A.U. Veteriner Fakiiltesi Dergisi
41 (1) : 18-47, 1994

TAVUKLARDA MYCOPLASMA GALLISEPTICUM’A
KARSI OLUSAN ANTIKORLARIN CESITLI SEROLO]JIK
YONTEMLERLE (SPA, HI, AGP, ELISA) SAPTANMASI!

Omer M. Esendal?

Detection of antibodies in chickens produced against Mycop-
lasma gallisepticum by different serological tests (SPA,
HI, AGP, ELISA).

Summary: In this study, the aim was to show the reliability and ac-
curacy of conventional tests (SPA, HI, AGP) together with ELISA in de-
tecting Mycoplasma gallisepticum infections in chickens.

Commercial, stained CRD serum plate agglutination antigen was used
in SPA test and the results were read in two minutes. The HA titer of the an-
tigen prepared from M. gallisepticum S6 strain was found to be 1128 with
HA test and 4 HA unit antigen was used in the HI lest. The same antigen was
freezed-thawed and sonicated and subsequently used in the AGP test.

Freezed-thawed and sonicated antigen prepared from M. gallisepticum
S6 strain, the peroxidase labelled rabbit anti-chicken IgG conjugate and 5-
aminosalicylic acid -+ hydrogen peroxide were used in ELISA. Negative tres-
hold was determined as 0.24 optical density (OD) at 490 nm wavelength.

All of the 900 chicken sera collected from broiler, layer and breeder flocks
were evaluated with SPA, HI, AGP and ELISA. Among these sera 182 (20.2
%), 128 (14.2 %), 51 (5.7 %) and 343 (60.3 %) were found to be
positive by the above mentioned tests, respectively. Therefore, in detecting M.
gallisepticum antibodies, ELISA was found to be more sensitice than SPA,
HI and AGP tests.

In the detection of M. gallisepticum infections in chickens, the usc of
ELISA, which is a very sensitive lest, together with other conventional tests,
was found to be bencficial.

--1-“A‘y: Ez:g,hkl; Doktora tezinden 6zetlenmis olan bu ¢alisma A U
Arastirma Fonu tarafindan desteklenmistir (90 30 00 13 No'lu proje).
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Ozet: Bu ¢aligmada, konvansiyonel testlerle (SPA, HI, AGP) birlikte
ELISA tekniginin, tavuklarda Mycoplasma gallisepticum infeksiyonlarinin sero-
lojik tamisindaki rollerini belirlemek amagland..

SPA' testinde, ticari, boyalr CRD lam aglutznmyon antijent kullamld
ve sonuglar iki dakika iginde dederlendirildi. HI testi igin, M. gallisepticum
86 sugundan hazirlanan antijenin titresi HA testi ile 1] 128 olarak belirlend:
ve HI testinde antijen 4 HA iinitesinde sulandinlarak kullamldi. Aym antijen
dondurulup ¢ozdiiriilerek ve sonike edilerek paraland: ve AGP testinde kulla-
nild.

ELISA tekniginde, M. gallisepticum S6 susundan dondurulup ¢izdiriile-
rek ve sonike edilerek pargalanan antijen, peroksidaz enzimi ile isaretli tavsan
anti-tavuk IgG konjugate ve S-aminosalisilik asit + hidrojen peroksit subs-
trat kullamldr. Negatiflik esigi 490 nm dalga boyunda optik dansite (OD)
0.24 olarak belirlend:.

Broyler, yumurtac: ve damizlik siiriilerinden temin edilen toplam 900 adet
tavuk serumunun timii SPA, HI, AGP ve ELISA ile degerlendirildi. Sirasyla
182 (% 20.2), 128 (% 14.2), 51 (% 5.7) ve 543 (% 60.3) po-
zitif serum saptand:. Buna gore, pozitifleri saptamada ELISA > SPA >
HI > AGP swrast elde edild:. :

Tavuklarda M. gallisepticum infeksiyonlanimin serolojik teshisinde, kon-
vansiyonel testlerin (SPA, HI, AGP) yamsira, ELISA gibi oldukga duyarly
ve spesifik olan bir yintemin de kullamlmasimn, infeksiyonun saptanmasinda
yararly olacagr sonucuna varld:.

Giris

Tavuklarda Mycoplasma gallisepticum infcksiyonlar, Kronik
Solunum Sistemi Hastahg (Chronic Respiratory Discase-CRD) ola-
rak bilinen ve tavuk yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplara ne-
den olan, oldukca bulagict bakteriyel bir infeksiyondur. Hastalik, so-
lunum sistemi bozukluklarina ilaveten yumurtaci ve damizhk tavuk-
larda yumurta veriminde azalmalara ve embriyonik &liimlere, broy-
lerlerde ise canli agirlik kayiplarina yol agar (53).

M. gallisepticum, 0.3-0.8 um boyutlarinda Gram negatif, pleo-
morfik, hareketsiz, sporsuz ve kapsiilsiiz bir mikroorganizmadir (5, 9.
M. galliscpticum’da hiicre duvar1 ve sert bir peptidoglikan polimeri
yerine, iinit membran yapisinda 3 katmanl bir sitoplazmik membran
ve bu membrandan kaynaklanarak etkenin epitel hiicrelerinc ve
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eritrositlere tutunmalarina aracilik eden polar kabarciklar bulunur
(1, 18). Yaygin olarak kullanilan antimikrobiyel maddelere kargi du-
yarh olan M. galliscpticum, hiicre duvarinin ve peptidoglikan poli-
merinin bulunmamasi nedeniyle penisilin ve talyum asctata direng
gosterir (25, 54).

M. gallisepticum, aerobik veya fakiiltatif anacrobik olup (13),
tiretilmesi icin kolesterol’e ihtiyag duyan bir mikroorganizmadir.
Etkenin tiretilmesi icin besi yerine at, domuz veya kanath serumlarny-
la hirlikte, ¢esgitli maya iiriinlerinin katilmas: Gremeyi gtiglendirir (3).
Besi yerlerine gesitli karbonhidratlarin katilmasi da dreme uzerinde
olumlu etkide bulunur (8, 14, 30). Antijen tiretimi ve izolasyon ama-
ayla ¢ok cesitli besi yerleri denenmig ve geligtirilmigtir (15, 39). M.
gallisepticum, 37°C de ve rutubetli bir ortamda (13), 3-5 giinlik bir
inkubasyon sonunda agar iizerinde ince, yuvarlak, kenarlarn diizgiin
ve ortalart diigmeli tarzda tipik koloniler olusturarak iirer (5, 34).
M. gallisepticum’un iretilmesi icin embriyolu tavuk yumurtalar: (24)
ve doku kiiltiirleri de (5) kullamlabilir.

M. gallisepticum, dogal kosullarda tavuk ve hindilerde infeksiyon
meydana getirir (36). Hastahk her yastaki tavukta goriiliirken, agir
kayiplar en ¢ok 5-16 haftalik hayvanlarda gézlenir (48). Tavuk siirii-
lerinde M. gallisepticum’un bulagsmas: vertikal veya horizontal ola-
rak sekillenmektedir {19, 54). Genellikle 5-7 giinlitk bir inkubasyon
perivodundan sonra (9) hastahga bagl klinik belirtiler gckillenir ve
kig aylarinda bu belirtiler oldukc¢a siddetlenir {37, 54). Hayvanlarda
hinltth soluma, burun akintisi, aksirik-tiksinik, soluma gigliigii, sinii-
sitis ve konjunktivitis (9, 54) ile birlikte bazen de tortikollis ile karak-
terize sinirsel belirtiler (55) gozlenir. Genellikle 9 10-50 arasinda mor-
bidite gosteren komplike olmamig CRD olgularinda mortalite 9 5-10
arasinda degigirken (37), infeksiyonun basta siklikla E. coli, IB ve ND
viruslan gibi etkenlerle komplike olmasi sonucunda mortalite %, 30°a
kadar gikabilir (9, 36). Hastalik ¢esitli bakteriyel ve viral hastalhklarla
karigabilir. Kesin teghis amaciyla dokulardan ve eksudatlardan etken
izolasyon ve identifikasyonu icin laboratuvar muayenclerine gercksi-
nim vardir (5, 9, 44).

Hasta ve yeni olmig tavuklardan ctken izolasyonu icin trachea
eksudatlary; tirbinatlar, akcigerler, torakal ve abdominal hava kese-
leri ile birlikte infra-orbital sinus eksudatlart ve eklem sivilan kulla-
miir-(54). Tinms (44), izolasyon ve identifikasyonda- kargilagtlabilecek
gesitli zorluklan bildirerck bu zorluklarla birliktc uygulanmakta olan
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kiiltiirel tekniklerin yavag ve zahmetli olduklarim, infekte hayvanlar-
da mevdana gclen antikorlarin varhgini ve titrclerini ortaya koyan
scrolojik testlerin, infeksiyonun teshisinde onem kazandiklarim vurgu-
lamugdar.

CRD’ye kargt tavuklarda olusan antikorlar serum lam aglutinas-
yon {(SPA) (11, 16, 42) hemaghutinasyon-inhibisyon (HI) {10, 16, 25,
33), agar-jel presipitasyon (AGP) (6, 26, 34, 35) ve ELISA (4, 28,
38, 40) gibi scrolojik yontemlerie saptanabilir.

Adler (1) 1954 wilinda, CRD’li tavuklarnn scrumlarinda olugan
spesifik antikorlarin saptanmasi amaciyla lam aglutinasyon testinin
kullanilabilecegini bildirmigtir. SPA testi dogal veya dencysel infek-
siyonlardan ! hafta sonra scrumda gorilmeye baglanan, yaklagk 20
hafta kadar diagnostik diizeyde kalan ve genellikle IgM yapisinda olan
antikorlart tespit eder (31, 43). Testte 1/10.000 oramnda Kristal
Viyole veya Rosc Bengal ile boyammg {11, 12) ve 9 0.25 oramnda
fenol ilave edilmiy antijenier (3) kullambhr. CRD infcksivonlarinin teg-
hisinde hizli, basit ve duyarh bir test olmasina kargin aragtincilar SPA
testinin, kontaminc scrumlar, dondurulmus-cézdurtiimiiy serumlar,
M. synoviac, S. aureus veya Str. faccalis ile infckte hayvan serum-
lan ile Erysipelas bakterini verilmig tavuk serumlarinda non-spesifik
reaksiyonlar verdigini bildirmiglerdir {8, 12, 41, 42). Tavuklara kom-
bine ND +IB--ILT inaktif viral agplarimn verilmesi sonucu olugan
anti-globulinler de¢ agilama sonrasi 8. giinde baglayan ve 36. giine ka-
dar devam ceden non-spesifik rcaksiyonlara vol agarlar (7, 12, 42).
Olugan bu non-spesifik SPA reaksiyonlarimin HI ve AGP testleri ile
veya scrumlarin 1/ 5 sulandinlmalan ile giderilebilecegi gesithi arag-
uricilar tarafindan bildirilmigtiv {7, 12, 42, 45, 54).

Kanatlh Mycoplasma’laninin tavuk critrositlerini aglutine ettik-
leri ve bu rcaksiyonun infekte tavuk serumlan tarafindan inhibe edi-
Ichildigi ilk kez Van Herick ve Eaton (47) tarafindan 1945 yihnda bil-
dirilmistir. Gianforte ve ark. (16), inceledikleri 7 susun timiiniin 1/
32 sulandirmada tavuk eritrositlerini aglutine cttiklerini agiklanus-
lar, Kuniyasu ve Ando (21) isc, farkli antijen gruplarinda 1/ 40 ile
1/320 arasinda degisen HA titreleri saptachklarint bildirmiglerdir.
Fahey ve Crawley {14), M. gallisepticum buyyon kiltiirlerinin HA
aktivitelerini incelemigler, sivi kiiltiirlerde inkubasyonua 3. giintinden
itibarcn HA aktivitesinin saptanmaya baglancigim, bu HA aktivite-
sinin 7-10. giinlerde maksimum titrcye ulagugini ve titrenin nadircn
1/ 16 mn dizerine cikugim belirtmiglerdir. HA testi, CRD’den gipheli
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materyallerde ve kiiltiirlerde M. gallisepticum bulunup bulunmadi-
gimn aragtinlmasinda ve aynca serumdaki hemaglutininlerin varh-
gim ortava koymak amact ile yapilan HI testinde antijenin titresini
belirlemek amac ile yapilir (14, 21, 44, 54).
Hemaglutinasyon-Inhibisyon (HI) testi, dogal veya deneysel
infcksiyondan yaklagik 2 hafta sonra ortaya ¢ikan ve uzun sire diag-
nostik seviyenin tizerinde kalan ve genellikle IgG yapisinda olan an-
tikorlar saptar (10, 14, 31, 35). CRD infeksiyonunun inkubasyon pe-
riyodunda infckte hayvanlanin serum HI titreleri digiktiir fakat in-
feksiyondan yaklagik 3 hafta sonra 1/ 320 veya daha yiiksek titrelere
ulagarak, 19-34 hafta veya daha vzun bir siire diagnostik diizeyin
iizerinde kahr (23). HI testinde titresi 6nceden belirlenen antijen ge-
nellikle 4 HA iinitesinde sabit tutularak kullamhr (14, 25). Ayrica
antijenin 2 HA (16) veya 8 HA (41) unitesinde kullamlabilecegi de
bildirilmcktedir. Fahey ve Crawley (14), HI testi ile standardizasyon
gahgmalarinda en iyi sonu¢lanin 9; 1 eritrosit konsantrasyonu ile alin-
digim bildirmiglerdir. Aragtiricilar ayrica, antijen-antikor rcaksiyonu-
nun olugabilmesi icin 15 dakikalik siircnin ycterli olacagini, eritrosit
ilavesinden sonra ise HI rcaksiyonunun oda sisinda 1 saat i¢cinde oku-
nabilecegini agiklamuglardir. Oda 1sisinda 1 saatlik inkubasyon sonun-
da sonuglari degerlendirilen HT testinde, 1/ 80 veya daha yiiksek se-
rum titreleri pozitif; 1/40 scrum titreleri sipheli; 1/20 veya daha di-
stk titreler ise negatif olarak degerlendirilirler (33). Vardaman ve
Yoder {49, 50} ve Villegas ve ark. {51}, M. gallisepticum ve M. syno-
viae igin hazirladiklar: antijenlerin, HI testi ile bu infeksiyonlarin ayi-
riminda iyi bir spesifite gosterdiklerini, SPA testi ile saptanan kros-
reaksiyonlarin bu test ile giderildigini bildirmiglerdir. Vardaman ve
Yoder (49), inceledikleri 76 adet M. synoviac ile infekte hayvan seru-
mundan 38 (% 50) adedinin M. galliscpticum SPA antijeni ilc reak-
siyon verdigini, tim serumlarin ise M. galliscpticum HI testinde nega-
tif bulundugunu agiklamistir. Timms ve Cullen (45), M. gallisepticum
S6, F veya WS7 suslanyla epriive edilen piliglerin antikor yanitlarim
incelemigler; 28 haftalik deneme siiresince tavuklardaki infeksiyonla-
rin homolog ve heterolog antijenlerle belirlenebildigini ancak, homo-
log antijenicrle daha yiiksek titreler elde edildigini gostermiglerdir.
Sahu ve Olson (33), 36 kiimese ait 43040 adet broyler serumunu SPA
ve HI testlerivle M. gallisepticum antikorlart yoniinden incelemigler
ve SPA ncgatif scrum orncklerinin HI antikorlari yoniinden de test
cdilmelerinin énemini ortaya koymuglardir. Timms ve Cullen (46),
hem dencysel infekte pilic serumlarinda hem de saha secrumlarinda
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goriilen zayif ve gegici M. gallisepticum SPA pozitif test sonuglarinin
HI testinde negatif bulundukltarint bildirmiglerdir. Villegas ve ark.
(51), CRD infcksiyonlarinin scrolojik tamsinda kullamlan SPA tes-
tinin bir tarama testi oldugunu, HI testinin ise daha ziyade bir dog-
rulama testi olarak kullamldigim belivtmis ve oldukca spesifik olan ve
kisa siirede sonu¢ veren HI testinin sadece IgG simft antikorlar sap-
tadigindan, SPA testi pozitif olduktan ancak birka¢ hafta sonra diag-
nostik diizeyde titreler verecegini bildirmiglerdir.

CRD infeksiyonunun teshisinde kullamlan testlerden bir digeri
de Agar-Jcl Presipitasyon {AGP) testidir (20, 34, 35). Bu test, sliphcli
kan serumlarindaki M. gallisepticum antikorlarim saptamamn yani-
sira (8), izolc edilen Mycoplasma kiltirlerinin identifikasyonu (26)
ve Mycoplasma tirlerinin simflandiriimasinda da (6) kullamlabilir.
Nonomura ve Yoder (26), kanathh Mycoplasma’lanmin identifikasyonu
tizerinde yaptiklari bir caligmada, hicreleri kuru buz-alkol banvosun-
da 10 kez dondurup gozdiirerek, 20.000 rpm’de 1, 2, 4 veya 10 dakika
sonike ederek veya sodyum dezoksikolat {SD) ve sodyum dodesilsiil-
fat (SDS) gibi deterjanlarla muamcle ederck pargalanuglar ve boyle
hazirladiklatt antijenleri AGP testinde kullanmgilardir.  Izolatlarin
spesifik antiserumlarla identifiye edilmelerinde test oldukga spesifik
bulunmasina kargin aragtincilar, dogal infekte tavuk sirilerine ait
serumlardan ¢ok azinin bu test ile pozitif sonug verdigini bildirmig-
lerdir. Sahu ve Olson (34), damizhk broyler siirtilere ait kan serumla-
rnm SPA, HT ve AGP testleri ile M. gallisepticum ve M. synoviac an-
tikorlar yoniinden incelerken M. gallisepticum SPA testinde meydana
gelen non-spesifik rcaksiyonlarin HI ve AGP testlerindce olugmadigim
bildirmiglerdir. Araguncilar, bagka bir ¢ahgmada isc {35), SPA, HI
ve AGP test sonuglari arasinda iyi bir korelasyon bulmuglar ve etken
izolasyonunun yapitamadigi durumlarda bu 3 serolojik testin, infeksi-
yonun teshisindeki énemini ortaya koymuglardir.

Infeksiyonun teshisi amaciyla kullamlan ELISA {Enzymc-Lin-
ked Immunosorbent Assay) son yillarda geligtirilnig ve gesitli aragun-
cilar tarafindan diger tiim testlere oranla daha duyarh sonuglav ver-
digi bildirilmigtir (4, 27, 28, 29, 38, 40). Testte kullamlan antijen ge-
nellikle hiicrelerin sonikasyonu (28, 40) ile veya sodyum dodesilsiilfat
gibi deterjanlarla pargalanmast (4, 27, 38) sonucunda hazirlanir ve
mikrotitcr plate’lere adsorbe edilir. Testte konjugat olarak peroksi-
dazla (4, 29) veya alkalen fosfatazla (27, 38} igarctlenmiy tavgan anti-
tavuk IgG’leri {H+L) ve substrat olarak da peroksidaz enzimi igin
9-9>-azino-di- (3-ctilbenztiazolinsiilfat) {ABTS), 5-aminosalisilik asit
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- hidrojen peroksit veya ortofenilendiamin (4, 40), alkalen fosfataz
enzimi i¢in de para-nitrofenil fosfat (27, 38) kullamilir. Ansari ve ark.
(4). ELISA’mn HIl'den daha duyarl oldugunu fakat M. synoviae
ile infekte hayvan scrumlar ile kros-rcaksiyonlar verdigini, ayrica
konjugat'in plate yiizeyine non-spesifik olarak baglanmasi sonucu yi-
ne non-spesifik reaksiyonlarin gekillenebilecegini ortaya koymuglardir.
Opitz ve ark. {27), deneysel olarak M. gallisepticum R susu ile infek-
te cttikleri tavuklarda infeksivondan sonra 8. giinde SPA, 21. giinde
HI ve 28-35. giinlerde de ELISA ile 9 100 pozitiflik saptadiklarini,
M. galliscpticum F susu ile infekte cttikleri ve ELISA ile pozitif olan
tavuklarin 9 98’inin SPA ve 9% 80’inin de¢ HI pozitif sonug verdik-
lerini bildirmiglerdir. Bu sonuglara gore aragtinicilar HI testinin ELISA’
dan daha spesifik oldugunu ileri sirmiglerdir. Patten ve ark. (28),
ELISA’y1 HI testinden ¢ok daha duyarh bulmuglar ve deneysel ola-
rak infekte ettikleri hayvanlardan, infeksiyon sonrast 2. haftada 21
tavuktan 9 adedini {9, 43) ELISA, 5 adedini de (9% 24) HI ile pozitif,
4. haftada 24 tavuktan 16 adedini (%, 67) ELISA, 13 adedini (9, 34)
HI ile pozitif' bulmuglardir. Talkington ve ark. (38}, tavuklarda M.
gallisepticum’a kargt olugan humworal yamun 6lgiilmesinde SPA, HI
ve ELISA yontemlerini kargilagirmah olarak denemigler ve dencysel
olarak infckte cttikleri tavuklarda inokulasyondan sonraki 5. giine
kadar SPA testinin negatif kaldigini, 7. giinde hayvanlann %, 94’iintin
ve 10. giinden 35. giine kadar da hayvanlann timiinin bu test ilc
pozitif saptandigini agiklamislardir. Arasuricilar, HI testinde 10. giine
kadar pozitif' reaksiyon saptayamadiklarim, 14. giinde hayvanlarin
% 83’iniin ve 21. giinden 35. giine kadar da timinin pozitif HI tit-
releri gosterdiklerini; ELISA’da ise 7. giline kadar hayvanlarda %,
4.55-5.26 oramnda, 7. giindc 9%, 79 ve 35. giinde de %, 100 oraninda
pozitiflik saptadiklarini, bu sonuglara gore ELISA’min SPA’dan daha
az duyarh fakat HP’den ¢ok daha duyarh oldugunu bildirmiglerdir.

M. galliscpticum streptomisin, oksitetrasiklin, critromisin, spi-
ramisin ve tylosin gibi gesitli antibiyotiklere karst duyarhdir {33, 54).
Antibiyotik sagalumu, 6zellikle, akut infeksiyonlarda oliimleri ve agir
kayiplar1 énlemesi bakimindan etkili olabilir fakat higbir zaman icin
hastah@in tam olarak eradike cdilmesini saglayamaz. Infeksiyonun
yayrimasim onlemek amaciyla antibiyotik uygulamalarinin yamsira
iyi bir bakim ve beslenme ve damizlik hayvanlarin serolojik olarak
gozlem alunda tutulmalar hedef alinmustir (18}, Infcksiyonun kont-
rolii. amact ile hayvanlarin canli veya inakdf aplarla agplanmalarn
¢esitli aragtincilar tarafindan denenmig fakat agilamalar ile pek olum-
hu sonuglar alimamanugur {2).
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Materyal ve Metot
Serumlar
A- Test serumlart: Cahsmada kullamilan 900 adet serum kasap-

ik, yumurtact ve danuzhk yoniinden yetigtiricilik yapilan ozel islet-
melerden ve Ankara Sincan Tavuk Mezbahasindan temin edilmigtir
(Tablo 1).

Tablo 1. Kan serumlarmn abndiklan yerler ve sayilan
Serum
Serum cinsi Saglandig kaynak say1st Toplam
Broyler Bakteriyoloji Bilim Dals 08
Sincan Tavuk Mezbahasi 228
Ticari Isletme I* —
Ticari Isletme IT** — 308
Ticari Isletme TIT*** 5
Ticari Isletme IV**** 7
Yumurtac Bakteriyoloji Bilim Dah 212
Sincan Tavuk Mezbahasa —
Ticari Isletme I 31
Ticari jsletmc 11 — 283
Ticari Isletme 11T 26
Ticari Isletme TV 14
Damizhk Bakteriyoloji Bilim Dah 10
Sincan Tavuk Mezbahas —
Ticari Isletme 1 211
Ticari Isletme II 80 309
Ticari isletme IIT —
Ticari Isletme IV 8
Toplam | 900

* . Yumurtac: ve damizhk yéniinden yetistiricilik yapilan igletme

** . Yumurtac: ve damzhk yoniinden yetistiricilik yapilan isletme

**% . Broyler ve yumurtac: yéniinden yetistiricilik yapilan igletme

#+3%. Broyler, yumurtaci ve damizbik véniinden yetistiricilik yapilan
isletme.

B- Kontrol scrumlari: Tki adet 16 haftalik saghkli Beyaz Leghorn
tavuga haftada 2 kez olmak izere 3 hafta siireyle M. gallisepticum
S6 sugunun 3 ginlik buyyon kitltiirinden goglis kasina 0.5 ml ve-
“ilmigtir. Son enjeksiyondan 1 hafta sonra hayvanlarin kanlarn alina-

\

\
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rak serumlan qkartlmig ve ¢ahymada pozitif kontrol serum olarak
kullanmlmigur. Gahgmada, negatif kontrol serumlar olarak da Manisa
Tavuk Hastahklar ve Agt Uretim Enstitisit’ nden saglanan SPT tavuk

serumlart kullanilmugtr,

Standart Suglar

Cahsmada, serolojik testlerde {HI, AGP, ELISA) kullamlacak
antijenleri hazirlamak amacr ile liyofilize M. gallisepticum S6 suglar,
Dr. Kaoru KOSHIMIZU {japonya) ve Pendik Hayvan Hastaliklan
Merkez Aragtirma Enstitiisiit Mycoplasma Bolim Laboratuvary’ndan
(Istanbul) temin cdilmigtir.

Besi Yerleri

A- Mycoplasma besi yerleri: Cahgmada, suglarin dretimi ve anti-
jenlerin hazirlanmasinda 9% 15-20 at scrumu, 9% 1 maya ckstraku,
% 1 glukoz, 200--3500 1U [ ml penisilin ve 174000 oramnda talyum
asetat ilave cdilmiy PPLO broth ve PPLO agar {DIFCO) kullanilmig-
tir.

B- AGP test ovtami: Donemeds, AGP tesii, icinde 9, 8 NaCl
ve 9% 1.25 Noble Agar (DIFCO} igeren ortamda gergeklestirilmigtir.
Bakteriyel kontaminasyonlart onlemck amaci ile ortama 1/10.000
oraninda mertiyolet ilave edilmigtiv (26).

Konjugat

ELISA’da, tavgandan clde edilen kanatlt tiirlerine ait peroksidaz-
la igarctli anti-IgG {Rach/IgG (H-+L)/ PO} konjugati, Hannover
Veteriner Yiiksek Okulu’ndan temin edilmis ve kullanihmgtr.

Substrat

ELISA’da, antijen, konjugat titrasyonlar ve csas reaksiyon icin,
S-aminosalisilik asit 40 mg/ 50 ml PBS oramnda sulandiniimyg ve bu
solusyona 10 ul hidrojen peroksit katlarak testlerde substrat olarak
kullaninugur.

Solusyonlar ve Tampon Sivilar

A- Alsever solusyonu: 12 g sodyum sitrat ve 4 g NaCl 800 ml
distile su iginde critilerck otoklavda sterilize edilmistir. Ayrica, 20.5
g dekstroz, 200 ml distile suda eritilerck Seitz filtresincen siiziilmiis-
tir. Bu solusyon aseptik kogullarda sodyum sitrat ve NaCl solusyonuna
ilave edilmig ve tavuklardan kan alinmasinda kullamlmstr.
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B- Fizyolojik tuzlu su: 85 g NaCl, 1000 ml distile su icinde eri-
tilerek otoklavda sterilize edilmis ve HA ve HI testlerinde sulandirma
sivist olarak kullanilmistir.

C- Ozel yikamra solusyonu: Bu solusvon, egit miktarda, A solus-
yonu (9.73 g KH,PO,; 1000 ml distile suj ve B solusyonunun {9.46
g Na,HPO,/ 1000 I distile su) kangtirhrast ve bu kansgimdan [ k-
sim solusyonun 9 kisim C solusvonuna (85 g NaCl{ 1000 mi distile
su) ilave edilmesiyle hazirlanmig ve antijenin vikanmasinda kullami-
migtir.

D- Coating buffer: 8.4 g sodyem bikarbonat ve 0.2 ¢ NaN;, 1000
ml distile su iginde critildikten sonra otoklavda sterilize edilerek hazir-
lanan Coating buffer, ELISA’da antijenin sulandinlmasinda kullanil-
mastir.

E- Fosfat buffer solusyonu: 8 g NaCl, 0.2 ¢ KH,PO, v2 29 ¢
Na, HPO, 1000 ml disiilite su igiade critilerek sterilize edilmig ve
hazirlanan PBS, ELISA’da substratin sulandirtimasinda kullamlmgtir,

F- PBS-Tween 20: Hazirlanan PBS’ye, 0.5 mi/ 1000 ml miktarinda
katilan Tween 20, ELISA’da konjugat ve serum sulandirmalan ile
yikama iglemleri sirasinda kullamlmgty.

Yikanmig Tavuk Eritrositi: Kan, Alsever solusyonuna 1/ 5 ora-
ninda alimp 3 kez PBS ile yikanmug {1000 rpm’de 10 dakika} ve sedi-
ment PBS ile sulandirilarak HA ve HI testlerinde kullamlmugtir.

Yikannug Tavuk Eritrosit Stspansiyonunun Standardize Edil-
mesi: Tavuk eritrositieri 94 0.5, 1, 1.5 ve 2 oraninda sulandirithp HA
ve HI testlerinde kullamlmagtir,

l Mikroplate’ler: Denemede kullamlan HA, HT ve ELISA testle-
rinde, Greiner firmasina ait, 96 ¢ukurlu ve yuvarlak tabanh mikro-
platc’lerden yararlanilmigtir.

Otomatik Diliiter: ELISA ve HI testlerinde, serumlarin sulan-
dinlmalar1 amaciyla Microtiter Automatic Diluter (Dynatech)’den
yararlanilmistir.

Karigtiric1:  Plate’lerde  hazirlanan  dilusyonlarin kangtinbmas
amactyla Microshaker AM69 (Dynatech) cihaz kullamlmstir.

Micro ELISA Mini Reader (Dynatech): ELISA’min degerlen-
dirilmesi micro ELISA mini reader MR590 cihazinda 490 nm dalga
boyunda gergeklegtirilmigtir.
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Sonikator: ELISA ve AGP antijenlerinin par¢alanmast sonikator-
de {Sonic 300 Dismembranator, Fisher Scicntific) gergeklestirilmigtir.

Antijenler

A- Serum Lam Aglutinasyon (SPA)} antijeni: Qahgmada, serum
lam aglutinasvon testinde, Nobilis firmasi tarafindan hazirlanmig bo-
yali CRD lam aglutinasyon antijeni kullamimugtir.

B- Hemaglutinasyon (HA) ve Hemaglutinasyon-Inhibisyon
(HI) antijenleri: Caliymada, HA ve Hl antijenleri Adler ve Yamamoto’
nun (3) bildirdikleri yontenmie gore hazirlannugtir. Japonya’dan temin
cdilen M. gallisepticum S6 susu kati besi verinde dretildikten sonra
koloniler agarla birlikte kesilerck 5 I€'lik PPLO buyyona ckilmig ve 3
giin siire ile Gretilmigtir. Inkubasyon siiresi sonunda kiiltiic +4°C de
ve 10.000 rpm dc 30-45 dakika santrifije edilmigtir. Santriftij sonunda
elde edilen sediment 6zel yikama solusyonu ile 3 kez yikannug ve son
yitkamadan sonra, sediment aym solusyon ile orijinal voliiminiin 1/
100’4 oramnda sulandirilarak testlerde antijen olarak kullamlmigtir,

C- Agar-Jel Presipitasyon {AGP) antijeni: Cahgmada, AGP an-
tijeni, Nonomura ve Yoder’'in (26) bildirdikleri yonteme gore hazir-
lanmugtir. HA ve HI testleri i¢in hazirlanan antijen, -20°C de 10 defa
dondurulup ¢ozdirilerck ve ayrica 10 dakika siireyle sonike edilerck
pargalannug ve buz dolabinda 2-3 saat ¢6kmesi i¢in beklendikten son-
ra dst sivist AGP testinde antijen olarak kullamlnugtir.

D- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) antijeni:
Denemede, ELISA antijeni, Heitmann ve ark.’nin (17) bildirdikleri
yonteme gore hazirlanmugtir. Japonya’dan temin edilen M. gallisep-
ticum S6 susu 37°C de, acrobik ortamda 72 saat siircyle 700 ml'lik
PPLO buyyonda tiretilmig ve inkubasyon sonunda kiiltir 20.000 rpm
de 30 dakika santrifije edilerck sediment 2 kez FTS ile yikanmugtir.
Daha sonra sediment, distile su ile 1/ 100 oraninda sulandirilnug, -20°C
de 3 kez dondurulup ¢ozdirilmiis ve ayrica 10 dakika sonike cdilerck
par¢alanmig ve ELISA’da antijen olarak kullamlmigtir. ELISA anti-
jeninin protein miktart Bitret yontemiyle tayin cdilmisgtir (4).

Serum Lam Aglutinasyon (SPA) testi: Bu test, Timms ve Cullen’
in (45) bildirdikleri yénteme gore yapilmigur. Temiz bir lam tizerinde
0.02 ml inaktive edilimenig ve sulandimlmanug serum ve 0.02 ml bo-
vah CRD antijeni kangtinlnug ve 2 dakika iginde olugan kiimelegme
pozitif sonug olarak kabul edilmigtir. ‘
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Hemaglutinasyon (HA) testi: Bu test, Matsuo ve ark.’mn (22)
bildirdikleri yonteme gére mikroplate’lerde yapilmigtir. Testte plate’
in bitiin gozlerine 0.025 ml FTS konnlmug ve sonra yukaridan agagi-
ya dogru plate’in birinci gézlerine antijenden 0.025 ml ilave edilerek
otomatik sulandirict ilc soldan saga dodru 1/ 2 sulandirmadan bagla-
yarak antijenin iki kath sulandirmalart vapilnugur. Daha sonra, tim
gozlere 3 kez yikannug 9, 'lik tavuk eritrositinden 0.025 m! ilave edi-
lerek 10-15 saniye ¢alkalanmig ve oda isinda 45 dakika bekletilmis-
tir. Dantela tarzinda ¢okiintiintin olustugu gozlerde reaksiyon pozitif
olarak degerlendirilmis ve pozitif rekasiyon goriilen en son sulandirma
antijenin HA titresi olarak alinmugtir. Eritrositlerin nokta tarzinda
kiimelegmesi ise negatif olarak degerlendirilmigtir.

Hemaglutinasyon-Inhibisyon (HI) testi: Bu test, Matsuo ve ark.’
nin (22) bildirdikleri yonteme gore mikroplate’lerde yapilmg ve deger-
lendirilmigtir. Plate’ni biitiin gozlerine 0.025 ml FTS konulmusg, daha
sonra yukaridan asagiya dogru plate’in birinci gozlerine test edilecck
serumlann 1/ 3lik sulandirmasindan 0.025 mt ilave cdilerck, soldan
saga dogru iki kath sulandirmalan yapilnug, 4 HA initesinde sabit
tutulan antijenden biitin gozlere 0.025 ml konularak 10-15 saniyc
calkalannug ve oda isisinda 15-20 dakika bekletilmigtir. Bu siirenin
sonunda, biitiin gozlerc 3 kez yikanmig %, I’lik tavuk eritrositinden
0.025 ml ilave edilerek hafifce ¢alkalanmig ve oda 1sisinda 45-60 dakika
bekletilmigtir. Diigme tarzinda ¢okiintiiniin gorildigi gézlerde reak-
siyon pozitif olarak degerlendirilmis, pozitifligin goriildigii -en son
sulandirma, serumun HI titresi olarak kabul edilmigtir. Degerlendir-
mede, 1/80 ve daha yiiksek titreler CRD yoniinden pozitif, 1/40
titreler siipheli ve 1/20 ve daha digiik titreler isc negatif olarak kabul
edilmiglerdir. Denemede, standart pozitif ve negatif serumlar da kul-
lamlmigtir, '

Agar-Jel Presipitasyon (AGP) testi: Bu test, Nonomura ve Yoder’
i1 (26) bildirdikleri ydnteme gore, 5 cm gapindaki plastik petri kutu-
larinda yapilmstir. I¢erisinde 9, 8 oraminda NaCL bulunan, % 1.25
lik Noble Agar petri kutularina 10 ml miktarinda dokiilmistiir. Agar
katilaguktan sonra iizerinde 4 mm ¢apinda ve aralarinda 4 mm mesa-
fe bulunan 7 qukur, birisi merkezde altisi periferde olmak dzere agil-
mig ve cukurlarin dipleri pastor pipeti kullanifarak birer damla agar
ile kapatilmigtir. Ortadaki ¢ukura AGP antijeni, gevredeki cukurlara
isc test serumlarindan gukurlar tamamen dolana kadar ilave edilmis
ve petriler oda 1sistnda ve nemli bir ortamda 48-72 saat siireylc inku-
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be edilmistir. Antijenle arasinda presipitasyon gizgisi olusan serumlar,
pozitif ve negatif kontrol scrumlariyla kargilastinlarak degerlendiril-
migtir.

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA): Bu test, Heit-
mann ve ark.’min (17) bildirdikleri yonteme gore antijen ve konjugat
titrasyonu, negatiflik kriterinin belirlenmesi ve testin uygulanmasi ol-
mak iizere 4 agamada gergeklestirilmigtir.

Antijen titrasyonu: Hazirlanan antijenin Coating buffer’da 1/50°
den baglayarak iki kath sulandirmalan tiiplerde hazirlanmig ve bu
sulandirmalardan plate’nin gozlerine soldan saga dogru ilk siraya
0.025 ml 1/ 50 sulandirmadan, ikinci siraya 0.025 ml 1/ 100 sulandir-
madan olmak iizere sekizinci siraya da 0.025 ml 1/ 6500 sulandirma-
dan konularak plate 37°C de 3 saat nemli bir ortamda inkube edil-
migtir. Siire sonunda plate PBS-Tween 20 ile 3 kez yrikanmig ve yuka-
ridan agagiya dogru itk gézlere pozitif serumdan 0.050 ml, diger goz-
lere ise 0.025 ml PBS-Tween 20 konularak soldan saga dogru serumun
iki kath sulandirmas: yapilmg, 37°C de 30 dakika inkubasyondan son-
ra yikama iglemi tckrarlanmustir. Titresi 1/ 100 olarak bilinen kanath
konjugatindan biitiin gozlere 0.025 ml ilave edilmig ve 37°C’de 30
dakika inkube edilmigtir. Son yikamay takiben, 50 ml PBS iginde su-
landirilan 40 mg 5-aminosalisilik asit 4 10 ul hidrojen peroksit’den
biitiin gozlere 0.050 ml konularak oda 1sisinda 30-45 dakika tutul-
mus, sonuglar gozle ve minireader ile degerlendirilmigtir.

Konjugat titrasyonu: Coating buffer’da 1/500 oraninda sulan-
dirilan antijenden plate’in biitiin gozlerine 0.025 ml konarak 37°C’de
nemli bir ortamda 3 saat inkubasyona birakilmigtir. Plate soldan saga
dogru 6 boliime ayrilmig ve yine soldan saga dogru ilk gozlere bilinen
pozitif ve negatif serumlardan 0.050 ml, diger gozlere de 0.025 ml
PBS-Tween 20 konulmug ve serumlarin yukandan agagiya dogru iki
kath sulandirmalan yapilmg, 37°C’de 30 dakika inkubasyonu takiben
yikama iglemi tekrarlanmgtir. Konjugatin, tiiplerde PBS-Tween 20
icinde 1/ 100 sulandirmadan baslayarak iki katl olmak iizere 1/ 3200
e kadar sulandirmalan yapilmig ve bu sulandirmalardan her birinden,
yukaridan agagiya dogru aynlan 6 bolimiin biitiin goézlerine 0.025
ml konulmugtur. 37°C de 30 dakika inkubasyondan sonra yikama ig-
lemi tekrarlanmigtir. Son agamada, biitiin gozlere 0.050 ml substrat
ilave edilerek oda isisindan 30-45 dakika tutulmug, sonuglar gozle
ve minireader ile degerlendirilmigtir.
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Negatiflik kriterinin belirlenmesi: SPA ve HI testleri ile negatif
oldugu belirlenen ve SPF tavuklardan saglanan 20 adet negatif serum,
3 kez ELISA ile incelenerck alinan deger ortalamalan diizenlenmis ve
bu sonucglara goére negatiflik egigi belirlenmigtir. Denemeler sirasinda
bu egigin iistiinde reaksiyon veren serumlar pozitif, alindaki serumlar
ise ELISA’da negatif olarak degerlendirilmiglerdir.

ELISA’mn uygulanmasi: ELISA, Heitmann ve ark.’min (17)
bildirdikleri yonteme goére mikroplatc’lerde yapilmigtir. Plate’in biitiin
gozlerine Coating buffer’da 1/ 3500 oraminda sulandirilmig antijenden
0.025 ml konulmug ve 37°C’de nemli bir ortamda 3 saat inkubasyon-
dan sonra PBS-Tween 20 ile 3 kez yikanmugtir. Daha sonra, test edi-
lecck serumlar 1/5 orammda PBS-Tween 20°de sulandirilmig ve pla-
te’in soldan saga dogru ilk gozlerine 0.050 ml miktarinda konulmus,
diger goziere de 0.025 ml PBS-Tween 20 konularak, secrumlarin yuka-
ridan agagi dogru 0.025 ml aktanlarak iki kath sulandirmalar yapil-
mstir. 37°C’de 30 dakika inkubasyondan sonra, yikama iglemi tekrar-
lanmagtir. Plate’in gozlerine, PBS-Tween 20 iginde 1/ 500 oraninda
sulandirilmg konjugattan 0.025 ml konularak 37°C’de inkubasyona
birakilmigtir. Son yikamay takiben, biitiin gozlere 0.050 ml substrat
ilave edilerek oda 1sisinda 30-45 dakika tutulmustur. Sonugta, her bir
goziin absorbansi 430 nm de (optik dansite) minircader ile degerlen-
dirilmig ve negatiflik cgiginin ustiinde kalan cn son sulandirmaya ka-
dar reaksiyon pozitif kabul cdilmigtir.

Istatistik degerlendirmeler: SPA testine gore ELISA ve HI test-
lerinin spesifitc ve sensitivite degerlendirmeleri Thrusficld’in bildir-
digi yonteme gore yapilmustir (43).

Bulgular

Hiperimmun scrum: Denemede, testlerde kontrol amac ile kul-
lanilan pozitif scrumun (hiperimmun serum) titresi HI testinde 1/ 1280
olarak belirlenmigtir.

Kan konsantrasyonunun standardizasyonu: HA ve HI testlerin-
deki gerck dantela gerekse diigme tarzindaki ¢okiintiler en iyi 95 1°
lik eritrosit siispansiyonunda gorildiginden, kanin bu konsantras-
vonu HA ve HI testlerinde kullamlmgtir,

Hemaglutinasyon testi sonuglari: Denemede hazirlanan antije-
nin HA titresini saptamak amaa ile, mikroplate’lerde bu test 8 kez
tekrarlanmig ve titre 1/ 128 olarak belirlenmigtir. Deneme siiresince,
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her caliymadan énce, antijenin titresini kontrol etmek igin bu test ye-
niden yapilmig ve titrede bir degisiklik saptanamamugtir.

ELISA antijeninin protein miktarimn tayini sonuglari: Hazirla-
nan ELISA antijeninin kullanilmadan Gnce bitiret metodu ile total
protein miktar hesaplanmuig ve 7 mg/ml olarak bulunmugtur.

SPA test sonuglari: Denemedc kullamlan 900 adet tavuk seru-
mundan 182 adedi (% 20.2) SPA ile plozitif bulunurken 718 adet sc-
rum (9% 79.8) negatif olarak degerlendirilmistir {Tablo 2).

HI test sonuglari: Denemede, toplam 900 adet tavuk serumu HI
testi ile degerlendirilmigtir. Broyler serumlarnindan 193 (9 62.7) sc-
rum hic HI titresi gostermezken 51 (% 16.6) serum 1/20 veya daha
diigiik, 27 (9, 8.8) serum 1/40 ve 37 (% 12.1) serum da 1/80 veya
daha vyiiksek titreler gostermiglerdir. Yumurtac: serumlarindan . 166
(% 58.7) serum hig HI titresi gostermezken, 48 (% 16.7) scrum 1/ 20
veya daha disiik, 18 (9% 6.4) scrum 1/ 40 ve 51 (9% 18.0) serum da
1/80 veya daha yiiksek HI titresi gostermiglerdir. Damizhik serumla-
rindan ise 171 (9% 55.3) scrum HI titresi gostermezken, 65 (% 21.0)
serum 1/ 20 veya daha diisiik, 33 (9% 10.7) serum 1/ 40 ve 40 (%, 12.5)
serum da 1/ 80 veya daha yiiksek HI titreleri gostermiglerdir (Tablo 2.
SPA vc HI testleri kargilagtinildiginda ise 182 adet toplam SPA po-
zitif serumdan 87°si (% 47.8) HI pozitif ve 95°i (% 52.2) HI negatif
saptanirken (Tablo 3), 718 adet toplam SPA negatif scrumdan 38’
(% 5.3) HI pozitif ve 680°i (9, 94.7) HI negatif belirlenmistir (Tablo
4). Bu sonuglara gorc HI testinin SPA testine gore sensitivitesi 9, 47.8
spesifitesi ise 9%, 94.7 olarak hesaplanmigtir.

AGP test sonuglari: Denemede toplam 900 adet tavuk serumun-
dan 51 adedi (9}, 5.7) pozitif bulunurken, 849 (9, 94.3) scrum isc ne-
gatif olarak decgerlendirilmigtir (Tablo 2).

ELISA Sonuglar:

a) Antijen titrasyonu: HI testi ile titresi 1/ 1280 olarak saptanan
pozitif serumun, antijen sulandirmasinda en iyi pozitif reaksiyon gos-
terdigi nokta antijenin titresi olarak degerlendirilmigtir. Bu titre 1/ 500
olarak belirlenmis ve deneme siiresince antijen 1/ 500 oramnda sulan-
dirilarak kullanilmagtir.

b) Konjugat titrasyonu: Titresi HI testinde 1/ 1280 olarak belir-

lenen pozitif serum ile 1/500 oramnda sulandiriimsg antijen kallani-
larak yapilan konjugat titrasyonunda, titre 1/ 500 olarak saptanmigtir.
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Tablo 2. Cahsmada kullanilan broyler, yumurtaci ve damizhik tavuklara ait serumlarmn serolojik test sonuglan

Serumun Serum SPA Hl AGP . ELISA
cinsi Saglandigy Kaynak saymst | - — |+ — | - | —
Broyler Bakteriyoloji B.D. 68 21 4714 25 43 12 56| 56 12
Sincan Tabuk Mezbhahas 228 26 202 12 216 9 219|137 91
Ticari Isletme I - _— = = = - — - =
Ticari Isletme II — o e - - —
Ticari Isletme I1I 5 2 3| — 5| — 57 — 5
Ticari Isletme 1V 7 2 5 — 7 — 7 - 7
Yumurtaciy Bakteriyoloji B.D. 212 62 150 | 47 165 15 197 | 144 68
Sincan Tavuk Mezbahasi — e et T I —
Ticari Isletme I 31 7T 24 2 29 5 26| 16 15
Ticari Isletme II — e T T (O —
Ticari Isletme II1 26 8 18 2 24 - 26 4 22
Ticari Isletme 1V 14 — 4| — 14 — 14 5 9
Danuzhk | Bakteriyoloji B.D. 10 4 6 3 71 — 10 5 5
Sincan Tavuk Mezbahasi — — = = =] = = - —
Ticari Isletme 1 211 31 180; 23 188 8 203 118 93
Ticari isletre II 80 16 64| 14 66 2 78| 57 23
Ticari Isletme IIX — _ = = = = = = -
Ticari Isletme IV 8 3 51 — 8| — 8 1 7
Toplam i 900 | 182 718 | 128 772 | S1 849 | 543 357

UVINNDLLLASITIVO VINSVIJODXIN VAAVTINAVL
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Tablo 3. SPA pozitif serum orneklerinin HI titre dagilimlan

SPA (+) serum HI titreleri

say1s1 — 1/20 I 1/40 1/80

Broyler 51 | 11 (2L1.57)* 2 (3.92)| 11 (21.57) ) 27 (52.94)
Yumurtac: 77 | 26 (33.77) 4 (5.20) [ 12 (15.58) | 35 (45.45)
Damzhk 54 1 9 (16.67) 9 (16.67) [ 11 (20.37) | 25 (46.29)
Toplam 182 | 46 (25.27) 15 ( 8.24)‘ 34 (18.68) | 87 (47.81)

*: Yizde degeri

Tablo 4. SPA negatif serum orneklerinin HI titre dagihimlan

SPA (—) serum HI titreleri

saylst — 1/20 1/40 ' 1/80
Broyler 257 | 182 (70.82)*| 49 (19.07) | 16 ( 6.23) | 10 ( 3.88)
Yumurtac: 206 | 140 (67.96) | 46 (22.33) | 6 ( 2.91)| 14 ( 6.80)
Damizhk 255 | 164 (64.31) | 55 (21.57)| 22 ( 8.63) | 14 ( 5.49)

Toplam 718 | 486 (67.69) | 150 (20.89) | 44 ( 6.13) | 38 (5.29)

*: Yiizde degeri

Deneme siiresince, ELISA’da, konjugat 1/ 500 oraninda sulandinla-
rak kullaniimagtir.

¢) Negatiflik kriterinin belirlenmesi: SPA ve HI testleriyle nega-
tif reaksivon veren 20 serum 6rnegi ve titresi HI testi ile 1/ 1280 ola-
rak belirlenen pozitif serum, 3 kez ELISA ile incelenmis, alinan deger
ortalamalann diizenlenerck negatiflik ve pozitiflik egrileri ¢izilmig
(Grafik-1) ve negatiflik esigi optik dansite {OD) 0.24 olarak saptan-
mugtir. Deneme siiresince ELISA’da, test edilen serumlarin bu esigin
iistiinde rcaksiyon veren en son sulandirmalan pozitif olarak kabul edil-
mig ve seivm titreleri bu sulandirmaya gére hesaplanmigtir.

d) ELISA: ELISA’da 308 broyler serumundan 193 (9,62.7) serum
pozitif 115 (9% 37.3) serum ncgatif; 283 yumurtac: scrumundan 169
(% 959.7) serum pozitif, 114 (9% 40.3) serum negatif, 309 damizlik
serumundan da 181 (%, 38.6) serum pozitif ve 128 (%, 41.4) serum ne-
gatif bulunmugtur (Tablo 2). ELISA ve HI ile incelenen 900 serumun
optik dansite (OD) ve HI titre dagilimlarn Grafik-2’de goriilmektedir.
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Grafik-1. ELISA da nagatil we poiifii sarumlarla negatiflik kriterinin
peliclenns:a
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Buna gére; sadece HI ile 1 (% 0.1} scrum, sadece ELISA ile 372
(94 41.3) serum pozitif olarak belirlenmistir. HI-ELISA ilc 401 (%
44.6) serum negatif ve ayni testlerle 126 (% 14.0) serum pozitif ola-

rak saptanmgtir.

Tartigsma ve Senug

Kanath hayvanlarda M. galliscpticum infcksiyonlars, tavuklarin
Kronik Solunum Sistemi Hastahigi (CRD) olarak bilinmektedir. Ta-
vuklarda infeksiyon solunum sistemi bozukluklart yamnda yemden
vararlanmada, viicut agirh@inda ve yumurta veriminde azalma ile
karakterizedir. Geng hayvanlarda, ozellikle komplike olgularda ve
stres kogullart alunda oliimlere neden olan bu infeksiyon tiim diinyada
vavgindir ve ¢ok yonli yetigtirilen {broyler, yumurtaci, damizlik)
tavuklan ctkileyerck onemli ckonomik kayiplara neden olmaktadir.

Infekte hayvanlardan ctken izolasyon ve identifikasyonunun
zaman ahc ve zor olugu, etken izolasyonunu engelleyen birgok fakts-
riin bulunmasi, bir sird i¢inde, 6zellikle, komplike olmamig CRD
olgularinda klinik semptomlarnn fazla belirgin olmayigi, siiri icinde
gizli portor hayvanlar belirlemek ve ayrica suriiniin CRD durumunu
ortaya koymak igin SPA ({33), HI (14, 25), AGP (6, 35) ve ELISA
(4, 27) gibi scrolojik yontemlerin kullamlmasini zorunlu hale getir-
migtir.,

Hayvanlarin serumlarinda olugan spesifik antikorlarin belirlen-
mesinde gabukluk, kolayhk ve duyarhhk bakimiarindan avantajh
olan SPA testi birgok arastiniar tarafindan dogal ve deneysel M. gal-
lisepticum infeksivonlarinda aglutininlerin belirlenmesinde kullanil-
mugur (12, 31, 33, 35, 41). Roberts {31}, ctgi piligleri intranazal sinus
yolu ile dencysel olarak infekte cttikten sonra hayvanlarin antikor ya-
nitlarin incelemis, cprivasyon susuyla (S6 susu) yapu@ SPA testin-
de 1. hafta sonunda hayvanlarin timinin (% 100) pozitif reaksiyon
verdigini, heterolog suglardan hazirladigr antijenlerle de % 8 (F anti-
jeni) ve 9% 25 (WST7 antijeni) pozitif sonug aldigim bildirmistir. Aras-
urici ayrica, 3. haftada isc hayvanlanin timiiniin her 3 antijenle de
pozitif reaksiyon verdigini aciklamisur. Benzer bir ¢gahymada Timms
ve Cullen (45), 3 grup Beyaz Leghorn pilici M. gallisepticum S6, F
ve WS7 suslanyla dencysel olarak infekte etmigler ve 28 hafta boyunca
hayvanlarda olugan scrolojik yamu homolog ve heterolog antijenleri
kullanarak SPA ve HI testleri ile incelemigler, yapuklan SPA testin-
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dc aglutininlerin infeksiyondan sonraki 1. haftadan itibaren saptana-
bildigini, antikorlarin heterolog antijenlerle de belirlenebildigini an-
cak homolog antijenlerle daha yiiksck titreler elde edildigini, HI anti-
korlarinin isc infcksiyondan ancak 2 hafta sonra belirlendigini bildir-
miglerdir. Sahu ve Olson {33), inceledikleri 43040 adct kan scrumun-
dan 53 (9, 0.1) adedinin SPA testi ile pozitif bulundugunu agikla--
muglardir. Arastiricilar, yaptiklart bagka bir ¢ahgmada isc {35), broy-
ler, yumurtaci ve damuzhk siiriilerc ait serumlardan %, 1-100 pozitif
reaksiyonlar clde cttiklerini bildirmiglerdir. Dogal ve deneysel infeksi-
yon sonunda 1 hafta iginde ortaya gikan ve genellikle 1gM karakterin-
de (31, 32) aglutininlerin saptanmasinda olduk¢a duyarl olan ve bu
nedcnle bir stirii tarama testi olarak kullanilan SPA testi bazi kogullar
altinda non-spesifik pozitif reaksiyonlar da vermektedir (7, 8, 42, 45, 50,
54). Bu non-spesifik reaksiyonlarin, scrumun 1 /5 sulandiriimasi veya HI
ve AGP test sonuglar ile dogrulanabilecegi gesitli aragtiricilar tarafin-
dan agiklanmugtir (7, 42, 45, 54). Bu ¢ahymada incelenen toplam 900
tavuk secrumundan 182 (9) 20.2) adedi SPA testi ile pozitif, 718 (%,
79.8) adedi ise ncgatif bulunmustur. Non-spesifik rcaksiyonlarn cli-
minc cdilmesi igin SPA testinde pozitif bulunan 182 scrum orneginin
1/ 5 sulandinlarak yeniden test edilmesi sonucunda ise 132 (9% 72.5)
serum 6rnegi pozitif ve 50 (% 27.5) serum 6rnegi de negatif olarak
degerlendirilmigtir. Bu sonuglar, aragunicilarin bulgularina paraletlik
gostermekte ve serumlar 1/ 5 sulandinldiginda pozitif serum sayisin-
daki azalmamn SPA testinin non-spesifik antikorlardan fazlasiyla ct-
kilendigini ve gergek degerlerin belirlenmesinde mutlaka diger serolo-
jik testlerle konfirme cdilmesi gercktigini ortaya koymaktadir.
CRD kontrol programlarinda SPA testinin yamsira duyarhhg
daha az fakat spesifitesi oldukga fazla olan HI testi, bir dogrulama tes-
ti olarak kullamlmaktadir (10, 16, 21, 30, 33). Infcksiyondan yaklagik
14 giin sonra ortaya gtkan HI antikorlarinin {10) saptanmast amaciyla
HI testi geligtirilmi ve yapilan karplagtirmal denemeler sonucunda,
infcksiyonun belirlenmesinde SPA testinden daha spesifik oldugu vur-
gulanmugtir (25, 26). Fahey ve Crawley (14}, buyyonda 3 giinlik bir
inkubasyon sonunda HA aktivitesinin saptanabildigini, 7--10. giinlerde
ise titrenin maksimum diizeye ulagtgim ve bu titrenin nadiren 1/16%y1
gectigini bildirmiglerdir. Kuniyasu ve Ando {21), degigik antijen
gruplan arasinda HA titreleri bakimindan farklar bulundugunu, an-
tijenlerin 1/ 40 ile 1/ 320 arasinda degisen HA titreleri gosterdiklerini
bildirmiglerdir. Sahu ve Olson (33), inccledikleri broyler serumlarin-
dan 53 adct pozitif serumun 5 adedinin (% 9.4) HI pozitif titre ver-
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digini, 6te yandan 1233 SPA necgatif serum orneginden 80 adedinin
(97 6.5) HI testi ilc pozitif olarak saptandigini, sonugta isc, SPA ncga-
tif serum orneklerinin HI testi ile de incelenmelerinin vararl olacadi-
m vurgulamuglardir. Roberts ve Olesiuk {32}, M. gallisetpicum ile
infektc hayvan scrumlariuin M. synoviac SPA antijeni ile non-spesi-
fik reaksiyon olugturmadigim ancak, M. synoviae ile infckte hayvan
serumlarimin M. galliscpticam SPA antijeni ile reaksiyon verdiklerini,
fakat bu scrumlarin HI testi ile negatif bulunduklarim agiklamiglar-
dir. Vardaman ve Yoder {49), hazirladiklant HI antijenleri ile M. gal-
lisepticum ve M. synoviae infcksiyonlarim bagari ile ayird cdebildik-
lerini bildirmiglerdir. Bu cahymada, HA testi ile titresi 1/ 128 olarak
saptanan antijen 4HA {initesinde sulandinloug ve % 1 ytkanmug tavuk
eritrositi ile birlikte HI testinde kullamilnugtir. Incelencn toplam 900
scrumdan 128 adedi {9, 14.2} HI testinde pozitif, 772 adedi (9% 83.8)
isc negatif’ olarak degerlendirilmigtir. SPA pozitif 182 scrum 6rne-
ginden 95 adedi (% 32.2) HI ncgatif bulunurken, SPA negatif’ 718
serum orneginden 38 adedi (9%, 5.3) HI ile pozitif olarak saptanmgtir.
Alinan bu sonuglara gore HIT testinin SPA testine gore sensitivitesi
% 47.8, spesifitesi ise 9, 94.7 olarak belirlenmigtir. Elde edilen bulgu-
lar aragtinicilanin sonuglan ile uyum saglamakta, SPA testinde olugan
non-spesifik recaksiyonlarin HI testinde bir problem olmadi@ gergegi-
ni bir kez daha vurgulamaktadir. Siipheli serum 6rncklerinden SPA
pozitif sonug verenlerin timiiniin, SPA negatif sonug verenlerin ise
rasgele secilecek bir miktarinin HI testi ile incelenmesinin yararh ola-
cagt kamsina varinugtir,

M. galliscpticum infcksiyonlarinda olugan antikorlarn saptanma-
s1, izole edilen suglarin identifikasyonu ve ayrica degigik suglarin sero-
tiplendirilmesi icin AGP testinin de kullamlabilecegi gegitli aragtirici-
lar tarafindan bildirilmistir (6, 20, 26, 34, 35). Aycardi ve ark. (6),
kat karbondioksit ve ctanolde 10 kez dondurup cozdiirmek surctiyle
hazirladhklar antijenleri farkli serotiplere ait Mycoplasma suglarimn
serotiplendirilmesinde kullannuglardir. Jordan ve Kulasegaram (20},
AGP testinin duyarhh@imin simrh oldugunu, tavuk serumlarindaki
antikorlarin saptanmasinda daha duyarlt serolojik testlerin kullaml-
mast gerektigini bildirmiglerdir. Nonomura ve Yoder (26), dondurup
¢ozdiirme, sonik vibrasyon veya sodyum dodesil siilfat (SDS) ile par-
galadiklan antijenleri kullanarak AGP testi ile Mycoplasma izolatla-
rim identifive ctmeye ¢ahgmuglar, dogal olarak infekte tavuk siiriile-
rinden ¢ok az hayvanmn AGP ile reaksivon verdigini, yvinc de testin
oldukga spesifik oldugunu agiklanuglardir. Sahu ve Olson (34), broy-
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ler damuzlik siiriilere ait scrumlar incelerken SPA testinde goriilen
non-spesifik reaksiyonlarin negatif HI ve AGP test sonuglan ile dogru-
lanabilecegini bildirmigler ve aym aragtnalar yaptklan bagka bir
cahgmada (35}, broyler, yumurtac: ve damizhk siiriiferinde ctken izo-
lasyonu yaprlamadigi durumlarda, hayvanlarin kanlarinda aglutinin-
lerin, presipitinlerin ve HI antikorlarinin varhgmn gosterilmesinin
onemini ortaya koymuglardr. Bu ¢ahgmada, toplam 900 serumdan 51
adedi (% 5.7) AGY ile pozitif, 849 adedi (%, 94.3) isc negatif olarak
bulunmugtur. Bu sonuglara gore, siipheli kan serumlarinda M. galli-
septicum antikorlarinin saptanmasinda AGP testi diger testlere oranla
oldukca yetersiz kalmigur. Bu sonug, kan ornckleri alindiginda hay-
vanlatin kan serumlarinda lgG antikorlurinin yeterli dizeye ulag-
manug olmasina bagh olabilir.

M. galliscpticum  infeksiyonunun  teshisi amaciyla kullanilan
ELISA, diger tiim testlere oranla daha duyarh ve spesifik bulunmugtur
(4, 27, 28, 29, 38, 40). Testte antijen olarak sonikasyon (36, 49) ile
veya SDS gibi deterjanlarla (4, 27; pargalanmug hiicreler kullamimak-
tadir. Konjugat olarak pcroksidazla (4, 29) veya alkalen fostatazla
(27, 38) isarctlenmis tavsan anti-tavuk IgG’leri ve substrat olarak da
peroksidaz enzimi igin ABTS, 5-aminosalisilik asit -+ hidrojen perok-
sit veya orto-fenilendiamin (4, 40), alkalen fosfataz enzimi igin de para-
nitrofenilfosfat (27, 38) kullanilmaktadir. Ansari ve ark. (4), ELISA
tekniginin HI testinden daha duyarh oldugunu gostermiglerdir. Opitz
ve ark. (27), M. gallisepticum ve M. synoviac infcksiyonlarinda olugan
antikorlart ELISA, SPA ve HI ile inceleyerek M. gallisepticum F sugu
ile infekte tavuklardan ELISA ile 9 100, SPA ile % 98 ve HI ile de
o/ 80 oranlarinda pozitiflik belirleyerck antikorlar saptamada ELISA
tekniginin SPA ve HI testlerinden daha duyarh oldugunu ayrica,
ELISA ile SPA testine gore daha az non-spesifik reaksiyon olugtugu-
nu bildirmiglerdir. Patten ve ark. {28), ELISA tckniginin SPA ve HI
testlerine oranla daha duyarll ve spesifik oldugunu agiklamuglar ve
inceledikleri 99 serum orncginden 74 adedini {9, 74.6) ELISA ve
SPA ilc pozitif bulduklarim, infcksiyonun saptanmasinda HI testin-
den daha kisa sirede ELISA ile antikorlan belirleyebildiklerini ve
ortalama ELISA titrclerini, ortalama HI titrelerine oranla 1-3 kat
daha fazla bulduklarini agiklamiglardir. Talkington ve ark. {38) da,
ELISA ve SPA ilc infeksiyon sonrast 7. glinden itibaren antikorlarin
saptanabildigini, HI testinde ise ancak 10. giinden sonra antikorlarin
diagnostik bir diizeye gelebileccklerini agiklanuglardir. Bu ¢aligmada,
ELISA antijeni -20°C’de 10 defa dondurulup gozdurilerck ve aynca
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sonike cdilerek hazirlanmigtir. Konjugat olarak peroksidazla igaretli
tavsan anti-tavuk IgG’leri ve substrat olarak da 5-aminosalisilik asit
-~ hidrojen pcroksit kullanilmigtir. Cahgmada, incelenen 900 serum-
dan 543 adedi {9 60.3) ELISA ile pozitif, 357 adedi {9 39.7) isc ne-
gatif olarak degerlendirilmigtir. Yapilan kargilagurmalar sonucunda
ise ELISA tekniginin SPA testine gore spesifitesi 9, 92.6, sensitivitesi
% 31.1; HI testine gore spesifitesi % 99.8 ve sensitivitesi de % 25.3
olarak hesaplanmugtir. Bu sonuglar, aragtincilanin yaptiklan galiyma
sonuglan ile paralellik gostermektedir.

Bu ¢ahgmada, broyler, yumurtac ve damizhk igletmelerc ait 900
scrumun SPA, HI, AGP ve ELISA ile M. gallisepticum yoniinden
incelenmesinde en duyarh yontem ELISA bulunmugtur. Ancak, uy-
gulanabilirligi ve ckonomik olmast nedenivle SPA testi tarama test-
lerinin vazgegilmez bir yontemi olmaktadir. Yine laboratuvarda uy-
gulanmasi oldukca Dbasit olan ve kisa siirede sonu¢ veren HI testinin
bir tamamlayici test olarak kullamlmasinda biytik yarar vardir. AGP
testinin bir siirii tarama testinden ziyade CRD konusunda yapilacak
deneysel arastirmalarda antikorlarin saptanmasinda daha duyarh
olacag: diigincesi hakim olmustur. Caliymada, her 3 testle ayn ayn
kargilastinlan ELISA, pahah ve zaman aha olmasi gibi nedenlerle
saha taramalan i¢in her nekadar uygun goriinmiiyorsa da, kullamlan
spesifik IgG’ler nedeniyle M. gallisepticum antikorlarinin saptanma-
sinda oldukga spesifik bir test oldugu anlagimaktadir,

Sonug olarak, clde edilen bulgular SPA, HI ve ELISA teknikle-
rinin M. gallisepticum infeksiyonlarinda serolojik taramalarda gayet
iyi sonuglar verdiklerini géstermistir. Ancak, bundan sonraki yapilacak
¢aliymalarda mczbahadan saglanacak scrumlarnin yanisira belli bir
periyod iginde igletmelerden ahinacak serumlarda bu testlerin uygu-
lanmasimn, testlerin dnemi ve guvenirliligi agisindan énemli sonuglar
doguracag siphesiz gorilmektedir.
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