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OZET

MYCOPLASMA GALLISEPTICUM
VARLIGININ PCR VE LOOP MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION
YONTEMI ILE KARSILASTIRILMALI OLARAK BELIRLENMESI

Kirikkale Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisu
Veterinerlik Mikrobiyolojisi Anabilim Daly, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Murat YILDIRIM
Ocak 2023, 66 sayfa

Bu tez calismasimin amaci, iilkemizde tavukculukta verdigi kayiplar yoniinden 6nemi
bilinen kanatli mikoplazmozu etkenlerinden Mycoplasma gallisepticum (MG)’un
kisaca LAMP olarak bilinen tan1 yonteminin PCR’a gore daha kisa zamanda, diisiik
maliyetle ve yliksek dogruluk oraniyla teshis edilip edilemeyecegini belirlemektir.
Enfeksiyoz 0Ozellikte ve solunum yoluyla kisa sirede bulasan Mycoplasma
gallisepticum’un kontolii; diizenli araliklarla denetlenmesi ile hastaligin endiistriyel
isletmelerdeki ciddi maddi zararlarin Oniine gegilmesi miimkiindiir. Bu enfeksiydz
hastalikta sadece hayvanin karkas Ozelliklerinin olumsuz yonde etkilenmemekte,
yumurta eldesinin azalmasi ve hastaligin bertaraf edilmesi i¢in ciddi boyutta sagaltim
harcamalar1 yapilmasi nedeniyle nedeniyle olduk¢a diistindiiriicii  sonuglar1
beraberinde getirmektedir. Kanatli hayvanlarda MG'nin neden oldugu enfeksiyon
sadece solunum sistemini etkilemekle kalmaz, ayni zamanda bagisiklik sisteminin
zayifladig1 durumlarda bir¢ok organ veya sistemde ciddi sonuglar dogurur. Ayrica
kiimes hayvanlarida uzun siireli maruziyetten sonra kronik solunum yolu hastaligina
neden olur.

Calismada, Kirikkale ve Ankara ¢evresindeki kanath isletmelerinde solunum sistemi
infeksiyonu belirtileri gésteren tavuklardan alinan trakeal svablar, 6len ve nekropsisi
yapilmis hayvanlardan aliman akciger ve a O6rnekleri (10 isletmeden isletme bagina
20’ser adet) ile calisildi. Her bir kiimesten alinarak beserli havuzlar (4 havuz)
olusturulan akciger ve trakea Orneklerinden yapilan DNA izolasyonu sonrasinda
ornekler LAMP ve PCR ile degerlendirildi. incelenen DNA amplifikasyon sonrasi
yapilan jel elektroforez goriintiileri sonucunda PCR metoduyla toplam 46 tane havuz
ornegi (her bir havuz 5 akciger veya trakeadan olusmaktadir)’nden akciger i¢in %32,6
(15 tane akciger havuz 6rnegi)’i ve trakea igin %34,78 (16 tane trakea havuz 6rnegi)’i
MG varlig1 yontnden pozitif olarak degerlendirildi. Toplam 46 tane havuz 6rneginden
izole edilen DNA’larim LAMP metodu ile amplifikasyon sonucunda akcigerde %43,47
(20 adet akciger havuz 6rnegi) ve trakeada %60,87 (28 adet trakea havuz 6rnegi) MG
‘ye 0zgli DNA varlig1 belirlendi. LAMP yontemi PCR yontemiyle kiyaslandiginda,
thermal cycler gibi 6zel ve pahali gibi cihazlara ihtiya¢ duyulmadan ve kontaminasyon
riski olmadan yapilmasi yani sira kullanim kolaylig1 ve yaklasik yarim saat gibi kisa
bir stirede sonug aliabilmesi gibi avantajlar1 ile sahada ve ekipman imkanlar1 az olan
laboratuvarlarda validasyon ve verifikasyon ¢aligmalarinin yapilarak rutin kullanima
aday bir yontem olarak kullanilabilecegi sonucuna varildi. LAMP yonteminin
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ulkemizde hastaliklarin tanilandirilmasinda daha da yaygmlastirilmasi ve diger
etkenler igin de etkinliginin ortaya konmasinin yararl olacagi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alisma, Kirikkale Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir. Proje Numarasi: 2016/31 dir.



ABSTRACT

COMPERATIVE DETECTION OF THE PRECENSE OF MYCOPLASMA
GALLISEPTICUM BY CONVENTIONEL POLIMERASE CHAIN REACTION
AND LOOP MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION

Kirikkale University
Graduate School of Health Science
Veterinary Microbiology Department, Doctoral Degree Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Murat YILDIRIM
January 2023, 66 pages

The aim of this study reflects on the advantages of infectious Mycoplasma
gallisepticum (MG) which is one of the newly comprehended poultry mycoplasmosis
agents, in terms of losses caused by epidemics in poultry in our country, in a shorter
time with low cost and high accuracy rated diagnosis. Mycoplasma gallisepticum
which is infectious and transmitted by respiration in a short period time, can be
controlled regularly and makes serious damages on the material can be prevented in
industrial poultry enterprises. With this infectious disease, not only the carcass
characteristics of the animal are adversely affected, but also because of the reduction
of egg production and the treatment of the disease to a great extent, it gets quite
thought-provoking results. The infection caused by MG in poultry does not only affect
the respiratory system but also in cases of the weakened immune system, many organs
or systems have severe consequences. It also causes chronic respiratory disease after
long-term exposure in poultry.

In this study, tracheal swabs taken from chickens showing signs of respiratory system
infection, lung and a samples taken from dead and necropsied animals were studied in
poultry farms around Kirikkale and Ankara (20 per farm from 10 farms). After DNA
isolation from lung and trachea samples, which were taken from each house and
formed pools of five (4 pools), the samples were evaluated by LAMP and PCR. After
DNA isolations from lung and trachea samples which were collected from each coop,
five pools were formed, then the samples were evaluated with LAMP. As a result of
the gel electrophoresis images made after the DNA amplification, a total of 46 pool
samples (each pool consists of 5 lungs or trachea) from a total of 46 pool samples
32.6% (15 lung pool samples) for the lung and 34.78% for the trachea (16 tracheal
pool samples) were evaluated as positive for the presence of MG. As a result of
amplification of DNAs isolated from a total of 46 pool samples by LAMP method, the
presence of MG-specific DNA was determined in 43.47% (20 lung pool samples) and
60.87% (28 tracheal pool samples) in the trachea. Compared to the PCR method, the
LAMP method is performed without the need for special and expensive devices such
as a thermal cycler and without the risk of contamination, as well as its advantages
such as ease of use and obtaining results in a short time of about half an hour, by
performing validation and verification studies in the field and in laboratories with less
equipment facilities. It was concluded that it can be used as a candidate method for
routine use. It is thought that it will be useful to make the LAMP method more
widespread in the diagnosis of diseases in our country and to reveal its effectiveness
for other factors.
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1. GIRIS

Diinyada ve iilkemizde tavuk yetistiriciligi 6nemli, gelisen ve teknolojiye agik bir
sektordiir. Hem eti hem de yumurtasi ile hayvansal protein ihtiyacinin 6nemli 6l¢tide
giderilmesini saglayan tavuk, tretiminin kolay ve hizli olmasmin yaninda maliyetinin
de diisiik olmas1 nedeniyle hayvancilik sektoriinde 6zel bir dnem arz etmektedir. Pek
cok bakteriyel, viral, protozer hastaliklar basta olmak iizere besinsel yetmezlikler de
bu sektor igerisinde karsilasilmaya baglanmistir. Bakteriyel hastaliklar icerisinde
E.coli, Salmonella tirleri ve Campylobacter’e iliskin salginlar uzun zamandir
bilinmekte ve hastalifin tanilandirilmasi yapilmaktadir. S6z konusu bu hastaliklar,
canlida artan verimle birlikte stres yarattigi i¢cin immunitede ciddi bir kirilmaya yol
agmaktadir. Hatta bunlar bir veya birkag hastalik kompleksini igerecek sekilde yaygin
Olimlerle kendini gostermektedir. Bu hastaliklardan biri de Kronik Solunum Yolu

Hastalig1 (Chronic Respiratory Disease-CRD) kompleksidir.

Tavukeuluk isletmelerinde 6nemli ekonomik kayiplara neden olan, Kronik solunum
yolu hastalig1 etkeni Mycoplasma gallisepticum (MG) ’un periyodik olarak kontrolii
gerekmektedir (Kleven, 2008). Ekonomik kayiplar; karkas kalitesinin ve agirhiginin
diismesi, yumurta verimindeki azalma, tedavi masraflar1 nedeniyle ger¢eklesmekte ve
buda mikoplazma infeksiyonlarmi diinyanin en maliyetli hastaliklarindan biri
durumuna getirmektedir (Swayne, 2013). MG o0zellikle diger solunum sistemi
patojenlerinin varhiginda ya da immun sistemin zayifladigr durumlarda tavuklarda
kronik solunum yolu hastaligima neden olmaktadir. MG kaynakli hastalik belirtileri;
burun akimtisi, konjunktivit, oksiiriik, aksirik, hiriltili solunumdur (Songer ve Post,
2004). Buna ek olarak, yumurta veriminde diisiis ve keratokonjunktivit, artrit, salpinjit
ve ensefalopati de gorlebilir (Songer ve Post, 2004; World Organisation for Animal
Health, 2008).

Kronik solunum yolu hastaliginin primer etkeni olan MG, yumurta yoluyla bulagsmas1
ve hiicre duvarinin olmamasi nedeniyle ¢evresel etkilere karsi olduk¢a duyarlidir ve
bu nedenle teorik olarak isletmede kontrolii kolaydir (Kleven, 2008; Swayne, 2013).
Hastaligin siddeti, Newcastle veya Infeksiyoz Bronsit gibi viral ya da Escherichia coli
gibi bakteriyel sekonder enfeksiyonlarla komplike oldugunda artar. Damizlik ve

yumurtaci surulerde hastalik yumurta verim diisiikliigiine neden olabilen daha kronik



bir formda da ilerleyebilir (Swayne, 2013; World Organisation for Animal Health,
2008).

Tavuk isletmelerinde Kronik Solunum Yolu Hastaliginin kontroliinde 6ncelikli olarak
mikoplazma-ari siiriilerin bulunmasi 6nemlidir. Bununla beraber iyi biyoglvenlik
onlemlerinin alinmas1 ve duzenli izleme programlarinin uygulanmasi hastaligin

kontroliinde 6nem tasimaktadir (Kleven, 2008; Swayne, 2013).

Tavukguluk isletmelerinde surulerin MG varligi yoniinden taranmasi Amerika Birlesik
Devletleri’nde National Poultry Improvement Plan Program Standards tarafindan
diizenlenmistir (National Poultry Improvement Plan Program Standards 2014).
Kanatli mikoplazma etkenlerinden biri olan kronik solunum yolu hastaligi etkeni MG,
World Organisation for Animal Health (OIE) 2017 Hastaliklar Listesinde yer
almaktadir (World Organisation for Animal Health, 2017).

Ulkemizde mikoplazma izleme programi, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlhiginca
hazirlanan ve 16.01.2014 tarihinde 28884 sayili Resmi Gazetede yayimlanan
Kulugkahane ve Damizlik Kanatli isletmeleri Yonetmeligi’ne gore diizenlenmektedir.
Bu yonetmelige gOre damuzlik sdrulerin MG varligi yoninden negatif olmasi
gerekmektedir. MG ile enfekte damizlik stiriilerden elde edilen yumurta ve civcivler
hastaligin nesilden nesile aktarilmasma sebep olur (Kleven, 2008; Swayne, 2013).
Surilerde MG varligi; cabuk serum aglitinasyon, serum plak dilisyon ve tip
aglitinasyon tarama testleri kullanarak arastirilir, hemaglitinasyon inhibisyon (HI) ve
Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) testi ile dogrulanir (T.C. Gida Tarim
ve Hayvancilik Bakanligi, 2007a). Mikoplazma infeksiyonlarmin tanisinda altin
standart izolasyon ve identifikasyondur (Kleven, 2008). Yani ELISA ve HI ile pozitif
¢ikan sUrUler bakteriyolojik olarak ya da PCR ile dogrulanmalidir (World Organisation
for Animal Health, 2008).

Mikoplazma, Kkaltirinin yapilmasinin  zorlugu ve yavas (remesi nedeniyle
laboratuvar sartlarinda gii¢liikle izole edilmektedir. Ayrica diger mikroorganizmalar
ya da hizli Ureyen mikoplazmalar tarafindan Gremenin maskelenmesi mikoplazmalarin
izolasyonunu daha gi¢ hale getirmektedir (Kempf, 1998; Swayne, 2013). Cabuk
serum aglutinasyon, tip aglitinasyon, hemaglitinasyon inhibisyon ve ELISA gibi
serolojik testler MG yonunden kumeslerin denetlenmesinde kullanighh olmasina
ragmen yanlig pozitiflik, disik 0zgunlik ve duyarliliklar1 nedeniyle yeterli

olmamaktadir (Carli ve Eyigor, 2003; Kleven, 2008; Kahya ve ark., 2015).
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Bu nedenle patojenik mikoplazmalarin, alinan uygun Orneklerden DNA’larinin
amplifiye edilmesi igin kullanilan molekiler yontemler enfeksiyonun belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Kempf, 1998; Lauerman, Hoerr, Sharpton, Shah, & van Santen,
1993; Swayne et al., 2013; World Organisation for Animal Health, 2008). DNA
amplifikasyon yontemlerinde; dogru 6rnek alinmasina, DNA ekstraksiyonuna uygun
hedef bdlgenin secilmesine ve amplifikasyon inhibitorlerine dikkat edilmesi gerekir
(Kempf, 1998). PCR infekte siiriilerin belirlenmesinde hizli ayn1 zamanda yiiksek
spesifite ve sensitiviteye sahiptir. Buna ragmen, alinan 6rneklerdeki PCR inhibitor
maddelerinin varligi, cevresel kontaminasyon riski ve cansiz mikoplazmalarin da
belirlenebilmesine olanak vermesi nedeniyle PCR’nin konvansiyonel ydntemlerin

yerini alamayacagi bildirilmistir (Kempf, 1998).

Konvansiyonel kiltir metoduna alternatif olarak kullanilan DNA amplifikasyon
metotlarindan biri Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) yontemidir.
Kaynaklarin yetersiz oldugu ya da yiksek maliyetli ekipmanlarin bulunmadigi
durumlarda; MG infeksiyonunu daha diisitk maliyetli, basit ve hizli yontemlerle
belirlemek 6nem kazanmaktadir (Zhang et al., 2015). Notomi ve ark., (2000) ilk kez
kisa adiyla LAMP olarak bilinen yeni bir nukleik asit amplifikasyon yontemi
gelistirmiglerdir. Bu yontem, Nagamine ve ark. (2002) tarafindan loop primerlerinin
eklenmesiyle reaksiyon hizinin ve hassasiyetinin artmasi saglanarak daha da
gelistirilmistir (Nagamine, Hase and Notomi, 2002a). LAMP yonteminin sabit 1sida
gerceklesmesi ve thermal cycler gibi pahali cihazlara ihtiya¢ duyulmamasi, olusan son
urliniin ¢iplak gozle gorilebilmesi ve degerlendirilebilmesi nedeniyle kaynaklar1
kisith laboratuvarlar i¢in infeksiyonlarin belirlenmesinde uygun bir yontem oldugu
diistiniilmektedir (Mori, Nagamine, Tomita and Notomi, 2001; Nagamine et al.,
2002a; Notomi, Mori, Tomita, & Kanda, 2015; Notomi et al., 2000; Tang et al., 2011;
Zhang et al., 2015).

1.1. Mikoplazma Etkenlerinin Genel Ozellikleri

Mollicutes sinifinda yer alan Mycoplasma tirleri insan, bircok hayvan turd, bitki ve
bdceklerde bulunur (Markey ve ark., 2013; Quinn ve ark., 2011; Swayne, 2013).
Mollicutes simifi kendi kendine replike olabilme yetenegine sahip en kiigiik prokaryot
hiicredir. Mollicutes sinifi liyeleri genetik olarak hiicre duvar1 sentezleyemezler ve

hlcre etrafi protein, glikoproteinden, glikolipid, fosfolipidden ve olusan bir plazma
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membrani ile ¢evrilidir bu nedenle pleomorfiktirler. En kiigiik reprodiiktif birim 0,3
um. c¢apindadir fakat esnek yapisi nedeniyle 0,22 pum. ¢apli membran filtrelerden
gecebilir. Karakteristik olarak kat1 besi yerinde sahanda yumurta benzeri koloniler
olusturan Mollicutes smifi Uyelerinin ¢ogu Anaeroplasma turleri hari¢ fakultatif
anaerob veya mikroaerofildir.  Mollicutes smifi  Gyeleri  peptidoglikan
sentezleyemedikleri igin Gram boyama yontemi ile zayif boyanirlar, Giemsa ve
Romanowski boyama yontemleri ile daha iyi boyanirlar (Markey et al., 2013; Quinn
et al., 2011; Swayne et al., 2013). Mikoplazmalar kurumaya, 1siya, deterjanlara ve
dezenfektanlara duyarl iken bakteri hiicre duvari sentezini hedef alan antibiyotiklere

kars1 direnglidirler (Quinn et al., 2011).

Mollicutes sinifinda 1890 yilinda ilk izole edilen ve bulasic1 sigir pleuropneumoni
hastaligi etkeni olan Mycoplasma mycoides subsp. mycoides nedeniyle
mikoplazmalara genel olarak pleuropneumonia — like organism (PPLO)
denilmektedir. Hayvanlar icin 0Onemli olan Mollicutes smnifina ait cinsler;
Mycoplasma, Ureaplasma ve Acholeplasma’dir (Markey et al., 2013; Quinn et al.,
2011).

IIk olarak hindilerde epizootik pneumoenterit olarak adlandirilan ve tanimlanan
mikoplazma daha sonra hindilerde infeksiy6z sinlzit etkeni olarak tanimlanmustir. Son
olarak tavuklarda kronik solunum yolu hastaligina neden olan etkenin izole edilmesini
takiben bu bakterinin pleuropneumonia grubuna dahil oldugu kabul gérmiistiir
(Markey et al., 2013; Quinn et al., 2011).

Bircok metabolik asama icin gerekli olan genlerin kaybedilmesi nedeniyle
Mikoplazmalarin genomlar:1 kigiktir. Kendileri icin gerekli olan maddeleri
tiretememeleri, konak hiicrenin esansiyel maddelerine ihtiya¢ duymalarma ve in vitro

Uremelerinin nazli olmasma neden olur (Quinn et al., 2011).

Tum dinyada yaygin olarak bulunan Mikoplazmalar insan ve hayvanlarda
konjunktiva, nazal kavite, orofarenks, intestinal ve genital kanallarin mukoza
yuzeylerinde bulunur. Bazi tirler vicutta bircok lokalizasyonda bulunabilirken
bazilar1 ise belli anatomik bolgelere tropizm gdosterirler. Bazi tiirlerin genis bir konak
dagilimi1 gostermesine ragmen bazi tiirler ise konak spesifiktirler (Quinn et al., 2011).
Genel olarak mukozal yiizeylerde kolonize olan Mikoplazmalar invaziv degildir. Buna
ragmen Mycoplasma gallisepticum ve Mycoplasma synoviae hiicreye penetre olabilme

yetenekleri oldugunu bildirmislerdir (Winner ve ark., 2000) (Dusani¢ et al., 2009).
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1.1.1. M. gallisepticum’un Karakteristik Ozellikleri

Kanath kaynakli Mikoplazma tiirleri genel olarak %10-15 hayvan serumu iceren
proteinden Kaewphinit in besi yerine ihtiya¢ duyarlar. Maya kaynakli bilesenler gibi
ilave destekler faydalidir. M. synoviae’ nin Uremesi i¢cin Nicotinamide Adenine
Dinucleotide (NAD)’ e ihtiyaci vardir. Cogunlukla Frey (Frey, Hanson, & Andrson,
1968) veya Bradbury (JANET M Bradbury, 1977) tarafindan tanimlanan besiyeri
kanatli Mikoplazmalarmm kultivasyonu igin kullanilir. Yavas blyime egiliminde olan
Mikoplazmalar genellikle 37°C-38 °C’ de iyi iirerler, kontaminant bakteri ve mantar
tiremesini engelleyen penicillin ve thallium acetate’a direnglidirler. 37°C de 3-10 giin
sonunda agarda koloniler olugsmaya baglarken M. gallinarum and M. gallinaceum gibi
patojen olmayan tiirlerin kolonileri 1 giin i¢cinde agarda sekillenmeye baslar (Kanatl
kaynakli patojen Mikoplazmalarin izolasyonunda M. gallinarum ve M. gallinaceum
siklikla kontaminant olarak izole edilirler) (Sekil 1.3). Tipik koloniler kiigiik, diizgtn,
yuvarlak, yassidir ve koloni merkezi agarm i¢ine dogru uzadig: i¢in bu bdlge daha

yogun gorulir (Markey et al., 2013; Swayne et al., 2013).
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Sekil 1. 1. Boyanmamus etkenler, x10’luk buyitme (Markey et al., 2013)

Sekil 1. 2. Boyanmamis Mikoplazma mikrokolonileri, tipik sahanda yumurta goriniimu, x25°lik
biyitme (Markey et al., 2013)
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Sekil 1. 3. Agardaki bir mikoplazma kolonisinin agar yuzeyi ve ylizeyin hemen altindaki
gelisiminin kesitsel sematik gorinimua (Markey et al., 2013)

Mikoplazma hiicresi 0,2-0,5 um boyutlarinda pleomorfik yapidadir (Sekil 1.1. ve
Sekil 1.2.) (Markey et al., 2013). Tirler arasinda karbonhidrat fermentasyonu ¢esitlilik
gosterir. Turler, glikozu fermente edip etmemelerine ve fermentasyon sonucu asit
olusturup olusturmamalarina gore ayrilirlar (Markey et al., 2013; Swayne et al., 2013).
Karbonhidrat fermente eden tirlerin tremelerini arttirmak amaciyla besi yerine
siklikla glikoz eklenir. Besi yerindeki glikozun, fermentasyon sonucu olusan asit
nedeniyle renk degistiren fenol kirmizisi ile iiremenin indikatorii olarak da islevi
vardir. Cogu tiir ana enerji kaynagi olarak arginine amino asidini kullanir, glikozu

fermente etmez (Swayne et al., 2013).

M. gallisepticum, M. synoviae ve M. meleagridis 6nemli 6zelliklerinden birisi de tavuk
ya da hindi eritrositlerini hemaglutine etmeleridir. Hemaglutinasyon 6zelligi sayesinde
bu tdrlerde, serolojik bir test olan hemaglutinasyon inhibisyon testinden
yararlanilabilir (Markey et al., 2013; E. Nascimento, Pereira, Nascimento, & Barreto,
2005; Swayne et al., 2013).

Mikoplazmalarin frajil, pleomorfik olmalar1 ve zayif boyanmalar1 nedeniyle ¢ogu
Mikoplazma kaynakli hastaligin, boyali slirme preparatlardan direkt mikroskobik
incelemeyle tanist zordur (Markey et al., 2013). Bununla birlikte klinik 6rneklerde
Mikoplazma tdrlerinin identifikasyonuna yonelik floresan antikor teknikleri
gelistirilmistir (Amin & Jordan, 1979; Markey et al., 2013). Izolasyon sonras1 agarda
olusan Mikoplazma mikrokolonileri Diene’s boyama ile mikroskopta incelenebilir
(Markey et al., 2013). Veteriner Hekimlikte 6nemli olan Mikoplazmalarm cins
dizeyinde ayrimi igin; digitonin duyarliligi, modifiye Ureaz testi ve koloni
buytkluklerinden faydalanilabilir. Tur dizeyinde ayrim igin; dokudan yapilan
Floresan antikor (FA) boyama, Mikoplazma kolonilerini floresan antikor teknigiyle
(direkt-indirekt) boyama, enzimle isaretli immunoperoksidaz testi, agar jel diflizyon
testi, ELISA ve komplement fikzasyon testi (KFT), polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR), loop mediated isothermal amplification (LAMP), biyokimyasal testler (glikoz
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fermentasyon, arjinin hidroliz, fosfataz aktivitesi ve tetrazolyum rediksiyonu),
metabolik inhibisyon testi, lireme inhibisyon testi kullanilabilir ( Nascimento et. al.
2005; Kleven et al. 2008, Markey et. al. 2013, Swayne 2013, Kursa et. al. 2015, Liu
et. al. 2015, Zhang et. al. 2015, Yumiko et. al. 2016).

1.1.2. Simiflandirma

Mycoplasmatales takiminda Mollicutes smifinda Mycoplasmataceae ailesinin bir
uyesi olan Mycoplasma cinsinde 120’den fazla tiir bulunmaktadir. 580-1.350 kb
biiyiikliigiinde genomu olan Mikoplazmalarin DNA s1 23%-40% G+C icerir (Swayne
et al., 2013). Izolasyon igin besi yerinde kolesterole ihtiyaci vardir ve bu genel olarak
%20 at serumu ilavesi ile saglanir. Optimal iireme 1s1s1 37°C dir. Mycoplasmataceae
ailesinin bir diger Uyesi olan Ureaplasma cinsi Ureyi hidrolize edebilmesi ile
Mycoplasma’ lardan ayrilir (Kleven, 2008; Markey et al., 2013; E. Nascimento et al.,
2005; Quinn et al., 2011; Swayne et al., 2013). Baz1 Mycoplasma turlerinin tim genom
sekanslarmin bulundugu, giincellenen ve internet iizerinden ulasilabilen veri bankasi
bulunmaktadir (Barré, De Daruvar, & Blanchard, 2004). Bu veri bankas1 Mycoplasma
tiirleri arasindaki filogenetik iligki, genom biiyiikligii, icerdigi G-C orami hakkinda

bilgi vermektedir.

1.1.3. Mycoplasma gallisepticum Infeksiyonu

Tavuklarda kronik solunum yolu hastalig1 (Chronic Respiratory Disease, CRD) ve
hindilerde infeksiydz sinuzit (infectious sinusitis) hastalig1 olarak bilinen Mycoplasma
gallisepticum (MG) enfeksiyonlari, yem tiketimi ve yumurta Uretiminde azalma,
hiriltil solunum, Oksiiriik, aksirik, g6z ve burun akintisi, konjonktivit ve hindilerde
infraorbital sinlzitle karakterizedir (E. Nascimento et al., 2005; Quinn et al., 2011;
Swayne et al., 2013). MG ve MS enfeksiyonlar1 bazi bakteriler (genellikle Escherichia
coli) ve solunum sistemi virusleriyle (Infeksiydz Bronsit ya da Newcastle hastahig
virusleri gibi) komplike oldugunda ciddi hava kesesi yangismin eslik ettigi Hava

Kesesi Hastalig1 ile sonuglanir (Kleven, 2008; Swayne, 2013).

MG, diinyanin her yerinde kanatl isletmeleri i¢in ekonomik dneme sahip en patojen
bakteriyel solunum sistemi enfeksiyonlarindan biridir. Ekonomik kayiplar, yumurta
verimi ve Kkalitesinin diismesi, zayif kulugkalama kabiliyeti (ylksek oranda
embriyonik O6liim, zayif-gli¢siiz civciv), yemden yararlanmada azalma, mortalitede

artig, karkas kalitesinin diismesi ve bitiln bunlara ek olarak tedavi masraflari nedeniyle
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gorulmektedir (E. Nascimento et al., 2005; Swayne et al., 2013). Koruma ve kontrol
programlari, izolasyon ve identifikasyon, seroloji, molekiler deteksiyon ve
karakterizasyon asamalarindan olusan izleme, asilama ve infekte surulerin

eradikasyonu ise ilave masraflara neden olmaktadir (Swayne et al., 2013).

1.1.4. Etiyoloji

Mycoplasma cinsinde yer alan M. gallisepticum 200’den fazla hayvan tiirii ve insani
enfekte eder (Razin, 1992). Mollicute’ ler hiicre duvari olmayan ve kendi kendine
replike olabilen en kugiik prokaryot hicredirler (Markey et al., 2013; Quinn et al.,
2011; Swayne et al., 2013). M. gallisepticum diger kanatli Mikoplazmalarindan
serotiplendirmeyle ilk siniflandirilan ve ayrilan tirdir (Swayne et al., 2013;
Yamamoto & Adler, 1958a, 1958b). Genel olarak Serotip A olarak belirlenmistir
(Kleckner, 1960, Swayne 2013, Yoder and Hofstad 1964) . MG trlerinin belirlenmesi
1960 yilinda Edward ve Kanarek tarafindan yapilmistir (Swayne 2013). MG ye
antijenik ve fenotipik olarak benzer bir Mikoplazma tiirii, 1993 yilinda molekiiler
teknikler kullanilarak M.imitans olarak adlandmrilmistir (Harasawa and Bradbury,
2004).

Mikoplazma taksonomisi ve filogenezi ile ilgili caligmalar devam etmektedir. DNA-
DNA hibridizasyonu (Kleven, Morrow, Whithear, 1988), 16S rRNA geninin sekans
analizi (Razin 1992, Weisburg et. al. 1989), 16S rRNA PCR (Garcia, Ikuta, Levisohn
and Kleven, 2005), denatlre gradient jel elektroforezi (McAuliffe et.al. 2005,
Nascimento et. al. 1991) ve tRNA gen PCR analizi (Bradbury et. al. 1993, Stakenborg
et. al. 2005; Swayne 2013) ve CRISPR ile genomundaki evrim incelenmistir (Delaney
et. al. 2012).

M. gallisepticum (MG) Giemsa ile iyi boyanir ve 151k mikroskobu ile genel olarak
kokoid sekilde goriiliir (Markey et. al. 2013, Swayne 2013). M. gallisepticum’ un
ureyebilmesi icin besi yerine %10-15 oraninda 1s1 ile inaktive edilmis domuz, at ya da
kanatl serum ilavesi gerekmektedir. Frey ve arkadaslarmm gelistirdigi gerekli tiim
maddeler ile maya 6zl ve glukoz iceren besi yeri %10-15 domuz serumu eklenerek
hazirlandiginda ¢cogu Mikoplazma izolasyonu i¢in uygun olmaktadir (Kleven 2008,
World Organisation for Animal Health 2008, Swayne 2013). Bakteriyel ve fungal
kontaminasyonun dnlenmesi amaciyla besi yerine thallous acetate (1:2000° e kadar)

ve penicillin (maksimum 2,0001U/ml) ilavesi gerekmektedir (World Organisation for



Animal Health 2008 Swayne 2013).

Glikozu fermente edebilen MG besi yerinin pH nin diismesine neden olmaktadir. Besi
yerine eklenen fenol red pH degisimi sonucu, turuncudan sariya dogru renk
degistirmekte ve liremenin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Swayne et al., 2013;
World Organisation for Animal Health, 2008). En iyi Ureme s1v1 besi yerinde, 7,8 pH,
37°C ve aerobik kosulda, 3-5 gunde gorulmektedir ( World Organisation for Animal
Health 2008, Swayne 2013). Bazi saha izolatlar1 i¢in siire uzayabilir ve 5-7 gunlik
aralikklarla 2-3 kere pasaj yapmak izolasyon sansini arttirabilir (Swayne 2013). Hem
Mikoplazma agar hem de Mikoplazma brotha ekilen drnekler, ginliik olarak Greme
yoniinden renk degisimine bakilarak kontrol edilmelidir (World Organisation for
Animal Health, 2008). Kat1 besiyeri, yavas biylyen Mikoplazma kolonilerinin
belirlenmesine yardimci olur. Eksudat veya doku svablar1 direkt Mikoplazma agara
ekildikten sonra, 4-5 gunluk inkubasyon sonunda koloniler gorilebilse de ilk
izolasyonda sivi besiyeri kullanilmasi1 daha hassas bir izolasyon metodu olarak
bildirilmistir. Basarili bir izolasyon i¢in 10 ‘e kadar seri diliisyonlarin yapilmasi
gerekebilir (World Organisation for Animal Health 2008, Swayne 2013). MG glikoz
ve maltozu asit olusturarak fermente eder, gaz olusturmaz. Laktoz, dulcitol ve salisini
fermente edemez. Sukrozu nadiren fermente eder. Galaktoz, friktoz, trehaloz ve
mannitol degiskendir. Arjinini hidrolize etmez ve fosfataz negatiftir (Swayne et al.,
2013). Tavuk ve hindi eritrositlerinde aglutiinasyon sekillendiren MG nin bu
ozelliginden hemaglutinasyon inhibisyon testinde faydalanilmaktadir (Gardella &
DelGiudice, 1983; Markey et al., 2013; Swayne et al., 2013).

MG’nin s1v1 besiyeri kiltirleri -30°C’da saklandiginda 2 ila 4 yil canli kalabilmekte,
+4°C’da saklanan liyofilize sivi kilturlerinden en az yedi yil boyunca canli
organizmalar ¢ikarilabilmektedir. 1965 yilindan beri -60°C’da dondurulan MG siv1
kultirleri 20 yildan fazla sire sonra bile subkdltirler igin canh olarak
bulunabilmislerdir. MG, MS ve M. meleagridis (MM)’in liyofilize siv1 kiiltiirlerinin
10-15 il sonraki subkdltirlerinde ¢ogunlukla canli olarak tespit edilebildikleri
gosterilmisti. MG canliligi, susa, diliisyon oranma ve ortam i1sisma bagl olarak
degiskenlik gosterebilmektedir. M. gallisepticum F susu, yagsiz slt tozu, fosfath salin
(PBS) besiyeri, triptoz fosfat besiyeri ve distile su iginde 4°C, 22°C ve 37°C’da
saklanmig, 4°C ve 22°C’daki tiim diliisyonlarinda 24 saat boyunca stabil kalirken
37°C’da stabilitesini koruyamamistir (Swayne 2013).



MG antijenik Ozellikleri sayesinde hem mikroorganizmanin tanisinda hem de
enfeksiyona kars1 sekillenen bagisiklik yanitin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir
(Kleven 2008, World Organisation for Animal Health 2008, Swayne 2013).
Mikoplazma mebraninin tigte ikisi proteinlerden olusurken geriye kalani lipitlerden
olusmaktadir. Membrandaki bu proteinler yiizey antijenini olusturmakla birlikte konak
hiicreye adezyonda, kolonizasyonda, konak antikor yanitindan kagista, konak immun
yanitinin diizenlenmesinde, hareket ve gida transportunda rol almaktadir (Markey et
al., 2013; Swayne et al., 2013). MG antijenlerinden Ozellikle immun yanitta ve
patogenezde Onemli role sahip adezin ve hemaglutinin ile ilgili daha ¢ok c¢alisma
bulunmaktadir. Adezinler konak epitel hiicresine baglanmay:1 ve kolonizasyonu
saglayan integral membran proteinidirler. Hiicre ylizey proteinlerinden biri olan
hemaglutinin kodlayan pMGA geni ve putative cytadhesin-related proteini kodlayan
pvpA geni kronik enfeksiyon olusumunda ve konak immun sisteminden kagista

onemli olan virtlens 6zelliklerindendir (Swayne 2013).

1.1.5. Epidemiyoloji

Oncelikli olarak tavuksu kuslarda gorilen M. gallisepticum Ozellikle tavuk ve
hindilerde infeksiyon sekillendirmektedir (Swayne 2013). Amerika’da beslenen
ispinoz (house finch)’ lar ve saka’ dan (Fischer et. al. 1997), kaz (Buntz and 1986) ve
ordekten, siiliin, keklik tiirleri, tavus kusu, amazon papagani gibi kuslardan da izole

edilmistir (Swayne 2013).

MG vertikal (in ovo — transovarian) olarak bulasabildigi gibi horizontal olarak tasiyici
kanatlilardan duyarli kanatlhilara indirekt ve direkt temas ile bulasabilmektedir.
Subklinik ve klinik enfekte kuslardan aerosol veya damlacik yoluyla bulasabilen MG,
ust solunum yolu veya konjonktivadan girer. Kontamine yem, su, insan veya
kontamine hayvanla temas bulasmada Onemlidir. Transovarian bulasma da s6z
konusudur (Nascimento et. al. 2005, Swayne 2013). Asil bulagma kaynag1 enfekte
anaglar olsa da MG’ nin bir kiimeste goriilmesi i¢in 6nemli risk faktorlerinden biri de
yakindaki enfekte kiimeslerdir (Kleven, 2008). Christensen et. al., (1994) ise MG nin
farkli suslarinin farkli ortamlardaki canlihigmi arastirdiklar1 ¢alismada; plastik
ylzeyde 24 saate, samanda 2 giine, kerestede 1 gune, tlylerde 2-4 giine, suda 2 gine,
insan sacinda 2-3 giine, insan burun mukozasinda 4-24 saate, insan kulaginda 4 saate
kadar etkenin canliligini koruyabildigini ortaya koymuslardir (Christensen et. al.

1994). Horizontal bulagma; antikorun, etkenin kanatlilara inokile olduktan sonra
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serumda ilk belirlendigi latent evre (12-21 gin), popllasyonun %5-10’unda
enfeksiyonun asamali olarak goriilmeye baslandigi bir evre (1-21 gln), geri kalan
populasyonun %90-95 inde antikor yanitinin olustugu bir diger evre (7-32 gun) ve
kalan tiim popiilasyonun serolojik olarak pozitif oldugu terminal evre (3-19 gin)

olarak dort evrede degerlendirilir (Swayne et al., 2013).

1.1.6. Klinik Belirtiler

Tavuk ve hindilerde (6zellikle geng kanatlilarda) akut solunum yolu hastaligina neden
olan MG degisen siddette Klinik belirtilere neden olmaktadir. Hindiler MG’ye
tavuklardan daha duyarhidir ve daha ciddi Klinik belirtiler olusmaktadir. MG
infeksiyonunda en karakteristik bulgular trakeal sesler, hiriltili solunum, g6z ve burun
akintisi, konjonktivit, oksiiriik, yem aliminda azalma, yumurta veriminde azalma,
mortalitede artis olarak bildirilmektedir (Fischer et. al. 1997; Nascimento et. al. 2005;
Swayne 2013). MG enfeksiyonunun siddeti, Newcastle viriisii gibi solunum sistemi
virtsleriyle ve Escherichia coli gibi sekonder enfeksiyonlarla artmaktadir (Kleven,
2008, World Organisation for Animal Health 2008; Swayne 2013).

1.1.7. Morbidite ve Mortalite

Hastalik klinik belirti gostermeyen tasiyicit kanathlardan ciddi solunum sistemi
hastalik belirtileri gdsteren kanathilara kadar degisen seyir gostermektedir.
Enfeksiyonun klinik tablosu diger patojenlerin varligi ile daha ciddi olmaktadir.
Ayrica hastalik tablosu soguk hava, yetersiz veya koti beslenme, kalabalik ortam gibi
koti igsletme ve yonetim faktorlerinden ve MG susundan da olumsuz etkilenmektedir.
Komplike olmayan enfeksiyonlarda morbidite yiiksek mortalite diigiiktiir. Salginlarin
goriildiigli donemlerde yumurta verimi %10-20 oraninda diismektedir. Hindiler ve

oyun kuslarmda hastalik daha ciddi seyredebilir.

1.1.8. Patogenez

Dogada nemli mukozal ylzeylerde yasama egilimi olan obligat parazit
Mikoplazmalar, ¢esitli sistemlerde infeksiyon goriilmesine neden olabilirler. Vertikal
bulagsma disinda MG infeksiyonunun viicuda giris yeri solunum sistemi mukozasi ve
konjonktivadir. Etkenin vicuda girdikten sonra kolonize olmasi ve infeksiyon
olusturmasi igin konak hicresine baglanmasi gerekmektedir (Gyles et. al. 2008,

Swayne 2013). Konak hicre ile ilk olarak sitaderenz GapA proteini ve aksesuar
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proteini CrmA adezinleri aracilifiyla etkilesime giren (Gyles et. al. 2008, Swayne
2013) MG aym zamanda bir multi gen ailesi olan vIhA ailesinin kodladig1
lipoproteinler sayesinde antijenik yap1 degisikligi olusturarak antijenik gesitlilik saglar
ve immun sistemden kacabilir (Gyles et. al. 2008).

1.2. MG Tam

Ulkemizde mikoplazma izleme programi, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhiginca
hazirlanan ve 16.01.2014 tarihinde 28884 sayili Resmi Gazetede yayimlanan
Kulugkahane ve Damizlik Kanath Isletmeleri Y6netmeligi’ne gore diizenlenmektedir.
Bu yonetmelige gore damuzlik siiriilerin MG ve Ms varligi yoniinden negatif olmasi
gerekmektedir. MG ile enfekte damizlik siiriilerden elde edilen yumurta ve civcivler
hastaligin nesilden nesile aktarilmasina sebep olur (Kleven, 2008). Siiriilerde MG ve
Ms varligi; cabuk serum aglutinasyon, serum plak dillisyon ve tiip aglitinasyon tarama
testleri kullanarak arastirilir, hemaglutinasyon inhibisyon (HI) ve enzim linked
immunosorbent assay (ELISA) testi ile dogrulanir (T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanhigi, 2007a). Mikoplazma infeksiyonlarinin tanisinda altin standart izolasyon ve
identifikasyondur (Kleven, 2008). ELISA ve Hl ile pozitif ¢ikan struler bakteriyolojik
olarak ya da PCR ile dogrulanmalidir (World Organisation for Animal Health, 2008).

Kanatlh damizligi1 yetistiren isletmelerin  M.gallisepticum, M.synoviae ve
M.meleagridis bakimmdan kontrollar1 amaciyla serolojik testlerden ve bakteriyolojik

muayenelerden (etken izolasyon ve identifikasyonu) yararlanilir.

Siride MG, MS icin serolojik testler pozitif ise, reaktdrlerde solunum yolu
hastaliginin aktif hava lezyonlari, sinusitis sinovitis veya diger klinik belirtiler ile

birlikte mikoplazmanin bakteriyolojik izolasyonu veya PCR ile teshisi yapilir.

Eger serolojik testler negatifse, suri negatifdir. Eger slride mikoplazma,
bakteriyolojik olarak izole edilirse veya PCR ile identifiye edilirse surii enfektedir.
Siirtide klinik belirtiler varsa veya serolojik testler pozitif ise siirii slipheli kabul edilir
ve son karar kiiltliir ya da PCR’ye gore verilir (T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanligi, 2007a).
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1.2.1. Kaltur

Ulkemizde, kanatlilarda mikoplazma infeksiyonlar1 (Avian mycoplasmosis)’na neden
olan etkenlerin izolasyon ve identifikasyonu igin T.C. Gida Tarim Hayvancilik
Bakanlig1 tarafindan 2007 de yayinlanan “Teshiste Metot Birligi Kitabi” rehber olarak
kullanilmaktadir. MG izolasyonu i¢in uygun ornek canli kanatlilarda chonal kleft,
orofarinks, 6zofagus, trakea, goz, kloaka ve fallus svablari; 6li kanatlilarda ise burun
boslugu, infraorbital sinus, trakea ve hava kesesi svablar1 ile infraorbital sinuslerden
almabilir (T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, 2007b; World Organisation for
Animal Health, 2008).

Izolasyon igin alinan drnekler miimkiin olan en kisa siirede laboratuvara gonderilmeli
ve incelenmelidir. Kanathh Mikoplazmalarinin laboratuvarda Uretilmesinde temel
prensip besi yerinde mikroorganizma icin esas gerekli besin maddelerinin bulunmasi
ve inhibitor ya da 6ldurucu olabilecek bilesenler (diisiikk nem, uygun olmayan ozmotik
basing, yiizey aktif ajanlar, agir metal tuzlar1 ve diger toksik maddeler gibi) den uzak
durulmasidir (Whithear, n.d.). izolasyon icin iyi kalite pepton iceren ve mineral tuzlari
da icinde bulunduran temel besi yerine ilave olarak kolesterol ve esansiyel yag asitleri
kaynagi olarak %10-15 serum (domuz, at, tavuk, fotal sigir serumu gibi), maya, DNA,
bakteriyel kontaminasyonu oOnlemek amaciyla 1 MG/ml genis spektrumlu bir
penicillin (amoxycillin), %0,01 thallous acetat ve miselyal mantar remesi varsa
Actidione eklenebilir (Whithear, 1996). Transport gerekliyse alinan doku 6rnekleri
Mikoplazma siv1 besi yerine konmali, alinan svaplar ise 1-2 ml. Mikoplazma sivi besi
yerinde kuvvetli bir sekilde ¢alkalanip ¢ikarilmalidir ya da Mikoplazma sivi besiyerine
batirildiktan sonra 6rnek alinabilir (World Organisation for Animal Health, 2008).
Bununla birlikte svablar asagida formulii verilen Mikoplazma transport besiyerine

transfer edilebilir (Markey et. al., 2013).

Mikoplazma Transport Besiyeri:

e PPLO broth (Difco) 16,8 g

e Distile su 800,0 mL

e At serumu 200,0 mL

e 50% maya ekstrakt1 10,0 mL
e DNA (Sigma) 0,02 g

e Penicillin 2000 Unite/mL medium
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e Thallium acetate 1:100.000

T.C. Gida Tarim Hayvancilik Bakanlig: tarafindan 2007 de yaymnlanan “Teshiste
Metot Birligi Kitab1” nda Mikoplazma izolasyonunda kullanilan besi yeri ve

hazirlanis1 asagidaki sekilde verilmistir.

Mikoplazma Broth Medium (Frey’s):

Otoklavlanacak kisim:

. Deiyonize su 850/815 ml

. Mycoplasma Broth Base (Frey’s) 22,5 ¢
. Glucose 1,5 g

. Phenol red (%1) 2,5 mi

Karistirtlip pH 7,8’e ayarlanir ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanir soguduktan sonra
asagidaki steril

. bilesenler aseptik olarak ilave edilir.

Thallium acetate (%0,05) 5 ml

. Penisilin G (200.000 1U/ml) 2,5 ml
. Domuz serumu 120/150 ml

. BNAD %1 10/12,5 ml

. DL cystein hydrochlorid %1 10/12,5 ml

Mycoplasma Agar Medium (Frey’s)

Otoklavlanacak kisim:

. Deiyonize su 850/845 ml

. Mycoplasma Broth Base (Frey’s) 22,5 ¢
. Purified agar 12 ¢

. Glucose 1,5 g

Karistirilip pH 7,8’e ayarlanir ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanir. 45-56°C’ye kadar

soguduktan sonra asagidaki steril bilesenler aseptik olarak ilave edilir.
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. Thallium acetate (%0,005) 2 ml

. Domuz serumu 150 ml

. Penisilin G (200.000 IU/ml) 2 ml

. BNAD %1 10/12,5 ml

. DL cystein hydrochlorid %1 10/12,5 ml

Laboratuvara uygun kosullarda gonderilen doku ornekleri dokuya yapilan kesit
yiizeyleri agara siiriilerek ekim yapilabildigi gibi doku pargalar1 bir homojenizator
yardimiyla ya da havanda steril kum ve sivi besiyeri ile ezildikten sonra da ekim
yapilabilir. Ik izolasyonda doku antijenleri, toksinler ya da antikorlarin varhgi
uremeyi engelleyebileceginden 24 saat bekledikten sonra ekim yapilabilir veya
inokulumun 107’e kadar diliisyonlar1 yapilip her diliisyondan %10 oraninda siv1 besi
yerine ekilebilir. Stv1 besiyeri i¢indeki svablar vorteks ile 1yice karistirildiktan sonra
stvi kisimdan direkt olarak kat1 ve sivi besi yerine ekilir. Orneklerin 10’ kadar
diliisyonlar1 yapilip tim dilisyonlardan ekim yapilmalidir. Kati besi yerine ise 1 damla
(yaklasik 25 pl) damlatma suretiyle ekim yapilir (T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanhigi, 2007b). Ekim yapilan besi yerleri nemli ve %5-10 karbondioksitli ortamda
37°C’de inkubasyona kaldirilir. Kat1 besi yerleri iiglincii glinden itibaren hergiin, sivi
besi yerleri ise renk degisimi ydniinden hergiin gozlemlenir. inkubasyona 21 giin
devam edilmesi ve Gremenin olmadig: takdirde 7 guin sonra ti¢ kere kor pasaj yapilmasi

Onerilmektedir.

1.2.2. Seroloji

Mikoplazma, Kkaltirinin yapilmasinin  zorlugu ve yavas (remesi nedeniyle
laboratuvar sartlarinda giicliikle tretilebilir. Ayrica diger mikroorganizmalar ya da
hizli Ureyen mikoplazmalar tarafindan GUremenin maskelenmesi mikoplazmalarin
izolasyonunu daha glc hale getirmektedir (Kempf, 1998). Cabuk serum aglitinasyon,
tip aglutinasyon, hemaglitinasyon inhibisyon ve ELISA gibi serolojik testler MG
yoniinden kiimeslerin denetlenmesinde kullanigli olmasina ragmen yanlis pozitiflik,
diisiik 6zgilinlik ve ozgiillikleri nedeniyle yeterli olmamaktadr (Carli vd., 2003;

Kleven, 2008; Kahya vd., 2015).

15



1.2.2.1. Cabuk Serum Aglutinasyon Testi

Serumlar, kiimesin bir 6rneginden toplanir ve eger hemen test edilmeyecek ise 4°C‘de
depolanir ve dondurulmaz. Test, serumlar toplandiktan 72 saat sonra oda sicakliginda
(20-25°C) yapilmali ve reaktifler oda sicakliginda olmalidir. Ik santrifiij, 6zgul
olmayan reaksiyonlar1 azaltacaktir. HSA antijenler ticari olarak mevcuttur ancak farkl
ureticilerden ve partiden partiye 6zgullik ve hassasiyet agisindan farklilik gosterebilir
ve lreticinin talimatlarina gore saklanmalidir. Uygun HSA boyali antijenler, kiiltiir
yontemleri kullanilarak “’in-house’” olarak da hazirlanabilir ve ardindan kristal violet

boyasi ile boyanir (OIE Terrestrial Manual 2018).

1.2.2.1.1. Cabuk Serum Agliitinasyon Test Prosediirii

Temiz beyaz bir karo veya cam tabaga bir hacim serumu ve ardindan bir hacim boyali
MG veya MS antijeni damlatilmalidir. Antijen eklenmeden ©Once serumun
kurumamasina dikkat edilmelidir. Dogru miktarda antijeni siispansiyonda tutmak i¢in
kullanim sirasinda antijen sisesini kuvvetlice ve sik sik sallamak 6nemlidir. Karigimi
yaklasik 1,5 cm ¢apinda dairesel bir alana yaymak icin bir karistirma ¢ubugu kullanin.
Agliitinasyon, antijenin 2 dakika ig¢inde topaklasmasi ile gosterilir. Testte bilinen
pozitif ve negatif kontrolleri dahil edilmelidir. Serumlar, 56°C‘de 30 dakika 1sitildiktan
sonra agliitine olan herhangi bir serumun seri diliisyonlarini tekrar test edilmelidir
ancak hala gucli tepki veriyorlarsa, seyreltme konusunda pozitif olarak kabul edilir
(1/4 veya daha fazla) (OIE Terrestrial Manual 2018; Allan and Gough, 1974).

1.2.2.2. Hemagliitinasyon Inhibisyon Testi

MG ve MS kanath eritrositlerini hemaglitine edebilme yetenegine sahiptir ve
serumdaki spesifik antikorlar inhibisyona sebep olurlar. Iyi gelisen ve giivenilir bir
sekilde agliitine olan bir sus secilir. HI testi, tatmin edici bir hemagliitinasyon MG ve
MS antijeni, yikanmis taze tavuk veya hindi eritrositleri ve test serumu gerektirir.
Antijen, taze bir et suyu kultlri veya peptonlu tamponlu sivida mikoplazma
hiicrelerinin yikanmis yogun bir siispansiyonu olabilir. Yiiksek titreli broth kiiltiir
antijeni tedarikini stirdirmek zor olabilir ancak konsantre antijen (genellikle %25-50
gliserol iceren ve -70°C’de depolanan) kullanimi, spesifik olmayan reaksiyonlarin
olasiligim artwrir. HI testi iyi bilinen prosediirleri takip eder (Allan et. al., 1974).
Antijenin HA titresi ilk olarak iki kat seyreltmelerde belirlenir, HA birimi, kullanilan

test sisteminde tam HA veren en az antijen miktar1 olarak tanimlanir. HI testi,

16



asagidaki yontem ile 4 HA birimi kullanilarak veya bilinen pozitif serumlar ile yapilan
testler ile belirlenen esdeger duyarliliga sahip bir yontem ile yapilmalidir. Tiim HA
titrasyonlar1 ve HI testleri en iyi, V sekilli kuyucuklara sahip ¢ok kuyucuklu plastik
plakalarda ve 50 mikrolitrelik sabit hacimlerde gergeklestirilir. Bir pozitif ve bir
negatif kontrol serumu her teste dahil edilmistir. Test edilen her bir serum igin bir sira
sekiz kuyucuk gereklidir (OIE Terrestrial Manual 2018).

1.2.2.2.1. Hemagliitinasyon Inhibisyon Test Prosediirii

Pleytteki her siranin ilk kuyucuguna 50 mikrolitre PBS eklenir. Her siradaki ikinci
kuyucuga 50 mikrolitre hacimde 8 HA birim antijen eklenir ve 3 ile 8. Siradaki
kuyucuklara 50 mikrolitre 4 HA birimi antijen eklenir. Test edilen serumun 6nceden
hazirlanmig 1/5 dilisyonundan 50 mikrolitre’yi birinci kuyucuga eklenir, karistirin ve
50 mikrolitre’yi ikinci kuyucuga aktarin ve bu sekilde son kuyucuktan 50 mikrolitre
atilir. Tk kuyucuk, serum kontrol kuyucugudur. Antijen kontrolii icin 6 kuyucuk
gereklidir. Tkinciden altinci(dahil) kuyucuklara 50 mikrolitre PBS eklenir ve kuyucuk
1 ve 2’ye 8 HA birimi antijen 50 mikrolitre eklenir. ikinci kuyucugun icerigi karistirilir
ve 50 mikrolitre 3. Kuyucuga aktarilir, karistirihir ve 6. Kuyucuga kadar tekrarlanir ve
50 mikrolitre atilir. Eritrosit kontrolii i¢in iki kuyucuk gereklidir. Bunlarin her birine
50 mikrolitre PBS eklenir. Tiim kuyucuklara eritrositin %0,5 ‘lik siispansiyonundan
50 mikrolitre eklenir. Kuyucuk igeriginin iyice karigsmasini saglamak ic¢in plakay1
hafif¢ce sallanir ve oda sicakliginda yaklasik 50 dakika bekledikten sonra veya antijen
titrasyonu 4 HA birimi iken okunur. Okumak i¢in, plaka egilmelidir ve yalnizca
eritrosit akisinin, eritrosit kontrol kuyucuklarindakilerle ayni1 anda inhibe oldugu
diistiniilmelidir. Serum kontrolii net bir eritrosit diigmesi gostermeli ve pozitif ve
negatif kontroller beklendigi gibi tepki vermelidir. HI titresi, HA’nin tam
inhibisyonunu sergileyen en yilksek serum seyreltmesidir. Spesifik olmayan HA veren
serumlar, spesifik olmayan tum zararli aglttininleri gidermek icin adsorbe edilmelidir,
boylece kontrol kuyucugunda HA antijeni olmadan net bir diigme elde edilir.
Adsorpsiyon, 1 ml serum seyreltisinin 6-8 damla paketlenmis yikanmis tavuk veya
hindi eritrositleri ile inklbe edilmesiyle gerceklestirilir. Eritrositler, 37°C*de 10 dakika
inkubasyondan sonra uzaklastirilir ve siipernatant, hemagliitinin aktivitesi i¢in test

edilir (OIE Terrestrial Manual 2018).
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1.2.2.3. Enzim ile Isaretli Immunosorbent Testi (ELISA)

Birkag ticari MG ve MS antikoru ELISA kiti pazarlanmaktadir. Sensitivite, iireticinin
pozitif ve siipheli reaksiyonlar i¢in “’cut-off’’ seviyelerine yonelik Onerileriyle bir
dereceye kadar belirlenir. MG ve MS arasinda iyi bilinen ¢apraz reaksiyonu dnlemek
icin bazen sensitivite azaltilabilir. Bir ELISA, MG’nin 56 kDa polipeptidi tizerindeki
bir epitopu taniyan bir mAb kullanir (Czifra, Sundquist, Tuboly and Stipkovits, 1993).
Bu sistemde ELISA plakalar1 tam hiucre MG antijeni ile kaplanir ve test edilen
serumlar geleneksel mAb’da oldugu gibi eklenir. Benzer bir ELISA da MS i¢in
pazarlandi. Bir avantaj ise sistemin herhangi bir kanatli tlriinden serumlar igin

adaptasyon olmaksizin kullanilmasidir (OIE Terrestrial Manual 2018).
1.2.3. Molekuler Metodlar ile Tam

1.2.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR)

Patojenik mikoplazmalarin, alinan uygun drneklerden DN A ’larinin amplifiye edilmesi
icin kullanilan molekiiler yontemler enfeksiyonun belirlenmesinde kullanilmaktadir
(Kempf, 1998; Lauerman et al., 1993; World Organisation for Animal Health, 2008).
DNA amplifikasyon yontemlerinde; dogru 6rnek alinmasina, DNA ekstraksiyonuna
uygun hedef bdlgenin secilmesine ve amplifikasyon inhibitorlerine dikkat edilmesi
gerekir (Kempf, 1998). PCR enfekte siiriilerin belirlenmesinde hizli ayni zamanda
yiiksek spesifite ve sensitiviteye sahiptir. Buna ragmen, alman orneklerdeki PCR
inhibitéor  maddelerinin  varligi, c¢evresel kontaminasyon riski ve cansiz
mikoplazmalarin da belirlenebilmesine olanak vermesi nedeniyle PCR’nin
konvansiyonel yontemlerin yerini alamayacagi bildirilmistir (Kempf, 1998). MG ve
Ms nikleik asitlerinin amplifikasyonu icin PCR ve real-time Polymerase Chain
Reaction (rPCR) yontemleri kullanilmaktadir (Carli vd., 2003; Kempf, 1998; Kahya
vd., 2015). Klinik 6rneklerden MG ve MS’1 belirlemede dubleks ve multiplex rPCR
da yapilmaktadir (Fraga et. al. 2013; Huang et. al., 2015). Dakman ve arkadaslar1 2009
yilinda ¢esitli illerdeki damizlik surilerde PCR ve etken izolasyonunu
karsilastirdiklar1 bir ¢alisma yliritmiistiir. Calismada isletmelerden alinan kan serumu
ornekleri M. gallisepticum ve M. synoviae yoninden serum pleyt aglutinasyon test
(SPAT) ve ELISA ile test edildikten sonra, seroloji ile M. synoviae yoninden
incelenmistir. MS pozitif bulunan damizlik isletmelerden alinan trakeal svap 6rnekleri

PCR ile incelenmis ve etken izolasyonu ve identifikasyonu yapilmustir. isletmelerin
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tamam1 MG yoniinden negatif bulunurken %8,5’i SPAT, ELISA ve PCR ile MS
pozitif bulunmus ayrica %2,5’inden etken izolasyonu yapilmistir. Bu ¢alismadan PCR

sonuglarinin etken izolasyonu ile desteklenmesi gerektigi sonucu ¢ikmaktadir.

Kahya ve ark. (2014), 77 damizlik kiimesten aldiklar1 trakea ve kan drneklerinden 16s
RNA” y1 hedef alan Real Time Polymerease Chain Reaction (rPCR) ve ELISA ile MG
ve MS arastirdiklar1 ¢alismada, 28 kiimesin %100°4 MG ELISA ile pozitif ¢ikarken
MG rPCR ile negatif bulunmustur. Diger 49 kiimesin %387,8’i MG seropozitif
¢ikarken, MG-rPCR ile %42,9’u pozitif bulunmustur. Ayrica, ilk 28 kiimesten segilen
5 kiimes ve 49 kiimesten secilen 27 kiimes rPCR ile Ms varlig1 yoniinden pozitif
bulunmustur. Yapilan ¢alismada ELISA’nin 6nemli 6lglide yanlis pozitif sonug verdigi
ve tek tip teste dayali sonucun teshis i¢in yeterli olmadig1 ayrica mikoplazma enfekte
kiimeslerin laboratuvar dogrulamalarinmn uygun primerlerin segilerek uygulandigi

rPCR ile yapilmasinin giivenilir bir ydontem oldugu sonucu ortaya konmustur.

Nikleik asidin amplifiye edilmesi i¢in kullanilan molekiler yontemler, konvansiyonel
kaltur metoduyla desteklenmesi gerekse de, enfekte sirtlerin 6zgilinligi ve 6zgilligi
yiuksek ve hizli bir sekilde belirlenmesine olanak vermesi ag¢isindan avantajli
olmaktadir (Carli vd., 2003). PCR teknolojisi 6rnekten niikleik asidin ekstraksiyonu,
genin amplifikasyonu ve belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Bu asamalarda pahali
cihazlar ve uygun tesis gerektirmesi bu yontemin herhangi bir yerde uygulanmasini

giiclestirmektedir (Notomi et. al., 2015).

1.2.3.2. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Konvansiyonel kultlr metoduna alternatif olarak kullanilan DNA amplifikasyon
metodlarindan biri Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) yontemidir.
Kaynaklarin yetersiz oldugu ya da yiliksek maliyetli ekipmanlarin kullanilmasinin
miimkiin olmadig1 durumlarda, MG ve MS infeksiyonunu daha diisiik maliyetli, basit
ve hizli yontemlerle belirlemek 6nem kazanmaktadir (Zhang et al., 2015). LAMP ilk
olarak 2000 yilinda Notomi ve ark. (2000) tarafindan gelistirilen yeni bir niikleik asit
amplifikasyon yontemidir. Bu yontem Nagamine ve ark. (2002) tarafindan loop
primerlerinin eklenmesiyle gelistirilmis, bu sayede reaksiyon hizinin ve hassasiyetinin
artmasi saglanmigtir. LAMP ydnteminin izotermal kosullarda gergeklesmesi ve
thermal cycler gibi pahali cihazlara gereksinim duyulmamasi bunun yerine kuru 1s1

blogunun yeterli olmasi, olusan son truniin ¢iplak gozle gorulebilmesi ve
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degerlendirilebilmesi nedeniyle kaynaklar1 kisitli laboratuvarlar i¢in infeksiyonlarin
belirlenmesinde uygun bir yontem oldugu diisiiniilmektedir (Atanur vd., 2010; Notomi
et. al., 2000, Mori et. al., 2001; Nagamine et. al., 2002a; Tang et. al., 2011; Notomoi
et. al., 2015; Zhang et.al., 2015).

Izotermal kosullarda (60-65°C), sabit 1s1da gergeklesen LAMP reaksiyonu i¢in hedef
bolgeye 6zgii 2 adet i¢ (forward ve backward) ve iki adet dig (forward ve backward)
primer kullanilmaktadir (Notomi et. al., 2000, Notomi et.al., 2015). Bununla birlikte
reaksiyona 2 adet loop primerinin eklenmesiyle reaksiyon hizinin yarim saatten az bir
zamana indigi bildirilmistir. Bu metodun en énemli 6zelliklerinden biri ¢ift iplikgikli
DNA’nin denatiirasyonu asamasina ihtiyag duyulmamasidir (Notomi et. al., 2000;
Nagamine et. al., 2002b). Amplifikasyon igin zincir yer degistirme 6zeligi olan DNA
polimeraz kullanilmaktadir. Reaksiyona reverse transkriptaz eklenerek RNA
amplifikasyonu da miimkiin olmaktadir (Parida et. al., 2004; Notomi et. al., 2015;
Rudolph et. al., 2015). Reaksiyon sabit i1sida “loop” larin olusmasi ve “loop”
bolgelerdeki uzamalarin tekrarlanmasi ile dongiisel amplifikasyon seklinde ilerler
(Notomi et. al., 2015). Reaksiyonda zincir yer degistirme 0zelligi olan bir polimeraz
kullanilmaktadir. Bunun i¢in Bacillus stearothermophilus dan ya da Bacillus smithii
den elde edilen polimerazlar (Bst ya da Bsm Polimeraz) kullanilmaktadir (Notomi et.

al., 2000; Nagamine et. al., 2002a).

LAMP Primerleri tasarlanirken sunlara dikkat edilmektedir:

1. DNA’da hedef bdlgenin her iki ucunda 24-24 niikleotidlik sekanslar F2c ve B2
olarak belirlenir.

2. Iki adet inner sekansi olusturmak Uizere F2c ve B2 uclarmdan 40 niikleotid
uzaklikta 17-21 niikleotidlik sekans F1c ve B1 olarak belirlenir.

3. F2c ve B2 sekanslarmin dis kismu F3c ve B3 olarak isaretlenir.
FIP ve BIP tasarlanir.

4. FIP; Flc, biradet TTTT spacer’1 ve F2c nin komplementeri olan F2 den olusur.
BIP; B1c komplementeri olan B1, bir adet TTTT spacer’1 ve B2 sekansindan
olusur.

6. Iki outer primer ise B3 ve F3c sekanslarindan olusur.
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1.2.3.2.1. Lamp Reaksiyonu
LAMP Reaksiyonu temel olarak ii¢ adimda tamamlanir:

1. Baslangic Materyalinin Olusturulmast:
a. Cift iplikgikli DNA yaklagikk 65°C’de dinamik dengede oldugundan

primerlerden biri hedefine baglanarak reaksiyonu baslatir. Inner primer FIP,

hedef DNA’daki F2c ile baglanir ve komplementer zincirin sentezi baslar.

b. Reaksiyona daha az konsantrasyonda eklenen ve FIP den daha az sayida baz
iceren outer primer F3, yavas bir sekilde hedef DNA’daki F3c’ye baglanir.
DNA, zincir yerdegistirme Ozelligi olan polimeraz sayesinde, yeni zincir
sentezi baslar. FIP ile isaretli komplementer zincirin ayrilmasiyla ve loop
olusturmasiyla zincir yer degistirerek senteze baslar.

Bu tek zincirli DNA, BIP in baslattigi DNA sentezi i¢in kalip olur.

c. Sonra B3 ile baslayan ve zincir yer degistirme seklinde gergceklesen DNA
sentezi, DNA’nin halter benzeri bir sekle doniismesine neden olur.

d. Bu yap1 ilmeklerden koken alan dongusel DNA amplifikasyonunun
baslangi¢ materyalini olusturan stem-loop DNA’ lar1 olusturmaktadir.

2. Dongisel Amplifikasyon:

a. FIP ve BIP sekansi, stem-loop DNA’lara baglanir ve tekrar zincirde yer
degistirme 6zelligi olan DNA sentezini baslatir.

b. Her iki ucta olusan aralikta hedef DNA’nin ters bir kopyasi olusur.

c. Uclarda kendiliginden baslayan ve zincir kaymasi ile olusan stem-loop
DNA’nm orjinal kopyalari olusur.

3. Elongasyon:

a. Olusan Uriinler (stem-loop DNA’lar) elongasyon ve yeniden reaksiyona

girmek i¢in kullanilir.
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Kisaca ozetlenecek olursa; ilk asama, baslangic materyali olarak DNA’ nin her iki
ucunda da stem loop DNA yapismin olusmasidir. Reaksiyonun baglangicinda i¢ ve dis
primerler kullanilirken dongusel amplifikasyon basladiginda sadece i¢ primerler
(forward inner primer ve backward inner primer) kulanilir (Notomi et al., 2000). Daha
sonra uzama ve annealing ile reaksiyon biter (Sekil 1.4).

LAMP reaksiyonunda DN A’daki hedef bolge, her bir yarim dongtide Ug¢ kat artar. Son
iirlin degisik buiyiikliiklerdeki stem-loop DNA’larin bir karisimindan ve loop’lardan
olusur. Cok sayida bulunan loop’ lar ile hedef sekansin ters tekrarlar1 ile annealing

gerceklesir (Sekil 1.5) (Atanur, 2010; Notomi et al., 2000).

2002 yilinda Nagamine ve ark. (2002) tarafindan, iki adet ilave loop primeri
kullanildiginda reaksiyon siiresinin kisaldig1 gdsterilmistir. Boylece toplam 6 adet
primer hedef DNA’da 8 bolgeye baglanmakta ve reaksiyonun spesifitesi artmaktadir
(Nagamine et al., 2002b). Hepatit B viriisii (HBV)’niin yiizey antijenini kodlayan gen
(HBs) bolgesini loop primerleri ekleyerek LAMP ile amplifiye ettikleri ¢alismada loop
primerlerine ait sekanslar asagida gosterilmektedir (Sekil 1.6) (Nagamine et. al.,
2002).

GCTCATAGGAGATATGGTAGAGCCGC&EACACGTCGTATGCAGGAACGTGC
F2

loop F
TGCGGCTGGCTGGTGAACTTCCGATAGTGCGGGTGTTGAATGATTTCCAGT
Fl

TGCTACCGATTTTACATATTTTTTGCATGAGAGAATTTGTACCACCTCCCA
Bl

CCGACCATCTATGACTGTACGESACTGTCCCTAGGACTGCTATGTGCC
B2

loop B

FIP: §' Flc-F2 3', BIP: 5' B1-B2¢ 3'

Sekil 1. 6. Loop Primerlerine ait sekanslar (Nagamine ve ark., 2002).

1.2.3.2.2. LAMP Reaksiyonunun Sonugclarinin Degerlendirilmesi

1.2.3.2.2.1. Bulamikhgn Belirlenmesi

Lamp reaksiyonu sonucu ¢ok miktarda DNA sentezlenir, 1 saatlik reaksiyon sonunda
yaklagik 10° kopya olusur. DNA polimerize oldugunda reaksiyona katilan dNTP’ den
pirofosfat agiga ¢ikar (I). A¢iga ¢ikan pirofosfat MG iyonu ile birlesir ve reaksiyon
buffer inda beyaz presipitat olarak goriilen MG-pirofosfat olusur (II). A¢iga ¢ikan
DNA miktar1 ile presipitat yogunlugu dogru orantilidir (Sekil 1.7) (Mori et al., 2001).
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() (DNA)ni+ dNTP ————3> (DNA), + P07 4-

(1) P207 + 2MG?" s MG2P20y 4-

Turbidity and DNA Yield in the LAMP Reaction Mixture

after 60 min Reaction at 65°C

Starting
amount of
Amplification Template template [DNA]
method DNA DNA (copies) Turbidity  (ug/25 pl)
LAMP PSA 6000 1.256 11.2
0 0.001 0.0
ADNA 6000 1.245 10.9
0 0.000 0.0
PCR PSA 6000 0.000 0.2
0 0.002 0.0

Sekil 1. 7. PSA: prostat-spesifik antijen, ADNA: Ticari DNA Ultrospec 2000 spektrofotometre
(Pharmacia Biotech), 400 nm dalga boyu ile yapilan bulaniklik 6lgimii (Mori ve ark., 2001)

Mori ve ark., (2001) yaptiklar1 bir calismada LAMP reaksiyonu sonucu sekillenen
presipitatin Kimyasal ve spektroskopik olarak incelenmesi sonucu, Magnezyum-
pirofosfattan olustugu sonucuna ulasmislardir. Calismaya gore LAMP reaksiyonu
sonucu olusan presipitatin hidroklorik asit ile ¢oziilmesinden sonra titan yellow ile
muamelesi sonucu rengin saridan kirmiziya doniismesi, presipitatta MG iyon varligini

gostermektedir.

LAMP amplifikasyon iiriinlerinin direkt gorsel olarak veya ger¢cek zamanli olarak bir
tirbiditemetre kullanilarak bulanikligin 6lgilmesiyle tespit edilmesi mumkin
olmaktadir (Mori, Kitao, Tomita, & Notomi, 2004; Mori et al., 2001). Buna ragmen
pirofosfat iyonunun gesitli metal iyonlarla ¢6zilmeyen tuzlar meydana getirmesi
sonucu olusan bulanikligin gozle goriilmesi esasina dayanan bu yontemde reaksiyon
icin pozitif ya da negatif yoniinde karar vermenin gug olabildigi bildirilmistir (Tomita,
Mori, Kanda, & Notomi, 2008a). LAMP ile ¢ok kanalli mikroakigkan ¢iplerin entegre
edildigi ve reaksiyonun bulaniklik ile belirlendigi sistemler de bulunmaktadir (Sekil

1.8) (Huang et.al., 2017).
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Sekil 1. 8. Bulanik belirlenmesi (Huang ve ark., 2017)

1.2.3.2.2.2. Metal Iyon Konsantrasyonundaki Degisimin Belirlenmesi

Reaksiyon soliisyonundaki metal iyon konsantrasyonundaki degisimin belirlenmesi
icin gravimetrik metot (ayraglarin ¢oktiiriilmesi), titrasyon metodu ve kolorimetrik
metot olarak birka¢c yontem bulunmaktadir (Sekil 1.9). En yaygm kullanilan
kolorimetrik metot reaksiyona katilan metal indikatorlerin parlamalarinin veya renk
degisiminin tespiti esasma dayanir (Tomita et. al., 2008). Kalsein ve Hydroxy naphthol
blue (HNB), LAMP reaksiyonuna engel olmaksizin amplifikasyon éncesi reaksiyona
eklenen boyalardandir (Sekil 1.10).

Kalsein, Kalsiyum (Ca) ve Magnesium (Mg) gibi divalen metal iyonlarla kompleks
olusturarak gucli floresan parlama veren bir metal indikatordur (Tomita, Mori, Kanda,
& Notomi, 2008b)., 2008). Reaksiyona, Manganez (Mn) ile eklenir. Kalseinin
baslangigta manganez iyonuna baglanmasi herhangi bir reaksiyona girmesine engel
olur. Amplifikasyon ilerledik¢e kalsein Mn iyonundan ayrilir, Mn olusan pirofosfatla
cozlinmeyen tuzlar olusturmaya baglar. Kalsein serbest kaldik¢a floresan isigin
emisyonu sekillenir. Serbest kalsein Mg ile baglanmaya egilimlidir ve MG ile
kompleks olusturarak floresan parlamanm belirlenebilir diizeyde olmasini
saglamaktadir. Amplifikasyon sonucu olusan Mg-pirofosfat, karisimdaki Mg
konsantrasyonunun diismesine neden olarak belirgin bir floresan parlamanin olmasini
engeller. Reaksiyona eklenen Mn, pirofosfatla ¢dziinmeyen tuzlar olusturarak,
kalseinin ortamdaki Mg ile baglanmasina olanak verir ve floresan parlama
belirlenebilir duzeyde olur. Floresan parlama giin 1s1ginda dahi gézlemlenebilir (Sekil
1.11) (Tomita et. al., 2008).
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Sekil 1. 9. Metal iyon konsantrasyonundaki degisimin, floresan parlama veren bir metal indikator
(Kalsein) kullanilarak belirlenmesi (Tomita et al., 2008a).

Sekil 1. 10. Kalsein kullanildiginda negatif (solda) ve pozitif (sagda) reaksiyonun bir el UV
lambastyla (dalga boyu: 365 nm.) belirlenmesi (Tomita et al., 2008a)

Sekil 1. 11. Kalsein kullanildiginda negatif (solda) ve pozitif (sagda) reaksiyonun giin 1s1ginda
belirlenmesi (Tomita et al., 2008a).

Yine farkli bir metal indikator( olarak toprak alkali metali olan Hydroxy naphthol blue
(HNB) kullanilmaktadir. HNB, alkali ortamda hem kalsiyum hem de magnezyum

iyonlarmm titrasyonu igin uygun bir kolorimetrik indikator olarak kullanilmaktadir
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(Sekil 1.12) (Cardoso et al., 2010; Goto, Honda, Ogura, Nomoto, & Hanaki, 2009).

Sekil 1. 12. Hydroxy naphthol blue ile renk degisiminin belirlenmesi. Solda mor ve berrak tiip
(negatif), sagda a¢ik mavi ve bulanik (pozitif) (Britton, Cheng, Sutherland, & McCarthy, 2015)

1.2.3.2.2.3. DNA Boyalan ile Belirleme

Cift zincirli DNA’ ya non-spesifik baglanan floresan boyalarin kullanimi, primer
dimerlerine de baglanabilmeleri ve yanlis pozitiflik verebilmelerine ragmen, ucuz
olmalar1 ve renk degisimine bakarak sonu¢ elde edilmesine olanak vermeleri nedeniyle
yaygindir. Bununla birlikte kullanilan boyalarin reaksiyonu inhibe etmemeleri
gerekmektedir (Safavieh et al., 2016). SYBR Green, picogreen, propidium iodide gibi
DNA boyalarmin tiiplerin agilip reaksiyona sonradan katilmasi nedeniyle iirliniin
kontaminasyon riski bulunmaktadir (Balne, Basu, Rath, Barik, & Sharma, 2015;
Dukes, King, & Alexandersen, 2006; Hill et al., 2008; Njiru, 2012).

1.2.3.2.2.4. Elektroforez ile Belirleme

En cok kullanilan yontemlerden biri olan elektroforez tekniginde hem DNA hem de
RNA amplikonlarin buyikliklerine ve elektrik yiklerine gore ayrilarak UV 151k
altinda incelenebilmekte, (Notomi et al., 2000; Safavieh et al., 2016; Tomita et al.,
2008a) restriksiyon enzimleri ve southern blot hibridizasyonu ile identifiye
edilebilmektedir (Notomi et al., 2000). Hedef DNA iceren érneklerde amplifikasyon
iriinleri elektroforez sonrasi tipik merdiven benzeri bir yap1 gostermektedir (Sekil
1.13) (Notomi et al., 2000; Tomita et al., 2008a). Elektroforez sonrasi goriilen
merdiven benzeri seklin Mn?* iyon konsantrasyonu ile ilgisi olmadig1 bildirilmistir
(Tomita et al., 2008a).
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Sekil 1. 13. Agaroz jel elektroforez gorintisi (2.5%) (Tomita et al., 2008a).1. Hedef DNA, Mn2+
iyon konsantrasyonu 0 mM, 2. DNA yok, Mn2+ iyon konsantrasyonu 0 mM, 3. Hedef DNA ve Mn2+
iyon konsantrasyonu 0,5 mM, 4. DNA yok, Mn2+ iyon konsantrasyonu 0,5 mM M. Marker (100 bp)

1.2.3.2.2.5. iImmunreaksiyonlardan Yararlanarak Amplifikasyonun Belirlenmesi

Immunokromatografik Kart Test (Lateral flow biyosensor - LFA) serit yapida, kapiller
akim prensibine gore calisan, iistii plastik kapak ile kapal ve iistiinde sadece numune
damlatma alan1 ile g6zlem penceresi olan point of care (POD, hasta basi) testlerdir. Bu
testlerin yapisinda temel olarak numunenin damlatildig1 6rnek pedi, kapiller akimin
gerceklestigi ve testin gerceklestigi bir nitroseliiloz membran, akimm durmasini ve
fazla stvinin emilmesini saglayan absorban ped bulunmaktadir (Bahadir & Sezgintdirk,
2016; Zeng & Academy, 2013). Fluorescein isothiocyanate (FITC) ile isaretli DNA
problar1 ile hibridize olan biotin ile isaretli LAMP amplikonlarmmn, anti FITC
antikorlar1 ile belirlenmesi esasmma dayanmaktadir (Safavieh et al., 2016). Kanath
kaynakl1 Influenza A (H7N9) virtsinin (Ge et al., 2013), Mycobacterium tuberculosis
in (Kaewphinit et al., 2012), Enterococcus faecalis ve Staphylococcus aureus’un (Y.
Wang et al,, 2017) ve g¢esitli hastalik etkenlerinin LFA-LAMP ile belirlendigi
calismalar bulunmaktadir. Bu teknigin mikroakiskan platformlara entegre edilmesi
capraz kontaminasyonu engelleyerek 6nemli veri elde edilmesine olanak
saglamaktadir (Safavieh et al., 2016).

Immunreaksiyonlardan yararlanarak amplifikasyonun belirlenmesi icin kullanilan
sistemlerden bir digeri ise LAMP ve ELISA (loop-mediated isothermal amplification-
enzyme linked immunosorbent hybridization)’nin entegre edildigi metotdur (Lee,
Chen, & Peng, 2009; Safavieh et al., 2016). Bu metoda ¢rnek olarak, Mei-Feng L. ve
arkadaglarinm Klinik orneklerden (balgam) canli M. tuberculosis kompleks’in
belirlenmesinde 16S rRNA y1 hedefledikleri reverse transkriptase LAMP ile ELISA’
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y1 kombine ettikleri ¢aligma verilebilir. Calismanin ELISA asamasinda biotin ile
isaretli LAMP amplikonlarmi1 hedef alan internal capture prob kullanilmstir.
Yaptiklar1 caligmada RT-LAMP’ in RT-PCR’a gore 100 kat, RT-LAMP-ELISA ise
RT-PCR a gore 2000 kat daha hassas oldugu ortaya konmustur (Lee et al., 2009).

1.2.3.2.2.6. Elektrokimyasal Belirleme

DNA, protein gibi biyomolekiillerin hatta tek gen mutasyonlarinin belirlenmesinde
kullanilabilen elektrokimyasal biyosensorler LAMP amplikonlariin belirlenmesinde
de kullanilmaktadir (Ahmed et. al., 2008; Safavieh et. al., 2016). Elektrokimyasal
DNA hibridizasyon biyosensorleri, DNA’y1 sekans spesifik olarak tanima ve sinyal
iletimi prensibine dayanmaktadir. Hibridizasyon biyosensorleri, sinyal doniistiiriicii
bir yiizeye tek zincirli oligoniikleotid problarinin yapistirilarak hedef komplementer
DNA sekansini tanimasi ve elektrik sinyaline doniistiiriilmesi ile ya da redoks araciligi
yapan molekullerin amplikonlara baglanmas: ile c¢alisir (J. Wang, 2006).
elektrokimyasal biyosensorlerin mikroakiskan cihazlarla kombine edilerek LAMP
reaksiyonu sonucu olugsan DNA amplikonlarmin belirlenmesini saglayan calismalar
bulunmaktadir (Hsieh, Patterson, Ferguson, Plaxco, & Soh, 2012). Redoks aracilig1
yapan ve DNA vya baglanan Methylene Blue (MB) molekulinin LAMP
amplikonlarina baglanmasi esasma dayanan ve bir set elektrodun da kullanildigi
calismada, MB redoksunun devamli O&lgilmesi ile LAMP amplikonlarinin

konsantrasyonu es zamanli olarak dl¢iilmistiir (Hsieh et al., 2012).

1.2.3.2.2.7. Hidrojen iyon Konsantrasyonu (pH) ’na Duyarh Platformlar

Kullanilarak Belirlenmesi

Lamp Amplikonlari, polimerizasyon reaksiyonu sirasinda iyon salinimina bagl olarak
ortam pH’sindaki degisimin elektrokimyasal ya da elektirik sensorleri vasitasiyla

Olctlmesi ile de belirlenebilir (Safavieh et al., 2016).

Cin Halk Cumhuriyeti’nde 2015 yilinda Zhang ve arkadaglarmm LAMP yontemini
MG i¢in gelistirdikleri ve optimize ettikleri bir ¢aligmada, LAMP yontemi PCR’ye
gore 10 kat daha fazla duyarli bulunmustur. Aym1 ¢aliymaya kanatli isletmelerde
onemli olan diger bakteri ve virGsleri de katarak LAMP ydnteminin spesifite
caligmalar1 yapilmig ve bu yontemin hem sensitivitesinin hem de spesifitesinin yiksek

oldugu sonucu ortaya ¢ikmstir.
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Kursa ve arkadaslari (2014) bilinen Ms suglarint LAMP ile arastirdiklar1 ¢aligmada,
LAMP’1in PCR’ye gore sensitivitesinin 1000 kat fazla oldugunu ortaya koymuslardir.
LAMP yontemi MG ve Ms diginda Salmonella spp. (Tang et. al., 2012; Yang JL,
2010), Campylobacter spp. (Pham NT, 2015; Zhao X, 2010), Mycobacterium bovis
BCG (Kouzaki Y, 2015), E. coli (Zhao X. 2010), Listeria monocytogenes (Wang D.
2015) gibi bakteriyel, West Nile Virus (Parida M. 2004), Mavidil virtisi (Mohandas
SS. 2015), Marek Hastaligi Virlsi (Wozniakowski G. 2014) gibi cesitli viral

etkenlerin belirlenmesinde kullanilmastir.

Bu tez ¢alismasinda MG belirlenmesinde uluslararasi salgin hastaliklar birimi (OIE)
tarafindan Onerilen PCR metodu ile literatiirdeki LAMP metodunun etkinliklerinin
karsilastirilmasi amaglanmistir. Alternatif ve daha hassas olarak degerlendirilen
metodun, OIE tarafindan 6nerilen PCR metoduna gore etkinliginin belirlenmesi, yeni

metodun optimizasyonu ve ileriki calismalarda gelistirilmesi amaglanmaktadir.

Iki metodun deteksiyon limitlerinin belirlenmesi ve PCR inhibitorlerinin iki metot
iizerine etkilerinin incelenmesi amaci ile sirasiyla pozitif MG DNA diliisyonlari ile,

yapay kontamine ornekler ile ve saha drnekleri ile her iki metod ¢alisilmustir.

Bu ¢aligmanin amaci iilkemizde ve diinyada biliyilk 6neme sahip olan ve damizik
isletmelerde kesinlikle bulunmamasi gereken kanatli mikoplazmozu etkenlerinden
Mycoplasma gallisepticum (MG)’un kisaca LAMP olarak bilinen sahada hizli bir
sekilde hastaligin belirlenmesini saglayan tan1 metodunun OIE tarafindan tavsiye
edilen PCR metoduna gore daha kisa zamanda, diisiik maliyetle ve yiiksek dogruluk

oraniyla teshis edilip edilemeyecegini belirlemektir.
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2. GEREC VE YONTEM

Kirikkale Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 02.02.2016 tarih ve

16/02 sayili yazis1 geregi ¢alismanin yirGtilmesine karar verilmistir.

PCR ve LAMP testlerinin tanilari arasindaki uyumluluk Kappa Katsayisi ile belirlendi.
Kappa katsayisi <0,20 oldugu durumda “diisiik uyum”, 0,21-0,40 oldugunda “kabul
edilebilir duzeyde uyum”, 0,41-0,60 oldugunda “orta derecede uyum, 0,61-0,80
oldugunda “iyi diizeyde uyum” ve >0,80 oldugunda “miikemmel uyum” seklinde

yorumlanmistir (Altman, 1991).

Istatistiksel analizlerde SPSS 11.5 paket programu kullanilmigtir. Tanimlayici olaral
nitel degigkenler i¢in say1 ve yiizde verilmistir. PCR testi altin standart olarak kabul
edildiginde, PCR testine gore LAMP testinin giivenirligi ise sensitivite, spesifisite,
pozitif prediktif deger, negatif prediktif deger ve dogruluk degerleri hesaplanarak
belirlenmistir. Iki bagimli nitel test arasindaki benzerlik/farkliliga bakmak i¢in Mc-
Nemar testi kullanilmustir. Iki nitel test arasindaki uyum degerlendirmesinde ise Kappa

skoruna bakilmistir. Istatistiksel anlamlilik siir1 p<0,05 kabul edilmistir.

2.1. Gereg

2.1.1. Bakteri Susu ve DNA’s1

Calismada pozitif kontrol olarak Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisii’nden (Istanbul) ve Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji

Anabilim Dalindan temin edilen M. gallisepticum S6 susu ve DNA” s1 kullanild.

2.1.2. Organ Ornekleri

Kirikkale ve Ankara cevresinde, yumurtaci tavuk giftliklerinde M. gallisepticum
varlig1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve LAMP ile arastirildi. Solunum sistemi
infeksiyonu belirtileri gosteren farkli yaglarda 12 kiimesten 230 tavuga ait trakea ve
akciger Ornegi toplandi. Her bir kiimesten alinarak beserli havuzlar (46 havuz)
olusturulan akciger ve trakea Ornekleri kullanildi. Hastaligin yasa gore dagilimin

belirlenebilmesi agisindan 6rnekler tavuklarin yasina gore siniflandirildi (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2. 1. Isletmelerdeki hayvanlardan toplanan trakea ve akciger 6rneklerine iliskin bilgiler

Kumes No  Yas (giin) Toplanan Ornek Sayisi
Trakea Akciger
1 135 20 20
2 135 20 20
3 135 20 20
4 70 20 20
5 60 20 20
6 45 20 20
7 110 20 20
8 96 20 20
9 52 20 20
10 52 20 20
11 45 20 20
12 120 10 10

2.1.3. Doku Homojenizasyonunda Kullanilan Cihaz

MagNA Lyser Instrument (Roche) cihazi kullanildi.
2.1.4. DNA Amplifikasyonunda Kullanilan Malzemeler

2.1.4.1. Thermal Cycler
Corbett Research Palm Cycler - Corbett Research (Avustralya) kullanildi.

2.1.4.2. Primerler

2.1.4.2.1. PCR Primeri

Yapilan literatur taramalarinda konvansiyonel PCR ile MG belirlenmesinde kullanilan
OIE tarafindan onerilen primerler kullanilmistir. Kullanilan primerlere ait sekanslar,
Cizelge 2.2°de gosterilmektedir (World Organisation for Animal Health, 2008; Zhang
ve ark., 2015). Calismada kullanilan primerler Integrated DNA Technologies (USA)’

de sentezlettirildi.
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Cizelge 2. 2. PCR Primeri (World Organisation for Animal Health, 2008)

_ Hedef L
Primer Ada 5°- 3’Primer Dizini
Gen

MG-14F o - - z - - i _C-3’
MG MGc2 5’-GAG-CTA-ATC-TGT-AAA-GTT-GGT-C-3

MG-13R 5’-GCT-TCC-TTG-CGG-TTA-GCA-AC-3’

2.1.4.2.2. LAMP Primeri

Yapilan literatiir taramalarinda LAMP ile MG belirlenmesinde Zhang ve ark. (2015)
tasarladigi primerler kullanildi. Kullanilan primerlere ait sekanslar, Cizelge
4.1.4.2.2°de gosterilmektedir (Zhang et. al., 2015). Calismada kullanilan primerler
Integrated DNA Technologies (USA)’de sentezlettirildi.

Cizelge 2. 3. LAMP Primeri (Zhang ve ark., 2015)

Primer Adx Hedef 5°- 3’Primer Dizini
Gen
F3 TTACCGTCAAGGTCCTCA
B3 GCTTAACATCGTATTCCTCACT
MG |FIP (Fic+F2) | pdhA $TGCGATTGGATCTGATTTCTTAGCCACAACTTCAGATGACCCT
BIP (Bic + B2) éCAGCTAAAGGTCTATGAGACGAGATCTTAGCTTCGATCTGTT

2.1.4.2.3. Taq Polimeraz

Taq DNA polimeraz (Invitrogen) kullanilda.

2.1.4.2.4. Deoxynucleotid set

dNTP (Promega) ler 10mM olacak sekilde saf su ile sulandirilarak kullanildi.
2.1.4.2.5. Olusan DNA’larin Goriintiilenmesi

Agaroz jel elektroforezi icin gerekli cozeltiler

1) Tris asetat (TBE) tamponu (10x)

Tris base 60,50 g

Borik asit 30,85 ¢

Na,EDTA.2H20 3,72 g

H>0O (Distile Su) 1 L’ye ilave edildi, eritildi, hazirland1 ve kullanincaya kadar oda

sicakliginda saklandi
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2) Agaroz Gel (%1.5) (w/v)

Agaroz 1,5 g (W/v)

TBE 100 ml

3) GelRed stok sollisyonu (X10000)

4) Yukleme tamponu

5) 6X Loading Dye solution (MBI Fermentas, R0411)

6) Hassas terazi - Gibertini Europe 200 LCD Elektronik Hassas Terazi
7)PCR

8) Vortex — VelpScientific

9) Santriftij - Eppendorf minispin

10) UV transilluminator ve printer - ChemiDoc™ MP Imaging System (BIO-RAD®)
11) Mikrodalga firin — Miele,

12) Mikropipet — Brand marka mikropipet kullanilmistir.

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Doku Homojenizasyonu — Phosphate buffered saline (PBS, Thermo Fisher)

PCR - Tag DNA Polimeraz (Invitrogen), 10X PCR Buffer (Invitrogen), 25 mM MgCl>
(Invitrogen), 10mM dNTP (Promega), Dimetil Sulfoksit (DMSO, Sigma-Aldrich),

LAMP - Isothermal master mix (Optigene), Primerler (IDT)

2.2. YOntem

2.2.1. Organlarin Toplanmasi

Nekropsisi yapilan 230 tavuga ait trakea ve akciger 6rnegi (Toplam onbir kiimeste -
her bir kiimeste 20 hayvana ait akciger ve trakea dokular1 ve bir kiimeste 10 hayvana
ait akciger ve trakea dokular1) her seferinde farkli eldiven kullanilarak, beser adet
olacak sekilde steril kaplara alindi ve ayni giin laboratuvara soguk zincirde génderildi.

Gonderilen 6rnekler ekstraksiyona kadar -20°C’de saklandi.

Ayrica MG yoniinden negatif oldugu hem serolojik olarak hem de PCR ile dogrulanan

akciger ve trakea ornekleri ile trakealara surulerek hazirlanan sivap materyali MG S6
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susu kullanilarak yapay kontaminasyonda kullanildi. Yapay kontamine 6rnekler ve

stvap materyali MG varligi yoniinden PCR ve LAMP ile degerlendirildi.

2.2.2. Primerlerin Belirlenmesi

Primerler, Molekuler Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda, pozitif ve negatif kontrol
bakteri suslarina ait DNA’larin kullanildigi PCR ve LAMP testleri ile kontrol

edilmistir.
2.2.3. Yapay Kontamine Orneklerin Hazirlanmasi

2.2.3.1. Mycoplasma gallisepticum Suslarinin Sayim

Calismada bakteri sayimi ve sulandirmalar1 yapilirken Frey’s Broth kullanildi. Sivi
besi yeri Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden (Istanbul) temin
edildi. Liyofilize halde gelen MG 06nerilen sekilde sulandirildiktan 4 ml si daha sonra
yapay kontaminasyonda kullanilmak Uzere 2 ml’lik kriyotiiplere paylastirilarak -20°C’
ye kaldirildi. Mikoplazma sayiminda CCUso metodu kullanild1 (Cizelge 4.2.3.1.).
Bunun i¢in mikropleyt kuyucuklarma 180 ul. Frey’s Broth konuldu. ilk srradaki tiim
kuyucuklara, stok bakteri siispansiyonunun 10 sulandirmasmi igeren sira olacak
sekilde 20 pul Stok MG Kkiiltiirti eklendi. Pipetaj sonrasi ilk siradaki kuyucuklardan 20
ul. ikinci siradaki kuyucuklara aktarildi ve ayni sekilde diger siralara islem uygulandi.
Son kuyucuktan 20 pl. disar1 atild.. Islem sonunda bakteri sulandirmasi
mikropleytlerde 108 ye kadar yapilmis oldu. Renk degisimi yoniinden kuyucuklar iki
giinde bir gozlendi. Bir hafta sonunda olusan renk degisimi not edildi, ilerleyen
giinlerde de bir renk degisimi gdzlenmedi (Sekil 2.1). Canli Mikoplazma sayimi igin
CCUsp belirlenmesinde Reed and Muench metodu modifiye edilerek kullanildi (Qinyi
ve ark., 2013).
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Sekil 2. 1. CCUsg hesaplanmast i¢in mikropleytte hazirlanan Mikoplazma sulandirmasi

Cizelge 2. 4. CCUso metodu

CCU 50 METODU

Mikoplazma Renk Toplam Renk Toplam % Renk
Sulandirmasi Degisimi Degisimi Degisimi
VAR | YOK VAR YOK
-1 12 0 26 0 26 100
-2 10 2 14 2 16 87,5
3 3 9 4 11 15 26,7
-4 1 11 1 22 23 4,3
-5 0 12 0 34 34 0,0
-6 0 12 0 46 46 0,0
-7 0 12 0 58 58 0,0
-8 0 12 0 70 70 0,0

Logaritmalarin farki hesaplandi. Bunun icin asagida verilen formul kullanildi.
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Logaritmalarin Farki = [(%50 nin hemen Ustiindeki renk degisiminin ylzde degeri)-
50]/[( %50 nin hemen {stiindeki renk degisiminin yiizde degeri)-( %50 nin hemen
altindaki renk degisiminin yuzde degeri)].

Son olarak log 50% bitis diliisyonu formiil kullanarak hesaplandi ve doku sivep
materyalinin yapay kontaminasyonu icin kullanilacak olan stok kultiirde canli
Mikoplazma sayis1 4,15 Logio CCUso/ml olarak belirlendi.

log 50% bitis dilisyonu = %50 nin hemen Ustlindeki renk degisiminin log10

sulandirma degeri - (logaritmalarm farki X sulandirma fakt6ériinuin logaritmast )

2.2.3.2. Yapay Kontaminasyon Icin Bakteri Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Yapay kontaminasyon i¢in Frey’s brothda bulunan MG stok kulttrindn 2 ml. lik steril
eppendorf tiiplerde on kath diliisyonlar1 hazirlandi. Bunun i¢in tiiplere 270 pl. Frey’s
Broth konuldu. ilk tipte bulunan stok kiltiirden 30 ul almip ikinci tipe ilave edildikten
sonra vortekslendi. Ayni islem diger tliplere uygulanarak son tiip (yedinci tiip) e kadar
bu sekilde devam etti. Son tiipten alinan 30 pl. disar1 atilarak yapay kontaminasyon
icin kullanilacak bakteri stispansiyonunun 10! den 107 e kadar seri diltisyonu
hazirlandi (Sekil 2.2).

10 kath bakteri sulandirmalan

'
CNEONECONEONEONECONEONION,N

—— . O S - B o B -

P—— P —_— == P e ==

D 10! 107 103 10# 10* 10° 107 10 10°

| R I S N (8 (O N A ip

s s s s sessEss
Esit hacimdeki akciger veya trake
doku &rnekleri ve svab materyali

Sekil 2. 2. Yapay kontamine érneklerin hazirlanmasi

2.1.2.3.3. Akciger ve Trakea Orneklerinin Yapay Kontaminasyonu

Yapay kontaminasyonda ¢esitli kanatli isletmelerinden alinan tavuk kaynakli akciger
ve trakea ornekleri ile ¢calisilmistir. Bu dérnekler MG’e spesifik bilinen primerlerle test
edilerek PCR sonucu negatif ¢ikan dokular yapay kontaminasyon calismasinda
kullanilda.
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Stok MG Kkiiltiirtiniin Frey’s Broth’a direkt, 101, 10, 10%, 10 10°, 10°,10""lik
diliisyonlar1 yapilarak ¢aligma igin ayrilacak drneklere inokile edildi (Sekil 6). Yapay
kontaminasyon igin kullanilacak akciger orneklerinin ilk olarak homojenizasyonu
saglandi. Bu amacla seramik boncuklu kriyotiplere 2-2,5 x 2-2,5 x 2-2,5 mm (8 - 15,6
pum3-ul.) ebatinda doku ve iizerine 500 pl. Phosfat Buffered Saline (PBS) eklenerek
7000 rpm. hiz ve 60 sn. sure ile tissuelyser (MagNA Roche) kullanilarak doku

homojenize edildi.

Daha sonra yapay kontaminasyon amaciyla ependorflara 180 pl. hacimde akciger ve
trakea doku homojenatlar1 konuldu. Doku homojenatlarinin iizerine, 20 pl. bakteri
slispansiyonu stok ve sulandirmalari ilave edildi. Yapay kontaminasyon sonunda
bakteri siispansiyonlar1 tekrar 10 katli olarak seyreltildi. Her bir ependorf tiipiinde 20
ul. bakteri siispansiyonu ve 180 pl. doku homojenati olmak iizere toplam 200 pl.
hacimde doku-bakteri slspansiyonu yer aldi. Bu doku-bakteri suspansiyonu
karisiminin hepsi daha sonra ekstraksiyonda kullanild.

Yapay kontaminasyonu takiben orneklerden direkt DNA ekstraksiyonu partikil
teknolojisine dayali ticari bir kit (MagAttract® HMW DNA- QIAGEN) modifiye
edilerek yapildi.

2.2.3.4. Sivap Materyalinin Yapay Kontaminasyonu

Sivaplar MG ile kontamine edildikten sonra PBS i¢inde vortekslenecegi i¢in ¢alisma
oncesinde, calisacilacak svab trakea ylizeyine siirtiilmiis ve sonrasinda g¢esitli
hacimlerde (10 pl.’den 70 pl.’e kadar) PBS igeren ependorfa konularak vortekslendi.
Islem sonucu sivabm 50 pl. PBS tutmasi nedeniyle calismada svabin konacagi
ependorfa baglangista 230 pl. (180 pl+50 pl) PBS eklendi. Svap trakea yilizeyine
kazimarak strtldiikten ve yapay olarak 20 ul. MG stok ve sulandirmalariyla kontamine
edildikten sonra ependorfa konulup vortekslendi. Burada svap ependorftan
¢ikarildiktan sonra ekstraksiyonda kullanilacak toplam hacmin yaklasik 200 pl. olmas1

amacland1.

Yapay kontaminasyon, nekropsisi yapilan ve MG’ye spesifik bilinen primerlerle test
edilerek PCR sonucu negatif ¢ikan tavuklara ait trakea mukoza yilizeyinden kazinarak

alinan svap materyali ile yapildi (Carli & Eyigor, 2003).

Stok MG kiiltiiriiniin Frey’s Broth’a direkt, 101, 102, 103, 10, 10, 10° ,107 ’lik

diliisyonlar1 kullanildi. 2ml. lik eppendorf tiplere 230 pl. PBS eklendikten sonra
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bakteri siispansiyou, trakea mukoza yilizeyinden kazmarak alinan svap materyaline
inokule edildi (Carli & Eyigor, 2003). Inokulasyon uygulamasinda, trakea mukoza
ylizeyi svap ile kazindiktan sonra bakteri siispansiyonlar1 6nce svabin pamuk kisminin
tam Uzerine denk getirilerek damlatildi ve sonra PBS iceren ependorfa konulup
vortekslendi. Yapay kontaminasyonu takiben svaplardan direkt DNA ekstraksiyonu

yapildi

Yapay kontaminasyon iki yontemin deteksiyon limitlerinin belirlenmesi ve
inhibitorlerin PCR ve LAMP (zerindeki etkilerinin arastirilmasi icin yapildi.

2.2.4. Saha Orneklerinin Hazirlanmasi

Derin dondurucudan ¢ikarilan akciger ve trakea ornekleri oda 1sisma getirildi. Doku
homojenizasyonu i¢in her bir 6rnek havuzundan (her bir 6rnekten alinmak iizere)
toplam 1 gr. olacak sekilde doku seramik boncuklu 500 pl. PBS igeren kriyotiiplere
ilave edildi. Ekstraksiyon oncesi dokular tissuelyser (MagNA Roche) kullanilarak
homojenize edildi. Homojenizator trakea igin 7000 rpm. hiz ve 1 dk. ve akciger i¢in

7000 rpm. hiz ve 2 dk. sureyle galistirilda.

2.2.5. Doku Orneklerinden ve Yapay Kontamine Orneklerden DNA
Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu icin manyetik partikil teknolojisine dayali ticari bir Kit
(MagAttract® HMW DNA- QIAGEN) modifiye edilerek kullanildi (Sekil 4.2.5.). Bu
amagcla 2 ml. eppendorf tiipe 20 pl. Proteinaz K eklendikten sonra homojenize edilen
doku stispansiyonundan 200 pl. (25 MG. doku) eklenerek vortekslendi. Daha sonra
doku parcalanmasi i¢in ATL buffer ilave edilerek vortekslendi. Sonra 56 °C’de 1 saat
inkiibe edilerek vortekslendi. Eppendorf tiipe 200 pl. AL buffer eklendikten sonra 70
°C’de 15 dk. heatshakerda 900 rpm calkalama hizi ayarlanarak inklbe edildi.
Inkiibasyon sonunda tiipe 300 ul baglanma soliisyonu eklenip vortekslenmistir. Daha
sonra eppendorf tiip, 50 pul manyetik boncuk ilave edildikten sonra heatshakerda 900
rpm c¢alkalama hizinda 56°C’de 5 dk. bekletildi. Tiip santrifiijde kisa siireli spin
attirilarak kapaktaki sivinin dip kisma inmesi saglandiktan sonra miknatis rakina
yerlestirildi. Stipernatant 1 ml. lik pipet u¢ kullanilarak yandan gekilip atilmistir.
Manyetik boncuk iceren ependorf tlpln igine 750 pl. MW1 buffer eklenip
vortekslenmis, 37°C’de heatshakerda maksimum hizda (1500 rpm.) 1 dk. karistirildi.

Tupe tekrar minispin attirdiktan sonra tlp miknatis rakia yerlestirildi. Slipernatant 1
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ml. lik pipet ucu kullanilarak yandan ¢ekilip atildi. Manyetik boncuk iceren ependorf
tiiptin igine 750 pl PE buffer eklendikten sonra vortekslendi ve 37°C’de heatshakerda
maksimum hizda 1 dk. karistirildi. Son islem tekrarlandiktan sonra boncuk iceren
tipler PE buffer bilesimindeki PCR inhibitdru olan etanoliin uzaklagmasi igin agizlari
acik 1siticida 37°C’de 45 dk. kurumaya birakildi. Kurumus tiiplerin igine 200 ul AE
buffer eklendikten sonra agzi kapali oda 1sisinda (15-25°C) 1400 rpm calkalama
hizinda 3 dk. inkiibe edildi. Son olarak miknatis rakina yerlestirilen tiiplerden 200 pl
pipetle DNA temiz bir tiipe alind1.

MagAttract HMW DNA Kit procedure

1= Lyse
W
v
Add b =
magnetic =i :
particles 1o lysate '\:;- Bind
)
v
Magnetic 5=
separation (7 + |if Remove supernatant
of particles == \if
| 2 x Wash (Buffer MW 1)
v
s
s 3.: Magnetic separation

2 x Wash (Buffer PE)

Magnetic separation

Woater rinse |2x]

Maognetic  ~S=f
separation ™ |& Elution with Buffer AE
of particles —= ':7

Tronsfer of eluate
v into @ new tube

Pure highmolecular-weight genomic DNA

Sekil 2. 3. MagAttract® HMW DNA kit prosedirii

(Anonim: https://www.giagen.com/us/resources/resourcedetail?id=3e331b6c-0742-483b-
b74f-a7be2d4c1116&lang=en)

2.2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR Primerleri, Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda, pozitif ve negatif kontrol

bakteri suslarma ait DNA’larm kullanildigi PCR testleri ile kontrol edildi.

Toplam 50 pl. PCR reaksiyon karisiminda; 30,75 pl nukleaz ari su, 5 pl. 10X Taq
buffer, 3,5 mM MGCIz, %5 Dimethyl Sulfoxide (sigmaaldrich), 0,2 mM dNTP
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karigimi, 200 nM forward ve reverse primerler (IDT), 1,25 U Taq Polimeraz ve 5 pl
kalip DNA iceren karigim kullanildi.

Thermal cyclerin ilk adimi1 95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon, ikinci adimi 35 kere
94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 55°C’de 30 saniye sogutma ve 72°C’de 60 saniye
polimerizasyon olacak sekilde programlandi. Son olarak 1 kez 72°C’de 5 dakika son

ektensiyon asamasi ile amplifikasyon tamamlandi1 (Cizelge 4.2.6.).

Cizelge 2. 5. PCR Protokoli

Adim Sicaklik Sire

On denatiirasyon 95°C 5 dakika
Denatiirasyon x35 940°C 30 saniye
Sogutma 55°C 30 saniye
Polimerizasyon 72°C 60 saniye
Son ektensiyon 72°C 5 dakika

2.2.7. Amplifiye Edilen Orneklerin Agaroz Jel Elektroforez Yontemi ile

GoruntiLenmesi

Amplifiye edilen DNA {rdnlerinin gorunttlenmesi amaciyla jel elektroforezi
uygulandi. Bu amagla gelred ile %1,5 olarak agaroz jel hazirlandi. Agazoz jel lizerinde
acilan ¢ukurlara mikropipetler yardimiyla, boyali yiikleme solusyonu (6X Loading
Dye Solution MBI Fermentas, R0411) ve her bir dérnek 5 pl. karistirilarak ilgili
cukurlara yiklendi. Pozitif, negatif kontroller ve ladder da sirasiyla cukurlara
eklendikten sonra yatay elektroforezde Tris Borat (1X) ile 90V 500 mA de 40 dk. slre
ile yurttildu. Bu stire sonunda ChemiDoc™ MP Imaging System (BIO-RAD®) cihazi

ile goritilendi ve gorintiler bilgisayar ortamina kaydedildi.

2.2.8. LAMP Reaksiyonu

Mycoplasma gallisepticum’a ait LAMP Primeri, Molekuler Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda, pozitif ve negatif (M. iowa, M. synoviae, M. meleagridis, E.coli, S.
enterica subs. enterica) kontrol bakteri suglarina ait DNA’larin kullanildigi LAMP

testleri ile kontrol edildi.

LAMP reaksiyon karigimi toplam 25 pl. olacak sekilde, cihaza 6zel sekizli strip tuplere

temiz odada paylastirildi. Karigimda 15 pl. Isothermal master mix, 2,5 pl. niikleaz ari

su, 200 nM F3 ve B3 primerleri (IDT) ve 800 nM FIP ve BIP primerleri (IDT)
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kullanildi. En son olarak érnekler 6rnek ekleme (kirli) odasinda eklendi.

LAMP reaksiyonu Geneie (Optigene) cihazi kullanilarak gerceklestirildi. Cihazda
isothermal amplifikasyonun sekillenmesi i¢in 65°C’de 45 dk. (MG DNA sulandirmasi
icin 30 dak.) 1sitma ve anneal i¢in 98°C’den 80°C’ye 0,5 derece/saniye 5 dk. (anneal
asamasi istege bagli) olarak ayarlandi. Annealing asamasi yapilmayacaksa Bst
polimeraz etkinliginin yani reaksiyonun durdurulmasi i¢in 80°C’de 10 dk. bekletmek

yeterlidir.

2.2.9. LAMP Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Amplifiye edilen DNA drlnlerinin  gorintilenmesi amaciyla jel elektroforezi
uygulandi. Buamacla gel red ile %1,5 olarak agaroz jel hazirlandi. Agaroz jel lizerinde
acilan c¢ukurlara mikropipetler yardimiyla, boyali yiikleme solusyonu (6X Loading
Dye Solution MBI Fermentas, R0411) ve her bir 6rnek 5 pl. karstirilarak ilgili
cukurlara yiklendi. Pozitif, negatif kontroller ve ladder da sirasiyla cukurlara
eklendikten sonra yatay elektroforezde Tris Borat (1X) ile 90V 500 mA de 40 dk. stire
ile yurttildu. Bu stire sonunda ChemiDoc™ MP Imaging System (BIO-RAD®) cihazi

ile goritilendi ve goruntuler bilgisayar ortamina kaydedildi.
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3. BULGULAR

3.1. PCR Sonuglan

PCR metoduyla toplam 46 tane havuz 6rnegi (her bir havuz 5 akciger veya trakeaden
olugmaktadir)’nden akciger igin %32,6 (15 tane akciger havuz 6rnegi)’i ve trakea igin
%34,8 (16 tane trakea havuz ornegi)’i MG varligi yonunden pozitif olarak
degerlendirildi. Orneklere ait PCR sonuglar1 ve Orneklerin alindign kiimesteki

tavuklarin yaslar1 Cizelge 3.1°de verildi.

Cizelge 3. 1. PCR ile MG’ ye 6zgu DNA varhg belirlenen 6rnekler

Yas (Giin) PCR Akciger Trakea

Toplam 46 46

135 1. kimes 4 0
135 2. kiimes 2 3
135 3. kiimes 2 3
70 4. kiimes 0 0
60 5. kuimes 0 0
45 6. kuimes 0 0
110 7. kumes 4 4
96 8. kiimes 2 4
52 9. kiimes 0 0
52 10. kiimes 0 0
45 11. kiimes 0 0
120 12. kiimes 1 2
Toplam Pozitif 15 16

*n degerleri havuzlanmig 5 akciger ya da 5 trakea ornegini ifade etmektedir.

3.2. LAMP Sonuglari

Toplam 46 tane havuz o6rneginden izole edilen DNA’ larm LAMP metodu ile
amplifikasyonu sonrasinda jel goriintiileri incelendi ve jelde LAMP reaksiyonuna
spesifik merdiven benzeri bant gorintlleri pozitif olarak degerlendirildi.
Amplifikasyon sonucunda akcigerde %43,5 (20 adet akciger havuz 6rnegi) ve trakeada
%60,9 (28 adet trakea havuz 6rnegi) MG ‘ye dzgii DNA varlig1 belirlendi. Orneklere
ait LAMP sonuglar1 ve 0rneklerin alindig1 kiimesteki tavuklarin yaslar1 Cizelge 3.2°de

verildi.
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Cizelge 3. 2. LAMP ile MG’ ye 6zgi DNA varhg belirlenen 6rnekler

*n degerleri havuzlanmig 5 akciger ya da 5 trakea ornegini ifade etmektedir.

Akciger ve trakea 6rneklerinden ayni kiimesten olacak sekilde beserli havuzlar yapildi.
Kiimeslerden onbir tanesinden alinan yirmi akciger ve yirmi trakea ve bir kiimesten
alman on akciger ve on trakea beserli havuzlar yapilarak DNA izolasyonu ve
sonrasinda LAMP ile degerlendirildi. Toplam 46 tane havuz 6rnegi (her bir havuz 5
akciger veya trakeadan olusmaktadir)’nden izole edilen DNA’larin amplifikasyon ve

annealing egrileri incelendi.

Yapilan testlerde; PCR ile MG yoniinden 46 akciger havuzundan 15 adet akciger ve
16 adet trakea havuz 6rnegi, LAMP metodu ile 20 adet akciger ve 28 adet trakea havuz
ornegi pozitif olarak degerlendirildi. Toplanan akciger dokularinda ve trakea

dokularinda PCR ve LAMP ile MG yoninden pozitif ve negatif orneklerin

LAMP Akciger Trakea
Yas (Gun)

Toplam 46 46
135 1. kiimes 2 4
135 2. kiimes 1 4
135 3. kiimes 3 4
70 4. kiimes 3 2
60 5. kiimes 0 0
45 6. kimes 2 2
110 7. kuimes 2 2
96 8. kiimes 3 4
52 9. kiimes 0 1
52 10. kiimes 2 2
45 11. kiimes 0 1
120 12. kiimes 2 2
Toplam Pozitif 20 28

degerlendirilmesi Cizelge 3.3°de mevcuttur.

44




Cizelge 3. 3. Saha Orneklerinin MG Varh@ Yoninden Degerlendirilmesi

Kdmesler PCR LAMP
Pozitif (nx5) | Negatif (nx5) | Pozitif (nx5) | Negatif (nx5)
1 kiimes Akciger 4 0 2 2
Trakea 0 4 4 0
e S —
T S — —
e £ -
e e e e
T e e S S——
D e e
T
e
e T e S
e . s S R —
L i e S —————
- i S B

3.3. Yapay Kontaminasyon Sonuclari

Yapay kontaminasyon sonuglari, her iki yontem icin de amplifiye DNA Urtnlerine jel
elektroforezi uygulandiktan sonra bantlarin goérintilenmesi transilliminator ile
degerlendirildi. Yapay kontamine akciger, trakea ve sivap drneklerinde iki yontemle

amplifikasyon sonras1 MG S6’ya ait DNA molekll, PCR ile 10° kath diltisyona kadar

ve LAMP ile 107 diliisyona kadar tespit edilebilmistir (Cizelge 3.4).

45




Cizelge 3. 4. Yapay Kontaminasyon Sonuglar:

-
PCR + + + + + -

LAMP + + +
Akciger, trakea numuneleri ve sivap materyalleri

Yapay kontaminasyon sonuglari, her iki yontem i¢in de amplifiye DNA (riinlerine jel
elektroforezi uygulandiktan sonra bantlarin gorintilenmesi (transilliminator ve
printer marka bilgisi) ile degerlendirilmistir. Yapay kontamine akciger, trakea ve sivap
orneklerinde iki yontemle amplifikasyon sonrast MG S6’ya ait DNA molekiilii, PCR
ile 10° katl diliisyona kadar tespit edilirken LAMP ile 107 diliisyona kadar tespit

edilebilmistir.

3.4. Mycoplasma gallisepticum S6 DNA sulandirmalarimin PCR ve
LAMP Sonuglan

MG stok soliisyonunun 10 kath sulandirmalar1 her iki teknik kullanilarak amplifiye
edilmistir. Seri diliisyonda kullanilan stok MG dsDNA miktar1 Qubit 4 Fluorometer
(Invitrogen-Themo Fisher Scientific) cihaz1 ile Olcuimleri yapildiginda 10%
diliisyondaki DNA miktar1 32.6 ng/mL, 107 diliisyondaki DNA miktar1 3.90 ng/mL
ve 1072 diliisyondaki DNA miktar1 0.380 ng/mL olarak dl¢iilmiistiir (Sekil 3.1). Sekil
3.2°de amplifikasyon sonras1 PCR ile 10 ve Sekil 3.3’te ise LAMP ile 107 diliisyona
kadar tespit edilmistir (Cizelge 3.5).

Sekil 3. 1. MG dsDNA miktar1 i¢in Qubit 4 Fluorometer Olgiimleri
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Cizelge 3. 5. Mg S6 DNA sulandirmalarinin PCR ve LAMP Sonuglari

-

LAMP + +

200 bp

150 bp
100 bp
50 bp

Sekil 3. 2. PCR ile incelenen M. gallisepticum’a ait DNA dilusyonlarinin agaroz jel elekftroforez
goruntileri (mgc2 - 185 hg)

100 bp

Sekil 3. 3. LAMP ile incelenen M. gallisepticum’a ait DNA dilusyonlarinin agaroz jel elekftroforez
gorintaleri (pdhA-330 bg)
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3.5. LAMP Testinin Gegerliligi

Akciger ve Trakea doku Orneklerinde PCR sonuglar1 altin standart olarak kabul
edildiginde, LAMP testinin gecerliligi hesaplandi. Veriler, Akciger igin; %53,3
sensitivite, %61,3 spesifisite, %40 PPD, %73,1 NPD ve %58,7 dogruluk, Trakea i¢in;
%87,5 sensitivite, %53,3 spesifisite, %50 PPD, %88,9 NPD ve %65,2 dogruluk
oldugunu géstermistir (Sekil 3.4).

100

87,5
88,9

90
‘-4

80
N
70 3

m
60
50
40
30
20
10

0

Yiizde (%)

Sensitivite Spesifite Dogruluk

m Akciger ™ Trake

Sekil 3. 4. Akciger ve trakea doku drneklerindeki PCR sonuglari altin standart olarak kabul
edildiginde LAMP yonteminin tanisal 6zellikleri

Akciger doku orneklerinde PCR teknigi ve LAMP teknigi arasinda Mg pozitiflik
oranlar1 arasinda benzerlik bulunmamaktadir (Mc Nemar testi, p=0,360). PCR teknigi
ile %32,6, LAMP teknigi ile %43,5 pozitiflik tespit edilmistir. PCR gold (standart) ve
LAMP alternatif test olarak alindiginda, LAMP yontemi PCR ile pozitif olarak
belirlenen 6rneklerin %53,3’linii (8/15) pozitif olarak (sensitivite), PCR yontemi ile
negatif olarak belirlenen oOrneklerin ise %61,3tinii (19/31) ise negatif olarak
belirlemistir (spesifisite). LAMP ydntemi ile pozitif olarak belirlenen érneklerin
gercekte 9%40,0°1 (8/20) pozitiftir (pozitif prediktif deger) ve LAMP yontemi ile
negatif olarak belirlenen orneklerin ise gergekte %73,1°1 (19/26) negatiftir (negatif
prediktif deger). iki teknik arasndaki uyuma Kappa skoru ile bakildiginda ise diisiik
uyum bulunmustur. (Kappa skoru=0,135, p=0,35) (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3. 6. Akciger doku drneklerinde teshis testlerinin capraz-tablo ile karsilagtiriimasi

Akciger (PCR)
Pozitif Negatif Toplam |p degeri

Akciger (LAMP) | Pozitif | N 8 12 20

Akciger icindeki % (LAMP) % 40,0 % 60,0 % 100,0

Akciger icindeki % (PCR) % 53,3 % 38,7 % 43,5

Negatif |N 7 19 26 0,35

Akciger icindeki % (LAMP) %269 | %731 | %1000

Akciger icindeki % (PCR) % 46,7 % 61,3 % 56,5
Toplam N 15 31 46

Akciger icindeki % (LAMP) % 32,6 % 67,4 % 100,0

Akciger icindeki % (PCR) % 100,0 | % 100,0 | % 100,0

Trakea doku orneklerinde PCR teknigi ve LAMP teknigi arasinda Mg pozitiflik
oranlar1 arasinda anlamli benzerlik bulunmaktadir (McNemar testi, p=0,040). PCR
teknigi ile %34,8, LAMP teknigi ile %60,9 pozitiflik tespit edilmistir. PCR gold
(standart) ve LAMP alternatif test olarak alindiginda, LAMP y6ntemi PCR ile pozitif
olarak belirlenen Orneklerin %87,5%ini (14/16) pozitif olarak (sensitivite), PCR
yontemi ile negatif olarak belirlenen orneklerin ise %53,3’linti (16/30) ise negatif
olarak belirlemistir (spesifisite). LAMP yontemi ile pozitif olarak belirlenen
orneklerin gercgekte %350’si (14/28) pozitiftir (pozitif prediktif deger) ve LAMP
yontemi ile negatif olarak belirlenen 6rneklerin ise gercekte %88,9’u (16/18) negatiftir
(negatif prediktif deger). iki teknik arasindaki uyuma Kappa skoru ile bakildiginda ise
kabul edilebilir diizeyde uyum bulunmustur. (Kappa skoru=0,348, p=0,007) (Cizelge
5.5.2).
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Cizelge 3. 7. Trakea doku drneklerinde teshis testlerinin capraz-tablo ile karsilastiriimasi

Trakea (PCR)

Pozitif Negatif | Toplam |p degeri
Trakea (LAMP) | Pozitif | N 14 14 28

Trakea igindeki % (LAMP) % 50,0 % 50,0 | % 100,0

Trakea icindeki % (PCR) % 87,5 % 46,7 | %60,9

. 0,040
Negatif | N 2 16 18

Trakea igindeki % (LAMP) % 11,1 % 88,9 | % 100,0

Trakea igindeki % (PCR) % 12,5 %533 | %391

Toplam N 16 30 46

Trakea igindeki % (LAMP) % 34,8 % 65,2 | % 100,0

Trakea igindeki % (PCR) % 100,0 % 100,0 | % 100,0

Akciger veya trakea doku 6rneklerinden herhangi birinin pozitif olma durumuna gore
PCR teknigi ve LAMP teknigi arasinda Mg pozitiflik oranlar1 arasinda anlamli fark
bulunmaktadir (McNemar testi, p=0.007). PCR teknigi ile %45,7, LAMP teknigi ile
%69,6 pozitiflik tespit edilmistir. Iki teknik arasindaki uyum zayif orta arasi
diizeydedir (Kappa skoru=0.369, p=0.005) (Cizelge 3.8). Akciger veya Trakea doku
orneklerinde PCR sonuglar1 altin standart olarak kabul edildiginde, LAMP testinin
gecerliligi hesaplandi. Veriler, %90,5 sensitivite, %48,0 spesifite, %59,4 PPD, %85,7
NPD ve %67,4 dogruluk oldugunu gostermistir (Sekil 3.5).
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Cizelge 3. 8. Trakea veya Akciger orneklerinde teshis testlerinin ¢apraz-t.ablo ile

karsilastirilmasi
PCR
Pozitif Negatif Toplam
LAMP Pozitif Sayi 19 13 32
% LAMP % 59,4 % 40,6 % 100,0
% PCR % 90,5 % 52,0 % 69,6
Negatif Say! 2 12 14
% LAMP % 14,3 % 85,7 % 100,0
% PCR % 9,5 % 48,0 % 30,4
Total Count 21 25 46

% within LAMP % 45,7 % 54,3 % 100,0

% within PCR % 100,0 % 100,0 % 100,0
100,0

90,0 °0-° 85,7
80,0
70,0 67,4
60,0 59,4
E 500 48,0

. 40,0
30,0
20,0
10,0
0,0

Sensitivite Spesifisite PPD NPD Dogruluk

Sekil 3. 5. Akciger veya trakea doku érneklerindeki PCR sonuglari altin standart olarak kabul
edildiginde LAMP yonteminin tanisal 6zellikleri

PCR yonteminin kullanildig1 her ii¢ degerlendirme sekli (akciger, trakea, akciger ya
da trakea pozitifligi) ile de 9 hafta alt1 ve 9 hafta UstU yas ortalamasina sahip kiimesler
arasinda istatistiksel olarak anlamli dizeyde Mg pouzitifligi bakimindan fark
bulunmaktadir (Fisher testi, p<0,001) (Cizelge 3.9). Akciger ve trakea dokular1 PCR
yontemi ile degerlendirildiginde; 9 hafta izeri ortalamaya sahip gruplarda trakea icin
%61,5, akciger igin %57,7 pozitiflik gozlemlenirken, 9 hafta alt1 ortalamaya sahip
gruplarda pozitiflik gozlenmemistir (Sekil 3.6).
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Cizelge 3. 9. PCR yontemi ile kiimes yas ortalamasi karsilagtirilmasi

Testler Yas Grubu
<9 hft >9 hft Toplam

Say1 | Yuzde Say1 | Yizde | Say1 | Yuzde
PCR Pozitif 0 % 0,0 21 | %808 | 21 | %457
Negatif | 20 | % 100,0 5 %192 | 25 | %543
Akciger | Pozitif 0 % 0,0 15 | %577 | 15 | % 32,6
(PCR) Negatif | 20 | %1000 | 11 | %423 | 31 | %674
Trakea Pozitif 0 % 0,0 16 | %615 | 16 | %348
(PCR) Negatif | 20 | % 100,0 | 10 | %385 | 30 | %652

Trake (PCR)

Akciger (PCR)

PCR

.‘

61,5

(o]

‘

=]

10

20

30 40

Pozitiflik Ylzdesi

m>9hft m< 9hft

50

70

80,8

Sekil 3. 6. PCR yontemi ile farkh degerlendirme yontemleri ve kiimes yas ortalamasina gore
pozitiflik sonuglari

LAMP yonteminin kullanildig1 her li¢ degerlendirme sekli (akciger, trakea, akciger ya
da trakea pozitifligi) ile de 9 hafta alt1 ve 9 hafta tstl yas ortalamasina sahip kiimesler
arasinda istatistiksel olarak anlamli dizeyde Mg pozitifligi bakimindan fark
bulunmaktadir (Fisher testi, akciger, trakea ve kombine degerlendirmeler igin sirasiyla
p=0,005, p<0,001, p=0,001) (Cizelge 3.10). Akciger ve trakea dokulari LAMP
yontemi ile degerlendirildiginde; 9 hafta izeri ortalamaya sahip gruplarda trakea igin
%84,6, akciger i¢in %61,5 pozitiflik gozlemlenirken, 9 hafta alt1 ortalamaya sahip
gruplarda gruplarda trakea i¢in %30, akciger i¢in %20 pozitiflik gézlemlenmistir

(Sekil 3.7).
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Cizelge 3. 10. LAMP yodntemi ile kiimes yas ortalamasi karsilagtirilmasi

Yas Grubu

Testler < 9 hft > 9 hft Toplam
Sayi Yiizde Sayi Yiizde Sayi Yiizde
LAMP Pozitif 9 % 45,0 23 % 88,5 32 % 69,6
Negatif 11 % 55,0 3 % 11,5 14 % 30,4
Akciger Pozitif 4 % 20,0 16 % 61,5 20 % 43,5
(LAMP) Negatif 16 % 80,0 10 % 38,5 26 % 56,5
Trakea (LAMP) | Pozitif 6 % 30,0 22 % 84,6 28 % 60,9
Negatif 14 % 70,0 4 % 15,4 18 % 39,1

84,6
Trake (LAMP)
30
61,5
Akciger (LAMP)
20
88,5
LAMP
45

o 10 20 30 40 50 60 70 80 [0 100
Pozitiflik Ylizdesi

> 9 hft HM< 9 hft
Sekil 3. 7. LAMP yontemi ile farkl degerlendirme yontemleri ve kiimes yas ortalamasina gore
pozitiflik sonuglari

Istatistiksel olarak Cizelge 3.11 ve Cizelge 3.12°de verilen Ki-kare testi ve Simetrik
Olctimlerde agiklanmustir.

Cizelge 3. 11. Ki-kare testi

Exact. Sig.
Value | 5 siged)

McNemar Test .3592
N of Valid Cases

a. Binomial distribution used

Cizelge 3. 12. Simetrik dlcuimler

Val Asymptotic Approximate T? | Approximate
alué | standart Error? Significance
Measure of Agreement Kappa 0,135 144 .938 .348
N of Valid Cases 46

a. Not assuming the null hypothesis

b. Using the asymptotic standart error assuming the null hypothesis
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4, TARTISMA VE SONUC

Mikoplasmozis tim diinyada kanath isletmelerinde en Onemli solunum sistemi
hastaliklarindandir. Kanatlilar i¢in 6nemli olan bu hastaligmm en 6nemli etkeni
Mycoplasma gallisepticum varliginin belirlenmesinde rutinde kullanilan yontemler;
kultir, serolojik testler ve konvansiyonel PCR yontemleri olarak bilinmektedir.
Bunlarm icginde kiltur, cok dikkatli bir laboratuvar caligmasi gerektiren, uzun
inkiibasyon siiresi ve 0zel biiylime ortami gerektiren, 6rnekteki mikroorganizmalarin
canli olmamas1 ya da diger mikoplazmalar ve/veya bakteriler tarafindan liremenin
baskilanabilmesi ihtimalleri nedeniyle bir yontem olarak rutinde kullanilabilir
olmaktan uzaktir (Ratliff, Duffy and Waites, 2014). PCR yontemleri yiksek diizeyde
spesifik ve sensitif olmalarinin yaninda en az birka¢ saatlik bir siirede yanit
verebilmekte ve sonuglarm analizi igin elektroforez gereksinimi duyulmaktadir.
Multiplex PCR yonteminin tavuklarda MG’nin gosterilmesinde ve ayriminin
yapilmasida kullanilabilir ve degerli bir metot olarak sunulmustur (Fraga et. al.,
2013).

Rutinde kullanilan bu yontemlere bir alternatif olan LAMP, termal cycler gibi
cihazlara ihtiya¢ duymamasi, kolay hazirlanmasi, sahada kullanim kolaylig1 ile diger
yontemlere gore bir Ustiinliige sahiptir. LAMP yontemi daha 6nceden M. hyorhinis
(Du, Liu, Wu, Xiong, Bai, Feng and Shao, 2013) ve M. mycoides subsp. mycoides
(Mair, Vilei , Wade , Frey and Unger , 2013) i¢in de karsilastirmali olarak denenmis
ve olumlu sonuclar elde edilmistir. LAMP yonteminin etkinligi cocuklardaki alt
solunum yollar1 enfeksiyonu etkeni olan M. pneumoniae izolasyonunda gosterilmistir
(Ratliff et. al., 2014). LAMP metodu ile farkli ¢alismalarda farkli mikroorganizmalarin
izolasyonu galisilarak ydntemin etkinligi bu galismalarla da gosterilmistir. Ornegin
Tang ve arkadaslarinin 2012°de yaptig1 bir ¢alismada, stipheli Salmonella enfekte 115
ordege ait dokuda LAMP, PCR ve konvansiyonel kiltir metodlarini kargilagtirmislar;
LAMP ve kuiltir metodu ile 8 karaciger ve 3 dalak oOrnegini pozitif olarak
belirlenmisken PCR ile 7 karaciger ve 1 dalak 6rnegini Salmonella yoniinden pozitif
olarak bulmusglardir (Tang et al., 2012)

LAMP metodu yapilan literatiir taramalarinda da belirtildigi Uzere kolay uygulanabilir,

hizli bir amplifikasyon yéntemidir.
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Bu tez calismasinda konvansiyonel kiiltiir metoduna alternatif olarak kullanilan DNA
amplifikasyon metotlarndan LAMP ve PCR, MG belirlenmesi yoninden
karsilastirilmistir. Tez laboratuvar ¢alismasinin yiiriitiildiigii tarihte literatiirde bulunan
tek LAMP primerinin, OIE’de belirtien MGC2 bolgesini hedef alan PCR’ye gore
alternatif olarak kullanilip kullanilamayacagi aragtirilmistir.. PCR metoduyla toplam
46 tane havuz ornegi (her bir havuz 5 akciger veya trakeadan olugmaktadir)’nden
akciger igin %32,6 (15 tane akciger havuz 6rnegi)’i ve trakea igin %34,78 (16 tane
trakea havuz 6rnegi)’i MG varlig1 yoniinden pozitif olarak degerlendirildi. Toplam 46
tane havuz orneginden izole edilen DNA’larin LAMP metodu ile amplifikasyon
sonucunda akcigerde %43,47 (20 adet akciger havuz 6rnegi) ve trakeada %60,87 (28
adet trakea havuz o6rnegi) MG ‘ye 0zgi DNA varlhigi belirlendi. Akciger doku
orneklerinde PCR ve LAMP teknigi arasinda MG pozitiflik oranlar1 arasinda anlamli
fark bulunmasi, sahada LAMP tekniginin akciger doku 6rneklerinde MG varliginin
belirlenmesinde kullanimimin hatali degerlendirmelere sebep olabilecegi seklinde
yorumlandi. Bununla birlikte, trakea doku 6rneklerinde PCR ve LAMP teknigi i¢in
MG pozitiflik oranlar1 arasinda anlamli fark bulunmamasi bu teknigin bu 6rneklerde

MG varligi tespiti amaciyla kullanilabilecegini desteklemistir.
Yanlis pozitifligin;

- Doku orneklerindeki kalip DNA Kkonsantrasyonunun diisiik olabilme
ihtimaline karsi, reaksiyon slresinin 45 dakika tutulmasi nedeniyle,
primerlerin Ust Gste binmesi,

- Jel elektroforezi icin, tipleri tekrar agtigimizda, amplikonlarm kontamiyonu,
(Liu et. al., 2017)

- Jel elektroforezde interkatalize olan boyalarda amplifikasyonlarin belirlenmesi

sonucu gergeklesmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Iki metod arasindaki anlamli farkin, ayni bolgeleri hedef alan primer tasarimi
kullanilmasi, PCR’de kullanilabilen florasan boyalarla isaretli problarin LAMP
teknigine uyarlanmasi (Liu et. al., 2017), dikkatli primer dizayn1 ve optimal reaksiyon
kosullarin yerine gelmesi (Hardinge and Murray, 2019) ile azaltilabilecegi
diistiniilmektedir. Uygun sekilde optimize edilmis kosullarda, CRISPR-Cas teknolojisi
yardimi ile de LAMP testlerinin 6zgilliigii artirilarak yanhis pozitif sonuglarin

azaltilmasi saglanabilmektedir (Trung et. al., 2022).
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MG’nin 9 hafta alt1 yas ortalamasina sahip kiimeslerde goriilmemesi, halihazirda
damizlik kiimeslerden MG negatif olarak gelen civcivlerin, ilerleyen yaslarda,
isletmedeki biyogiivenlik yonetiminin bir sekilde ihlali ya da gevsetilmesi yoniinde
yorumlanabilir. Bu durum, isletmenin organizasyonel ve biyogiivenlik politikalarinin
degerlendirilmesi ve sekillenmesi agisindan 6nem arz etmektedir. Tarim ve Orman
Bakanlig1 tarafindan hazirlanan Kulugkahane ve Damizhik Kanath Isletmeleri
Yonetmeligi’ne gore diizenlenmektedir. Bu yonetmelige gore damizlik stiriilerin MG
varligi yoninden negatif olmasi gerekmektedir. Sdrllerde MG varligi; serum
aglitinasyon ve ELISA testi ile dogrulanir fakat serolojik testler yeterli olmamaktadir.
Mikoplazma infeksiyonlarmin tanisinda altin standart izolasyon ve identifikasyondur
(Kleven, 2008). Yani ELISA ve Hl ile pozitif ¢ikan sirller bakteriyolojik olarak ya da
PCR ile dogrulanmalidir (World Organisation for Animal Health, 2008).

Kiiltiir, inkiibasyon siiresinin uzun olmasi ve 6rnekteki mikroorganizmalarin canh
olmamas:t ya da diger mikroorganizmalar tarafindan remenin baskilanabilmesi
ihtimalleri nedeniyle bir yontem olarak rutinde kullanilabilir olmaktan uzaktir (Ratliff
et. al., 2014).

Molekuler tani1 6zellikle MG enfeksiyonlarinda 6nem kazanmaktadir ve bununla ilgili
bircok c¢alisma bulunmaktadir (Dové, Bencina, Antes, & Mann, 1994; Garcia,
Jackwood, Levisohn, & Kleven, 1995; Kempf, 1998; Marois, Dufour-Gesbert, &
Kempf, 2002). Gelecekte gelistirilecek yeni teknikler ile MG varliginin tespitinde daha
verimli, hizli ve glvenilir tekniklere basvurulmasma ihtiya¢ vardir. Ayni gen bélgesini
hedef alan LAMP ve PCR primerlerinin kullanilacagi ¢alismalarmn, iki teknigin
spesifite ve sensitivitelerinin  karsilastirmalar1  agisindan  faydali  olacagi
degerlendirilmektedir. 2015 yilinda Zhang ve arkadaslarinin MG nin tespiti igin
gelistirdikleri ve optimize ettikleri pdhA bolgesini hedef alan LAMP ve PCR
primerlerinin kullanildig1 bir ¢alismada, LAMP yontemi PCR’ ye gore 10 kat daha

fazla duyarl bulunmustur.

Saha sartlarinda thermal cycler gibi cihazlarin kullaniminin miimkiin olmamasi ya da
kaynaklar1 yetersiz laboratuvarlarda su banyosu veya kuru 1s1 blogu ile amplifikasyon
yapilmasma olanak saglayan LAMP, uygulama kolayligi agisindan da avantaj
saglamaktadir. Tek tiipte isothermal mastermix kullanarak yapilan LAMP reaksiyonu
tiiplerin kapaklarmin sadece bir kez agilmasi nedeniyle kontaminasyon agisindan da

en az riskli DNA amplifikasyonu metotlarindandir. Saha sartlarinda hizli, spesifik ve
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daha hassas tantya olanak saglayan LAMP ile hastalik tanisini koymanin yararl
olacagi disiiniilmektedir. Bunun igin de c¢alismaya dikkat edilmeli, DNA
kontaminasyonuna yol agabilecek durumlardan kac¢iilmali, temiz ¢alismaya 6zen
gosterilmeli, LAMP metodunun yanlis pozitifligin engellenmesi igin florasan
boyalardan yararlanilmasi, stirenin uzun tutulmamasi ve bu amagla da optimum
kosullarin saglanmasi i¢in ¢aligmalarin tekrarlanmasi ve optimize edilmesinin faydali
olacagi degerlendirilmektedir. Saha sartlarinda MG her zaman 6nemli bir
mikroorganizma olmustur ve hizli tespiti 6nem arz etmektedir. Bu amagla molekiiler
metodlardan yararlanilmas1 MG nin hizli tespitine olanak saglayan yeni molekiiler
metdolarm da kullanilmas1 igin yeni caligmalarin planlanmasinin faydali olacagi
diistiniilmektedir. Bu amagla bu tez ¢alisgmasi OIE’nin 6nerdigi PCR teknigine

alternatif olarak kullanilabilecegi diistiniilerek yuriitiilmistiir.
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