roche marka (katalog no: 03 603 920
00). Bu aletle cam kapillellerle PCR reaksiyonunu ger¢eklestirdikten sonra, kapillellerin

karuselin i¢inden cikarilmasi saglandi.

16. Buzdolabi: Arcelik marka (model: 3061 plus, Tiirkiye). 2-4 °C’de saklanmasi1 gereken

malzemelerin ve besiyerlerinin saklanmasi amaciyla kullanildi.

17. Vorteks: Niive marka (Model: nm 110, Tiirkiye). DNA ekstraksiyonu sirasinda ve PCR

reagentlerinin karistirilmasi amaciyla kullanildi.



18. Derin dondurucu: Ugur marka, Tiirkiye. — 20 °C’de saklanmasi1 gereken malzemelerin

saklanmas1 amaciyla kullanildi.

19. Isitic1 Bloklar: Techne marka (Dri-Block, model: FDB 02DD, seri no: 155248 A, UK).
DNA ekstraksiyonu sirasinda, reagentlerin uygun sicakliga getirilmesi ve bu sicakliklarda

gereken beklemenin yapilmasi amaciyla kullanildi.

20. PCR Kabineti: Esco marka (model: PCR-3Al1, seri no: 2006-14811, Indonesia). PCR
reaksiyonu calisilirken gereken steril ortamin saglanmasi ve PCR reagentlerinin bir araya

getirilip cam kapillellere aktarilmasi amaci ile kullanildi.

21. Biyolojik Giivenlik Kabineti Tip II: Esco marka (Biohazard safety cabinetry
construction, model: AC2-4E1, seri no: 2007-19982, Indonesia). Bakteri izolasyonu ve DNA

ekstraksiyonu yapilirken gereken steril ortamin saglanmasi amaciyla kullanildi.

22. Otomatik Pipetler: 0.1-2.5 ul (Eppendorf, 4681966, Eppendorf AG. Hamburg,
Germany), 0.5-10 pl (Eppendorf, 1915724, Eppendorf AG. Hamburg, Germany), 2-20 ul
(Eppendorf, 1792574, Eppendorf AG. Hamburg, Germany), 10-100 ul (Eppendorf, 1740954,
Eppendorf AG. Hamburg, Germany), 20-200 ul (Eppendorf, 185954, Eppendorf AG.
Hamburg, Germany), 10-1000 pl (Eppendorf, 19727844, Eppendorf AG. Hamburg,
Germany)’lik pipetler PCR reaksiyonu sirasinda, DNA ekstraksiyonlar1 yapilirken,

aglutinasyon testinin yapilmasinda ve bakteriyoloji ¢alismalarinda kullanilda.

23. Santrifiij: Beckman Coulter marka (Microfuge 18 centrifuge, California). DNA

ekstraksiyonunda ve PCR yapilirken reagentlerin santrifiije edilmesi amaciyla kullanildi.

24. PCR Reaksiyonunda Kullamlan Reagentleri Birlestirirken Kullamilan Buzluk (LC
Centrifuge Adapters): Roche marka (katalog no: 11 909 312 001). Bu buzluk ile PCR
reaksiyonunu hazirlanirken reagentlerin ve cam kapillellerin PCR reaksiyonu baslatilana

kadar sogukta tutulmasi saglandi .



25. inkiibatér: Electromag marka (Model: 6040 BP, Tiirkiye). Bakteri izolasyonu igin

gerekli inkubasyon 1silarinin saglanmasi amaciyla kullanildi.

26. Steriliteyi Saglayan Filtre: Membran Solutions® (MS) Marka (Nylon Syringe Fitler,
katalog no: SFNY025045 NG, Amerika). Sivi Mycoplasma kiiltiirlerinde kontaminasyon
goriildiigiinde kontaminasyonu gidermek amaciyla kullanildi.

27. inkubasyon Kavanozu (Jar): Becton Dickinson (BD) marka (katalog no: 260673,
Almanya). MG’un izolasyonunda gerekli % 5-10 CO,’li ortamin saglanmas1 amaciyla

inkubasyon bu kavonozun icerisinde gerceklestirildi.

28. Mikroaerofilik Ortam Zarfi (Gas Ped) (GasPakTM EZ CQO3) : BD marka (katalog no:
260679, Almanya). MG’un izolasyonunda gerekli % 5-10 C0,’li ortamin saglanmasi

amaciyla kullanildi.

29. Stereo Mikroskop: Olympus marka (Model: SZ2-ILST, Japan). Tracheal svablarin
Mycoplasma Agar’a ekimini takiben inkubasyon siiresi sonunda agar pleytlerde MG-spesifik

kolonilerin incelenmesi amaciyla kullanildi.

30. Hassas Terazi: A& D Company Ltd. Marka (Model: END GX-2000, Japan). MG
izolasyonunda kullanilan besiyerlerinin hazirlanmasinda gerekli tartimlarin yapilabilmesi icin

kullanildi.

YONTEM

1.1. Tracheal Svablarda Kiiltiir Incelenmesi: Tracheal svablar Mycoplasma agara siiriilerek
ekim yapild1 ve agar pleytler icerisinde gas ped bulunan inkubasyon kavanozu igerisine
yerlestirilerek 37 °C’lik etiivde inkiibe edildi. 3-4 giin sonra stereo mikroskopta ortasi
diigmeli goriinen siipheli koloniler ‘agar blok’ yontemiyle alinarak, Frey’s brotha aktarilip
icerisinde gas ped bulunan inkubasyon kavanozu igerisine koyularak 37 °C de inkiibe
edildiler. Agar blok yonteminde, agardan agara pasaj, blok halinde kesilen agarin spatiil ya
da 6ze yardimi ile ekim yapilacak olan agara ters olarak kapatildiktan sonra agar yiizeyinde

gezdirilmek suretiyle yayilimi saglanarak, agardan sivi besiyerine pasaj ise yine blok halinde



kesilen agarin s1v1 besiyerine atilmasi suretiyle yapildi. Inkubasyon sirasinda, Freys
brothdaki renk degisimi her giin gbzlendi ve rengin pembeden portakal-sar1 rengine
doniisiimii pozitif olarak kabul edildi. Renk degisimi yoniinden inkubasyon 1 hafta daha
devam ettirildi. ilk ekimi takiben kontaminasyon gozlendigi durumlarda, kontaminasyonu
gidermek amaciyla kiiltiirler 0.45 pm’lik filtre ile siiziildiikten sonra aym sekilde Mycoplasma
buyyonlara ve Mycoplasma agarlara pasajlart yapildi. Siipheli kabul edilen, rengin pembeden
portakal-sar1 rengine doniisiimiiniin goriildiigii brothlardan 100-200 ul miktarinda alinarak
Mycoplasma agara gecildi igerisinde gas ped bulunan inkubasyon kavanozu icerisine
koyularak 37 °C’lik etiivde inkiibe edildiler. Petriler stereo mikroskopta ortas1 diigmeli
goriinen siipheli kolonilerin olusumu yoniinden en az 2 hafta kontrol edildiler. Stereo
mikroskopta ortasi diigmeli goriinen siipheli kolonilerin tekrar Mycoplasma agarlara agar blok
yontemiyle pasajlart yapildi. Siipheli kolonileri diger bakterilerin L-formlarindan ayirt etmek
icin, 3 kez tist iiste penisilinsiz Mycoplasma agarlara pasajlandi igerisinde gas ped bulunan

inkubasyon kavanozu icerisine koyularak 37 °C’lik etiivde inkiibe edildiler.

1.2. Tracheal Svablarda Kiiltiir incelenmesinin PCR ile Teyidi: Koloni morfolojisinde
degisiklik gozlenmeyen MG benzeri koloniler agar blok yontemiyle alinarak her birinin
DNA’s1 ekstrakte edildi. Hazirlanan templeytler FastStart DNA Master SG [ PCR miksi ve
reagentleri ile birlikte, PCR kapillellerine aktarildiktan sonra PCR reaksiyonlari

gerceklestirildi.

2. CLA Testi: Mycoplasma pleyt test antijeni ve test serumlarinin sicakligi 20-25 °C’ye
getirildikten sonra temiz fayans tizerinde, 30 pl miktarindaki serum orneklerine esit miktarda
antijen ilave edildi. 1-2 dakika igerisinde aglutinasyon olusturan serumlar pozitif,

aglutinasyon olusturmayan serumlar negatif olarak degerlendirildi.

3. MG S6 Susu’nun DNA Konsantrasyonu ve Safligmin Ol¢iimii: NanoDrop ND-1000
V3.3 Spekrofotometre (NanoDrop Technologies, Inc. Wilmington, USA) ile yapildi. Cihazin
caligsma prosediirii geregi 6nce Ol¢iim yapilacak niikleik asidin i¢inde bulundugu sivi ile
‘blank Olctim’ yapilmasi gerekmektedir. Bizim DNA’miz ekstraksiyon kitimizin en son
reagenti olan AE Buffer icinde bulundugundan, ilk 6nce AE buffer ile blank 6l¢iim
gerceklestirildi. Daha sonra referans sus MG S6’dan ekstrakte edilen templeyt DNA iyice

karistirihip icerisinden 1.5 pl alinarak spektrofotometrenin 6l¢iim noktasina dikkatli bir



sekilde damlatildi ve 6l¢iim yapildi. Hava kabarcigi olustugunda ya da 6lgiim yapilan DNA
stvisinin Ol¢iim noktasina koyulamadigi durumlarda cihaz otomatik uyar verdiginden bu
durumlarda 6l¢iim noktasi temiz ve kuru pecete ile silinerek anlatilan tiim islemler tekrarlandi

ve Olciim tekrar gerceklestirildi.

4. MG S6 Susu ve Tlgili Mycoplasma Suslariyla MG-LC PCR’1n Spesifitesinin Tespiti:
Spesifitenin saptanmasi amaciyla MG S6 susu ve Tablo- 1°de yazili olan tiim Mycoplasma
suslarinin DNA ‘lar1 ekstrakte edildi. Tiim templeytler FastStart DNA Master SG I PCR miksi
ve reagentleri ile birlikte PCR kapillellerine aktarildiktan sonra LC PCR makinesinde PCR

reaksiyonlart gerceklestirildi.

5. Saf MG S6 DNA’simin Sulandirmalari: DNA’s1 ekstrakte edilen ve baslangictaki DNA
konsantrasyonu spektrofotometre ile dlgiilen MG S6 susunun, deiyonize su ile, 10%"e kadar
10 katli sulandirmalar1 yapildi. Her sulandirma sivisi ve FastStart DNA Master SG I PCR

miksi ve reagentleri PCR kapillellerine aktarildiktan sonra PCR reaksiyonlar1 gerceklestirildi.

6. Saf MG S6 Kiiltiiriiniin Sulandirmalari: Frey’s brothda bulunan MG S6 susunun bakteri
konsantrasyonunun belirlenebilmesi i¢in, susun on kath sulandirmalar1 yapilarak 3’lii
kontroller halinde Mycoplasma agara ekimleri yapildi. Baslangictaki stok MG S6’nin 10°
KOB oldugu belirlendikten sonra bu stok susun 10° KOB ml™" olana kadar 10 kath
sulandirmalar hazirlandi. Her sulandirmadan 100 pl alinarak, 900 pl steril fizyolojik tuzlu su
(FTS) ile karistirildi ve bu sulandirmalarin her birinin DNA’s1 ekstrakte edildi. Her
sulandirmanin templeyti ve FastStart DNA Master SG I PCR miksi ve reagentleri PCR

kapillellerine aktarildiktan sonra PCR reaksiyonlar1 gergeklestirildi.

7. Yapay Olarak MG S6 Susu ile Kontamine Edilen MG-ari Tracheal Svaplarin
Sulandirmalari: MG S6 susunun Frey’s broth’daki konsantrasyonu 10°KOB ml™ olan stok
kiiltiiriiniin, konsantrasyonu 10" KOB ml™"’e kadar on katli sulandirmalar1 yapildi. Bu
sulandirmalarin i¢ine serolojik olarak MG-negatif bulunan hayvanlarin hazirlanan tracheal
svablar eklendi. Svablar ile sulandirma sivis1 2 dakika vortekslenerek, svabin sulandirmayla
tam olarak karigsmasi saglandiktan sonra svablar ¢ikarildi ve sulandirmalarin DNA’s1 ekstrakte
edildi. Hazirlanan templeytler ve FastStart DNA Master SG I PCR miksi ve reagentleri, PCR

kapillellerine aktarildiktan sonra PCR reaksiyonlar gerceklestirildi.



8. Primerler: Primer-dimer oraninin azaltilmasi ve gereksiz oranda fazla primer
kullanimindan kag¢inilmasi i¢in, stok primer solusyonundan cesitli oranlarda sulandirmalar
yapilarak en uygun miktar bulunmaya calisildi. Yapilan sulandirma oran1 artirilarak ve bir
reaksiyonda kullanilan primer miktar1 azaltilarak, en uygun sulandirma ve her bir reaksiyon
icin en uygun kullanma orani bulunmaya ¢alisildi. En son 25 pmol pl” sulandirmadan her bir
reaksiyon i¢in 0.2 ul oran1 en uygun olarak bulundu ve tiim reaksiyonlarda bu oran kullanildi.
Yani geleneksel PCR’da, her 25 pl miks igerisine kullanilan, 50 pmol pl'l’den 2 pl oram
azaltilarak bu oran 20 pl miks’e, 25 pmol pl'l’den 0.4 ul (0.2 pl MG+0.2 pul MG) miktarina
kadar indirilerek en uygun miktarin 25 pmol pl'l’den 0.4 ul (0.2 ul MG;+0.2 pul MGy) oldugu

bulundu.

9. DNA Ekstraksiyonlari

QIAMP DNA mini kitinin kullanma kilavuzunda belirtilen dokudan, kat1 ve sivi
kiiltiirlerden DNA ekstraksiyonu yontemlerinin prosediirlerine gore MG S6 susunun ve MG-
LC PCR’1n spesifitenin saptanmasi amaciyla kullanilan Tablo- 1°deki tiim suglarin, analizi
yapilan klinik 6rneklerin ve Mycoplasma agarda tireyen tipik MG benzeri kolonilerin DNA’s1
ekstrakte edildi. Kitin kullanma kilavuzunda belirtilen 6rneklerin 20-25 °C’de olmasi, 1s1tict
bloklarin onceden hazirlanmasi, AL, AW1 ve AW2 bufferlarinin belirtilen sekilde
sulandirilmasi, tiim santrifuj islemlerinin 20-25 °C’de gerceklestirilmesi ve saklanan

orneklere tekrar tekrar dondurulup ¢ozdiiriilme isleminin yaptirilmamasina 6zen gosterildi.

9.1. MG S6 ve Tablo 1’de Belirtilen Tiim ilgili Mycoplasma Suslariin DNA
Ekstraksiyonu: QIAMP DNA mini kitinin s1v1 kiiltiirden DNA ekstraksiyonu yontemi
asagidaki gibidir.

1. 1 ml bakteriyel kiiltiir 1.5 ml’lik mikro santrifiij tiiplerine koyuldu, 5 dakika 7500
rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi.

2. Peletin voliimii ya da konsantrasyonu hesaplanip, toplam miktar 180 ul olacak
sekilde ATL buffer eklendi.

3. Uzerine 20 pl Proteinaz K koyuldu, vortekslenip 56 °C’de 1 saat inkiibe edildi ve
dokunun tamamiyla lize olmasin1 saglamak i¢in 20 dakikada bir vortekslendi (saatte

3 kez).



4. Spindown yapildi (duvarda kondanse olanlar1 dibe indirmek icin).

5. 200 pl AL buffer eklenip, 15 saniye pulse vorteks yapildi. 70 °C’de 10 dakika
bekletildi, spindown yapildi.

6. 200 pl alkol eklendi, 15 saniye pulse vorteks yapildi.

7. Spin kolon acilip, mikro santrifiij tiiptindeki siv1 presipitat dahil olmak iizere, agzina
pipet ucu yada s1vi degdirmeden spin kolona aktarildi, kapagi kapatildi ve 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

8. Spin kolon alinip yeni koleksiyon tiipiine aktarildi.

9. Spin kolon dikkatlice acildi, iizerine 500 ul AW 1 buffer kolon agzini 1slatmadan
koyuldu. Kapagi kapatilip 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

10. Spin kolon alinip yeni koleksiyon tiipiine aktarildi.

11. Spin kolon agi1ldi, iizerine 500 ul AW2 buffer eklendi, kapagi kapatilip 14000
rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

12. Spin kolon 1.5 pl’lik mikro santrifiij tiipiine aktarildi, koleksiyon tiipii atildi. Spin
kolon agildi, iizerine 200 ul AE buffer eklendi ve 5 dakika 20-25 °C’de inkiibe
edildi. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

13. Spin kolon atildi, 1.5 mI’lik mikro santrifijj tiipii icinde biriken AE buffer i¢indeki
DNA saklandi ve templeyt olarak PCR reaksiyonunda kullanildi.

9.2. Yapay Olarak MG S6 Susu ile Kontamine Edilen MG-ari ve Klinik Ornek Tracheal
Svablarin DNA Ekstraksiyon Metodu: QIAMP DNA mini kitinin dokudan (tracheal
svablardan) DNA ekstraksiyonu yontemi agagidaki gibidir.

1. Tracheal svab bulunan mikro santifiij tiipii icine 1 ml PBS eklendi. 20-25 °C’de 1
saat beklettikten sonra 1 dakika vortekslendi ve svab cikartildi. (Ornekler direkt PBS
icine alindiginda bekleme yapmadan vorteks ve santrifiije gecildi).

2. 10 dakika 7500 rpm’de santrifiij edildi. Uzerinde kalan s1v1 pelete degmeden ayrilip
atild.

3. Pelet 180 ul ATL buffer ile karigtirldi.

4. Uzerine 20 ul Proteinaz K eklendi, vortekslenip, 56 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
Dokunun tamamiyla lize olmasimi saglamak icin 20 dakikada bir vortekslendi (saatte
toplam 3 kez).

5. Spindown yapildi (duvarda kondanse olanlar1 dibe indirmek i¢in).



6. 200 pl AL buffer eklendi, 15 saniye pulse vorteks yapildi. 70 °C’de 10 dakika
bekletilip, spindown yapildi.

7. 200 pl alkol koyuldu, 15 saniye pulse vorteks yapildi.

8. Spin kolon agildi, mikro santrifiij tiiptindeki s1vi, presipitat dahil olmak iizere agzina
pipet ucu yada s1v1 degdirmeden spin kolona aktarildi, kapagi kapatildi ve 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

9. Spin kolon alinip yeni koleksiyon tiipiine aktarildi.

10. Spin kolon dikkatlice agildi, tizerine 500 ul AW1 buffer spin kolonun kapagini
1slatmadan eklendi. Kapagi kapatilip 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

11. Spin kolon alinip yeni koleksiyon tiipiine aktarildi.

12. Spin kolon agildi, iizerine 500 ul AW2 buffer eklenerek kapagi kapatildi. 14000
rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

13. Spin kolon, 1.5 pl’lik mikro santrifiij tiiptine aktarilip eski koleksiyon tiipii atildi.
Spin kolon acilip iizerine 200 pl AE buffer eklendi ve 5 dakika 20-25 °C’de inkiibe
edildi. Daha sonra 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

14. Spin kolon atildi, 1.5 ml’lik mikro santrifijj tiipiinde biriken, AE buffer i¢indeki
DNA PCR reaksiyonunda templeyt olarak kullanilmak iizere saklandi.

9.3. MG-Spesifik Kolonilerden DNA Ekstraksiyon Metodu: QIAMP DNA mini kitinin
kat1 kiiltiirdeki kolonilerden DNA ekstraksiyonu yontemi asagidaki gibidir.

1. Agar icinden agar blok yontemi ile alinan koloniler mikro santrifiij tiipii icinde 180 ul
ATL buffer ile karistirllarak homojen sekilde siispanse edildi.

2. Uzerine 20 ul Proteinaz K eklenerek vortekslendi. 56 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
Dokunun tamamiyla lize olmasini saglamak icin 20 dakikada bir vortekslendi (saatte
3 kez).

3. Spindown yapildi (duvarda kondanse olanlar1 dibe indirmek i¢in).

4. 200 pl AL buffer eklenerek, 15 saniye pulse vorteks yapildi. 70 °C’de 10 dakika
bekletilip spindown yapildi.

5. 200 pl alkol eklenerek 15 saniye pulse vorteks yapildi.

6. Spin kolon agildi, mikro santrifiij tiipii igindeki s1v1 presipitat dahil olmak iizere spin
kolonun agzina pipet ucu yada sivi degdirmeden spin kolana aktarilarak kapagi

kapatildi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.



7. Spin kolon alinip yeni koleksiyon tiipiine aktarildi.

8. Spin kolon dikkatlice agilip tizerine 500 ul AW 1 buffer kolon agzin1 1slatmadan
eklendi. Kapagi kapatilip 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

9. Spin kolon alinip yeni koleksiyon tiipiine aktarildi.

10. Spin kolon acildi iizerine 500 ul AW2 buffer eklenerek kapag kapatildi. 14000
rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

11. Spin kolon 1.5 pl’lik mikro santrifiij tiipiine aktarilarak eskisi atildi. Spin kolon
acilip iizerine 200 ul AE buffer eklendi ve 5 dakika 20-25 °C’de inkiibe edildi. 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

12. Spin kolon atildi. 1.5 ml’lik mikro santrifijj tiipiinde biriken, AE buffer i¢cindeki
DNA PCR reaksiyonunda templeyt olarak kullanilmak iizere saklandi.

10. Optimize Edilen MG-LC PCR Parametreleri: Caligilan tiim 6rneklerin DNA’lar
ekstrakte edilerek templeytler hazirlandi. FastStart DNA Master SG I PCR miksi ve
reagentleri ile hazirlanan templeytler PCR kapillellerine aktarildiktan sonra LC PCR
makinesinde PCR reaksiyonlar gerceklestirildi.

FastStart DNA Master SG I PCR miksinin reagentleri olan H,O, mix ve MgCl,
(denenerek en uygun kullanma orani1 bulunan) ve denenerek en uygun kullanma orani1 bulunan
primerler karistirilip, PCR kapillellerine aktarildiktan sonra, ekstrakte edilerek hazirlanan
templeytler de eklenerek PCR reaksiyonu gerceklestirildi. Calismada negatif kontrol olarak
templeyt yerine deiyonize su, pozitif kontrol olarak ise Pendik Veteriner Arastirma
Enstitiisii’'nde Mycoplasma laboratuvari sefi Dr. Umit Ozdemir’den sagladigimiz MG S6
susu’nun ekstrakte edilen DNA’s1 kullanildi. Optimizasyonda denenerek bulunan PCR

reagentlerinin en uygun oranlar1 agagida belirtilmistir.

PCR lcerigi Hacim / 1 Reaksiyon
H,0 14 ul
MgCl, (25 mM) 16 ul

Primer 1 (25pmol/ul) 0.2 pul
Primer 2 (25pmol/ul) 0.2 pul
Reaksiyon Miksi 2 ul



Templeyt DNA 2 ul

Toplam 20 ul

Templeytler, pozitif ve negatif kontrolleri eklemeden 6nce calisilacak 6rnek sayisina 1
adet pozitif ve negatif kontrolde eklenerek, reaksiyon miksi hazirlandi ve miks 18’ser pl
oraninda borosilikat kapiller PCR tiiplerine dagitildi. Daha sonra kapillellerdeki mikslerin
tizerine templeyt, negatif ve pozitif kontroller 2’ser ul oraninda eklendi ve cam kapillerlerin
plastik kapaklar1 6zel kapatici (capping tool) ile kapatildi. Kapilleller karusele yerlestirilerek
LC karusel santrifiijiinde [Roche Santrifiij (LC Carousel Centrifuge 2.0), katalog no: 03 709
582 001)] spindown yapildi ve self testi yapilan LC PCR aletine yerlestirildi. Cesitli
denemelerle MG PCR reaksiyonu i¢in bulunan en uygun sicaklik ve zaman parametreleri

alete yiiklendi, asagidaki yazilan bu parametreler ¢agirilarak reaksiyon baslatildi.

Reaksiyonda kullanilan DNA amplifikasyon parametreleri asamalariyla asagida
yazilmistir.

Pre-inkubasyon: 95 °C’de 10 dakika

95 °C’de 10 saniye
Amplifikasyon: 50 °C’de 10 saniye
(40 siklus) 72 °C’de 20 saniye

95 °C’de 00 saniye
Erime: 65 °C’de 15 saniye
95 °C’de 00 saniye

Soguma: 40 °C’de 30 saniye olarak kullanilmistir.

11. Erime Egrisi Analizi: Cogaltilan DNA’nin istenilen hedef bolge olup olmadigim
anlayabilmek icin DNA’larin erime egrisi analizleri yapilmasi gerekmektedir. Erime egrisi
analizi yapilmak istendiginde tiim sikluslardan sonra (denaturasyon, annealing, ekstensiyon)

istenilen siire ve erime sicakligina ayarlanan cihaz PCR tiiplerini yavasca 1sitmaya baslar.



Cift zincirli DNA birbirinden ayrilmaya basladiginda (melting temperature= Tm) floresan
boya serbest kalir ve okunan floresan miktari diiser. Her bir DNA’nin belirli bir Tm derecesi
vardir. Bu erime sicaklifi cogalan DNA parcalarinin uzunluguna ve icerdigi GC/AT oranina
baghdir. Spesifik olmayan iiriinler (primer-dimer) ile aradigimiz DNA par¢asinin Tm
derecesi arasinda farklilik olacaktir. Tm derecesinin farkli olmasi her iiriiniin kendine 6zgii
uzunlugu ve gen dizisi icermesindendir. Bu yiizden Tm sicakligi her iiriin icin 6zeldir.

PCR reaksiyonu tamamlandiktan sonra, LC 2.0 aleti kendi yazilim ile erime egrisi
analizi yapildi. Burada Real-Time florometrik goriintiileme yapilarak hem amplifikasyon
grafigi, hem de her 6rnege ait Ty, ‘ler, MG pozitif ve negatif kontrole gore karsilastirilarak

degerlendirildi. Beklenen Ty, ‘ler MG i¢in 80 C’ dir.



Tablo 1: Optimizasyonda Kullamlan MG ve lgili Mycoplasma Suslar

Sus No Sus Ismi

1 Mycoplasma galllisepticum S6

2 Mycoplasma galllisepticum A 5969

3 Mycoplasma galllisepticum K781 (R)

4 Mycoplasma galllisepticum K810 (F)

5 Mycoplasma galllisepticum K3254 (6/85)
6 Mycoplasma galllisepticum K4548 (HF51)
7 Mycoplasma galllisepticum K4957F (2)
8 Mycoplasma galllisepticum K4958F (2)
9 Mycoplasma galllisepticum K4962C (2)
10 Mycoplasma galllisepticum Ts-11

11 Mycoplasma synovia 1823 (WVU)

12 Mycoplasma synovia K1415 (F10-2A5)
13 Mycoplasma synovia K3904 (F10-2A5)
14 Mycoplasma synovia K4910 (9)

15 Mycoplasma synovia K4927C

16 Mycoplasma synovia K4933D

17 Mycoplasma gallinarum K285-“B”-LPG16
18 Mycoplasma gallinaceum Tulley “DD”
19 Mycoplasma gallopavonis SA (377)

20 Mycoplasma meleagridis E-2 (386)

21 Mycoplasma iowae K3761(1) 22 p (863)
22 Mycoplasma pullorum D2403 (396)

23 Mycoplasma iners K285-“E”-PG30 (19)
24 Mycoplasma columbinasale Bx63 (15)
25 Mycoplasma lipofaciens Bx101 (40)

26 Mycoplasma cloacale Bx101 (48)

27 Acheloplasma laidlawi Bx250 (28)



BULGULAR

Tracheal Svab Ornekleri ile MG-LC PCR Bulgulari: Calisilan tracheal svablarda MG
DNA’s1 varlig1 yoniinden 646 tracheal svabin 73’1 (% 11.3) (Tablo- 3), kiimes temel alinarak
degerlendirildiginde ise 31 kiimesten 9’u (% 29) (Tablo- 2) MG-LC PCR ile MG pozitif

olarak bulundu.

Tracheal Svab Ornekleri ile Kiiltiir Bulgulari: Calisilan 646 tracheal svabin 26’s1 (% 4)
(Tablo- 3), kiimes temel alinarak degerlendirildiginde ise 31 kiimesten 5’i (% 16.1) (Tablo-
2) bakteriyolojik olarak MG pozitif olarak bulundu.

Kan Serumu Ornekleri ile CLA Testi Bulgulari: Tracheal svab 6rnegi alinan 646 tavugun
alinan kanlarindan ¢ikarilan serumlar ile yapilan CLA testi sonucunda 227 (% 35.1) tanesi
(Tablo- 3), kiimes temel alinarak degerlendirildiginde ise 31 kiimesten 15’1 (% 48.4) (Tablo-
2) MG seropozitif olarak bulundu.

MG-LC PCR’mm Saf MG S6 DNA’sim1 Tespit Limiti: MG-LC PCR’1n saf MG S6 DNA’sin1
tespit limiti 0.1 femtogram pl™” (yaklasik bir MG hiicresi) olarak bulundu (Grafik- 1 ve 2).

MG-LC PCR’mm Saf MG S6 Kiiltiiriinii Tespit Limiti: MG-LC PCR’1n saf MG S6
kiiltiiriinii tespit limiti 100 KOB ml™ olarak bulundu (Grafik- 3 ve 4).

MG S6 Kiiltiirii ile Yapay Olarak Kontamine Edilen MG-ari Svablarin MG-LC PCR ile
Tespit Limiti: MG S6 Kkiiltiiriiyle yapay kontamine edilen MG-ari svablarin MG-LC PCR ile
tespit limiti 100 KOB ml™ olarak bulundu (Grafik- 5 ve 6).

MG-LC PCR’1n Spesifitesi: Spesifitenin saptanmasi amaciyla, DNA’lar ekstrakte edilerek
amplifikasyonu saglanan Tablo- 1’de yazil referans suslar1 ile uygulanan MG-LC PCR’1
sonucunda tiim MG suslar1 78.9-79.96 °C’de erime gerceklestirdi. MG suslan disindaki diger

suslarda herhangi bir amplifikasyon piki gozlenmedi.



Tracheal Svab ve Kan Serumu Klinik Ornekleri ile Calisslan MG-LC PCR,
Bakteriyoloji ve CLA Testi Sonu¢larinin Kiimes Temel Alinarak Degerlendirilmesi:
Tracheal svab ve kan serumu klinik 6rnekleri ile calisilan MG-LC PCR, bakteriyoloji ve CLA
testi sonuglan kiimes temel alinarak degerlendirildiginde MG-LC PCR ile % 29 oraninda MG
pozitif kiimes tespit edilirken, bakteriyoloji ile % 16.1 ve CLA testi ile ise % 48.4 oraninda
MG pozitif kiitmes bulundu (Tablo- 2). Alt1 adet MG seropozitif kiimes [(kiimes no: 1, 2, 9,
15, 27, 28 (Tablo- 3)] MG-LC PCR ve bakteriyoloji ile MG negatif olarak tespit edildi. Bir
adet kiimes [(kiimes no: 23 (Tablo- 3)] MG-LC PCR ile MG pozitif bulunurken serolojik ve
bakteriyolojik olarak MG negatif bulundu. MG-LC PCR sonuglar1 bakteriyoloji sonuglari ile
karsilastirildiginda, bes adet kiimes [(kiimes no: 13, 16, 20, 23 ve 24 (Tablo- 3)] MG-LC PCR
ile MG pozitif bulunurken, bakteriyolojik olarak MG negatif bulundular. Sadece bir adet MG
seropozitif kiimes [(kiimes no: 11 (Tablo- 3)] bakteriyolojik olarak da MG pozitif bulunurken
MG-LC PCR ile MG negatif bulundu. On adet MG seropozitif kiimes [(kiimes no: 1, 2, 9, 13,
15, 16, 20, 24, 27 ve 28 (Tablo- 3)] bakteriyolojik olarak MG negatif olmasina ragmen,
bakteriyolojik olarak MG pozitif ama MG seronegatif kiimese rastlanmadi. Dort adet kiimes
[(kiimes no: 7, 19, 22 ve 26 (Tablo- 3)] hem MG-LC PCR ile hem de bakteriyolojik olarak
MG pozitif bulundu. Dolayisiyla, MG-LC PCR ve bakteriyoloji arasindaki MG pozitiflik

oranini kiimes temel alinarak degerlendirdigimizde % 55.6 (9/5) orani bulundu.

Tablo-2 Tracheal Svab ve Kan Serumu Klinik Ornekleri ile Cahsilan MG-LC PCR,
Bakteriyoloji ve CLA Testi Sonuclar1 Kiimes Temel Alinarak Degerlendirildiginde Elde

Edilen Yiizde Oranlar:

Sonuc¢ MG-LC PCR (%) Bakteriyoloji (%) CLA (%)
Pozitif 9 (29.0) 5(16.1) 15 (48.4)
Negatif 22 (71.0) 26 (83.9) 16 (51.6)
Toplam 31 (100.0) 31 (100.0) 31 (100.0)

Tracheal Svab ve Kan Serumu Klinik Ornekleri ile Calisilan MG-LC PCR,
Bakteriyoloji ve CLA Testi Sonuclarmin Bireysel Ornege Dayah Degerlendirilmesi:
MG-LC PCR, bakteriyoloji ve CLA testi sonuglar bireysel 6rnege dayali olarak
degerlendirildiginde, 646 adet tracheal svab ve kan serumu 6rneginin 73 adedi MG-LC PCR
ile, 26 adedi bakteriyolojik ve 227 adedi CLA testi ile serolojik olarak MG pozitif olarak



bulundu (Tablo- 3). Dort yiiz on dokuz 6rnek MG seronegatif olarak bulundu. Bu 419 MG
seronegatif drnek arasindan MG-LC PCR ile MG pozitif bulunan bir adet 6rnek [(kiimes no:
23 (Tablo- 3)] haricinde hepsi ayn1 zamanda bakteriyolojik olarak MG-LC PCR ile MG
negatif olarak bulundu. iki yiiz yirmi yedi MG seropozitif érnekten 72’si MG-LC PCR ve
26’s1 bakteriyolojik olarak MG pozitif bulundu. Toplam 25 tracheal svab ornegi [(7 no’lu
kiimesten 2 adet, 19 no’lu kiimesten 8 adet, 22 no’lu kiimesten 1 adet, 26 no’lu kiimesten 14
adet (Tablo- 3)] hem MG-LC PCR ile hem de bakteriyolojik olarak MG pozitif bulundu.
Dolayisiyla bireysel drneklere dayali degerlendirdigimizde, MG-LC PCR ve bakteriyoloji
arasindaki MG pozitiflik oran1 % 35.6 (73/26) olarak bulundu. 15-07-2008 tarihinde ¢alisilan
klinik 6rneklerin MG-LC PCR sonuglari, tiim Roche LC 2.0 parametreleri, tablo ve

grafikleriyle bir 6rnek teskil temek tizere verilmistir (Grafik -7).

Tablo-3 Tracheal Svab ve Kan Serumu Ornekleri ile Cahsilan MG-LC PCR,

Bakteriyoloji ve CLA Testi Sonuclarinin Bireysel Ornege Dayah Degerlendirilmesi

MG-LC PCR Pozitif  Bakteriyolojik Olarak CLA Testii Pozitif
Kiimes  Ornek Sayisy/ Test Pozitif Ornek Sayisy/ Test Serum Sayisi /Test
No Edilen Toplam Edilen Toplam Tracheal Edilen Toplam
Tracheal Svab Sayis1  Svab Sayisi Serum Sayisi

1 0/15 0/15 7/15

2 0/10 0/10 5/10

3 0/16 0/16 0/16

4 0/20 0/20 0/20

5 0/10 0/10 0/10

6 0/15 0/15 0/15

7 9/14 2/14 14/14

8 0/21 0/21 0721

9 0/13 0/13 11/13
10 0/25 0/25 0/25

11 0/14 1/14 13/14
12 0/11 0/11 0/11

13 4/10 0/10 10/10
14 0/11 0/11 0/11

15 0/10 0/10 5/10

16 2/19 0/19 9/19

17 0/33 0/33 0/33

18 0/30 0/30 0/30

19 16/20 8/20 20/20
20 3/50 0/50 41/50
21 0/20 0/20 0/20
22 3/10 1/10 6/10
23 1/10 0/10 0/10



24 3/37 0/37 32/37

25 0/16 0/16 0/16
26 32/48 14/48 37/48
27 0/10 0/10 7/10
28 0/12 0/12 10/12
29 0/30 0/30 0/30
30 0/15 0/15 0/15
31 0/71 0/71 0/71
Toplam 731646 26/646 227/646
TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasinin ilk basamaginda, optimize edilen MG-LC PCR sisteminin arama
sinirlarini (deteksiyon limitlerini) 6lgmenin anlamli olacag diisiiniildii. 2002 yilinda Carl1 ve
Eyigor (23) tavuk tracheal svablarindan MG teshisi icin MG-LC PCR sistemi ile ¢caligmiglar
ve MG-LC PCR’1n saf kiiltiirle tespit limitini 3 KOB ml” ve yapay kontamine Orneklerle
tespit limitini ise 3000 KOB ml” bulmuslardir. Calistiklar1 toplam 96 tracheal svabin 68’ini
canli hayvanlardan, 28’ini ise nekropsi yaptiklar hayvanlarin trachea mukozasina siirterek
almislardir. Canli hayvanlardan aldiklar tiim svablarin MG-LC PCR sonuclar1 negatif
cikarken, nekropsi yaptiklart hayvanlarin trachea mukozasina siirterek aldiklar1 28 svabtan
18’inin sonucunu MG-LC PCR pozitif bulmuglardir. Arastirmacilar, bu metodun
ozgiinliigiini % 100, duyarliligin1 % 64.2 bulduklarini ve eger dogru 6rnekleme yapilirsa
MG’ un teshisinde MG-LC PCR sistemini olduk¢a hizli ve hassas bulduklarini bildirmislerdir.
1993 yilinda Slavik ve arkadaslar1 (235) MG PCR’1n 2 KOB ml™ miktarina kadar MG
titrelerini tespit edebildigini, 6zgiinliik calismalar1 sonucunda MG serolojik testlerinde MS
infeksiyonu yanlis pozitif reaksiyonlara neden olmasia ragmen, MG PCR’nun MS diger
Mycoplasma’lar arasinda kros reaksiyonlara neden olmadigini bildirmislerdir. Ayni
arastirmacilar yine tracheal svab ya da tracheal sivilardan yaptiklar karsilagtirmada MG
PCR’nda tracheal svablarin, tracheal sivilara gore daha iyi sonug¢ verdigini bildirmislerdir.
Carl1 ve Eyigor (23) ile Slavik ve arkadaglar (235) klinik 6rneklerden MG izolasyonu i¢in
yaptiklar1 PCR’1mn duyarliligini bizim ¢alismamiza goére [(saf MG DNA’siin 0.1 fg pl’l
(Grafik- 1 ve 2) saf MG Kkiiltiiriiniin ise 100 KOB ml" (Grafik- 3 ve 4)] oldukga diisiik
bulmuslardi. Bunun sebebi DNA templeytinin kalitesiyle ilgili olabilir. Bizim calismamiz
stirecinde de DNA ekstraksiyon kiti kullanmadan lizis yontemi ile (23) hazirladigimiz
templeytlerle yaptigimiz PCR denemelerinde, benzer diisiik duyarlilik problemleri yasanildi.
MG S6 susunun DNA’s1yla kit kullanarak elde edilen sonuglar, ayn1 susla kit kullanmadan



lizis yontemi ile (23) hazirladigimiz templeytlerle calistigimiz PCR ile karsilastirildi. DNA
ekstraksiyon kitini kullanarak ¢alistigimizda spesifik amplifikasyonlar 15. sikluslarda
olugmaya baslarken, DNA ekstraksiyon kitini kullanmadan elde edilen templeyt ile
calistigimiz PCR reaksiyonunda 40 amplifikasyon siklusu sonunda MG-LC PCR ekranindan
daha yeni yeni amplifikasyonlarin olusmaya basladig: goriildii. Bunun nedeninin ortamda
spesifik DNA olsa bilse, DNA ekstraksiyon kitini kullanmadan elde edilen DNA’da,
ekstraksiyon sirasinda orneklerden uzaklastiramadigimiz PCR inhibitorlerinin amplifikasyonu
inhibe etmesi olabilecegi karar1 verildi. Ayrica DNA ekstraksiyon kitini kullanmadan elde
edilen DNA ile hazirlanan templeytlerdeki diger bir problemin de primer-dimer miktarinda
oldukga yiiksek bir artig oldugu goriildii. Bunun nedenin ise yine ortamdaki giderilemeyen
maddelerden kaynaklanan kontaminasyon probleminin olusturdugu primer-dimerler olduguna
karar verildi (veriler gosterilmedi). Bu ylizden bu denemelerden sonra klinik
orneklerimizdeki DNA ekstraksiyonu ticari QTAMP DNA mini kiti (QIAGEN marka, kod:
51304, Almanya) ile gerceklestirildi. Daha 6nce yapilan 2 calismada (34, 145) DNA
templeyti hazirlamada yikama-kaynatma-santrifiij metodunun iyi sonug verdigi sdylense de,
diger 2 calismada da belirlendigi iizere (236, 237) kit cok iyi kalitede templeyt sagladi.

Yapay olarak kontamine ettigimiz tracheal svab ¢alismamizda da bulundugu gibi (Grafik- 5
ve 6) DNA izolasyon kiti MG-LC PCR’1n duyarliliginin (23) artmasini sagladi. Tiim bu
sonuclara gore PCR reaksiyonunda kullanilacak DNA templeyti hazirlamansi icin DNA
ekstraksiyon kitinin kullanilmasi gerektigine karar verildi.

CLA testinde en sik karsilagilan sorunlar testin yanlis pozitif ya da yanls negatif
sonuglar verebilmesidir. Kontamine ya da dondurulmus serumlar ile test yapildiginda
nonspesifik reaksiyonlarin gézlendigi bildirilmistir (77, 125, 128, 130, 131). Olsen ve
arkadaslar1 (238) ile Snell ve Cullen (137) tarafindan MG ile MS arasinda antijenik yakinlik
oldugu, CLA testi ile 6zellikle MS infeksiyonunun ilk doneminde kros reaksiyonlarin
goriildigii, HI testi ile sonuglarin tekrar degerlendirilmesi gerektigi ve farkli zamanlarda
ornek aliminin da yararli olacagi bildirilmistir. Kanatl sektoriinde bir¢ok viral ve bakteriyel
infeksiyondan korunmada kullanilan inaktif asilarin da serolojik tanida sorun oldugu, bu
agilarin uygulandig1 hayvanlardan alinan kan serumu 6rnekleri CLA testi ile incelendiginde
non-spesifik pozitif reaksiyonlar gozlendigi rapor edilmistir (77, 123, 130). Roberts (125) bu
agilarin uygulanmasini takiben 1 hafta sonra yapilan CLA testinde non-spesifik reaksiyonlar
goriildiigiinii ve bu non-spesifik reaksiyonlarin ancak 3. hafta icerisinde sonlandigini

bildirmistir. Yoder (130) ise non-spesifik reaksiyonlarin, as1 uygulamasini takiben 2-3 hafta



icerisinde ortaya ¢iktigini, serumlarin 1s1yla inaktivasyonunun ya da sulandirilmasinin da bu
reaksiyonlar1 tam olarak onleyemedigini bildirmistir. Cullen ve Timms (131) MG’dan ari
ciftliklerdeki tavuklari, 4 farkli inaktif as1 ile kullanim prosediiriine uygun olarak (3. ,9., ve
16. haftalarda birer doz) asilamislar, 21 hafta boyunca kan serumlarin1t CLA, HI ve lateks
anti-globulin testi ile incelemislerdir. CLA ve lateks anti-globulin testi ile incelenen
serumlarin, tavuklar 20 haftalik olana kadar yanlis pozitiflik verdigini bildirmislerdir. CLA
testindeki non-spesifik reaksiyonlar1 dnlemek amaciyla, serumun 1s1yla inaktivasyonu, 2-
mercaptoethanol ile veya FTS ile sulandirilmasi gibi yontemler onerilmesine ragmen (1, 105)
Yoder (130) ile Cullen ve Timms (131) bu sulandirma islemlerinin, gercek pozitif olan
serumlarin negatif sonug verebilmeleri nedeniyle taniy1 yaniltabilecegini bildirmislerdir.
Calismamizda CLA testi ile seropozitiflik oraninin MG-LC PCR sonuglarina gore yiiksek
olmasinin (Tablo- 2 ve 3) nedeninin, daha 6nceki ¢alismalarda bildirildigi gibi (135, 239),
tavuklara uygulanan yagl adjuvanl 6lii asilarin yol actii non-spesifik aglutinasyonlar ya da
tavuklarda bulunan non-patojenik Mycoplasma veya MG disindaki diger patojenik
Mpycoplasma’lar olabilecegine karar verildi. Yiiksek duyarliliklarindan dolay1 yanhs pozitif
reaksiyonlara neden olan aglutinasyon testlerine bagh olarak, bu tip yanls yiiksek tasiyicilik
oranlari ortaya ¢ikabilmektedir. Bu yiizden bu testlerden sonra ortaya ¢ikan pozitiflikler OIE
ve NPIP’de (3, 10) belirtildigi gibi mutlaka bakteriyoloji ve PCR ile dogrulanmalidir.
Calismamizda ortaya ¢ikan bir diger sonug da kiimes bazinda ve bireysel olarak tespit
edilen pozitiflik oraninda, MG-LC PCR sonuglar1 bakteriyoloji sonuglan ile karsilastirdiginda
bakteriyolojik tespit oraninin daha diisiik olmasiydi (Tablo- 2 ve 3). Kiimeslerde sagaltim
yontemlerinin basinda gelen antibiyotik uygulamalar1 hem kiiltiir hem de serolojik taniy1
olumsuz etkilemektedir. Yapilan deneysel calismalarda, antibiyotikle sagaltilmis siiriilerde
sagaltilmamus siiriilere oranla MG’a kars1 daha az humoral immun tepki olustugu
bildirilmistir (77). Tiirkaslan ve Salihoglu (138) CRD siiphesi ile laboratuvara gonderilen 13
olgunun, 8’inden MG izole ettiklerini, izolasyon yapilamayan siiriilerden ikisinde énceden
antibiyotik sagaltiminin uygulanmis oldugunu bildirmislerdir. Giiler (139) klinik bulgularina
bakilarak hastaliktan siiphe edilen 33 isletmeye ait toplam 91 tavuktan kan serumu ile CLA
testi ve organlardan etken izolasyonu ¢alismas1 yaptiginda 20 isletmede seropozitiflik
saptarken, sadece 9 isletmeye ait toplam 12 tavuktan MG izole ve identifiye ettigini bildirmis
ve serolojik olarak pozitif siiriilerde, etken izolasyonunun gerceklesmemesini, antibiyotik
kullanimina ve diger Mycoplasma’lar tarafindan MG’ un tiremesinin inhibisyonuna

baglamistir. Jordan ve arkadaslar (240, 241) ile Levisohn ve arkadaslar (242) deneysel yolla



infekte ettikleri tavuklara sagaltim uygulamislar ve bu hayvanlarda sagaltim yapilmamis
hayvanlara oranla sagaltim yapilmiglarda etken izolasyonunun azaldigini, serolojik test
sonuglar1 incelendiginde de daha az pozitiflik goriildiigiinii bildirmislerdir.

Bakteriyoloji ile ilgili yagsanan bu problemler daha onceki ¢calismalarda (138, 139,
240-242) belirlendigi ve belirtildigi lizere su nedenlerden de kaynaklanabilmektedir. Basta
MG iireme siiresi uzun, iiretilmesi oldukca zor olan, iireme ortaminda hassas sartlar gerektiren
ve svab drneklerinde bulunan non-patojenik diger Mycoplasma’lardan 6tiirii
bakteriyolojisinde problemler olusturan bir bakteridir. Fakat PCR’da boyle problemler
MG’un dogrudan 6zgiin bir gen parcasi saptandigi icin 6nemli olmamaktadir (236, 237). Bu
yiizden PCR bakteriyolojiden ¢cok daha hassastir. Bu problemin bir diger nedeni de
orneklerde bulunan Mycoplasma’lar 6lmiis olabilecegi i¢in bakteriyoloji ile MG iiretilememis
buna karsin MG-LC PCR ile pozitiflik saptanabilmistir (243). Ayrica tracheal svab
orneklerindeki MG DNA’s1 tavuklar yeni infekte olmus durumdaysalar PCR ile tespit
edilebilmesine ragmen, bakteriyoloji ile infeksiyonun baglangicinda olundugu icin az sayida
MG etkeni olacagindan tespit edilememis veya serolojik testlerle tavuk kaninda yeterli antikor
diizeyi olusmadigi i¢in tespit edilememe durumu da olabilmektedir. Calismamizdaki bir
ornekte (kiimes no: 23, Tablo- 3) de bu durum goriildii. Yirmi ti¢ no’lu kiimesimizin
sonuclart MG-LC PCR ile pozitif ¢ikmasina ragmen, serolojik ve bakteriyolojik olarak negatif
bulunmustur. Benzer aciklama diger bes adet kiiltiir negatif fakat MG-LC PCR pozitif kiimes
(ktimes no: 13, 16, 20, 23, 24. Tablo- 3) i¢in de yapilabilir. Salich ve arkadaslar (233)
antikor yanitinin uzun siire saptanabilmesine karsin, tracheadaki etken sayisinin belli bir siire
artip pik diizeye eristikten sonra hizla diistiigiinii, bu nedenle serolojik olarak pozitif olgularda
etken izolasyonun gerceklesemeyebilecegini ya da PCR sonucunun negatif olmasinin sasirtici
olmadigini bildirmiglerdir. Daha 6nceki calismalardan farkli olarak (233, 244) bir kiimes
haricinde (kiimes no: 11, Tablo- 3) diger tiim bakteriyolojik pozitif kiimes sonuclarimiz MG-
LC PCR ile de MG pozitif sonug verdi (Tablo- 3). Tiim bu sonuclar 151g1nda, beklenildigi
gibi kiimes yada bireysel veriler bazinda, MG-LC PCR ile tespit edilme oraninin
bakteriyolojik yontemle tespit edilme oranina gore daha yiiksek oldugu sonucuna varildi.

PCR’nun bakteriyoloji yanindaki iistiinliigii daha once Callison ve arkadaslar1 (236) ve
Marois ve arkadaslar (245) tarafindan cevresel kiimes 6rnekleri ve tracheal svablarla
yaptiklan calismalarda bulundugu gibi (% 52.8) bizim ¢calismamizda da PCR ve
bakteriyolojinin sadece % 55.6 benzer oran gostermesiyle bir kez daha bulunmustur (Tablo-

2). Sadece bir kiimeste (kiimes no: 11, Tablo- 3) bakteriyolojik olarak MG pozitif, MG-LC



PCR negatif sonucu bulundu. Bunun nedeninin de DNA ekstraksiyonunda kit kullanilmasina
ragmen, yine de templeytdeki belki de ¢cok az miktarda bulunan inhibitér maddelerden
olabilecegi diisiiniildii. Bagcigil ve arkadaslar (246) MG’un saptanmasinda PCR,
bakteriyoloji ve CLA yontemlerini karsilastirmislar, 96 tracheal svabla yaptiklar ¢alismada
47 (% 49) PCR pozitif, 3 (% 3.1) bakteriyoloji pozitif, 10 (% 10.4) CLA testi ile seropozitif
ve 10 (% 10.4) MG seropozitif-siipheli 6rnek bulmuslardir. Sonugta CLA saha kosullarinda
stirii taranmasinda kullanigh ve pratik olmasina ragmen bu testin tek basina sonucu
belirlemede yeterli olmadigini ve PCR tekniginin bakteriyolojiye gore oldukca pratik ve
giivenilir oldugunu bildirmislerdir. Callison ve arkadaslar1 (236) Tagman problarla MG Real-
Time PCR [MG- labeled probe (MGLP)] gerceklestirmislerdir. MGLP analizini, MG
izolasyonu ile karsilagtirdiklarinda MGLP’nin (172/265) izolasyona gore (50/265) daha
duyarli oldugunu gérmiislerdir. Bu sonuclara gore klinik 6rneklerden MG saptamada
MGLP’nin olduk¢a duyarli, 6zgiin oldugunu ve ayrica miktar tayinine olanak sagladigini
bildirmislerdir.

Salisch ve arkadaglar1 (233) IDEXX MG PCR-tabanl test kitinin tiir spesifik
oldugunu vurgulamiglardir. Bu ¢alismada da kitin 6zgiinliigiinii saptamak i¢cin MG PG31,
Mycoplasma gallinarum PG16, Acheloplasma axanthum, MS WVU 1853 suslari ile PCR
yapildiginda, kitin sadece MG’u saptadigini bildirmiglerdir. Khan ve Kleven (106) infekte bir
ciftlige saglikl civcivlerin katilmasindan ¢ok kisa bir siire sonra sagliklilarin da infekte
olduklarini, ancak bu durumun ilk giinlerde serolojik testlerle veya kiiltiir ile ortaya
cikartilmasinin zor oldugunu, bu agsamada spesifik DNA’nin saptanmasina yonelik tani
yontemlerinin basarili sonuclar verdigini bildirmislerdir. Kempf ve arkadaslar1 (247) dnce
MG ile infekte edildikten sonra antibiyotikle sagaltilmaya baslanan tavuklardan 8 farkli giinde
alian 80 tracheal svab 6rneklerinden kiiltiir ile 14, PCR ile 20 pozitif sonug elde edildigini,
son etken izolasyonunun inokulasyondan 26 giin sonra yapildigini, PCR ile ise son pozitif
ornegin inokulasyondan 54. giinde saptandigini bildirmislerdir. Arastiricilar baska bir
calismalarinda da (148) tracheal svablardan kiiltiir ve PCR ile MG tanisini
karsilastirdiklarinda, 73 svab 6rneginden 49’unun kiiltiir, 70’inin ise PCR ile MG pozitif
oldugunu bildirmislerdir. PCR pozitif 6rneklerin ¢ogunda kiiltiir ile saptanamayacak kadar az
bakteri oldugunu, bu sonucu da PCR tekniginin yiiksek duyarliligina ve iiremeyecek kadar az
patojeni saptayabilme yetenegine baglamislardir.

Kempf (230) tiim bu avantajlarin yan1 sira, PCR teknigi ile sadece bilinen

Mpycoplasma tiirlerinin identifiye edilebilecegini, yeni tiirler ve patojenite, immunojenite,



antibiyotik duyarlilig1 gibi biyolojik 6zelliklerin saptanabilmesi icin kiiltiir calismalarinin ve
serolojik testlerin de yapilmasi gerektigini vurgulamistir.

Etken izolasyonu ve biyokimyasal 6zelliklerin saptanmasini i¢eren kiiltiir yontemleri,
giiniimiizde hala en giivenilir tan1 yontemlerinden biri olarak kullanilmaktadir. Gelistirilen
her tan1 yonteminin degerlendirilmesinde, saha izolatlarinin 6zelliklerinin saptanmasinda,
agilarin hazirlanmasinda, antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesinde kiiltiir calismalarindan
yaralanilmaktadir. Bunun yani sira pratik ve ucuz olmasi nedeniyle CLA testi siklikla
kullanilmaktadir. Ancak CLA testi de tek basina yeterli olmadigi i¢in ve bagka serolojik
testlerle ve diger tan1 yontemleri ile sonuglarin dogrulanmasi gerekmektedir. Kiiltiirde
karsilasilan zorluklar ve bazi serolojik testlerdeki yaniltict sonuglar ve giigliikler nedeniyle,
molekiiler diizeydeki gelismeler sonucunda PCR teknigi 6nem kazanmig ve siklikla
kullanilmaya baslanmistir (36, 38, 77, 247, 248). PCR tekniginin kisa siirede en dogru sonug
aliabilmesi, sekonder bakteriyel kontaminasyonlardan etkilenmemesi, antibiyotik kullanimi
sonrasinda da yeterli sonuclarin alinmasi ve tiir spesifik olmasi arastiricilar tarafindan tercih
edilme nedeni olarak belirtilmistir (38, 77, 233). Son yillarda molekiiler diizeydeki
gelismelere paralel olarak PCR teknigi bir¢ok infeksiyoz hastalikta oldugu gibi MG
infeksiyonu tanisinda da kullanilmaya baglamistir. Giiniimiiz kosullarinda pahali bir test
olmakla birlikte, yiiksek duyarlilik ve 6zgiinliigii ile izolasyon ve identifikasyonun yerini
tutabilecek bir teknik olabilecegi pek cok calismada kamtlanmistir. Tez calismamizda tavuk
tracheal svablarindan MG aranma duyarliligt MG-LC PCR’1n yeniden optimizasyonuyla
artinlmigtir. Bu ¢aligsma ile toplam PCR siiresi, geleneksel PCR’a gore 3-4 saat daha
kisaltilmig ve deteksiyon limiti olduk¢a fazla azaltilmistir (Grafik- 1 ve 2) (23).

Calismamizin sonunda, bir Real-Time PCR sistemi olan LC PCR ile MG tespit orani,
MG seropozitif damizlik kiimeslerde bakteriyolojiden neredeyse 3 kat daha yiiksek
bulunmustur (Tablo- 2 ve 3). MG-LC PCR sonuglar1 bakteriyoloji sonuglari ile kiimesler baz
alindiginda % 55.6 (Tablo- 2), bireysel 6érnek bazinda karsilastirildiginda ise sadece % 35.6
(Tablo- 3) benzerlik gostermistir. Bu ylizden MG-LC PCR, MG seropozitif damizlik
kiimeslerden alinan tracheal svablardaki MG’u saptamada olduk¢a duyarl ve etkin olarak
degerlendirilmistir. Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda LC PCR sistemi (Roche) MG’un tavuk

tracheal orneklerinden aranmasi amaciyla optimize edilmistir.
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