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TAVUKLARDA MYCOPLASMA GALLlSEPTICU:M:'A
KARŞIOLUŞAN ANTİKORLARıN çEşİTLİ SEROLOJİK
YÖNTEMLERLE (SPA, HI, AGP, ELISA) SAPTANMASI!

Ömer M. EsendaP

Detection of antibodies in chickens produced against Mycop-
lasma gallisepticum by different serological tests (SPA,

HI, AGP, ELISA).

Summary: /n this stud)', the aİm was to show tlıe reliability and ac-
curacy of conventional tests (SPA, H/, ACP) together wİth EL/SA in dc-
tecting Mycoplasma gallisepticum infections in chickens.

Commercial, stained CRD serum plate agglutination antigm was used
in SPA test and the results were read in two minutes. The HA titer of the an-
tigen prepared from 11;1. gallisepticum S6 strain was found to be 1 1128 witlı
HA test and 4 HA unit antigen was used in the H/ test. The same antigen was
free;;,ed-thawed and sonicated and subsequent/y used in the ACP test.

Free<.ed-thawed and sonicated antigen prepared from M. gallisepticum
S6 stmin, the peroxidase labelled rabbit anti-chicken /gC conjugate and 5-
aminosalicylic acid -[- h)ıdrogen peroxide were ıısed in EL/SA. Negative tres-
hold was determined as 0.24 optical density (OD) at 490 nm wavelellgth.

All of the 900 chicken sera collected from broiler, la)ıer and heeder flocks
wereevaluatedwithSPA, H/, ACPand EL/SA. Among these sera 182 (20.2
%), 128 (14.2 %), 51 (5.7 %) and 543 (60.3 %) were found to be
positive by the above mentioned tests, respective/y. Therefore, in detecting 1\1.
galliJepticum antibodies, EL/SA was fal/nd to be more sensitive than SPA,
HI and ACP tests.

/n the detection of M. gallisepticum infections in chickens, the use of
EL/SA, which is a veıy sensitive test, together with other conuentional tests,
was found to be beneficial.

1 Aynı başlıklı Doktora tezinden özetlenmiş olan bu çalışma A Ü
Araı;;tırma Fonu tarafından desteklenmi~tir (90 30 00 13 No'lu proje).

2 Dr., A Ü Veteriner Fakültesi, Mikrobiyoloji Aııahilim Dalı, Ank.
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Özet: Bu çalışmada, konvamiyonel testlerle (SPA, HI, AGP) birlikte
ELISA tekniğinin, tavuklarda Mycoplasma gallisepticum infeksiyonlarının sero-
lojik tanısındaki rollerini belirlemek amaçlandı.

SP A testinde, ticari, boyalı CRD lam aglutinasyonantijeni kullanıldı
ve sonuçlar iki dakika içinde değerlendirildi. HI testi için, M. gallisepticum
S6 suşundan hazırlanan antijenin titresi HA testi ile Li 128 olarak belirlendi
ve HI testinde antijen 4 HA ünitesinde sulandırılarak kullanıldı. Aynı antiJen
dondurulup çö'z;.dürülerekve sonike edilerek parçalandı ve AGP testinde kulla-
nıldı.

ELISA tekniğinde, M. gallisepticum S6 suşundan dondurulup çözdürüle-
rek ve sonike edilerek parçalanan antijen, peroksidaz enzimi ile işaretli tavşan
anti-tavuk /gC kanjugatı ve 5-aminosalisilik asit +- hidrojen peroksit subs~
tratı kullanıldı. Negatiflik eş(~i 490 nm dalga boyunda optik dansite (OD )
0.24 olarak belirlendi.

Broyler, yumurtacı ve damızlık sürülerinden temin edilen toplam 900 adet
tavuk serumunun tümü SPA, HI, AGP ve EL/SA ile değerlendirildi. Sırasıyla
182 (% 20.2), 128 (% 14.2), 51 (% 5.7) ve 543 (% 60.3) po-
zitif serum saptandı. Buna göre, pozitifleri saptamada ELISA > SPA >
HI> AGP sırası elde edildi.

Tavuklarda AI. gallisepticum infeksiyonlarının serolojik teşhisinde, kon.
vansiyonel testlerin (SPA, H/, AGP) yanısıra, EL/SA gibi oldukça duyarlı
Vr! spesifik olan bir yöntemin de kullanılmasının, infeksiyonun saptanmasında
yararlı olacağı sonucuna varıldı.

Giriş

Tavuklarda Mycoplasma gallisepticum infeksiyonları, Kronik
Solunum Sistemi Hastalığı (Chronic Respiratory Disease-CRD) ola-
rak bilinen ve tavuk yeti~tiriciliğindc önemli ekonomik kayıplara ne-
den olan, oldukça bula~ıcı bakteriyel bir infeksiyondur. Hastalık, so-
lunum sistemi bozukluklarına ilaveten yumurtacı ve damızlık tavuk-
larda yumurta veriminde azalmalara ve embriyonik ölümlere, broy-
lerlerde ise canlı ağırlık kayıplarına yol açar (53).

M. gallisepticum, 0.3-0.8 ıı-m boyutlarında Gram negatif, pleo-
morfik, hareketsiz, sporsuz ve kapsülsüz bir mikroorganizmadır (5, 9::.
M. gallisepticum'da hücre duvarı ve sert birpeptidoglikan polimeri
yerine, ünit membran yapısında 3 katmanlı bir Sitoplazmik membran
ve bu membrandan kaynaklanarak etkenin epitel hücrelerine ve
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eritrositlere tutunmalarına aracılık eden polar kabarcıklar bulunur
(1,18). Yaygın olarak kullanılan antimikrobiyel maddelere kar~ı du-
yarlı olan M. galliscpticum, hücre duvarının ve peptidoglikan poli-
ıncrinin bulunmaması nedeniyle penisilin ve talyum asetata direnç
gösterir (25, 54-).

M. gallisepticum, aerob ik veya fakültatif anaerobik olup (13),
üretilmesi için kolesterol'c ihtiyaç duyan bir mikroorganizmadır.
Etkcnin üretilmesi için besi yerine at, domuz veya kanatlı serumlarıy-
la birlikte, çe~itli maya ürünlerinin katılması üremeyi güçlendirir (3).
Besi yerlerine çe~itli karbonhidratların katılması da üreme üzerinde
olumlu etkide bulunur (8, 14, 30). Antijen üretimi ve izolasyon ama-
cıyla çok çeşitli besi yerleri denenmi~ ve geliştirilmiştir (15, 39). M.
gallisepticum, 3/°C de ve rutubetli bir ortamda (13), 3-5 günlük bir
inkubasyon sonunda agar üzerinde ince, yuvarlak, kenarları düzgün
ve ortaları düğmeli tarzda tipik koloniler oluşturarak ürer (5, 54).
M. gallisepticum'un üretilmesi için embriyolu tavuk yumurtaları (24)
ve doku kültürleri de (5) kullanılabilir.

M. gallisepticum, doğal ko~ullarda tavuk ve hindilerde infeksiyon
meydana getirir (36). Hastalık her ya~taki tavuk ta görülürken, ağır
kayıplar en çok 5-16 haftalık hayvanlarda gözlenir (48). Tavuk sürü-
lerinde M. gallisepticum'un bulaşması vertikal veya horizontal ola-
rak şekillenmektedir (19, 54). Genellikle 5-1 günlük bir inkubasyon
periyodundan sonra (9) hastalığa bağlı klinik belirtiler ~ekillenir ve
kı~ aylarında bu belirtiler oldukça şiddetlenil' (37, 54). Hayvanlarda
hırıltılı soluma, burun akıntısı, aksırık-tıksırık, soluma güçlüğü, sinü-
sitis ve konjunktivitis (9, 54) ile birlikte bazen de tortikollis iLckarak-
terize sinirsel belirtiler (55) gözlenir. Genellikle % 10-50 arasında mor.
bidite gösteren komplike olmamış CRD olgularında mortalite % 5-10
arasında değişirken (37), infeksiyonun ba~ta sıklıkla E. eoli, IB ve ND
vimsları gibi etkenlerle komplike olması sonucunda mortalite % 30'a
kadar çıkabilir (9,36). Hastalık çeşitli bakteriyel ve viral hastalıklarla
karı~abilir. Kesin teşhis amacıyla dokulardan ve eksudatlardaı! etken
izolasyon ve identifikasyonu ic,:inlaboratuvar muayenelerine gereksi-
nim vardır (5, 9, 44).

Hasta ve yeni ölmüş tavuklarelan etken izolasyonu için trachea
eksudatları; türbinatlar,' akciğerler, torakal vc abdominal hava kese-
leri iLc birlikte infra-orbital siınıs eksudatları ve cklcın sıvıları kul1a-
nılır-(54). Timms (44), iwlasyon ve idcntirikasyonda kaqılaşılabilccek
çe~jtli zorlukları bildirerek bu zorluklarla birlikte uygulanmakta olan
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kültürel tekniklerin yavaş ve zahmetli olduklarını, infekte hayvanlar-
da meydana gelen antikorların varlığını ve titrclerini ortaya koyan
scrolojik testlerin, infeksiyonun teşhisinde önem kazandıklarını \urgu-
IalY'.lşdır.

CRD'ye karşı tavuklarda olupn antikorlar serum lam aglutinas-
yon (SPA) (ll, 16,42) hemagIutinasyon-inhibisyon (HI) (J O, 16, 25,
33), agar-jd presipitasyon (ACP) (6, 26, 34, 35) ve ELlSA (4, 28,
38, 40) gibi serolojik yöntemlerle saptanabilir.

Adlcr (I) 1954 yılında, CRD'li tavukların senıınlarında oluşan
spesifik antikorların saptanması amacıyla lam aglutinasyon testinin
kullanılabileceğini bildirmiştir. SPA testi doğal veya deneysel infek-
siyonlardan i hafta sonra serumda görülmeye başlanan, yaklaşık 20
hafta kadar diagnostik düzeyde kalan ve genellikle IgM yapısında olan
antikorları tespit eder (31, 1.5). Testte i! 10.000 oranında Kristal
Viyole veya Rosc Bcngal iLc boyanmış (ll, 12) ve % 0.25 oranında
fenol ilave edilmiş antijenler (3) hıllanılır. CRD infeksiyonlarının tcş-
hisinde hızlı, basit ve duyarlı bir test olmasına karşın araştırıcılar SPA
testi ni n, ko ntami ne senıınlar, do ndurulmlış-çözdürüJmüş serumlar,
M. synoviae, S. aureus veya Str. faecaJis ilc infckte hayvan serum-
ları ile Erysipelas bakterini verilmiş tavuk serumları nda no n-spesifik
reaksiyonlar verdiğini bildirmişlerdir (8, 12,41,42). Tanıklara kom-
bine ;\iD -1-IB--'-I1,1" inaktif viral aşılarının verilm(~si sonucil oluşan
anti-globulinler de aşılama sonrası 8. günde başlayan ve :~6. güne ka-
dar devam eden non-spesifik reaksiyonlanı yol açarlar (7, 12, 12).
Oluşan bu non-spesifik SPA reaksiyonlarının HI ve ACP testleri iLc
veya semmların i! 5 sulandırılmalan ile giderilchileceği çeşitli araş-
tıneılar tarafından bildirilmiştir (7, 12, 12, 45, 54-).

Kanatlı Mycoplasma'lannın tavuk eritrositlerini aglutine ettik-
leri ve bu reaksiyonun infektc tavuk serumları tarafindan inhibe edi-
lebildiği ilk k<.'zVan Heriek ve Eaton (47) tarafından 1945 yılında bil-
dirilmiştir. Gianforte ve ark. (16), incelcdiklcri 7 suşun tümünün i!
32 sulandu"mada tavuk eritrositlerini aglutine ettiklerini açıklarnış-
lar, Kuniyasu ve Anda (21) ise, farklı antijen gruplarında 1/40 iLc
Li 320 arasında değişen HA titreleri saptadıklarını bildirmişlerdir.
Fahey ve Crawlcy (14), IvI. galliseptieum buyyon kültürlerinin HA
aktivitelerini incelemişlcr, sıvı kültürlerde inkubasyonun 3. gününden
itibaren HA aktivitesinin saptanmaya ha~landığını, bu HA aktivite-
sinin 7-10. günlerde maksimum titreye ulaştığını ve titrenin nadiren
I! 16'nın üzerine çıklığını belirtmişlerdir. lL\ testi, CRD'dcn şüpheli
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materyallerde ve kültürlerde M. gallisepticum bulunup bulunmadı-
ğının araştırılmasında ve ayrıca serumdaki hemaglutininlerin varlı-
ğını ortaya koymak amacı ilc yapılan HI testinde antijenin titresini
beıirlem(~k amacı ilc yapılır (14, 21, 44, 5't).

Hemaglutinasyon-İnhibisyon (HI) testi, doğal veya deneysel
infeksiyondan yaklaşık 2 hafta sonra ortaya çıkan ve uzun süre diag-
nostik seviyenin üzerinde kalan ve genellikle IgC yapısı nda olan an-
tikorları saptar (10,14,31,35). CRD infeksiyonunun inkubasyon pe-
riyodunda infckte hayvanların serum HI titreleri düşüktür fakat in-
feksiyondan yaklaşık 3 hafta sonra i! 320 veya daha yüksek titrelere
ulaşarak, 19-34 hafta veya daha uzu n bir süre diagnostik düzeyin
üzerinde kalır (25). HI testinde titresi önceden belirlenen antijen ge-
nellikle 4- HA ünitesinde sabit tntularak kullanılır (14, 25). Ayrıca
antijenin 2 HA (] 6) veya 8 HA (4-1) ünitesind(~ kullanılabileceği de
bildirilmektedir. Fahey ve Crawley (14), HI testi ilc standardizasyon
çalışmalarında en iyi sonuçların % i eritrosit konsantrasyonu ile alın-
dığını bildirmişlerdir. Araştırıcılar ayrıca, antijen-antikor reaksiyonu-
nun oluşabilmesi için 15 dakikalık sürenin yeterli olacağını, eritrosit
ilavesinden sonra ise HI reaksiyonunun oda ısısında 1 saat içinde oku-
nabilcceğini açıklamışlardır. Oda ısısında i saatlik inkubasyon sonun-
da sonuçları değerlendirilen HI testinde, i!80 veya daha yüksek se-
rum titreleri pozitif; i /40 serum titreleri şüpheli; i! 20 veya daha dü-
şük titreler ise n(~gatif olarak değerlendirilirler (33). Vardaman ve
Yoder (49, 50) ve Villegas ve ark. (51), M. gallisepticum ve M. syno-
viae için hazırladıkları antijenlerin, HI testi ile bu infeksiyonların ayı-
rımında iyi bir spesifite gösterdiklerini, SPA testi ilc saptanan kros-
reakSiyonların bu. test ile giderildiği ni bildirmişlerdir. Vardaman ve
Yoder (49), inceledikleri 76 adet M. synoviae ilc infekte hayvan seru-
mundan 38 (% 50) adedinin M. gallisepticum SPA antijeni ile reak-
siyon verdiğini, tüm serumların ise M. gallisepticum HI testinde nega-
tifbulunduğunu açıklamıştır. Timms ve Cullen (45), M. gallisepticum
S6, F veya WS7 suşlarıyla eprüve edilen piliçlerin antikor yanıtlarını
incelemişler; 28 haftalık dcncme süresince tavuklardaki infeksiyonla-
rın homolog ve heterolog antijenlerlc belirlenebildiği ni ancak, homo-
log antijenlerle daha yüksek titreler elde edildiğini göstermişlerdir.
Sal1U ve Olson (33), 36 kümese ait 43040 adet broyler serumunu SPA
ve HI testleriyle M. galliscpticum antikorlan yönünden incelemişler
ve SPA negatif serum örneklerinin HI antikorları yönünden de test
edilwelerinin önemini ortaya koymuşlardır. Timms ve CuIlen (46),
hem de neysel infekte pil iç serumları nda hem de saha serumları nda
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görülen zayıf ve geçici ~l. gallisepticum SPA pozitif test sonuı;larını n
HI testinde negatif bulunduklarını bildirmislerdir. VillcO'as ve ark., b

(51), CRD infeksiyonlarının scrolojik tanısında kullanılan SPA tes-
tinin bir tarama testi olduğunu, HI testinin ise elaha ziyacle bir doğ-
ndama testi olarak kullanıldığını belirtnı.iş ve olelukça spesifik olan ve
kısa sürede sonuç veren HI testinin saclece IgG sınıfı antikorları sap-
taclığından, SPA testi pozitif olduktan ancak birkaç hafta sonra eliag--
nostik düzeyde titrcler vereceğini bildirmişkrclir.

CRD inf(~ksiyanunl1n teşhisinele kullanılan testlerden bir diğeri
de Agar-JeI Presipitasyon (ACP) testielir (20, 34, 35). Bu test, şüpheli
kan serumlarındaki M. galliseptiClun antikorlarını saptamanın yanı-
sıra (8), izole edilen Myeoplasma kültürlerinin idcntifikasyonu (26)
ve ~/Iycoplasma türlerinin sınıflandırılmasında da (6) kullanılabilir.
l\onomura ve Yoder (26), kanatlı lVlycaplasma'larının identifikasyoını
üzerinele yaptıkları bir çalışı'nada, hücreleri kuru buz-alkol banyosu n-
da ıO kez dondurup çözdürerek, 20.000 rpm'cle i, 2, 4 veya ıO dakika
sonike ederek veya sodyum dezoksikolat (SD) ve sodyum dodesilsül-
fat (SDS) gibi deter:ianlarla muamele ederek parçalamışlar ve böyle
hazırladıkları a ntije nleri AG P test inde kulla nrrı.şılardır. İzolatları n
spesifik antiserumlarla identif'iye edilınelerinde test oldukça spesifik
bulunmasına karşın araştırıcılar, doğal infCkte tavuk sürülerine ait
serumlardan çok azının bu test iLc pozitif sonuç verdiğini bildirmiş-
lerdir. Sahu ve Olson (34), damızlık broyler sürülere ait kan serumla-
nnı SPA, HI ve ACP testleri ile M. gallisepticum ve M. synoviae an-
tikorları yönünden incelerken M, gallisepticum SPA. testinde meydana
gelen non-spesifik reaksiyonların HI ve ACP testlerinde oluşmadığını
bildirmişlerdir. Araştırıcılar, başka bir çalışmada ise (35), SPA, HI
ve AGP test sonuçları arasında iyi bir korelasyon buln'uşlar ve etken
izolasyo nu nu n yapılarnadığı dUl'Urr..larcla bu :1 s('J"oloj ik test in, i ııf'cksi-
yonu n teşhisindeki önemini ortaya koymuşlardır.

ınfeksiyonun teşhisi amacıyla kullanılan ELISA (Enzyme-Lin-
keel Immunosorbent Assay) son yıllarda geliştirilmiş ve çeşitli araştırı-
cılar tarafı nda ıı cliğer tüm testlere ora nla daha duyarlı so nuçlar ver-
diği bildirilmiştir (4, 27, 28, 29, 38,40). Tcstte kullanılan antijen ge-
nellikle hücrelerin sonikasyonu (2R, 40) ile veya sodyum dodesilsülfat
gibi deterjanlar1a parçala nması (4, 27, 38) sonucunda hazırlanır ve
mikrotiter ptate'lere adsorbe edilir. Testtc' konjugat olarak pCl'aksi-
dazla (4, 29) veya alkalen fosfatazIa (27, :18) işaretlenmiş tavşan anti-
tavuk IgC'leri (H+L) ve substrat olarak da peroksidaz enzimi için
2-2'-azino-di- (3-etilbenztiazolinsülfat) (ABTS), 5-aminosalisilik asit
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-f- hidrojen peroksit veya ortofenilcndiamin (4, 40), alkalen fosfataz
enzimi için de para-nitrofcnil fosfat ('27, 38) kullanılır. Ansari ve ark.
(4). ELlSA'nın HI'dcn daha duyarlı olduğunu fakat M. synoviae
ile infekte hayvan serumları ile kros-reaksiyonlar verdiğini, ayrıca
konjugat'ın platc yüzeyine non-spesifik olarak bağlanması sonucu yi-
ne non-spesifik reaksiyonların ~ekillenebilceeğini ortaya koymu~ıardır.
Opitz ve ark. (27), deneysel olarak M. galliseptieum R suşu ile infek-
te ettikleri tavuklarda infeksiyondan sonra 8. günde SPA, 21. günde
HI ve 28-35. günlerde de ELlSA ile % 100 pozitiflik saptadıklarını,
~1.gaııisepticum F su~u ile infekte ettikleri ve ELlSA ile pozitif olan
tavukların % 98'inin SPA ve % SO'inin de HI pozitif sonuç verdik-
lerini bildirmi~lerdir. Bu sonuçlara göre araştırıcılar HI testinin ELISA'
dan daha spesifik olduğunu ileri sürmüşlerdir. Patten ve ark. (28),
ELlSA'y1 HI testinden çok daha duyarlı bulmuşlar ve deneysel ola-
rak infekte ettikleri hayvanlardan, infeksiyon sonrası '2. haftada 21
tavuktan 9 adedini (% 43) ELlSA,5 adedini de (% 24) HI iLc pozitif,
4. haftada '24 tavuktan 16 adedini (% 67) ELlSA, 13 adedini (% 54)
HI iLc pozitif bulmuşlardır. Talkington ve ark. (38), tavuklarda M.
gaııiseptieum'a karşı olu~an humoral yanıtın ölçülmesinde SPA, HI
ve ELISA yöntemlerini kar~ılaştırmalı olarak dcnemi~ler ve deneysel
olarak infekte ettikleri tavuklarda inokulasyondan sonraki 5. güne
kadar SPA testinin negatif kaldığını, 7. günde hayvanların % 94'ünün
ve LO. günden 35. güne kadar da hayvanların tümünün bu test ile
pozitif saptandığını açıklamışlardır. Ara~tırıcılar, HI testinde ıo. güne
kadar pozitif reaksiyon saptayamadıklarını, 14. günde hayvanların
(>~83'ünün ve 21. günden 35. güne kadar da tümünün pozitif HI tit-
releri gösterdiklerini; ELISA'da ise 7. güne kadar hayvanlarda %
4.55-5.26 oranında, 7. günde % 79 ve 35. günde de % 100 oranında
pozitiflik saptadıklarını, bu sonuçlara göre ELISA'nın SPA'dan daha
az duyarlı fakat HI'den çok daha duyarlı olduğunu bildirmişlerdir.

M. galliscptieum strertomisin, oksitetrasiklin, nitromisin, spi-
ramisin ve tylosin gibi çeşitli antibiyotiklere karşı duyarlıdır (53, 54-).
Antibiyotik sağalumı, özeııikle, akut infeksiyonlarda ölümleri ve ağır
kayıpları önlemesi bakımından etkili olabilir fakat hiçbir zaman için
hastalığın tam olarak eradike edilmesini sağlayamaz. İnfeksiyonun
yayılmasını önlemek amacıyla antibiyotik uygulamalarının yanısıra
iyi bir bakım ve beslenme ve damızlık hayvanların serolojik olarak
gözlem altında tutulmaları hedef alınml~tır (IS). İnfeksiyonun kont-
rolü amaeı ile hayvanları n canlı veya inaktif aşılarla aşılanmalan
çeşitli ara~tırı('1ıar tarafindan denenıni~ fakat a~ı1am.alar iLcpek olum-
III sunuçlar alıııaınamı~ıır (2).
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Materyal ve Metot

Serumlar

A- Test serumları: Çalı~mada kııllanılan 900 adet sertlın kasap-
lık, yumurtacı ve damızlık yönü nele n yeı i~tiric iLik yapı la n özel i~lct-
melcrden vt> Ankara Sincan Tavuk Mezbahasından temin edilnli~tir
Cl'ablo I).

Tahlo 1. Kan ~(~nıııılarJUııı alındıklan yerl •.1' Vt~"'''yılan
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26
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212Bakteriyoloji Bilim Dalı

Sincan Tavuk Me7:bahasl
Ticari İşletme i
Ticari İşletme 1i
Ticari İşletme III
Ticari İşletme IV

Yumurtacı

Serum cinsi i Sağlandığı kaynak ~:;~:Lı Topl-aı-u-

Broyler -----ıBakt-(:riyOI~)-j.i- -B--ı'l-il-n--D-,-II-ı--1--(-)8-'- -------

Sincan Tavuk M(~7:balıasl 228
Ticarı İşletınt~ I'"
Ticari İ~lctme Il**
Ticarı İşletme III***
Ticari İşletme lV****

-------1-------

-----_._- ----------------- ._--- -------
Damı7:lık Bakteriyoloji Bilim Dalı

Sincan Ta'Vuk Me7:hahası
Ticari İşletme i
Ticari İşletme II
Ticari İşletme III
Ticari j şletme iV

10

211
80

8

309

-------- --------------_.- ---- -----
Toplam 900

B- Kontrol serumları: tki adet 16 haftalık sağlıklı Beyaz Lcglıorn
tavuğa haftada 2 kez olmak üzere 3 hana süreyle M. gal1isepticum
S6 su~unuıı 5 günlük buyyon kültüründen göğüs kasına 0.5 ml vc-
'\ilmi~tir. Son cnjeksiyondan 1 hafta sonra hayvanların kanları alına-

\

\

'"
**
*****"'*.

Yumurtacı ve damızlık yönündcn yetiştiricilik yapılan işlctme
Yuınurtacı yc damıZıık yönünden yetiştirieilik yapılan işletme
Bı'oyler ve yumUl'tacı yönünden yetiştiricilik yapılan işletme
Broyler, yumurtacı ve danıı7:lık yöniind(:n yetiştiriciIik yapılan
işletme.
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rak serumları çıkarılmış ve çalışmada pozitif kontrol serum olar~k
kullanılmıştır. Çalışmada, negatif kontrol serumları olarak da ~1anısa
Tavuk Hastalıkları ve Aşı Üretim Enstitüsü'nden sağlanan SPI' tavuk
serıuntarı kullanılmıştır.

Sta nd art Suşlar

Çalı:jmada, serolojik testlerde (HI, AGP, ELISA) kullanılacak
antijenleri hazırlamak an,-acı ilc liyorilize M. gallisepticum 56 suşları,
Dr. Kaoru KOSHIMIZl! (Japonya) ve Pendik Hayvan Hastalıkları
yInkez Araştırma Enstitüsü Mycoplasma Bölüm Laboratuvarı'ndan
(ıstanbul) temin edilmiştir.

Besi Yerleri

A- Mycoplasn,a besi yerleri: Çalışmada, suşları n üretirıı.i ve a nti-
.ienlerin hazırlanmasında (% 15-20 at semmu, % i maya ekstraktı,
% 1 glukoz, 200-500 iC / mı penisilin ve ı! 4000 oranı nda talynm
asetat ilave edilmiş PPLO broth ve PPLO agar (DIFCO) kullanılmış-
tır.

13- AGP test onamı: l),.~;ıcıncd,~, AGP tes,i, içinde % 8 NaCl
ve % 1.2.1 Noblc Agar (DIFCO) içeren ortamda gerçekleştirilmiştir.
Bakteriyel kontaminasyonları önlemek amacı ilc ortama ı/10.000
oranında mertiyolet ilave edilmiştir (26).

Konjugat

ELISA'da, tavşanelan elde edilen kanatlı türlerine ait peroksidaz-
la işaretli anti-IgC (Radı! IgC (H-~-L) / PO) konjugatı, Hannovel'
Veteriner Yüksek Okulu'ndan temin edilmiş ve kullanılmıştır.

Substrat

ELISA'd", antijen, konjugat titrasyonları ve esas reaksiyon i(;in,
5-aminosalisilik asit 40 mg! 50 ml PES oranında sulandırılmış ve bu
solusyona LO iJ.l hidrojen peroksit katılarak testlerde substrat olarak
kulla nı Imıştır.

Solusyonlar ve Tampon Sıvılar

A- AIseHr solusyonu: 12 g sodyuın sitrat ve 4 go NaCl 800 ml
distile su içinde critilerek otoklavda stcrilize eclilmiştir. Ayrıca, 20.5
go dekstroz, 200 mı distile suda eritilerek Seitz filtresin(~en süzülmüş-
tür. Bu solusyon aseptik koşullarda sodyum sitrat ve :"-iaCı solusyonuna
ilave edilmiş ve tavukbrdan kan alıırmasında kullanılmıştır.
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B- Fizyolc~jik tıızlu sa: 85 g NaCl, 1000 TIc i distilc su i<;inde eri-
tilerek otoklavda stcrilizc edilmiş ve I-lA \"L~ HI testlerinde sıılandırma
sıvısı olarak kullanılır.qtır.

C- Özel yıkaıca sulusyonu: Bu solusyon, qit ~piktarda, A solııs-
yonu (9.73 g KH2PO~; i000 wl distilc su) ve B sohısyonunun :9AG
g ~a2HP041 1000 Il'. i distilc su) karıştırılwası ve bu karışınedan i kı-
sım solusyonun 9 kl:;u1'. C ';UiusyoIiıına UL) g NaCl! 1000 ır. i distile
su) ilave edilmesiyle hazırlanır.ış ve antijenin yıkanmasında kullanıl-
mıştır.

D- Coating bLlffer: 8.4 g sody,'n'. bikarbonat ve 0.2 g- ~a~.ı, 1000
mi distile su içinde critildikten sonra utoklav'da stcrilize edilerek Iıazır-
lanan Coating buftı:r, ELISA'da antijenin sulandırıhr.asında kullanıl-
mıştır.

E- Fosfat bufkr solusyonu: 8 g ~aCI, 0.2 g KH2PO~ V'2 2.9 g
~a2 HP04 1000 ml distilite S:l içİ',ıd'2 eritil~r:;k sterilize edilmiş ve
hazırlanan PBS, ELISA'da substratın sulandırılmasında kııllanılrrı.ıştır.

F- PBS-Tween 20: Hazırlanan PBS'ye, 0.5 ml! 1000 mi miktarında
katılan Tween 20, ELISA'da konjugat ve serum sulandırmaları ile
yıkama işlemleri sırasında kullanılmıştır.

Yıkanmış Tavuk Erotrasiti: Kan, Alscver solusyonuna i!;) ora-
nında ahnıp 3 kez PBS ile yıkanmış (1000 rpm'de LO dakika) ve sedi-
ment PBS ile sulandırılarak HA ve HI testlerinde kullanılmıştır.

Yıkanmış Tavuk Eritrosit Süspansiyonunun Standardize Edil-
mesi: Tavuk eritrositleri % 0.5, I, 1.5 ve 2 oranı nda sııla ndırıhp HA
ve HI testlerinde kullanılmıştır.

Mikroplate'lcr: Denemede kullanılan HA, HI ve ELISA testle-
rinde, Greiner firmasına ait, ~J6 çukurlu ve yuvarlak tabanh ınikro-
plate'lcrden yararlanılınqtır.

Otomatik Dilüter: ELISA ve HI testlerinde, serumların sulan-
dırılmaiarı amacıyla :\1icrotiter Automatic DilHter (Dynateclı)'den
yararlanılmıştır.

Karıştırıcı: Plate'lerde hazırlanan dilusyunların karıştırılması
amacıyla Microshaker AM69 (Dynatech) cihazı kuııanılml~tlr.

Miero ELISA Mini Rcader (Dynatceh): ELISA'nın değerlen-
dirilmesi miero ELISA mini f(~adcr YfR590 cihazında 490 nm dalga
boyunda gerçekleştirilmiştir.
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Sonikatör: ELlSA ve AGP antijenlerinin parçalanması sonikatör-
de (Sonic 300 Disl1l.embranator, Fishcr Scientific) gerçeklqtirilmiştir.

Antijenler

A- Serum Lam Aglutinasyon (SPA) antijeni: Çalışmada, sc rum
lam aglutinasyon testinde, Nobilis firması tarafından hazırlanmış bo-
yalı CRD lam aglutinasyon antijeni kuııanılmıştır.

B- Hemaglutinasyon (HA) ve Hemaglutinasyon-İnhibisyon
(HI) antijenleri: Çalışmada, HA ve HI antijenleri Adler ve Yamamoto'
nun (3) bildirdikleri yönteme göre hazırlanmıştır. Japonya'dan temin
edilen M. gallisepticulIl S6 suşu katı besi yerinde üretildikten sonra
koloniler agarla birlikte kesilerek 5 It'lik PPLO buyyona ekilmiş ve 3
gün süre ik üretilmiştir. İnkubasyon süresi sonu nda kültür -:-4"C de
V(' 10.000 rpm de 30-45 dakika santrifüje edilmiştir. Santrifüj sonunda
elde edilen sediment özel yıkama solusyonu ile 3 kez yıkanmış ve son
yıkamadan sonra, sediment aynı solusyon ile orijinal volümünün i!
100'ü oranında sulandırılarak testlerde antijen olarak kullanılmıştır.

C- Agar-Jcl Presipitasyon (AGP) antijeni: Çalışmada, AGP an-
tijeni, :\onomura ve Yoder'in (26) bildirdikleri yönteme göre hazır-
lanmıştır. HA ve HI testleri için hazırlanan antijen, -20cC de LO defa
dondurulup çözdürülerek ve ayrıca iO dakika süreyle sonike edilerek
parçalanmış ve buz dolabında 2-3 saat çökmesi için beklendikten son-
ra üst sıvısı AGP testinde antijen olarak kullanılmıştır.

D- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELlSA) antijeni:
Denemede, ELlSA antijeni, Heitmann ve ark.'nın (17) bildirdikleri
yönteme göre hazırlanmıştır. Japonya'dan temin edilen M. gallisep-
ticum S6 suşu 37"C de, aerobik ortamda 72 saat süreyle 700 ml'lik
PPLO buyyonda üretilmiş ve inkubasyon sonunda kültür 20,000 rpm
de 30 dakika santrif'üje edilerek sediment 2 kez FTS ile yıkanmıştır.
Daha sonra sediment, distile su ile i i ıoo oranında sulandmllIllş, -20°C
de 3 kez dondurulup çözdürülmüş ve ayrıca ıo dakika sonike edilerek
pan;alanmış ve ELlSA'da antijen olarak kullanılmıştır. ELISA anti-
je-ninin protein miktarı Biüret yöntemiyle tayin edilmiştir (4),

Serum Lam Aghıtinasyon (SPA) testi: Bu test, Timms ve Cullen'
in (45) bildirdikleri yöntem.e göre yapılmıştır, Temiz bir lam üzerinde
0,02 ını inaktive eelilıncmiş ve sulandırılmamış serum ve 0,02 ml bo-
yalı CRD antijcni karıştırılmış ve 2 dakika içinde oluşan kümclqme
pozitif sonuç olarak kabul edilmiştir. '
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Hemaglutinasyon (HA) testi: Bu test, Matsuo ve ark.'nın (22)
bildirdikleri yönteme göre mikroplate'lcrde yapılmıştır. Testtc plate'
in bütün gözlerine 0.025 ml FTS koımlmuş ve sonra yukarıdan aşağı-
ya doğru plate'in birinci gözlerine antijenden 0.025 mi ilave edilerek
otomatik sulandırıcı iLc soldan sağa doğru i! 2 sulandırmadan başla-
yarak antijenin iki katlı sulandırmalan yapılmıştır. Daha sonra, ttim
gözlere 3 kez yıkanmış % i 'lik tavuk eritrositinden 0.025 mı ilave edi-
lerek 10-15 saniye çalkalanmış ve oda ısısında 45 dakika bekletilmiş-
tir. Dantcla tarzında çöküntünün oluştuğu gözlerde reaksiyon pozitif
olarak değerlendirilmiş ve pozitif rckasiyon görülen en son sulandırma
antijenin HA titresi olarak alınmıştır. Eritrositlerin nokta tarzında
kümeleşmesi ise negat if olarak değerle nd iriimiştir.

Hemaglutinasyon ..inh ibisyo n (HI) testi: Bu test, Matsuo ve ark.'
nın (22) bildirdikleri yönteme göre mikroplate'lerde yapılmş ve değer-
lendirilmiştir. Platc' ni bütü n gözlerine 0.025 mı FTS konulmuş, daha
sonra yukarıdan aşağıya doğru plate'in birinci gözlerine test edilecek
serumların 1/ 5'lik sulandırmasından 0.025 ml ilaveedilerek, soldan
sağa doğru iki katlı sulandırmaları yapılmış, 4 HA ü nitesinde sabit
tutulan antijenden bütün gözlere 0.025 mi konularak 10'--15 saniye
çalkalanmış ve oda ısısında 15-20 dakika bekletilmiştir. Bu sürenin
sonunda, bütün gözlere 3 kez yıkanmış % i'lik tavuk eritrositinden
0.025 mi ilave edilerek hafifce çalkalanmış ve oda ısısında 45-60 dakika
bekletilmiştir. Düğme tarzı nda çökü ntü nü n görüldüğü gözlerde reak-
siyon pozitif olarak değerlendirilmiş, pozitifliğin görüldüğü en son
sulandırma, serumun HI titresi olarak kabul edilmiştir. Değerlendir-
mede, 1 i 80 ve daha yüksek titrder CRD yönünden pozitif~ 1/40
titreler şüpheli ve 1/20 ve daha düşük titreler ise negatif olarak kabul
edilmişlerdir. Denemede, standart pozitif ve negatif serumlar da kul-
lanılmıştır.

Agar-.Jel Presipitasyon (AGP) testi: Bu test, Nonomura ve Yoder'
iı (26) bildirdikleri yönteme göre, 5 cm çapındaki plastik petri kutu-
larında yapılmıştır. İçerisinde % 8 oranında NaCL bulunan, % 1.25'
lik Noble Agar petri kutularına 10 mi miktarında dökülmüştür. Agar
katılaştıktan sonra üzerinde 4 mm çapında ve aralarında 4 mm mesa-
fe bulunan 7 çukur, birisi merkezde altısı perifel'de olmak üzere açıl-
mış ve çukurların dipleri pastör pipeti kuIIanılar<ık birer damla agar
ilc kapatılml~tlr. Ortadaki çukura AGP antijeni, çevredeki çukurlara
ise test serumlarından çukurlar tamamen dolana kadar ilave edilmiş
ve petrilcr oda ısısında ve nemli bir ortamda 48-72 saat süreyle inku-
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be edilmi~tir. Antijenle arasında presipitasyon çizgisi olu~an serumlar,
pozitif ve negatif kontrol serumlarıyla karşıla~tınlarak değerlendiril-
mi~tir.

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA): Bu test, Beit-
mann ve ark.'nın (I 7) bildirdikleri yönteme göre antijen ve konjugat
titrasyonu, negatiflik kriterinin belirlenmesi ve testin uygulanması ol-
mak üzere 4 a~amada gerçekle~tirilmi~tir.

Antijen titrasyonu: Hazırlanan antijenin Coating buffer'da 1/50'
den ba~layarak iki katlı sulandırmaları tüplerde hazırlanmış ve bu
sulandırmalardan plate' nin gözlerine soldan sağa doğru ilk sıraya
0.025 ml li 50 sulandırmadan, ikinci sıraya 0.025 mi li 100 sulandır-
madan olmak üzere sekizinci sıraya da 0.025 ml li 6500 sulandırma-
dan konularak plate 37°C de 3 saat nemli bir ortamda inkube edil-
mi~tir. Süre sonunda plate PBS-Tween 20 ile 3 kez yıkanmı~ ve yuka-
rıdan a~ağıya doğru ilk gözlere pozitif serumdan 0.050 ml, diğer göz-
lere ise 0.025 ml PBS-Tween 20 konularak soldan sağa doğru serumun
iki katlı sulandırması yapılmı~, 37°C de 30 dakika inkubasyondan son-
ra yıkama i~lemi tekrarlanmı~tır. Titresi 1/100 olarak bilinen kanatlı
konjugatından bütün gözlere 0.025 ml ilave edilmiş ve 37°C'de 30
dakika inkube edilmi~tir. Son yıkamayı takiben, 50 ml PBS içinde su-
landınlan 40 mg 5-aminosalisilik asit + LO (.tl hidrojen peroksit'den
bütün gözlere 0.050 mi konularak oda ısısında 30-45 dakika tutul-
muş, sonuçlar gözle ve minireader ile değerlendirilmi~tir.

Konjugat titrasyonu: eoating buffer'da 1/500 oranında sulan-
dmlan antijenden plate'in bütün gözlerine 0.025 mi konarak 37°C'de
nemli bir ortamda 3 saat inkubasyona bırakılmıştır. Plate soldan sağa
doğru 6 bölüme ayrılmı~ ve yine soldan sağa doğru ilk gözlere bilinen
pozitif ve negatif serumlardan 0.050 ml, diğer gözlere de 0.025 mi
PBS-Tween 20 konulmu~ ve serumların yukarıdan aşağıya doğru iki
katlı sulandırmaları yapılmış, 3rC'de 30 dakika inkubasyonu takiben
yıkama i~lemi tekrarlanmıştır. Konjugatın, tüplerde PBS-Tween 20
içinde 1/100 sulandırmadan başlayarak iki katlı olmak üzere li 3200
e kadar sulandırmaları yapılmış ve bu sulandırmalardan her birinden,
yukarıdan a~ağıya doğru ayrılan 6 bölümü n bütün gözlerine 0.025
ml konulmu~tur. 37°C de 30 dakika inkubasyondan sonra yıkama iş-
lemi tekrarlanmıştır. Son aşamada, bütün gözlere 0.050 mi substrat
ilave edilerek oda ısısından 30-45 dakika tutu Imuş, sonuçlar gözle
ve minireader ile değerlendirilmiştir.



TAVliKLARDA MYCOPLASMA GALLJSEPTICU\l'A... :ıı

Negatiflik kriterinin belirlenmesi: SPA ve HI testleri ilc negatif
olduğu belirlenen ve SPF tavuklarda n sağlana n 20 adet negatif serum,
3 kez ELI SA ile incelenerek alınan değer ortalamaları düzenlenmi~ ve
bu sonuçlara göre negatiflik cşiği belirlenmi~tir. Denemeler sırasında
bu e~iğin üstünde reaksiyon veren serumlar pozitif: altındaki serumlar
ise ELISA'da negatif olarak değerlendirilmi~lerdir.

ELISA'nın uygulanması: ELISA, Heitmann ve ark.'nın (17)
bildirdikleri yönteme göre mikroplate'lerde yapılml~tır. Plate'in bütün
gözlerine Coating buffer'da i i 500 oranında sulandırılmı~ antijenden
0.025 mi konulmu~ ve 3rC'de nemli bir ortamda 3 saat inkubasyon-
dan sonra PBS-Twcen 20 ile :) kez yıkanmı~tır. Daha sonra, test edi-
lecek serumlar i i 5 oraaında PBS- Tween 20'd.;: sulandırılmı~ ve pla-
te'in soldan sağa doğru ilk gözlerine 0.050 mi miktarında konulmu~,
diğer gözlere de 0.025 mlPBS-Twecn 20 konularak, serumların yuka-
rıdan a~ağı doğru 0.025 mi aktarılarak iki katlı sulandırmaları yapı 1-
mı~tır. 37cC'de 30 dakika inkubasyondan sonra, yıkama işlemi tekrar-
lanmı~tır. Plate'in gözlerine, PBS-Tween 20 içinde i i 500 oranında
sulandırıımı~ konjugattan 0.025 mi konularak 37°C'de inkubasyona
bırakıımı~tlr. Son yıkamayı takiben, bütün gözlere 0.050 mi substrat
ilave edilerek oda ısısında 30-45 dakika tutulmu~tur. Sonuçta, her bir
gözün absorbansı 490 nm de (optik dansite) minireader ile değerle n-
dirilmi~ ve negatiflik eşiğinin üstünde kalan en son sulandırmaya ka-
dar reaksiyon pozitif kabul edilmiştir.

İstatistik değerlendirmeler: SPA testine göre ELISA ve HI test-
lerinin spesifite ve sensitivite değerlendirmeleri Thrusfield'in bildir-
diği yönteme göre yapılmı~tır (43).

Bulgular

Hiperimmun serum: Denemede, testlerde kontrol amacı iLckul-
lanılan pozitifserumun (hiperimmun serum) titresi HI testinde i i 1280
olarak belirlenmi~tir.

Kan konsantrasyonunun standardizasyonu: HA ve HI test1erin-
deki gerek dante1a gerekse düğme tarzındaki çöküntüler en iyi % ı'
lik eritrosit süspansiyonunda görüldüğünden, kanın bu konsantras-
yonu HA ve HI testlerinde kuııanılmıştır.

Hemaglutinasyon testi sonuçları: Denemede hazırlanan antije-
nin HA titresini saptamak amacı ile, mikroplate'lerde bu test 8 kez
tekrarlanmı~ ve titre ıı i 28 olarak belirlenmi~tir. Deneme süresince,
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hcl' çalı~madan önce, antijenin titresini kontrol etmek için bu test ye-
niden yapılmı~ ve titrede bir değişiklik saptanamamıştır.

ELISA antijeninin protein miktarının tayini sonuçları: Hazırla-
nan ELISA antijeninin kullanılmadan önce biüret metodu ile total
protein miktarı hesaplanmış ve 7 mg i mı olarak bulunmu~tur.

SPA test sonuçları: Denemede kullanılan 900 adet tavuk seru-
mundan 182 adedi (% 20.2) SPA ile plozitif bulunurken 718 adet se-
rum (% 79.8) negatif olarak değerlendirilmiştir (Tablo 2).

HI test sonuçları: Denemede, toplam 900 adet tavuk serumu HI
testi ile değerlendirilmi~tir. Broylcr serumları ndan 193 (% 62.7) se-
rum hiç HI titresi göstermezken 51 (% 16.6) serum 1/20 veya daha
dü~ük, 27 (% 8.8) serum i /40 ve 37 (% 12.1) serum da i!80 veya
daha yüksek titreıCı' göstermişlerdir. Yumurtacı serumları ndan 166
(% 58.7) serum hi!,: HI titresi göstermezken, 48 (% 16.7) serum i! 20
veya daha düşük, 18 (% 6.4) serum i! 40 ve 51 (% 18.0) serum da
1/80 veya daha yüksek HI titresi göstermişlerdir. Damızlık serumla-
rından ise 171 (% 55.3) serum HI titresi göstermczken, 65 (% 21.0)
serum 1 / 20 veya daha dü~ük, 33 (% 10.7) serum ıi 40 ve 40 (% 12.5)
serum da 1/80 veya daha yüksek HI titreleri göstermişlerdir (Tablo 2).
SPA ve HI testieri karşılaştırıldığında ise 182 adet toplam SPA po-
zitif semmelan 87'si (% 47.8) HI pozitif ve 95' i (% 52.2) HI negatif
saptanırken (Tablo 3), 718 adet toplam SPA negatif serumdan 38'i
(% 5.3) HI pozitifve 680'i (% 94.7) HI negatifbelirlenmiştir (Tablo
4). Bu sonuçlara göre HI testinin SPA testine göre sensitivitesi % 4.7.8
spesifitesi ise % 94.7 olarak hesaplanmıştır.

AGP test sonuçları: Denemede toplam 900 adet tavuk serumun-
dan 51 adedi (% 5.7) pozitif bulunurken, 849 (% 94.1) serum ise ne-
gatif olarak değerlendirilmiştir (Tablo 2).

ELISA Sonuçları:

a) Antijen titrasyonu: HI testi iLc titresi i! 1280 olarak saptanan
pozitif serumun, antijen sulandırmasında en iyi pozitif reaksiyon gös-
terdiği nokta antijenin titresi olarak değerlendirilmiştir. Bu titre i! 500
olarak belirlenmiş ve deneme süresince antijen i! 500 oranında sulan-
dmlarak kullanılmıştır.

b) Konjugat titrasyonu: Titresi HI testinde i! 1280 olarak belir-
lenen pozitif serum ilr i!500 oranında sulanclmlmJş antijen kulIanı-
larak yapılan konjugat titrasyonunda, titre 1/500 olarak saptanmı~tır.
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Tahlo 2. Çalışmada kullanılan hroyler, yumurtacı ve damızlılt tanıklara aiı: serumların scrolojik test sonuçları

Scrumun Serum i SPA HI AGP . ELISA
ciıı~i Sağlandığı Kaynak sayısı + - + -!- ----I. + -

- BroYı:--Bakteri~olojiB.D~------------ -681-21-47- 25 -~ı3-12-56 - 5h-12-
Sincan ,Tahuk l\'Iezhahası 228 26 202 12 216 9 219 137 1,)1

Ticari Işletmı: i
Ticari İşletme II

, Ticari ~şlctmc III . ::> 2 3 - ;) -- ;) i. - 5
Ticari Işletme LV 7 2 5 - 7 - 7 --- 7

I
Yumurtac:I,--il,aktcriY.-:IOjiB.D. -------- 212-1-- 62150 - 47-165-- G---]97-11-;;. ---68-

I
Sıncan ,Tavuk Mezhahası - - - -- - -- - --- --

! Ticari Işletme i 31 7 24 2 29 S 26 16 15
i Ticari Işletme II

Ticari İşletme III i 26 S 18 2 24 ---- 26 4 22
Ticari İsıetme IV 14. - l4. ~ 14 - ]4 5 9

D,m"l,k ~;~:~:;~:~!~I~~;ı~~h",:--~-lıl-lO---4--;; - 3----7 -----105-5
Ticaı'i İsletme i 211 31 180 23 188 8 203 LLS 93
Ticari ı;lctme II 80 16 64 14 66 2 78 57 23
Ticari Işletme III i
Ticari İşletme IV g 3 5 8 8 7

iT~:-I--- i 900 182 718 128 772 51 849 1513357
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Tablo 3. SPA pozitif serum örneklerinin HI titre dağılımları

SPA (+) serum
sayısı

HI titreleri

i!20 1 j 40 i!80
--------- -------- ------ ------ ------
Broyler 51 II (21.57)* 2 (3.92) II (21..'>7) 27 (52.94)
Yumurtacı 77 26 (33.77) 4 (5.20) 12 (15.58) 35 (45.45)
Damızlık 54 9 (16.67) 9 (16.67) II (20.37) 25 (46.29)

Toplam 18246(2S:-27)-.15(U4)T34 (18.68) 87 (47.81) ,
*: Yüzde değeri

Tablo 4. SP A negatif serum örneklerinin HI titre dağılımları

3.88)
6.80)
5.49)

/80

5.29)

SPA (-) serum HI titreleri

sayısı - 1/20 i ı j 40 i- l

Broyler 257 182 (70.82)* 49 (19.07) 16 ( 6.23) 10 (
Yumurtacı 206 140 (67.96) 46 (22.33) 6 ( 2.91) 14 (
Damızlık 255 164 (61..31) 55 (21.57) 22 ( 8.63) 14. (

-
Toplam 718 486 (67.69) ı50 (20.89) 44 ( 6.13) 38 (

*: Yüzde değeri

Deneme süresince, ELISA'da, konjugat i i 500 oranı nda sulandırıla-
rak kullanılmıştır.

c) Negatif]ik kriterinin belirlenmesi: SPA ve HI testleriyle nega-
tif reaksiyon veren 20 serum örneği ve titresi HI testi ile i! i280 ola-
rak belirlenen pozitifserum, 3 kez ELISA ilc incelenmiş, alınan değer
ortalamaları düzenlenerek negatifIik ve pozitiflik eğrileri çizilmiş
(Grafik-I) ve negatiflik cşiği optik dansite (OD) 0.24 olarak saptan-
mıştır. Deneme süresince ELISA'da, test edilen serumların bu eşiğin
üstünde reaksiyon veren en son sulandırmaları pozitifolarak kabul edil-
miş ve sert'm titreleri bu sulandırmaya göre hesaplanmıştır.

d) ELISA: ELlSA'da308 broylerserumundan 193 (%62.7) serum
pozitif 115 (% 37.3) serum negatif; 283 yumurtacı serumundan 169
(% 59.7) serum pozitif, 114 (% 40.3) serum negatif, 309 damızlık
serumundan da 181 (% 58.6) serum pozitifve 128 (% 41.4) serum nc-
gatifbulunmuştur (Tablo 2). ELlSA ve HI ile incelenen 900 scrumun
optik dansite (OD) ve HI titre dağılımları Grafik-2'de görülmektedir.
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Hesim 1: HerrıaglııtinHsyoıı (HA)

Resim 2: I-Iemaghıtinasymı-Inhihis)'o"ı) (HI)
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Resim 3: Aga:c-Jd Pn~sii)itaf;y()n (ACP)
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Resim 4: En'ı'y:ne- Linkcd J.'II.'n 1I110:>f"I'IJ.~nnt Assay (ELISA)
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B" d HI'1 i (oı O Iİ s"ı'um sad(~c" L'.LISA ile 372u na gore; sa eec ı e ,,/0 .) . '", '" L

(% 41.3) serum pozitif olarak belirlenmiştir. HI-ELlSA iLc 401 (%
44.6) serum negatif ve aynı testlerle 126 (% 14.0) serum pozitif ola-
rak sapta nmıştır.

Tartışma ve Sonuç

Kanatlı hayvanlarda M. galliscpıicum infeksiyonları, tavukların
Kronik Solunum Sistemi Hastalığı (CRD) olarak bilinmektedir. Ta-
vuklarda infek~iyon solunum sistemi bozuklukları yanında yemden
yararlanmada, vücut ağırlığında ve yumurta veriminde azalma ile
karakterizedir. Genç hayvanlarda, özellikle komplike olgularda ve
stı.~s koşulları altında ölümIne neden olan bu infeksiyon tüm dünyada
yaygındır ve çok yönlü yetiştirilen (broyler, yumurtacı, damızlık)
tavukları etkileyerek önemli ekonomik kayıplara neden olmaktadır.

İnfCkte hayvanlardan etken izolasyon ve identifikasyonunun
zaman alıcı ve zor oluşu, etken izolasyonunu engelleyen birçok faktö-
rün bulunması, bir sürü içinde, (iZeilikle, komplike olmamış CRD
olgularında klinik s(~mptomların Cızla belirgin olmayışı, sürü içinde
gizli portör hayvanları belirlemek ve ayrıca sürünün CRI) durumunu
ortaya koymak için SPA (33), HI (14,25), AGP (6,35) ve ELlSA
(4, 27) gibi serolojik yöntemlerin kullanılmasını zorunlu haıC getir-
miştir.

Hayvanları n serumları nda oluşan spesifik antikorları n belirlen-
mesinde çabukluk, kolaylık ve duyarlılık bakımıarından avantajlı
olan SPA testi birçok araştırıcı tarafından doğal ve deneysel M. gal-
lisepticum inft'ksiyonlarında aglutininlcrin belirlenrrı.csinde kullanıl-
J1'.lştır (12, 31, 33, 35,41). Roberts (31), etçi piliçleri intranazal sinus
yolu ile deneysel olarak infekte ettikten sonra hayvanların antikor ya-
nıtlarını incelemiş, eprüvasyon sv.şuyla (S6 suşu) yaptığı SPA testin-
de I. hafta sonunda hayvanların tümünün (°lc) 100) pozitif reaksiyon
verdiğini, heterolog suşlardan hazırladığı antijenlcrlc de % 8 (F anti-
jeni) ve % 25 (WS7 antijeni) pozitif sonuç aldığını bildirmiştir. Araş-
tırıcı ayrıca, 3. haftada ise hayvanların tümünün hcl' 3 antijenle de
pozitif reaksiyon verdiğini açıklamıştır. Benzer bir çalışmada Timms
ve Cnllen (45), :; grup Beyaz Leghorn pilici M. gallisepticum S6, F
ve WS7 suşlarıyla deneysel olarak infekte etmişler ve 28 hafta boyunca
hayvanlarda oluşan serolojik yanıtı homolog ve hetcrolog antijenleri
knllamırak SPA ve HI testleri ilc incekmişlcr, yaptıkları SP/\. testin-
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de aglutininlcrin inCeksiyondan sonraki I. hanadan itibaren saptana-
bildiğini, antikorların heterolog antijenlcrlc de belirlenebildiğini an-
cak homolog antijenlcrle daha yüksek titreler elde ('dildiğini, HI anti-
korlarının ise infeksiyondan ancak 2 hafta sonra belirlendiğini bildir-
mişlerdir. Saım ve Olson (33), inceledikleri 43040 adet kan serulFun-
dan 53 (% 0.1) adedinin SPA tcsti iLc pozitif bulunduğunu açıkla-
mışlardır. Araştırıcılar, yaptıkları başka bir çalışmada ise (3;")), broy-
ler, yumurtacı ve damızlık sürüler(' ait serumlardan % 1.100 pozitif
reaksiyonlar elde ettiklerini bildirmişlerdir. Doğal ve deneysel inl"eksi-
yon sonunda i hafta içinde ortaya çıkan ve genellikle IgM karakterin-
de (31,32) aglutininlerin saptanmasında oldukc;~a duyarlı olan ve bu
nedenle bir sürü tarama testi olarak kullanılan SPA testi bazı koşullar
altında non-spesifik pozitifreaksiyonlar da vermektedir (7,8,42,45, SO,
54). Bu non-spesifik reaksiyonların, serumun 1;5 sulandırılması veya HI
ve AG P test so nuçları iLc doğrula nabileceği çeşitI i araştırıcılar tarali n-
dan açıklanınıştır (7,42,45,54). Bu çalışmada incelenen toplam 900
tavuk serumundan 182 (% 20.2) adedi SPA testi iLc pozitif, 718 (%
79.8) adedi ise negatif bulunmuştur. Non-spesifik reaksiyonların eli-
mine edilmesi için SPA testinde pozitif bulunan 182 serum örneğinin
LLS sulandırılarak yeniden test edilmesi sonucunda ise 132 (% 72.5)
serum örneği pozitif ve 50 (% 27.5) serum örneği de negatif olarak
değerle nd iriImiştir. Bu sonuçlar, araştırıcı ları n bulguları na paralellik
göstermekte ve serumlar 1/5 sulandırıldığında pozitif serum sayısın-
daki azalmanın SPA testinin non-spesifik antikorlardan fazlasıyla et-
kilendiğini ve gerçek değerlerin belirlenmesinde mutlaka diğer serolo-
jik testlerle konfirme edilmesi gerektiğini ortaya koymaktadır.

CRD kontrol programlarında SPA testinin yanısıra duyarlılığı
daha az fakat spesifitesi oldukça f~ızla olan HI testi, bir doğrulama tes-
ti olarak kullanılmaktadır (10,16,21,30,33). tnfcksiyondan yakla~ık
14 gün sonra ortaya çıkan HI antikorlarının (10) saptanması amacıyla
HI testi geliştirilmiş ve yapılan karşılaştırmalı denemeler sonucunda,
infeksiyonun belirlenmesinde SPA testinden daha spesifik olduğu vur-
gulanmıştır (25, 26). Fahey ve Crawley (14), buyyonda 3 günlük bir
inkubasyon sonunda HA aktivitesinin saptanabildiğini, 1--10. günlerde
ise titrenin maksimum düzeye ulaştığını ve bu titrenin nadiren i jJ6'yl
geçtiğini bildirınişlerdir. Kuniyasu ,'e Ando (21), değişik antijen
grupları arasında HA titreleri bakımından farklar bulunduğunu, an-
tijenlerin 1/40 ile 1/320 arasında değişen HA titrc1eri gösterdiklerini
bildirmi~ıerdir. Sahu ve Olson (33), inecledikleri broyler serurnların-
dan 53 adet pozitif' seruıııun 5 adedinin (% 9.4) HI pozitif titre vcr-
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diğini, öte yandan 1233 SPA negatif serum örneğinden 80 adedinin
(% 6.5) HI testi ile pozitifolarak saptandığını, sonuçta ise, SPA nega-
tif seııım örneklerinin HI testi ik de incelenınderinin yararlı olacağı-
nı vurgulamışlardır. Roberts ve Olesiuk Ui2), M. gallisctpicum iLc
infekte hayvan serumlarının M. synoviae SPA antijeni ile non-spesi-
fik reaksiyon oluşturmadığını ancak, :Ni. synoviae iLc infekte hayvan
serumlarının ıvI. gallisepticum SPA antijeni iLc reaksiyon verdiklerini,
f~ıkat bu semmları n HI testi iLc negatif bulundukları nı açıklamışlar-
dır. Vardaınan ve Yoder (49), hazırladıkları HI antijenleri iLcM. gal-
liseptieum ve M. synoviae infcksiyonlarını başarı ile ayırd edebildik-
Ierini bildirmişlerdir. Bu çalışmada, HA testi iLc titresi i i 128 olarak
saptanan antijen 4HA ünitesinde sulandırılmış \'C % i yıkanmış tavuk
eritrositi iLc birlikte HI testinde kullanılmıştır. incelenen toplam 900
serumdan 128 adedi (% 14.2) HI testinde pozitif, 772 adedi (% 85.8)
ise negatif olarak değ'erlendirilmiştir. SPA POl:itif 182 serum örne-
ğinden 95 adedi (% 52.2) HI negatif bulunurken, SPA negatif 718
serum örneğinden :{8 adedi (% 5.3) HI ile pozitif olarak saptanmıştır.
Alınan bu sonuçlara göre HI testinin SPA testine ~öre sensitivitesi
'~Ia47.8, spesifitesi ise % 94.7 olarak belirlenmiştir. Elde edilen bulgu-
lar araştırıcıların sonu.çları ile uyum sağlamakta, SPA testinde oluşan
no n-spesifik reaksiyo nları n H i testi nde bir problem olmadığı gerçeği-
ni bir kez daha vurgulamaktadır. Şüpheli serum örneklerinden SPA
pozitif sonuç verenlerin tümünün, SPA negatif sonuç verenlerin ise
rasgele seçilecek bir miktarının HI testi ile incelenmesinin yararlı ola-
cağı ka nısı na varı Imıştı r.

':"1. gallisepticu.m infCksiyonlarında oluşan antikarIal'in saptanına-
sı, izole edilen suşların identiCikasyonu ve ayrıca değişik suşların sero-
tipkndirilmesi için AGP teslinin de kullanılabileceği çeşitli araştırıcı-
lar tarafından bildirilmiştir (6, 20, 26, 34, 35). Ayeardi ve ark. (6),
katı karbondioksit ve ctanalde LO kez dondnnıp çözdürmek suretiyle
hazırladıkları antijenleri farklı serotiplere ait Mycoplasnı.a suşlarının
serotipIendirilmesindc kullanm.ışlardır. Jordan ve Kulasegaram (20),
AGP testinin duyarlılığının sınırlı olduğunu, tavuk serumlarındaki
antikarları n sapta nması nda daha duyarlı seroloj ik testleri n ku lIa ILI 1-
ITl.ası gerektiğ'ini bildirmişlerdir. ~onomııra ve Yoder (26), dondurup
çözdürmc, sonik vibrasyon veya sodyum dodesil sülfat (SD5) ile par-
çaladıkları antijenleri kıılıanarak AGP testi iLc Mycoplasma izolatla-
nnı identifiye etmeye (:alışmışlar, doğalolarak infcktc tavıık sürülc-
rinden çok az hayvanı n AGP ile reaksiyon verdiğini, yine de testin
oldukça speSifik olduğunu aı;ıklamışlardır. Salııı ve Olson (34), broy-
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ler damızhk sürülen: ait serumları incelcrkcn SPA testindı: görülen
non-spesifik reaksiyonların ncgatirı ..rı ve ACP test sonuçları ilc doğru-
lanabileceğini bildirmişlcr ve aynı araştırıcılar yaptıkları başka bir
çalışmada (35), broy!cr, yumurtacı ve damızlık sürülerinde etken izo-
lasyonu yapılamadığı durumlarda, hayvanların kanlarında aglutinin-
!erin, presipitinlerin ve HI antikorlarının varlığımn gösterilmesinin
önemini ortaya koymuşlardır. Bu çalışmada, toplaı!'. 900 seruından 51
adedi (% 5.7) AGP ilc pozitif, 849 adedi (% 94.:~) ise negatif olarak
bulunmuştur. Bu sonu<,:lara göre, şüpheli kan serumlarında M. galli-
septicum antikurlarının saptanmasında AGP testi diğ'n testlere oranla
oldukça yetersiz kalmıştır. Bu sonuç, kan örnekleri alındığında hay-
vanları n ka n serumları nda IgG anı ikorları iii n yı:terl i düzeye ulaş-
mamış olmasına bağlı olabilir.

M. gallisepticum infeksiyonunun tqhisi amac.ıyla kullanılan
£1.ISA, diğer tüm testlere oranla daha duyarlı ve spesifik bulunmuştur
(,~, 27, 28, 29, 38, 40). Testtc a ntije n olarak sonikasyo n (36, 49) ile
veya SDS gibi deteıja nlarla (4, 27; parçala nmış hücreler kullanılmak-
tadır. Konjugat olarak peroksidazIa (4, 29) veya alkalen fosfatazla
(27, :-{8) işaretlenmiş tavşan anti-tavuk IgG'Icri ve substrat olarak da
peroksidaz enzimi için ABTS, S-aminosalisilik asit +- hidrojen perok-
sit veya orto-fcnilcndiamin (4,40), alkalen fosfataz enzimi için de para-
nitrofenilfc)sfat (27, 38) kullanılmaktadır. Ansari ve ark. (4), ELJSA
tekniğinin HI testinden daha duyarlı olduğu nu göstermişlerdir. Opitz
ve ark. (27), M. gallisepticum v(~M. synoviae infcksiyonlarında oluşan
antikoriarı ELISA, SPA ve HI ile inceleyerek M. gallisepticum F suşu
ile infekte tavuklardan £LlSA iLc % 100, SPA iLc% 98 ve HI ile de
% 80 oranları nda pozitiflik belirleyerek a ntikorları saptamada ELISA
tekniğinin SPA ve HI testlerinden daha duyarlı olduğunu ayrıca,
ELISA ile SPA testine göre daha az non-spesifik reaksiyon oluştuğu-
nu bildirmişlerdir. Patten ve ark. (28), ELJSA tekniğinin SPA ve HI
testlerine oranla daha duyarlı ve spesifik olduğunu açıklamışlar Ye
incelediklcri 99 serum örneğinden 74 adedini (% 74.6) ELISA ve
SPA ile pozitif bulduklarını, infeksiyonun saptanmasında HI testin-
den daha kısa sürede ELI SA ile antikorları belirleyebildiklerini \T

ortalama. ELlSA titrelerini, ortalama HI titre!erine oranla 1-3 katı
daha fazla bulduklarını açıklamışlardır. Talkin14ton ve ark. (38) da,
ELISA ve SPA ile infeksiyon sonrası 7. günden itibaren antikorlann
saptanabildiğini, HI testinde ise aneak ıo. günden sonra antikorların
diagnostik bir düzeye gelebileceklerini açıklamışlardır. Bu çalışmada,
ELI SA antijeni -20cC'de LO defa dondurulup çözdürülerek ve ayrıca



12 Ül\IER :,,1. ESEKDAI.

sonike ('dilen'k hazırlanml~tır. Konjugat olarak peroksidazla ipretli
tavşan anti-tavuk JgC'lcri VI' substrat olarak da 5-aminosalisilik asit
-!- hidrojen peroksit kullanılmıştır. Çalışmada, incelenen 900 serum-
dan 543 adedi (% 60.3) ELJSA ile pozitiC 357 adedi (% 39.7) ise ne-
gatif olarak değerle nd irilmi~t ir. Yapıla n karşıla~tırmalar so nucunda
ise ELJSA tekniğinin SPA testine göre spcsifitcsi % 92.6, sensitivitesi
% 31.1; HI testine göre spesifitesi % 99.B ve sensitivitesi de % 25.:)
olarak hesaplanmıştır. Bu sonuçlar, ara~tıneıların yaptıkları çalışma
sonuçları ile parakllik göstermektedir.

Bu çalışmada, brayler, yumurtan ve clamızlık işletmelere ait 900
semmun SPA, HI, ACP ve ELJSA iLc M. gallisepticum yönünden
incelı~mnesinde en duyarlı yöntı~m ELISA bulunmuştur. Ancak, uy-
gulanabilirliği ve ekonomik olması nedeniyle SPA testi tarama test-
lerinin vazgeçilmez bir yöntemi olmaktadır. Yine laboratuvarda uy-
gulanması oldukça basit olan ve kısa sürede sonuç veren HI testinin
bir tamamlayıcı test olarak kullanılmasında büyük yarar vardır. ACP
testinin bir sürü tarama testinden ziyade CRD konusunda yapılacak
deneysel ara~tırmalarda a ntikal'ları n sap ta nması nda daha duyarlı
olacağı düşüncesi hakim olmüştur. Çalışmada, her 3 testk ayrı ayn
karşıla~tırılan ELISA, pahalı ve zaman alıcı olması gibi nedenlerle
saha taramaları için hlT nekadar uygun görünmüyorsa da, kullanılan
spesifik IgC'ler nedeniyle 1\1. gallisepticum antikorlannın saptanma-
Si nda oldukça spesifik bir test olduğu anlaşılmaktadır.

Sonuç olarak, elde edilen bulgular SPA, HI ve ELISA teknikle-
rinin M. gallisepticum infeksiyonlanncla serolojik taramalarda gayet
iyi sonuçlar verdiklerini göstermiştir. Ancak, bundan sonraki yapılacak
çalışmalarda mezbalıadan sağlanacak senımların yanısıra belli bir
periyod içinde işletmelerden alınacak serumlarda bu testlcrin uygu-
lanmasının, testlerin önel'ni ve güvcnirliliği açısından önemli sonuçlar
doğuracağı şüphesiz görülmektedir.
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